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RESUMEN

Los primeros eventos de la percepcion olfativa se inician en células
especializadas llamadas neuronas olfatorias. Estas células sensoriales responden con un
aumento en la frecuencia de potenciales de accidn al ser expuestas a odorantes que
estimulan la adenilil ciclasa en cilios olfatorios. Esta respuesta es mediada por una
cascada enzimatica en la cual el AMP ciclico participa como mensajero secundario. El
AMP ciclico activa por accion directa una conductancia cationica ciliar, generandose el
potencial de receptor excitatorio responsable del aumento en la descarga de potenciales
de acci6én. Sin embargo, un grupo importante de odorantes, pertenecientes
principalmente a la clase putridos y solventes organicos, no tienen efecto sobre la
adenilil ciclasa, sugiriendo que la transduccion de estos odorantes podria operar a través
de una via diferente a la cascada del AMP ciclico. La respuesta electrofisiologica
producida por esta clase de odorantes no habia sido investigada previamente.

Por otro lado, estudios electrofisiolégicos en la década de los 60 permitieron
proponer que ciertos odorantes inhiben la descarga de potenciales de accion en neuronas

olfatorias de vertebrados. La validez de estos resultados fue cuestionada por muchos

investigadores, lo que hizo que cayeran en el olvido. Recientemente, estudios realizados

XV




en neuronas olfatorias aisladas de Necturus han revalidado la idea de la existencia del

fenémeno inhibitorio.

El objetivo de esta Tesis fue investigar la respuesta que generan los odorantes
que no estimulan la adenilil ciclasa y estudiar el mecanismo que opera en la transduccion
de estos odorantes usando la técnica de patch clamp en neuronas olfatorias aisladas de
vertebrado. Para esto las células fueron estimuladas con dos mezclas de odorantes: una
compuesta por odorantes que son potentes activadores de la adenilil ciclasa (mezcla I),

y otra, formada por odorantes que no afectan la actividad de esta enzima (mezcla II).

Los resultados obtenidos demuestran lo siguiente:

i.- Que las neuronas olfatorias aisladas de Caudiverbera caudiverbera y Xenopus laevis
responden a odorantes que activan la adenilil ciclasa con un aumento en la descarga de

potenciales de accion de igual forma que la de otros anfibios.

ii. Que la mezcla compuesta por odorantes que no activan la ciclasa inducen una
inhibicion de varios segundos en la descarga de potenciales de accion. Este efecto de los
odorantes de la mezcla II demuestra por primera vez en forma clara la existencia del

fendémeno inhibitorio en neuronas olfatorias de vertebrados.

iii. Que una misma neurona responde con aumento en la frecuencia de potenciales de

accion al ser estimulada con la mezcla I y con una inhibicién a la mezcla II. Esto
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demuestra por primera vez en forma directa que una misma neurona es capaz de

responder excitatoria e inhibitoriamente, de acuerdo al estimulo a la que es expuesta.

iv. Se encontré que la inhibicién en la descarga de potenciales de accion es producida
por la generacién de un potencial de receptor hiperpolarizante, el que a su vez es

inducido por una corriente de salida dependiente de odorantes.

v. Se identific6 y caracteriz6 la conductancia responsable de inhibir la descarga de

potenciales de accién, como una conductancia de K* activada por Ca*".

vi. Se muestran evidencias que sugieren que la transduccion de los odorantes que
inhiben la descarga de potenciales de accion operaria por una via diferente a la del AMP
ciclico. Se establecid que el ion Ca?* actia como un intermediario en esta cascada

enzimatica, activando la corriente de K*.

De los resultados es posible concluir que las neuronas olfatorias poseen al menos
dos mecanismos de quimiotransduccién que involucran la participacion de segundos
mensajeros: uno asociado a los odorantes excitatorios y otro a los odorantes inhibitorios.

Ambos mecanismos pueden coexistir en una misma célula.
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ABSTRACT

The first steps on olfactory perception occur in specialized cells called olfactory
neurons. These sensory cells respond with an increase in their action potential firing
frequency upon stimulation with odorants that activate the adenylyl cyclase in olfactory
cilia. This response is mediated by an enzyme cascade in which cyclic AMP plays a role
as a second messenger. Cyclic AMP directly activates a ciliary cationic conductance,
generating the excitatory receptor potential responsible for the increase in the action
potential firing. However, a considerable number of odorants, mainly belonging to the
putrid class plus some organic solvents, does not affect adenylyl cyclase, suggesting that
transduction of these odorants could work through an enzyme cascade different than the
cyclic AMP pathway. The electrophysiological response induced by such odorants had
not been previously investigated.

On the other hand, electrophysiological studies performed in the sixties led to the
proposal that certain odorants inhibit action potential firing in vertebrate olfactory
neurons. The validity of those results was questioned, and eventually they were

forgotten. Recently, studies performed in olfactory neurons isolated from Necturus

revalidated the idea of the inhibitory phenomenon induced by odorants.
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The aim of this Thesis was to investigate the electrical response generated by
those odorants that do not stimulate adenylyl cyclase and to study the mechanism
underlying transduction of these odorants, by using the patch clamp technique on
isolated vertebrate olfactory neurons. Cells were stimulated with two odorant mixtures:
one composed of odorants which are potent activators of adenylyl cyclase (mixture I),

and another one made of odorants that do not affect the activity of this enzyme (mixture

I0).

The results of the present Thesis led to the following conclusions:

i.- Olfactory neurons isolated from Caudiververa caudiververa and Xenopus laevis
respond to odorants that activate adenylyl cyclase with an increase in action potential

firing, as in other amphibia.

ii.- The mixture composed of odorants that do not activate adenylyl cyclase induce an
inhibition in action potential firing lasting several seconds. This is the first clear
demonstration of the existence of odorant-triggered inhibition in vertebrate olfactory

neurons.

iii.- A single neuron can respond with an increase in action potential firing frequency

upon stimulation with mixture I and with a decrease in firing to mixture II. This directly

demonstrates, for the first time, that the same neuron is able to elicit both, excitatory
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or inhibitory responses, depending on the nature of the chemical stimulus.

iv.- It was found that inhibition of action potential firing is due to the generation of an
hyperpolarizing receptor potential, which is induced in turn by an odorant-dependent

outward current.

v.- The conductance responsible for inhibiting the firing of action potentials was

identified and characterized as a Ca®*-activated K* conductance.

vi.- The evidence shown suggests that the mechanism underlying odorant-induced
inhibition could work through a pathway different from the cyclic AMP pathway. It was
established that Ca®* ion acts as an intermediary in this enzyme cascade, by activating

the K* conductance.

From the above results it is possible to conclude that olfactory neurons have at
least two different chemotransduction mechanisms involving the participation of second
messengers: one, a cyclic AMP cascade, is associated to the excitatory responses and
another one, whose mediator is still unresolved, is associated to the inhibitory responses.

Both mechanisms may coexist in a single olfactory receptor cell.
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INTRODUCCION

La olfaccién involucra la respuesta al reconocimiento de una variedad de agentes
quimicos de bajo peso molecular llamados odorantes. Este sentido es esencial para la
existencia de muchas especies de vertebrados, pues éstas dependen de sefiales quimicas
provenientes de su entorno para muchas de sus funciones vitales. Hay especies del reino
animal que son capaces de percibir un universo importante de odorantes. Por ejemplo,
el ser humano es capaz de percibir alrededor de 10 diferentes tipos de odorantes, y es
posible que este nimero sea alin mayor en especies como el perro y el conejo.

Los primeros eventos de la fisiologia del olfato se inician en los cilios de células
especializadas en la deteccion de odorantes, llamadas neuronas o c€lulas olfatorias.
Estudios bioquimicos han demostrado que una fraccion considerable de los odorantes
estimulan la formacién de adenosin-3,5-monofosfato ciclico (AMPc) en preparaciones
de cilios (Pace y cols., 1985; Sklar y cols., 1986; Boekhoff y Breer, 1990), sugiriendo
la participacién de éste como mensajero secundario en la quimiotransduccion olfatoria.
Evidencias bioquimicas y electrofisiolégicas posteriores han permitido conocer con
claridad los intermediarios que participan en este proceso de transduccion, Este es

iniciado por la unién de agentes odorantes a proteinas receptoras localizadas en la
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membrana de los cilios olfatorios (Buck y Axel, 1991; Ngai y cols., 1993a). La unién
activa la enzima de membrana adenilil ciclasa a través de una proteina que liga GTP,
especifica de neuronas olfatorias, denominada G, (Pace y cols., 1985; Lancet, 1986;
Sklar y cols., 1986; Jones y Reed, 1989; Breer y cols., 1990; Firestein y cols., 1991b).
La activacién de la adenilil ciclasa eleva los niveles intracelulares de AMPc (Pace y
cols., 1985; Sklar y cols., 1986; Boekhoff y Breer, 1990; Schmidt y Monasterio, 1990),
el cual por accién directa activa una corriente de entrada catidnica inespecifica
(Nakamura y Gold, 1987; Firestein y cols., 1991a, 1991b; Zufall y cols., 1991a) y otra
de CI" (Kleene y Gesteland, 1991; Kurahasshi y Yau, 1993), generandose el potencial
de receptor que induce un aumento en la frecuencia de potenciales de accion.

Los estudios bioquimicos realizados en preparaciones de membranas de cilios
olfatorios también demostraron que un importante grupo de odorantes no eleva los
niveles de AMPc (Pace y cols., 1985; Sklar y cols., 1986). Evidencias recientes
obtenidas por cinética rapida revelaron que este grupo de odorantes induce un aumento
del inositol (1,4,5)-trisfosfato (IP;) en la preparacion de cilios olfatorios, sugiriendo un
papel de este mensajero en la quimiotransduccién olfativa (Breer y cols., 1990;
Boekhoff y Breer, 1990; Breer y Boekhoff, 1991; Breer y Boekhoff, 1992). De modo
que dos sistemas de mensajeros secundarios parecen estar involucrados en la
quimiotransduccion olfatoria, desconociéndose el papel fisioldgico del ultimo de ellos.

Por otro lado, estudios electrofisioldgicos realizados a fines de la década de los
afos 60, usando técnicas de registro extracelular en la mucosa olfatoria, sugirieron que

ciertos odorantes inhiben la actividad eléctrica de las neuronas olfatorias de vertebrados
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(Gesteland y cols., 1965; O’Connell y Mozell, 1969). Evidencias recientes, obtenidas
mediante la técnica del patch clamp, en neuronas aisladas de Necturus (Dionne, 1992)
y en células individuales del epitelio del pez gato (Kang y Caprio, 1995), han
confirmado la idea que las neuronas olfatorias de vertebrados son capaces de responder
con una inhibicién de su actividad eléctrica al ser estimuladas con algunos aminoéacidos
(odorantes para estos animales). Se desconoce el mecanismo de transduccion responsable
de esta respuesta. En esta Tesis se ofrecen las primeras evidencias acerca de la
naturaleza de las conductancias de membrana involucradas en esta respuesta inhibitoria

y algunas ideas acerca de como podria operar este mecanismo.




Antecedentes Bibliograficos

El estudio de la transduccién quimica en el olfato recibié un impulso decisivo del
trabajo de Ottoson (1956), en que éste demostré que en presencia de agentes odoriferos
es posible registrar una respuesta eléctrica en el epitelio olfatorio, mediante una técnica
que ha recibido el nombre de electroolfatograma. Dos importantes contribuciones del
trabajo de Ottoson que deben ser mencionadas son: en primer lugar, su demostracion
de que los primeros eventos de la percepcién de odorantes que ocurren en el epitelio
olfatorio son de naturaleza eléctrica y, en segundo lugar, su conclusion que la
comprensién de los eventos de quimiotransduccion en el olfato requiere forzosamente
conocer las propiedades de las neuronas olfatorias. Sin embargo, la secuencia de eventos
moleculares involucrados en la transduccion olfatoria permanecieron ignorados durante
afios. Solo recientemente, gracias al desarrollo de la técnica del patch clamp, de la
biologia molecular y de nuevas técnicas bioquimicas se han Illegado a conocer los

intermediarios que participan en la transduccion de odorantes excitatorios.

1. Organizacion celular del epitelio olfatorio

Los primeros pasos de la recepcion olfativa se realizan en la mucosa olfatoria.

Esta mucosa es un neuroepitelio del tipo columnar pseudoestratificado, mitdticamente
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activo, lo que permite una regeneracion celular continua. Este neuroepitelio esta
compuesto por tres tipos de células: sustentaculares, basales y neuronas olfatorias (figura
1). Estas tltimas son neuronas quimiosensoriales primarias especializadas en la deteccién
de odorantes. Son células bipolares desde cuyo soma se proyecta una larga dendrita
hacia la superficie del epitelio la que despliega un ensanchamiento en su extremo distal,
el botdn dendritico. De éste nacen un nimero variable de cilios, con estructura
microtubular clasica 9 + 2. El extremo basal del soma proyecta un delgado axon
amielinico que atraviesa la 1dmina criboide del hueso etmoides y entra al bulbo olfatorio,
donde hace sinapsis con las dendritas de las células mitrales. En esta zona se produce
la primera integracién de la informacién proveniente de las neuronas olfatorias, en el
complejo proceso de la sensacién olfativa. A su vez, los axones de las células mitrales
terminan en la corteza olfatoria.

Las células sustentaculares tienen forma de botella, se extienden a todo lo ancho
del neuroepitelio olfatorio y presentan microvellosidades en el extremo apical. Estas son
células de sostén que rodean las neuronas olfatorias y en anfibios, ademds, contribuyen
a la formacion de la matriz del mucus extracelular.

Finalmente, las células basales del neuroepitelio son células redondas que se
localizan en las proximidades de la membrana basal y constituyen la reserva neurogénica
del epitelio. La pérdida de las neuronas olfatorias debido a dafios producidos por su
exposicién al medio ambiente o por senescencia promueve la divisién de una poblacién

de células basales, que se-conocen con el nombre de células globosas.




CELULAS
SUSTENTACULARES

| NEURONA
OLFATORIA

—— CELULA BASAL

Figura 1. Esquema del neuroepitelio de la mucosa olfatoria de vertebrado. Se puede

observar las diferentes células que componen el epitelio olfatorio.

2. Mecanismos moleculares de la quimiotransduccion olfatoria.

2.1. Proteinas receptoras de odorantes en las neuronas olfatorias.

La quimiotransduccién se inicia con la interaccion de odorantes con proteinas
receptoras especificas localizadas en la membrana de los cilios olfatorios. Estudios
bioquimicos (Rhein y Cagan, 1983) y neurofisiolégicos (Caprio y Byrd, 1984) realizados
en peces y la existencia de ciertas anosmias (incapacidad de percibir ciertos olores) en
el ser humano (Lancet, 1991) hacian suponer la participacion de receptores a odorantes

en la transduccién olfatoria (Bruch y Teeter, 1989).
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La contribucién més relevante acerca de la presencia de receptores a odorantes
en vertebrados provino del trabajo de Buck y Axel (1991) en neuronas olfatorias de la
rata. El hecho que la activacion de la adenilil ciclasa por odorantes fuese mediada por
proteina G condujo a estos autores a la idea que los receptores a odorantes pudieran
pertenecer a la superfamilia de los asi llamados receptores acoplados a proteina G.
Empleando partidores derivados de varios receptores pertenecientes a esta superfamilia,
ellos clonaron y caracterizaron 18 miembros diferentes de una familia multigénica que
codifican proteinas con siete dominios transmembranales y cuya expresion esta
restringida al epitelio olfatorio. Recientemente, mediante hibridacion in situ, se demostro
que la expresién de estos receptores estd localizada en el extremo apical del epitelio
olfatorio (Ressler y cols., 1993; Vassar y cols., 1993). Una familia més pequefia de
genes (aproximadamente 100) que codifican receptores a odorantes fue identificada en
el pez gato (Ngai y cols. 1993a). Estos se expresan en un pequeiio nimero y con una
distribucion al azar dentro del epitelio olfatorio (Ngai y cols., 1993b). El conjunto de
evidencias demuestran claramente la participacién de receptores proteicos especificos a

odorantes en la quimiotransduccioén olfatoria.

2.2. Participacion de proteinas G en la quimiotransduccién olfatoria.

La participacion de proteinas G como intermediario en la transduccion olfatoria

fue sugerida inicialmente por Lancet (1986) sobre la base de evidencias bioquimicas
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obtenidas en preparacién de cilios olfatorios de rana (Pace y cols.,1985). El grupo de
Lancet encontré que el aumento de la actividad de la adenilil ciclasa inducida por
odorantes en esta preparacion dependia de GTP, lo cual implicaba la participacion de
una proteina G. La movilidad electroforética y la ADP-ribosilacion catalizada por la
toxina del c6lera permitieron demostrar que esta proteina es semejante a la proteina G,
encontrada en otros sistemas celulares (Pace y cols., 1985; Sklar y cols., 1986). La
secuencia de aminodcidos de la subunidad « de esta proteina mostré un 88% de
identidad con la G, de otros sistemas, motivo por el cual se la clasificO como una
proteina diferente. M4s tarde se encontré que la expresion de esta proteina estd
restringida al epitelio olfatorio (Jones y Reed, 1989) por lo que se la denomind G, Por
otro lado, se ha confirmado la presencia de proteinas G; y G, en cilios olfatorios de rana
(Pace y cols., 1985), pez gato (Bruch y cols., 1988) y sapo chileno (Schmidt y
Monasterio, 1990), pero el papel que éstas cumplen en la transduccion olfatoria es aun
desconocido.

Los registros de corrientes totales en neuronas olfatorias aisladas, realizados por
Firestein y colaboradores (1991a), demostraron que el GTP-7-S (andlogo del GTP
resistente a la hidrélisis), agregado en la pipeta de patch clamp, prolongaba la corriente
de entrada inducida por odorantes.

Las evidencias muestran que las proteinas G cumplen una importante funcion en
la quimiotransduccion olfatoria, acoplando receptores activados por odorantes con

enzimas que aumentan los niveles citosélicos de mensajeros secundarios.




2.3. La cascada del AMPc en la quimiotransduccidn olfatoria.

La identificacién del AMPc como posible mensajero secundario en la olfaccién
provino de evidencias electrofisioldgicas, de acuerdo a las cuales anilogos de este
nucledtido e inhibidores de la fosfodiesterasa (enzima que hidroliza el AMPc) alteraban
el potencial inducido por odorantes en el epitelio olfatorio (Kurihara y Koyama, 1972;
Menevse y cols., 1977). La confirmacién bioquimica de la participacion del AMPc en
la transduccién olfatoria se obtuvo a mediados de los afios 80 con el desarrollo de
métodos para obtener preparaciones de membranas derivadas de los cilios olfatorios
(Rhein and Cagan, 1980; Anholt y cols., 1986). Se ha encontrado que un grupo
importante de odorantes, entre los que se cuentan odorantes florales, frutales y
herbdceos, estimulan entre un 30 y un 65% por sobre la actividad basal la formacion de
AMPc en la preparacién de cilios olfatorios. Sin.embargo, otro grupo importante de
odorantes, integrado principalmente por odorantes pitridos y alcoholes, no elevaron el
AMPc (Pace y cols., 1985; Sklar y cols., 1986). Estos resultados llevaron a Lancet
(1986) a proponer un modelo segin el cual la quimiotransduccion es mediada por una
activacién de la adenilil ciclasa, la cual aumenta los niveles del mensajero secundario
AMPec. Otras dos -importantes contribuciones de los trabajos de Pace y colaboradores
y de Sklar y colaboradores son las siguientes: 1) que los odorantes pueden ser
clasificados en aquellos olores que activan la adenilil ciclasa y aquéllos que no activan
esta enzima y, 2) la mas importante, que el mecanismeo que opera ¢n la transduecion de

un grupo importante de odorantes serfa diferente de aquél que opera para los olores que
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activan la adenilil ciclasa. Recientemente, estos resultados han sido confirmados
empleando la técnica de cinética rapida en preparaciones de cilios olfatorios de rata
(Breer y cols., 1990; Boekhoff y Breer, 1990; Breer and Boekhoff, 1991), pez gato
(Restrepo y cols., 1993), asi como antenas de insectos (Breer y cols., 1991) y en
condiciones de estado estable en el sapo chileno (Schmidt y Monasterio, 1990). En los
estudios de cinética rapida, algunos odorantes en presencia de ATP y GTP inducen un
aumento rapido y transitorio en la formacién de AMPc. El aumento alcanza su maximo
50 ms después de aplicado el estimulo, para luego decaer a niveles ligeramente
superiores al basal, con tiempos de relajacion del orden de 300 ms. El retardo en la
formacién de AMPc es consistente con la demora observada en la respuesta
electrofisioldgica de neuronas olfatorias estimuladas con odorantes (Firestein y cols.,
1991a y 1991b).

La participacién del AMPc en la transduccion olfatoria tiene su complemento en
la evidencia derivada de estudios electrofisioldgicos en que se uso la técnica del patch
clamp. La aplicacion externa de andlogos de nucledtidos ciclicos permeables a la
membrana incrementan la frecuencia de potenciales de accién (Frings y Lindemann,
1991; Morales y cols., 1994). Por otro lado, la 3-isobutil-1-1metilxantina (IBMX,
inhibidor de la fosfodiesterasa) adicionada a la pipeta de registro prolonga la corriente
de entrada inducida por odorantes en neuronas olfatorias aisladas (Firestein y cols.,

1991a).
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2.4. Canales iénicos activados por nucledtidos ciclicos en neuronas olfatorias.

Los registros de corriente en parches escindidos de la membrana de cilios
olfatorios demostraron directamente la presencia de una conductancia cationica gatillada
por nucledtidos ciclicos en neuronas olfatorios (Nakamura y Gold, 1987). La perfusion
de la cara interna del parche de membrana con AMPc o GMPc produce un incremento
rapido y reversible en la conductancia de la membrana. El potencial de inversion de la
corriente activada por nucle6tidos ciclicos fue aproximadamente de 0 mV, semejante al
potencial de inversién de la corriente inducida por odorantes (Nakamura y Gold, 1987;
Trotier y Macleod, 1983). Estos resultados sugieren que los nucleétidos ciclicos
participan en el proceso de quimiotransduccion, activando directamente canales 10nicos
presentes en la membrana de los cilios olfatorios. Sin embargo, estos experimentos, en
los que no se observaron fluctuaciones unitarias de canales, no permitieron establecer
si los canales sensibles a nucledtidos ciclicos corresponden a los mismos canales que son
activados durantes el proceso de tranduccién olfativa. Esto fue demostrado por Firestein
y colaboradores (1991b) en neuronas olfatorias de salamandra. Primero, los autores
registraron mediante la modalidad de célula adherida a la pipeta, eventos dnicos de un
canal cati6nico de 40 pS en la dendrita de las células olfatorias (zona donde la densidad
de canales es menor, permitiendo este tipo de registro), cuya actividad aumento al
exponer las células a odorantes. Luego, el parche de membrana fue escindido de la
célula y la cara interna expuesta a AMPc o GMPc. Ambos nucledtidos ciclicos activaron

el mismo canal que antes mostré sensibilidad a adorantes (Firestein y cols., 1991b;
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Zufall y cols., 1991a). El gen que especifica al canal activado por nucleétidos ciclicos
de neuronas olfatorias de vertebrados ha sido clonado y expresado en ovocitos de
Xenopus laevis (Dahllan y cols., 1990; Ludwig y cols., 1990; Goulding y cols., 1992),

conservandose las propiedades de conductancia, dependencia de voltaje y sensibilidad

a nucleétidos ciclicos del canal nativo.

2.5. Corrientes de receptor inducidas por odorantes.

La primera evidencia directa de corrientes activadas por odorantes fue obtenida
por Trotier (1986) en neuronas olfatorias aisladas de salamandra. Al estimular estas
células con concentraciones micromolares de una mezcla de isoamilacetato y butanol,
éstas respondieron con la activacién de una corriente de receptor excitatorio cuya curva
I-V fue lineal en el rango + 100 mV, invirtiendo a un potencial cercano a 0 mV; ésto
es consistente con una conductancia selectiva a cationes.

Estudios posteriores realizados en neuronas olfatorias aisladas de diferentes
vertebrados, en condiciones de potencial controlado, han demostrado que la corriente
de entrada inducida por pulsos cortos de odorantes (50-1000 ms) que activan la adenilil
ciclasa comienza a desarrollarse 150-1000 ms después de la aplicacion del estimulo,
alcanza un valor méaximo en aproximadamente 50 ms, para luego decaer a niveles
basales con una constante de tiempo de 0.8-1.3 s (Firestein y Werblin, 1989; Firestein

y cols., 1990; Morales y cols., manuscrito en preparacion). La latencia de la corriente




13

gatillada por los odorantes estd de acuerdo con las evidencias bioquimicas de que la
generacion del potencial de receptor es precedida por una cascada enzimadtica en la que
participa el AMPc como mensajero secundario.

La participacién del AMPc en el desarrollo de la corriente de receptor excitatorio
se ha demostrado dializando nucleétidos ciclicos en el interior de la neurona olfatoria
a través de la pipeta de paich clamp. En estas condiciones, el AMPc induce una
corriente de entrada con las mismas caracteristicas de la corriente activada por odorantes
excitatorios (Kurahashi, 1990; Firestein y cols., 1991a). La aplicacion externa de
anilogos de nucledtidos ciclicos que se hidrolizan lentamente y que atraviesan la
membrana (8-Br-AMPc o 8-Br-GMPc), también inducen una corriente de entrada con
estas caracteristicas (Morales y cols., manuscrito en preparacion). La corriente de
entrada gatillada por nucleétidos ciclicos es portada principalmente por iones Ca** y
Na* (para revisién, ver Zufall y cols., 1994), permitiendo de esta forma un aumento del
Ca?* intracelular. Recientemente se ha descrito una conductancia de Cl activada por
Ca2* en cilios olfatorios de rana (Kleene y Gesteland, 1991), que también contribuye
a la generacion del potencial de receptor excitatorio (Kurahashi y Yau, 1993).

El conjunto de evidencias bioquimicas, electrofisiologicas y de biologia molecular
presentadas aqui permiten concluir que las neuronas olfatorias, al ser expuestas a
odorantes que activan la adenilil ciclasa, activan una cascada enzimatica que permite el
aumento de los niveles citosdlicos de AMPc. Este mensajero secundario activa
directamente una conductancia catiénica inespecifica e indirectamente una corriente de

Cl' dependiente de Ca**, que generan el potencial de receptor excitatorio. Esta




14

despolarizacién de la neurona olfatoria es capaz de activar conductancias dependientes
de voltaje, induciendo de esta forma el aumento en la frecuencia de potenciales de
accién observado al estimular las neuronas olfatorias con odorantes excitatorios. La
figura 2 muestra un esquema del mecanismo propuesto que operaria en la transduccion

de odorantes que activan la adenilil ciclasa.

2.6. La cascada del IP, en el mecanismo de quimiotransduccion olfatoria.

La activacion de la fosfolipasa C inducida por odorantes en preparaciones de
cilios olfatorios de pez gato sugirié la participacion del IP; en la quimiotransduccion
olfatoria (Huque y Bruch, 1986). Los estudios realizados en esta misma preparacion han
demostrado que la L-alanina y la L-arginina (odorantes para €sta especie) estimulan la
produccién de IP;, con concentraciones inferiores a las requeridas para activar la adenilil
ciclasa. Este aumento también se ha observado con GTP y andlogos de €ste resistentes
a la hidrélisis en la ausencia de estimulo, sugiriendo la participacion de una proteina G
en este mecanismo de transduccion.

Estudios recientes de cinética rapida en cilios olfatorios de vertebrados ha
demostrado que aquellos odorantes que no estimulan la produccion de AMPc, entre los
que destacan los de la clase pitridos y solventes organicos, estimulan la produccion de

IP; (Breer y cols., 1990; Boekhoff y Breer, 1990; Breer y Boekhoff, 1991; Restrepo y

cols., 1993). En tanto, los odorantes que si estimulan la produccién de AMPc no afectan
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GDP ca?t

ATP AMPc Na+

Figura 2. Esquema que representa la cascada bioquimica que opera en la transduccion
de odorantes excitatorios. En este esquema O representa las moléculas de odorantes, R

a receptores a odorantes, G, proteina G y AC adenilil ciclasa.

los niveles de IP; (tabla 1). El aumento en la produccion de IP; activada por odorantes,
tales como pirazina (odorante putrido), es similar al mostrado por el AMPc. Este
alcanza un maximo 25-50 ms después de aplicado el estimulo y decae a un nivel basal
alrededor de los 500 ms (Breer y cols., 1990; Boekhoff y Breer, 1990). La relajacion
en la produccién de IP; se debe a la accién de una proteina cinasa C (Boekhoff y Breer,
1992). El aumento de IP, inducido por odorantes es bloqueado por la toxina pertussis,
lo que indica la participacion de proteinas G, o G; (Boekhoff y cols., 1990). La

confirmacion electrofisioldgica de la participacion del IP; en la transduccion olfatoria
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Odorantes AMP ciclico 1P,
Florales
Hedione 108 + 21 6+ 7
* Geraniol 62 + 25 6 +7
Acetofenona 36 + 8 4 + 6
Feniletilalcohol 16 + 9 8 +7
Lilial 1 #$%2 106 + 22
Frutales
* Citralva 100 4 + 7
Citraldimetilacetal 63 + 10 3+5
* Citronelal 61 + 345
Citronelacetato 62 + 10 1+ 1
Liral 0 100
Herbaceos
Eugenol 70 + 1 4 + 4
Isoeugenol 49 + 13 2473
Etilvanilina 0 63 + 15
Patridos
Furfurilmercaptano 3749 8 + 7
* Trietilamina 4 +2 141 + 60
Feniletilamina 6 +2 137 + 78
Pirrolidina 0 70 £ 25
* Acido isovalérico 0 68 + 24
* Pirazina 0 98 + 32

Tabla 1. Generacién de segundos mensajeros en respuesta a diferentes odorantes.
Los datos para la generacion de esta tabla se obtuvieron de Breer y Boekhoff, 1991. Las
mediciones fueron realizadas después de la aplicacion de 1 uM de odorantes y se
expresan como porcentajes de los efectos inducidos por citralva y liral, respectivamente.
Los asteriscos indican los odorantes empleados en esta Tesis para formar las diferentes

mezclas.

atn no ha sido claramente establecida. Estudios de célula completa bajo corriente

controlada demostraron que el IP; adicionado a la pipeta de registro induce una

despolarizacion transitoria en neuronas aisladas de pez gato (Restrepo y cols., 1990;

Miyamoto y cols., 1992b), la cual es bloqueada por rojo de rutenio, conocido
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bloqueador de canales de Ca** sensibles a ryanodina del reticulo sarcoplasmatico de
misculo (Miyamoto y cols., 1992b). Estas evidencias, sumadas al hecho que L-
aminoacidos inducen una corriente de Ca** en neuronas olfatorias aisladas de pez gato
(Restrepo y cols., 1990), sugieren que el IP; media la respuesta excitatoria activando
una conductancia de Ca’* en la membrana plasmatica. Mas aln, canales ionicos
provenientes presumiblemente de cilios olfatorios de pez gato, e incorporados en bicapas
formadas en la punta de la pipeta de patch clamp, son activados por IP; (Restrepo y
cols., 1992). Sin embargo, ningln efecto de IP; ha sido observado en neuronas
olfatorias de salamandra (Firestein y cols., 1991a) y de rana (Lowe y Gold, 1993)
Las evidencias presentadas en esta seccion sugieren que en la transduccién de los
odorantes operan dos mecanismos que utilizan mensajeros secundarios: uno en el que
participa el AMPc y otro en el que participa el IP;. Hay mayor controversia sobre la

participacién de este Gltimo.

3. Conductancias dependientes del potencial en neuronas olfatorias.

La informacién recibida por el epitelio olfatorio es conducida al sistema nervioso
central codificada como patrones de potenciales de accién. Por tal motivo, es de gran
importancia estudiar las conductancias que participan en la regulacion de la actividad
eléctrica en las neuronas olfatorias de vertebrados, ya que ésto permitird definir aquellas

conductancias involucradas en la formacion de estos patrones.
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Las neuronas olfatorias responden a una amplia variedad de odorantes, de manera
dosis-dependiente, con un aumento en la frecuencia de potenciales de accion (Getchell
y Shepherd, 1978a y 1978b; Morales y cols., manuscrito en preparacion). En la
generacion del potencial de accién en estas células participan cinco corrientes
dependientes de voltaje: una de entrada transitoria portada por Na”, una de entrada
mantenida portada por Ca*>* y tres de salida portadas por K* (Firestein y Werblin, 1987;
Trotier, 1986). Entre las corrientes portadas por K* se han caracterizado: una
correspondiente a las asi llamadas corrientes tipo A que se inactiva, otra semejante al
rectificador tardio y una tercera correspondiente a una conductancia sensible a Ca®*. Las
neuronas olfatorias de C. caudiverbera solo presentan estas dos tltimas conductancias

de K* (Delgado y Labarca, 1993).

4. Respuesta inhibitoria en neuronas olfatorias.

Los estudios electrofisiolégicos con electrodos extracelulares en mucosas
olfatorias de vertebrados demuestran que ciertos agentes odoriferos inhiben la actividad
eléctrica espontanea (Gesteland y cols., 1965; O‘Connell y Mozell, 1969). En neuronas
olfatorias de rana, O’Connell y Mozell (1969) encontraron que sélo 1 de 101 células
analizadas respondié con una inhibicion en la descarga de potenciales de accion al ser
estimuladas con 181 uM de dietil carbonato. En salamandra, Getchell y Shepherd

(1978a) encontraron 5 neuronas olfatorias, de un total de 50 estimuladas con odorantes,
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que respondieron con una inhibicién en la frecuencia de potenciales de accion (desde una
actividad basal de 1 Hz a menos de 0.33 Hz). En todos los estudios realizados en ese
periodo, las respuestas inhibitorias se observaron en un porcentaje muy bajo de los
ensayos (Gesteland y cols., 1965; O’Connell y Mozell, 1969; Duchamp y cols., 1974,
Revial y cols.,1978; Getchell y Shepherd, 1978a), razon por la cual muchos
investigadores cuestionaron la existencia de la inhibicion olfativa en vertebrados,
atribuyendo dichos resultados a cambios locales en la concentracion idnica de las
células. Esto hizo que la idea del fendmeno inhibitorio cayera en el olvido. Debe
mencionarse que estos estudios en general se realizaron en neuronas con frecuencia
espontanea muy baja, condicion poco adecuada para observar inhibicién. Todo el interés
estaba centrado en la respuesta excitatoria, por lo cual se escogian neuronas con baja
actividad basal. Sin embargo, hay evidencias recientes, obtenidas en neuronas olfatorias
aisladas de vertebrado, que han revalidado la idea que las neuronas olfatorias son
capaces de generar respuestas inhibitorias. En Necturus, Dionne (1992), usando la
técnica del patch clamp en la modalidad de cé€lula adherida a la pipeta, observd que un
gran porcentaje de neuronas olfatorias estimuladas con una mezcla de aminodcidos,
responden con una inhibicién de la actividad eléctrica. Un efecto similar se ha observado
en ciertas neuronas olfatorias del pez gato, estimuladas con L-arginina o L-glutamato
(Ivanova y Caprio, 1993). Los registros reproducidos en estos estudios no son
convincentes en demostrar la respuesta inhibitoria, ya que nuevamente escogen neuronas

con una frecuencia espontdnea muy baja. Recientemente Kang y Caprio (1995),

realizando un estudio in vivo en pez gato, demostraron en forma clara que ciertos
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aminoacidos inducen inhibicién de la descarga de potenciales de accién, pero no
muestran evidencias sobre el mecanismo involucrado en esta respuesta.

Dionne (1992), en el mismo estudio referido anteriormente, encontré que la
misma mezcla que supuestamente inhibe la actividad eléctrica induce una
hiperpolarizacién de las células olfatorias, sugiriendo que la inhibicion implica la
generacion de un potencial de receptor hiperpolarizante, aunque la corriente responsable
de este potencial no fue definida. En neuronas de salamandra se ha encontrado que hay
conductancias de CI" y K* moduladas por odorantes, sugiriéndose que €stas podrian
estar involucradas en la generacién del potencial de receptor hiperpolarizante en
vertebrados (Miyamoto y cols., 1992; Dubin y Dionne, 1994).

La respuesta inhibitoria a olfactantes ha sido claramente establecida en
invertebrados. Las neuronas olfatorias de langosta marina, al ser estimuladas con L-
aminoacidos, responden con una potencial de receptor hiperpolarizante, producto de un
aumento en la conductancia al K* (McClintock y Ache, 1989; Fadool y cols., 1993;
Michel y Ache, 1994. Resultados similares se han obtenido en abeja (Akers, 1992).

Las evidencias presentadas anteriormente no demuestran concluyentemente la
existencia del fenédmeno inhibitorio en neuronas olfatorias de vertebrados, asi como
tampoco los mecanismos responsables de esta inhibicion.

En esta Tesis se establece la existencia de inhibicion inducida por olfactantes en
neuronas olfatorias de vertebrados, como también la conductancia responsable de este

efecto. Parte de los resultados obtenidos en este trabajo han sido ya publicados (Morales

y cols., 1994 y 1995).
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OBJETIVOS

Los antecedentes presentados en el capitulo anterior indican que los odorantes
que estimulan la formacion de AMPc en cilios olfatorios inducen un aumento en la
frecuencia de potenciales de accion en neuronas olfatorias de vertebrados. Este aumento
es el resultado de la activacion de una cascada enzimatica que concluye con el AMPc
como mensajero secundario. Este aumenta la conductancia de la membrana, generando
el potencial de receptor excitatorio que determina el aumento en la descarga de
potenciales de accion. Por otro lado, evidencias bioquimicas han demostrado que un
importante grupo de odorantes, pertenecientes principalmente a la clase putridos, no
tiene efecto sobre la enzima adenilil ciclasa. Estos sugiere que la transduccion de estos
odorantes podria operar a través de un mecanismo diferente al de los odorantes
excitatorios. Sin embargo, la respuesta eléctrica producida por odorantes pitridos no ha
sido caracterizada. Sobre la base de estos antecedentes se planted como hipdtesis de
trabajo que los odorantes que no activan la adenilil ciclasa inducen una respuesta
eléctrofisioldgica diferente a la generada por odorantes excitatorios. La confrontacion

experimental de esta hipétesis contempla estudiar dicha respuesta usando la técnica del

patch clamp en neuronas olfatorias aisladas de anfibios.
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Especificamente se propuso:

1. Obtener una preparacion de neuronas olfatorias aisladas de C. caudiverbera que

conservaran sus propiedades fisioldgicas intactas.

2. Caracterizar la respuesta electrofisioldgica de estas neuronas a odorantes que

estimulan la adenilil ciclasa.

3 Caracterizar el efecto de odorantes que no activan la adenilil ciclasa, sobre la

actividad eléctrica de neuronas olfatorias aisladas.

4. Identificar y caracterizar las conductancias responsables del efecto inhibitorio

inducido por esta ultima clase de odorantes.

5. Identificar posibles intermediarios que participaran en la transduccion de estos agentes
odoriferos, estudiando especificamente aquéllos que contribuyen a la activacion de la(s)

conductancia(s) responsable(s) del efecto inhibitorio.
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METODOS.

1. Disociacion de las neuronas olfatorias.

Las neuronas olfatorias aisladas se obtuvieron del epitelio olfatorio del sapo
chileno Caudiverbera caudiverbera y del sapo africano Xenopus laevis siguiendo el
procedimiento descrito por Frings y Lindemann (1988). Los animales se sacrificaron por
descerebracién y desmedulacion, pasando un estilete a la altura de la sexta vértebra
cervical. La cavidad nasal se removié desde la region frontal de la cabeza a través de
dos cortes aplicados en angulos de 45° respecto al eje de simetria de la cabeza. Luego,
la cavidad nasal se abri6 y las mucosas olfatorias ventral y dorsal de ambas fosas nasales
se removieron.

Las mucosas se colectaron en una solucién de Ringer hipertdnico (tabla 2), en
donde permanecieron por 10 minutos a temperatura ambiente. Esto permite eliminar el
mucus del epitelio olfatorio. Enseguida, las mucosas se cortaron en trozos de 1 mm?y
se pusieron en solucion de disociacién (tabla 2) por 45 minutos a temperatura ambiente.
Luego, los trozos de mucosa se lavaron 3 veces con solucion hipertonica a una

temperatura de 4°C y se repartieron en seis placas de cultivo que contenfan 2 ml de




24

solucién hiperténica suplementada con 1% de alblimina, 0.03 mg/ml de leucina, 0.20
mg/ml de glutamina, 0.10 u.i./ml de estreptomicina y 0.10 u.i./ml de penicilina. Las
placas de cultivo se mantuvieron a 4°C durante 3 dfas. La solucion hiperténica con 1%
de albimina, permite retardar la pérdida de la forma de las neuronas olfatorias, que
frecuentemente se produce en estas células al ser mantenidas en cultivos primarios
(Trotier, 1986). Las soluciones se prepararon inmediatamente antes de ser usadas.

Durante las sesiones experimentales, los trozos de tejido de una placa fueron
trasladados a un tubo Eppendorf y bafiados con solucion Ringer normal (tabla 2). Estos
trozos fueron pasados suavemente 3 a 5 veces a través de la punta pulida de una pipeta
Pasteur. Este procedimiento permite obtener un nimero elevado de neuronas aisladas.
Al microscopio estas neuronas presentaron su forma bipolar cldsica (ver figura 6) y su
movimiento ciliar caracteristico.

El procedimiento empleado para aislar neuronas del epitelio olfatorio tiene la
ventaja que no utiliza tratamiento enzimdtico, reduciendo asi alteraciones que éstas

puediesen producir en componentes de la maquinaria de quimiotransduccion.




2. Soluciones de disociacién y cultivo.
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Componentes Solucion Solucién de Ringer normal
Hiperténica Disociacion

NaCl 120 100 120
NaOH 4 4 -
KCl 3 2.5 2.5
CaCl, 1 1 1
MgCl, 2 - 0.4
Na,CO, - 10 -
Na,-citrato - 10 -
HEPES 10 - 5
Albimina % - 1 -
Glucosa 5 - 5
Na-piruvato 5 - -
pH 7.4 10.3 7.4
mOsm 265 254 255

Tabla 2. Soluciones utilizadas para el aislamiento de las neuronas olfatorias. El pH de
las soluciones fue ajustado con NaOH. Las concentraciones son expresadas en mM.

3. Registro electrofisioldgico.

El estudio de la quimiotransduccién olfatoria se realizé electrofisiologicamente,

usando la técnica del patch clamp en sus diferentes configuraciones (Hamill, y cols.,

1981). Esta técnica consiste en establecer un sello de alta resistencia eléctrica (>1 GQ)

entre la punta de un microelectrodo y la membrana de una célula. Esto permite registrar

corriente o voltaje en células tan pequefilas como son las neuronas olfatorias. Las

configuraciones utilizadas durante el desarrollo de esta Tesis fueron: la de célula

adherida a la pipeta de registro (cell attached) y la de célula completa (whole cell) en




las modalidades de potencial controlado y corriente controlada.

3.1 Fabricacion de las pipetas de registro.

Las pipetas de registro se confeccionaron estirando capilares de vidrio para
hematocrito ("Blu-Tip"), mediante un estirador de pipetas vertical (700 C, David Kopf
Instruments, Tujunga, California). El estiramiento se realizé en dos etapas. En la
primera, el capilar se estir en aproximadamente 1 cm haciendo pasar por el filamento
de nicrom (niquel y cromo) una corriente eléctrica de 15 A. En la segunda etapa el
filamento de nicrom se calentd con 13.5 A, hasta que el capilar se separd en dos pipetas
cuyo didmetro interno fue cercano a 1 um. Luego del estiramiento, la region distal de
la pipeta fue recubierta con un polimero hidrofébico hasta aproximadamente 100 um de
la punta (Sylgard 184, Dow Corning Co. Midland, Michigan), con el propdsito de
disminuir su capacidad eléctrica. La resistencia de las pipetas se midié en la camara
experimental, aplicando pulsos rectangulares de potencial de 0.2 mV entre el electrodo
de registro Ag/AgCl contenido en la pipeta y el electrodo Ag/AgCl de tierra. De la
relacion entre el voltaje aplicado y la corriente medida se calculd el valor de la

resistencia de las pipetas empleadas, que fue tipicamente de 2 MQ.
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3.2 Sistema de registro.

El sistema de registro utilizado en esta Tesis se muestra en la figura 3. Este
sistema consta de: un porta cabezal o "headstage", modelo CV-4, y un amplificador de
patch clamp, modelo Axopach-1D (Axon Instruments Inc., Foster City, California), un
osciloscopio de dos canales (Hitachi modelo V-1212}, un registrador de video casette
VHS con sistema de grabacién digital (PCM), un registrador de papel termosensible,
una tarjeta anloga-digital/digital-andloga de 100 MHz (LabMaster, Scientific Solutions
Inc.) y un computador AT provisto con programas pPCLAMP 5.5 (Axon Instruments,
Inc.).

Las neuronas olfatorias aisladas mediante el procedimiento descrito
anteriormente, fueron trasladadas a una cdmara experimental y bafiadas con 250 ul de
Ringer normal. Las células fueron visualizadas mediante un microscopio invertido Nikon
TMS equipado con Optica de Hoffmann, empleando un lente objetivo de 40X. El
electrodo de registro montado en el cabezal fue ingresado al bafio de la cdmara
experimental mediante el desplazamiento efectuado por micromanipuladores
motorizados, controlados a distancia (Newport Corporation, California). La disposicion
de los manipuladores motorizados en los portadores multi-ejes permitieron el
movimiento controlado en los ejes X, Y, Z, y un desplazamiento en 45° con respecto
al eje X. Antes de intentar sellarse, se compensé la diferencia de potencial entre los

electrodos. Luego la pipeta de registro se acercd a una neurona olfatoria hasta obtenerse

un sello de alta resistencia. La sefial de corriente proveniente de la célula a través del
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lid :
entrada l l salida S PCM — video
conversor
corriente-voltaje —| osciloscopio
registrador
amplificador de papel
l ‘ computador
- generador de
Ctert === funciones
|,n e as.e_ - adquisicién
analogo-digital —————— |- anaélisis

Figura 3. Representacion esquemdtica del sistema de registro utilizado en el
desarrollo de esta Tesis. Las flechas indican el sentido de la sefal, desde que es

registrada en la célula hasta su grabacion para el posterior analisis.

electrodo de registro (Ag/AgCl), es amplificada y convertida a voltaje por el
amplificador del cabezal. La resistencia de retroalimentacion de este amplificador fue
de 1 GQ, por lo tanto, por cada 1 pA de corriente que este recibe, el conversor entrega
a la salida un voltaje de -1 mV. La actividad de potenciales de accion fue observada
simultdneamente en un osciloscopio y en un registrador de papel. Ademads, estas senales
analégicas fueron digitalizadas con un modulador digital (PCM) y grabadas en una cinta
de video para su posterior andlisis. Las corrientes y voltajes fueron también observados

en el osciloscopio y adquiridas en el disco duro de un computador AT a través del
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programa Clampex del pPCLAMP 5.5, digitalizadas previamente por medio de la tarjeta

LabMaster.

3.3 Registro de la actividad eléctrica asociada a los potenciales de accion.

La actividad eléctrica de las neuronas olfatorias se caracteriza por la generacion
de potenciales de accion (PA). Para registrar esta actividad eléctrica, se usé la técnica
del patch clamp en la modalidad de célula adherida a la pipeta de registro. Esto permite
registrar las corrientes asociadas a los potenciales de accién, principalmente como

corrientes capacitivas del parche de membrana (Fenwick y cols. 1982).

3.4 Registro de corrientes ionicas totales.

Las corrientes ionicas totales se registraron mediante la técnica de patch clamp
en la modalidad de célula completa bajo potencial controlado (Hamill y cols., 1981).
Una vez formado el sello de alta resistencia, se aplicé al electrodo de registro un
potencial de -70 mV y se procedié a romper el trozo de membrana circunscrito por la
pipeta. Esto se llevé a cabo combinando la aplicacion de presion negativa en el interior
de la pipeta con pulsos de voltaje de 1 V' y de 0.1-1 ms de duracién. De esta forma se

establece una continuidad eléctrica entre el electrodo de la pipeta y el interior de la
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célula, permitiendo controlar el potencial de membrana de la neurona. Las corrientes
capacitivas y la resistencia en serie fueron adecuadamente canceladas, después de
establecida la modalidad de célula completa bajo potencial controlado. La resistencia en
serie fue compensada en aproximadamente un 80%. En todos los experimentos
realizados en la condicién de potencial controlado se usé un voltaje de mantencion
(V) de - 70 mV. Las corrientes ionicas dependientes de potencial de toda la célula
fueron inducidas por la aplicacion de una serie de pulsos de voltaje desde -90 a +50
mV, separados cada 20 mV. Los protocolos de pulsos fueron generados en el
computador con pCLAMP 5.5 y convertidos a forma analdgica por el conversor digital-

analogo de la tarjeta LabMaster.

3.5 Registros de voltaje.

Los cambios de voltaje inducidos por odorantes y pulsos de corriente se
registraron mediante la técnica del patch clamp en modalidad de célula completa bajo
corriente controlada (Hamill y cols., 1981). Esta condicion de registro es una variante
de la anterior. Luego de establecida la condicién de registro de célula completa bajo
potencial controlado (V-controlado), se cambia a la condicion de corriente controlada
(I-controlada). De este modo se midieron el potencial de reposo de las neuronas

olfatorias, los potenciales de accion espontdneos y los cambios eléctricos inducidos por

odorantes. El potencial de reposo de las neuronas olfatorias se midio fijando la corriente




(I..) en 0 pA. Los potenciales de accién inducidos por pulsos de corriente se

\
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registraron en la modalidad de corriente controlada. }
|

4. Procedimiento experimental.
4.1 Estimulacién quimica de las neuronas olfatorias.

Las neuronas olfatorias se estimularon con diferentes mezclas de odorantes
desde una pipeta multicafién posicionada a 20 6 40 um de los cilios olfatorios. El
didmetro de la punta de cada cafion fue de aproximadamente 2 um. Las mezclas de
odorantes se aplicaron mediante pulsos de presion de nitrogeno ultrapuro (AGA) de
duracién y magnitud conocidas (entre 1-15 libras por pulgada cuadrada; psi), dirigidos
selectivamente a la base de cada canén desde un aparato (picospritzer construido por el
Dr. Bacigalupo) provisto de una valvula solenoide operada por el computador. El
arreglo experimental utilizado se muestra en la figura 4. Las pipetas fueron adquiridas
comercialmente a Frederick Haer & Co. (Brunswick, ME).

Las mezclas de odorantes fueron preparadas con concentraciones equimolares (1

mM) de los siguientes odorantes:

Mezcla I : citralva, geraniol y citronelal.

Mezcla II: 4cido isovalérico, trietilamina y pirazina
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pipetas
estimulatorias

neurona
olfatoria

patch clamp

Figura 4. Esquema del arreglo experimental usado en este trabajo. Se muestra una
neurona olfatoria aislada sellada a una pipeta de registro. El conversor corriente-voltaje
que recibe la sefial proveniente de la célula presenta una resistencia de retroalimentacion

de 1 GQ. También se ilustra la pipeta multicafidn utilizada para aplicar los odorantes.

Los odorantes que componen la mezcla I pertenecen a la clase florales y frutales
que se caracterizan por ser potentes activadores de la adenilil ciclasa en preparaciones
de cilios olfatorios (Pace y cols., 1985; Sklar y cols., 1986; Breer y cols., 1990;
Schmidt y Monasterio, 1990). En tanto los de la clase 1I pertenecen a la clase putridos
y fueron elegidos entre aquéllos que no activan la cascada del AMPc. A diferencia de

los olores de la mezcla I, éstos elevan considerablemente los niveles de IP; (ver tabla
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1; Pace y cols., 1985; Sklar y cols., 1986; Boekhoff y cols., 1990; Breer y Boekhofft,
1991; Breer y cols., 1991). Las neuronas olfatorias se estimularon con mezclas de
odorantes para aumentar la probabilidad de obtener una respuesta. Los tres agentes
odoriferos de cada mezcla se disolvieron en las soluciones propias de cada experimento

y su concentracion a nivel de la célula se obtuvo como se explica a continuacion.

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

La concentracién de odorantes a nivel de la célula y el tiempo que toma el
estimulo quimico en alcanzar los cilios olfatorios fueron estimados por el método de
Firestein y Werblin (1989). Este método se basa en la permeabilidad de las neuronas
olfatorias al ion K* en el reposo. Sobre células cuyo potencial de membrana fue fijado
en -70 mV, se aplicaron pulsos de K™ desde un canion de la pipeta de estimulo lleno con
una solucién Ringer 100 mM de K* (tabla 3), posicionada a 20 6 40 pm de los cilios
olfatorios. El aumento transitorio de la concentracién de K™ en el entorno de la célula
induce una corriente de entrada cuya magnitud fue utilizada para determinar esta
concentraciéon. La amplitud maxima de la corriente de entrada se relaciona con la

concentracion de K* de la siguiente manera:

i, = g (E2 - El), (1)
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donde i, es la corriente de K*, g, es la conductancia, El es el potencial de membrana
durante el reposo y E2 es el potencial de membrana durante el estimulo de K*. También

tenemos que:

[E2 - E1] = 0.025 In (K,/K)) - 0.025 In (K,/K),

donde, K, es la concentracion de K* intracelular, K, es la concentracion de K* antes de

aplicar el estimulo y K, es la concentracion de K* durante el estimulo. Asi,

[E2 - E1] = 0.025 In (K,/K,). )

Reemplazando (2) en (1) tenemos:

i, =g, 0.025 In (Ky/K,)

La conductancia de K* fue determinada en condiciones saturantes de K*. Esto

se realizd aplicando pulsos de alta presion (> 15 libras por pulgada cuadrada) y de

larga duracién (> de 2.5 s) para alcanzar en la célula una concentracion de K*

presumiblemente igual a la de la pipeta de estimulo (100 mM). Esto permite calcular g,

para cada célula de:

g = i,/[0.025 In (K,/K))].
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Teniendo el valor de g, se determind la concentraciéon de K* en la célula a partir

de:

K, = K, exp (i/0.025 gy

donde K, corresponde a la concentracién de K* que llega a la célula. Conociendo la
concentracién de K* en la pipeta y la que llega a la célula, se calculd la fraccion de K*

que alcanza la célula para un pulso de presion determinado:

Kfrac = [K]cc[/[K]pipcm

Dado que la concentracién de odorantes en la pipeta es conocida y que la

fracciéon de odorantes que llega a la célula fue la misma que K., entonces:

[O]cnl = Kfrac * [O]pipcm

De esta manera se puede estimar la concentracion de odorantes que llega a la célula para
un pulso de presién de intensidad y duracion determinados. Con los valores de K, se
confeccionaron curvas de calibracion graficando K. en funcién de la presion aplicada
a las pipetas de estimulos para eyectar la mezcla de odorantes. La figura 5 muestra una
de estas curvas de calibracion. La concentracion de odorantes en el entorno de la célula

se obtuvo por interpolacién de la presion utilizada para aplicar los odorantes. Las curvas
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Figura 5. Curva de calibracién para determinar la concentracién de odorante que
llega a la célula. La figura muestra un ejemplo de las curvas de calibracion generadas
para determinar la concentracién de odorantes a nivel de la células. Estas fueron
construidas a partir de las corrientes de entrada inducidas por la aplicacion de pulsos de
K* de diferente intensidad y de 40 ms de duracién. El didmetro interno del caion fue
de aproximadamente 2 pm. La ordenada representa al factor de dilucién (K,,.) obtenido
de la forma explicada en el texto y la abscisa representa la presion de nitrogeno,
expresada en libras por pulgada cuadrada (psi), utilizada para aplicar el K*. Los circulos
llenos corresponden a los valores calculados cuando el K™ fue aplicado a 20 um de la
célula y los circulos abiertos al aplicarlos desde una distancia de 40 pm. Cada punto

representa al promedio de al menos dos pulsos.

son vilidas para pipetas con una punta de aproximadamente 2 um de diametros y

localizadas a 20 6 40 um de la célula. Esto se conservo a lo largo de toda la Tesis.
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4.3 Soluciones usadas en los protocolos experimentales.

Para estudiar el efecto de los odorantes sobre la actividad eléctrica, las neuronas
se bafiaron en Ringer normal y la pipeta de registro se llend con la misma solucion.

En el estudio de las corrientes iénicas y de los cambios de potencial inducidos
por odorantes, las pipetas de registro se llenaron usualmente con solucion interna y las
neuronas se bafaron en Ringer normal (tabla 3). En experimentos con baja
concentracion de CI', la pipeta fue llenada con solucién interna en la cual el KCI fue
reemplazado parcialmente por acetato de K™ (tabla 3).

En los experimentos con bajo K™ externo las neuronas olfatorias se perfundieron
con solucién Ringer 0.25 mM de K*. La mezcla de odorantes usada para estimular las
neuronas fue preparada en esta misma solucion externa.

En los experimentos con tetraetilamonio (TEA), conocido inhibidor de canales
de K*, la célula se perfundié con una solucién en que 20 mM de NaCl del Ringer
normal se reemplazé por igual cantidad de TEA-CI. La mezcla de odorantes también fue
preparada en esta misma solucion.

En experimentos con bajo Ca**, la célula se baifio en solucion Ringer externo en
que el Ca’>* se reemplazé por el cation N-metil-D-glucamina (NMDG) y ajustado con
el quelante de Ca** EGTA (tabla 3).

En experimentos con caribdotoxina (CTX), bloqueador de canales de K~

activados por Ca’*, y nifedipina, bloqueador de canales de Ca’* del tipo L, las neuronas

se perfundieron con Ringer normal suplementado con estos bloqueadores y la mezcla de
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Soluciones externas Soluciones internas

Componentes Ringer Solucién Solucién Solucion Solucién | Selucién | Solucion

normal | alto K* bajo K* bajo Ca?* | Ba®* interna int. bajo CI
NaCl 120 22.5 122.2 121.5 - - -
KCl 2.3 100 0.25 2.5 - 120 8.4
Ac-K* - - - = - - 111.6
MgCl, 0.4 0.4 0.4 1.5 1.5 1 1
CaCl, 1 1 1 0.23 . 1 1
HEPES 3 5 5 10 10 4 4
EGTA - , - 1 - ‘) 2
NMDG - - - 2 84.5 = "
Na,GTP - - : : - 0.1 0.1
Mg-ATP - - . - - 1 1
glucosa 5 5 5 5 5 - -
BaCl, . ’ - - 10 - 2
TEA - - - - 20 - -
pH 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6
pCa - - - 8 - 7.5 7.5
[ 130 130 130 134 110 150 150

Tabla 3. Soluciones utilizadas en las diferentes situaciones experimentales. El pH de las
soluciones externas fueron ajustadas con NaOH, con la excepcion de la solucién Ba**

que se ajusté con HCI. Las soluciones internas se ajustaron con KOH y aquellas en que
el KCI fue reemplazado por CsCl el pH fue ajustado con CsOH. Las concentraciones
son expresadas en mM. [ es la fuerza i6nica expresada en mM.

odorantes se preparO en estas mismas soluciones.
En los experimentos realizados para registrar la corriente de Ca*" inducida por
odorantes, la pipeta de registro se llend con solucién interna en que el KCl se reemplazd

por CsCl y la célula fue perfundida con solucién Ba’*, en la cual todo el NaCl y el KCI

se reemplazaron por 84.5 mM NMDG y 20 mM TEA, y el Ca** por 10 mM Ba™".
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5. Analisis de los resultados.

El anélisis de los resultados obtenidos en el estudio de la actividad eléctrica de
potenciales de accién se realizd mediante el programa MULTI disenado por el Dr.
Osvaldo Alvarez y modificado para este propdsito. Las sefiales grabadas en cinta de
video fueron filtradas a 1 KHz con un filtro Bessel de 8 polos (902, Frequency Devices,
Haverhill, MA), y muestreadas por un computador a 10 KHz usando el programa
TOMA disefiado por el Dr. Alvarez. Las sefiales fueron digitalizadas a traveés del
conversor analogo-digital de la tarjeta LabMaster. El analisis realizado por el programa
MULTI de estos registros, corresponde al cilculo de la frecuencia de potenciales de
accion promedio, tanto de aquéllos de generacidn espontdnea como los inducidos por
odorantes. Este programa también se utilizé para el analisis de los efectos inhibitorios.
Este efecto inducido por odorantes fue definido como todos los intervalos de tiempos
sin actividad eléctrica mayores que un tiempo critico (tc). Para esto, primero se
determinaron los tiempos medios de los periodos silentes entre potenciales de accion en
ausencia de odorantes, mediante andlisis de distribucién de intervalos, tomando una
ventana de 0.2 s; para 8 experimentos este resultd ser de 0.4 s. La figura 6 muestra la
distribucion obtenida después de éste andlisis. Luego, el tc se definié como 9 veces este
valor (3.6 5). Con los mismos propdsitos, también se usaron los programa Fetchex (para
adquisicion) y Fetchan (para anélisis) del grupo de programas pCLAMP 5.5.

Las corrientes idnicas y los cambios de voltaje fueron analizados con el programa

Clampfit del grupo de programas pCLAMP version 6. Las mediciones de amplitud de
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Figura 6. Distribucién de intervalos de tiempo entre potenciales de accion. El
histograma se construyo tomando los datos de 8 experimentos. El intervalo de tiempo
para la confeccion de este histograma fue de 0.2 s. Se aprecia que el tiempo medio de
los periodos silentes fue de 0.4 s. El tiempo critico se definié como 9 veces el valor del

tiempo medio y fue de 3.6 s.

las corrientes y de los cambios de voltaje, y los cdlculos delas constantes de tiempo,
fueron realizadas usando este mismo programa. Ademds, los ajustes de los resultados

experimentales fueron realizados mediante el programa nFIT.
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6. Lista de reactivos y su procedencia.

Los reactivos utilizados en esta Tesis y su procedencia son los siguientes;

Odorantes:
Citralva (3,7-dimeti1—2,6—octadienenitrile) Donado por el Dr. Robert Anholt
Citronelal (3,7-dimetil-6-octenal) Sigma Chemical Co. St Louis, MO.

Geraniol (3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol)
Acido isovalérico (3-metilbutanoic acid)

Pirazina (1,4-diazine) y trietilamina.

Bloqueadores:

Caribdotoxina (CTX) Latoxan, Rosans, Francia.
Tetraetilamonio (TEA) Sigma Chemical Co. St Louis, MO.
Nifedipina !

Reactivos generales:

Antibioticos
Penicilina G

Estreptomicina

Aminoacidos

L-Leucina Fisher Scientific Co. Fair Lawn,
New Jersey.

L-Glutamina Gibco Co.

Todas las sales y los solventes que no aparecen en esta lista fueron adquiridos

en Sigma Chemical Company.




RESULTADOS

Los resultados obtenidos en esta Tesis seran presentados en tres partes. En la
primera se mostraran las caracteristicas morfoldgicas de las neuronas olfatorias aisladas
y las propiedades eléctricas pasivas y activas que presentan estas células. Con respecto
a las propiedades pasivas, se dardn a conocer algunos pardmetros eléctricos que
presentan las neuronas olfatorias aisladas del sapo chileno C. caudiverbera. En cuanto
a las propiedades activas, se describirdn la actividad eléctrica espontanea de las neuronas
y las corrientes voltaje dependientes. Conocer la actividad eléctrica espontdanea de las
células es fundamental para entender los efectos inducidos por odorantes, ya que los
agentes quimicos usados en esta Tesis ejercen su efecto final modulando esta actividad.
El conocimiento de las corrientes dependientes de voltaje nos permitird distinguir estas
corrientes de aquellas inducidas por odorantes. En la segunda parte se describirdn los
efectos de odorantes de la mezcla I sobre la propiedades eléctricas de las neuronas
olfatorias. Y en la tercera parte se mostrara el efecto electrofisiologico inducido por los

odorantes de la mezcla II en las neuronas olfatorias aisladas. Ademds, se describirdn y

caracterizaran las bases biofisicas de este efecto.
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1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y PROPIEDADES ELECTROFISIOLOGICAS DE

LAS NEURONAS OLFATORIAS AISLADAS.

1. Morfologia de las neuronas olfatorias aisladas.

Para estudiar la quimiotransduccién que operan en la fisiologia olfativa fue
condicién fundamental obtener una preparacién de neuronas olfatorias aisladas que
conservaran las propiedades que ellas presentan en la mucosa olfatoria. Estas células se
obtuvieron del epitelio olfatorio del sapo chileno Caudiverbera caudiverbera, mediante
manipulacién mecénica en ausencia de enzimas proteoliticas (ver Métodos). Las
neuronas aisladas con este procedimiento retuvieron las caracteristicas morfoldgicas que
se les ha encontrado in situ (figura 7). Estas conservaron su cldsica forma bipolar, asi
como los cilios olfatorios, su cuerpo celular o soma, su dendrita y el botdn dendritico
del cual se originan los cilios. El soma fue esférico u ovalado, de un didmetro que
fluctué entre los 8 y los 10 um. De éste se extiende una dendrita de aproximadamente
1 um de didmetro y de 15 a 35 um de longitud, la que en su extremo distal presenta un
conspicuo ensanchamiento del cual se originan entre 6 a 10 cilios. Ocasionalmente se
observaron neuronas con dendritas inusualmente largas y también cortas. Los cilios, de
0.25 pum de didmetro y entre 20 a 40 pm de longitud, presentaron movimientos

ondulatorios desincronizados haciendo que las células se movieran suavemente. Esta

caracteristica comun en neuronas olfatorias de anfibios (Labarca y Bacigalupo, 1988;




S

Figura 7. Microfotografia de una neurona olfatoria aislada. Microfotografia en
contraste de fase (objetivo de inmersién en aceite de 100X) de una neurona disociada
desde el epitelio olfatorio del sapo Caudiverbera caudiverbera. Se aprecian claramente

el soma celular, la dendrita, el boton dendritico y los cilios olfatorios (reproducido de

Labarca y Bacigalupo, 1988).
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Frings y Lindemann, 1988; Kleene y Gesteland, 1991), permiti6 distinguirlas de otras
células del epitelio. Si representamos el soma de la neurona como una esfera y la
dendrita y los cilios olfatorios como cilindros, el 4rea de la neurona olfatoria del sapo
es de aproximadamente 520 pm®.

La integridad de las células aisladas fue evaluada tomando como criterio el

movimientos de los cilios olfatorios, 1a presencia de actividad eléctrica espontdnea y la

capacidad de responder a odorantes.

2. Propiedades eléctricas pasivas de las neuronas olfatorias.

El estudio de los mecanismos de transduccidn en neuronas olfatorias aisladas de
C. caudiverbera, comenzé examinando las propiedades eléctricas pasivas de estas células
quimiosensoriales. Esto se realiz6 usando la técnica de patch clamp en la modalidad de
célula completa. La capacitancia y la resistencia de entrada de la membrana fueron
estimadas en condiciones de potencial controlado. Las neuronas olfatorias presentaron
una capacitancia que fluctud en un rango de 2 a 9.6 pF, con una media de 5.04 + 1.70
pF (promedio & D.S.; n=12). Suponiendo que la capacidad especifica de la membrama
es de 1 uF/cm?, el 4rea promedio calculada para la membrana celular es de 503 £ 4.1
um?® (promedio + D.S.; n=12), valor que se aproxima al calculado a través de las
dimensiones obtenidas bajo el microscopio. Esto indica que las neuronas olfatorias de

sapo son més pequefias que las neuronas olfatorias de salamandra (2000 um?®; Firestein
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y Werblin, 1987) y més grandes que las de pez gato (219 pm?; Miyamoto y cols.,

1992).

La resistencia de entrada, calculada de la amplitud de la corriente inducida por
pulsos de voltaje hiperpolarizantes de 25 ms, aplicados desde un potencial de
mantencioén de -70 mV, dié un promedio de 4.7 + 1.16 GQ (promedio + D.S.), en
un total de 15 neuronas analizadas.

El potencial de reposo de las neuronas fue estimado en condiciones de corriente
controlada, mientras la célula se mantenia con una corriente de O pA. El potencial

medido en 14 neuronas fluctué entre -30 a -80 mV con una media de -66 mV 4+ 14 mV

(promedio + D.S.).

3. Actividad eléctrica espontinea en neuronas olfatorias aisladas.

Una caracteristica de muchas neuronas, incluyendo las células olfatorias, es su
actividad eléctrica espontinea. El reconocimiento de esta actividad en neuronas olfatorias
del sapo se realizd mediante la técnica de patch clamp en la modalidad de célula
adherida a la pipeta de registro. Esta técnica, que es no invasiva, permite registrar en
células intactas, corrientes de accidn asociadas a los potenciales de accidn, una vez que
se ha establecido el sello entre la membrana y la pipeta. No fueron necesarios sellos de
alta resistencia para observar las corrientes de accion espontaneas, aunque si €stos eran

superiores a 1 G2, los registros resultaron mas estables y perdurables en el tiempo (>
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30 min). Todos los registros fueron obtenidos con el potencial de la pipeta mantenido
en 0 mV. En 241 de un total de 281 neuronas olfatorias asi analizadas (86 %) se observo
actividad elécirica espontinea. El patrén méas comin de esta actividad fue la descarga
al azar de corrientes de accién en forma de espigas. La particularidad mds sobresaliente
de estas corrientes de accién fue su forma bifésica, la que es caracteristica de registros
extracelulares y resulta de las fases de despolarizacion y repolarizacion de un potencial
de accidn. Frecuentemente, la apertura de un canal en el trozo de membrana encerrado
por la pipeta, estuvo asociada a la generaci6n de un potencial de accion (figura 8). Las
amplitudes de las corrientes de accién asociadas a estos potenciales fueron de mayor
magnitud que las registradas en ausencia de canales ionicos o cuando éstos permanecian
cerrados (ver figura 8, segundo trazo al final).

La frecuencia de descarga de potenciales de accién espontdneos varié de célula
a célula dentro de un intervalo de 0 a 150 potenciales de accién por minuto, con un
promedio de 37 + 12 PA/min (0.6 & 0.2 Hz, promedio + D.S.). Esta frecuencia
aumenté cuando el potencial en la pipeta se cambid a +40 mV, debido a la
despolarizacién que sufre la neurona olfatoria producto de la corriente inyectada al

aplicar este voltaje hiperpolarizante (Figura 9).
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| {4pA

200 ms

Figura 8. Registro de potenciales de accién espontineos. Los potenciales se
registraron como corrientes de accion, usando la técnica del patch clamp en la
modalidad de célula adherida a la pipeta. Se muestra la forma bifdsica de las corrientes

de accién. También se aprecia que cuando se abre un canal que permite un flujo de

corriente hacia la célula, se genera un potencial de accién.
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Figura 9. Aumento de la actividad espontinea de potenciales de accién inducida por

pulsos de voltaje. La actividad eléctrica se registrd en la modalidad de célula adherida

a la pipeta de registro. En el trazo superior se muestra la actividad espontinea de

potenciales de accidn. El potencial de la pipeta fue 0 mV. Esta actividad aumenté desde

128 PA/min (2.1 Hz) a 253 PA/min (4.2 Hz), al aplicar un pulso de voltaje de 4+-40 mV

en la pipeta (trazo central). El perfodo de tiempo en que se aplicé el pulso esta indicado

por las flechas. La frecuencia volvié al nivel basal (154 PA/min; 2.5 Hz) después de

aplicado el estfmulo eléctrico (trazo inferior).
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4. Corrientes dependientes de voltaje en neuronas olfatorias.

Cuando los odorantes activan un mecanismo de quimiotransduccién en neuronas
olfatorias, el efecto que se observa son cambios en la actividad eléctrica de la célula,
producto de la activacion de corrientes dependientes de potencial. Entonces, para
entender apropiadamente la fisiologia de la célula se requiere obligadamente conocer las
corrientes dependientes de potencial presentes en la membrana de las neuronas
olfatorias. En el sapo C. caudiverbera esto se realizd en condiciones de voltaje
controlado, aplicando una serie de pulsos de voltaje despolarizantes a partir de un V.,
de -70 mV. Las neuronas respondieron a este protocolo con la generacion de una
corriente de entrada transitoria que se inactiva en milisegundos, seguida en el tiempo
por una gran corriente de salida sostenida que se desarrolla lentamente (figura 10A). La
curva [-V construida con los picos de la corriente de entrada, muestra que ésta comienza
a manifestarse a los -50 mV alcanza una amplitud maxima a los -30 mV y decae a
voltajes mds positivos (circulos llenos, figura 10B). En tanto, la relacion I-V de la
corriente de salida construida con los valores de amplitud tomados al término de cada
pulso de voltaje, muestra que esta corriente comienza a desarrollarse a -30 mV, alcanza
un maximo a +40 mV y decae a potenciales mas positivos para nuevamente volver a
subir (circulos abiertos, figura 10B). Esta curva [-V muestra la clasica forma N que
presenta una corriente de salida compuesta por una corriente de K™ tipo rectificador
tardio y otra de K* activada por Ca** (Hille, 1994). Esta evidencia fue confirmada

realizando otros estudios con sustitucion de iones, donde se demostré que la corriente
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de entrada presentaba dos componentes: una corriente de entrada transitoria portada por
Na* y una corriente de entrada mantenida portada por Ca** (Morales y Ugarte, 1989;
Delgado y Labarca, 1993).

El protocolo de pulsos de voltaje empleado en este estudio, el cual se muestra
en la parte inferior de los registros, se utilizo en forma rutinaria al inicio de cada

experimento para verificar que el potencial de la membrana de la neurona estaba

controlado apropiadamente.
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Figura 10. Corrientes dependientes de voltaje presentes en las neuronas olfatorias.
En A se muestran los registros de las corrientes inducidas por el protocolo de pulsos de
voltaje que se indica bajo los registros. Estas corrientes fueron obtenidas en condiciones
i6nicas normales. La neurona fue bafada en Ringer normal y la pipeta de registro fue
llenada con solucién interna (tabla 3). El V,,, fue de -70 mV. En B se ilustra la
relacion I-V de las corrientes de entrada (circulos llenos) y de las corrientes de salida
(circulos abiertos). Los datos experimentales para la corriente de entrada fueron
obtenidos de los picos de las corrientes, en tanto, para la corriente de salida se

obtuvieron de las amplitudes medidas al término de cada pulso de voltaje.
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II. RESPUESTA EXCITATORIA INDUCIDA POR ODORANTES QUE ACTIVAN LA

ADENILIL CICLASA.

1. Incremento en la actividad eléctrica inducida por odorantes de la mezcla I.

La etapa inicial del estudio de la quimiotransduccién olfativa en esta Tesis
consistié en investigar el comportamiento de las neuronas olfatorias aisladas de sapo
frente a un estimulo quimico. Para ésto, las células olfatorias fueron estimuladas con
pulsos localizados de odorantes de la mezcla 1. De 75 neuronas olfatorias estimuladas
con esta mezcla, 26 (35%) respondiefon de una forma dosis-dependiente con un
incremento transitorio en la frecuencia de potenciales de accién después de una latencia
de 100 a 700 ms. El trazo superior de la figura 11 ilustra un ejemplo representativo de
este efecto. El intervalo de concentracién en el cual las células respondieron a la mezcla
I fue del orden de una unidad logaritmica. Las neuronas también exhibieron una
variedad de patrones de disparos de potenciales de acci6n al ser estimuladas con pulsos

idénticos de odorantes (Morales y cols, manuscrito en preparacion).
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2. Corriente de transduccién inducida por odorantes excitatorios.

Con el propésito de estudiar la corriente responsable de inducir el aumento de
la frecuencia de potenciales de accién en neuronas expuestas a la mezcla I, se
establecieron primero las condiciones para registrar la actividad eléctrica en condiciones
de célula adherida a la pipeta y luego, las corrientes totales en la modalidad de célula
completa bajo potencial controlado. Las 8 neuronas olfatorias que respondieron con un
aumento en la descarga de potenciales de accién presentaron una corriente de entrada
despolarizante. La figura 11 muestra una neurona que es capaz de responder a un mismo
pulso de la mezcla I con un aumento en la frecuencia de potenciales de accién y con una
corriente de entrada despolarizante. La activacién de la corriente de entrada inducida por
odorantes fue precedida por una latencia que dependié inversamente de la intensidad del
estimulo y de su duracién. En esta Tesis se encontraron tiempos de latencia entre 300
ms y 900 ms (478 + 243 ms, promedio + D.S.) para pulsos prolongados (> 2s) y
superiores a 1 s (1.9 + 635 ms, promedio + D.S.) para estimulos cortos (< 100 ms),
valores levemente superiores al rango encontrado en salamandra; 180 a 280 ms y 425
a 570 ms, respectivamente (Firestein y cols., 1990). Estos valores son del mismo orden
de magnitud de aquéllos obtenidos en el estudio de la actividad eléctrica (comparar
registros de la figura 11). La latencia de centenares de milisegundos que precede a la
respuesta inducida por los odorantes de la mezcla I es consistente con la idea que en la

transduccién de los odorantes excitatorios participa un mensajero secundario. Otra

importante caracteristica de la corriente de
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Figura 11. Actividad eléctrica y corriente de entrada activadas por odorantes de la
mezcla I. La aplicaciéon de 20 uM de la mezcla I con un pulso de 40 ms (flecha) sobre
una célula mantenida en condiciones de célula adherida a la pipeta, aumentd la
frecuencia de potenciales de accidn (trazo superior). El mismo estimulo aplicado a la
célula después de establecer a la condicion de registro de célula completa con un V,,,,
de -70 mV, gatilla una corriente de entrada de 82 pA que demord 1 s en manifestarse

(trazo inferior). La corriente vuelve al nivel basal con una constante de tiempo de 1 s.

entrada gatillada por olor fue su amplitud, la cual también dependié de la intensidad y
de la duracién del estimulo. Su relajacién exponencial, en tanto, guardé relacion con la

magnitud de la respuesta generada, cuanto mayor es la amplitud de la respuesta mayor
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es la constante de relajacion.

3. Potencial de receptor excitatorio inducido por odorantes de la mezcla 1.

Sobre la base de las evidencias obtenidas, es posible suponer que la corriente de
entrada inducida por los odorantes de la mezcla I, gatilla la generacion de un potencial
de receptor despolarizante. Esto se investigé registrando la corriente de entrada inducida
por los odorantes de la mezcla I en condiciones de voltaje controlado y el cambio de
potencial de membrana inducido por esta mezcla de odorantes, en condiciones de
corriente controlada. Todas las neuronas que presentaron la corriente de entrada
sensible a odorantes (n=8), respondieron con la generacién de un potencial de receptor
excitatorio al ser expuesta a odorantes de la mezcla I. Un ejemplo representativo de este
estudio se muestra en los trazos superiores de la figura 19.

Los resultados presentado hasta aqui, demuestran que el aumento en la actividad
eléctrica inducida por odorantes es generado por la activacion de una corriente de

entrada que despolariza la célula.
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4. Relacién corriente-voltaje de la corriente inducida por odorantes excitatorios.

El estudio de la relacién I-V de la corriente de transduccién inducida por
la mezcla 1 se realizé mediante la técnica del patch clamp en la modalidad de célula
completa bajo potencial controlado. Este consistié en obtener graficos de las corrientes
inducidas por odorantes en funcién del potencial impuesto a través de la membrana de
las neuronas olfatorias. El anélisis de las relaciones I-V mostraron, por una parte, que
la corriente inducida por la mezcla I es lineal en el intervalo fisiologico de potenciales
de membrana y, por otra, que ésta invierte su signo en un potencial proximo a 0 mV
(figura, 12), sugiriendo que Igs odorantes del tipo I activan una conductancia inespecifica

portada principalmente por Ca?*, Na* y K* (Zufall y cols., 1994).
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Figura 12. Relacién I-V de la corriente activada por odorantes excitatorios. A.
Trazos de corriente obtenidos al aplicar 1 M de la mezcla I mientras la célula era
mantenida a los voltajes especificados a la izquierda de los registros. La mezcla de
odorantes fue aplicada durante el perfodo indicado por la barra. En este experimento el
KCI de la solucién interna del electrodo de registro fue reemplazado por CsCl para
eliminar las corrientes de K*. B. Gréfico I-V construido a partir de las amplitudes
maximas de las corrientes mostradas en A. Se aprecia que la relacion corriente-voltaje
es lineal en el intervalo fisiolégico de potencial de membrana y que la corriente invierte

cerca de los 0 mV.
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II1. RESPUESTA INHIBITORIA INDUCIDA POR ODORANTES QUE NO ACTIVAN LA

CASCADA DEL AMP CICLICO.

1. Inhibicién de la actividad eléctrica inducida por odorantes de la mezcla II.

Parte de las evidencias presentadas en la seccion anterior demuestran
claramente que los odorantes de la mezcla I aumentan la frecuencia de potenciales de
accion en neuronas olfatorias aisladas del sapo Caudiverbera caudiverbera. El aumento
es producido a través de la activacion de la cascada del AMPc. Este mensajero activa
por accién directa una conductancia que genera el potencial de receptor responsable del
aumento en la frecuencia de potenciales de accion. Sin embargo, un importante grupo
de odorantes no activa la adenilil ciclasa. Con el objeto de investigar el mecanismo de
quimiotransduccion para estos odorantes, las neuronas olfatorias aisladas fueron

estimuladas con odorantes de la mezcla II.

Primeramente, se estudio el efecto de estos odorantes sobre la actividad eléctrica
de las neuronas olfatorias aisladas en condiciones de célula adherida a la pipeta de
registro. A diferencia de lo observado con odorantes de la mezcla I, las neuronas
olfatorias expuestas a la mezcla II respondieron con una inhibicion en la descarga
espontinea de potenciales de accion que dur6 varios segundos (figura 13), después de
la cual las neuronas recuperaron su actividad eléctrica esponténea regular. Para observar

este efecto se escogieron células quimiosensoriales que presentaran una elevada actividad
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basal de potenciales de accion. La inhibicion inducida por los odorantes del tipo II se
observd en 15 de un total de 42 (36%) neuronas analizadas, muchas de las cuales fueron
incapaces de responder a la mezcla I (figura 13). Ninguna célula respondi6 a estos
odorantes con un efecto contrario al de la inhibicién. EI alto porcentaje de neuronas que
respondieron con una inhibicién en la actividad eléctrica sugiere fuertemente que el

fenémeno de la inhibicién es importante en la percepcion olfativa de los anfibios.

2. Respuestas inhibitoria y excitatoria en una misma neurona olfatoria.

También se investigd la posibilidad que la misma neurona que respondié con una
inhibicion de la actividad eléctrica a la mezcla II pudiese ser excitada con odorantes de
la mezcla I. De un total de 28 neuronas olfatorias estimuladas con odorantes del tipo II,
en 10 (36%) se observo una inhibicion en la descarga de potenciales de accion con las
mismas caracteristicas mostradas en la seccién anterior; en tanto las 18 restantes no
respondieron a esta mezcla. Las 10 neuronas olfatorias inhibidas con la mezcla Il
también fueron expuestas a la mezcla I. En 5 (50%) de estas células se observé un
aumento en la frecuencia de potenciales de accion (figura 14). Las otras 5 neuronas no
mostraron este efecto y sélo respondieron a la mezcla II (figura 13). Por otro lado, de
las 18 neuronas que fueron incapaces de responder a la mezcla II, 9 (50%) desarrollaron
un aumento en la descarga de potenciales de accion al ser estimuladas con odorantes de

la mezcla I. Es importante sefialar que todas las respuestas inducidas por los odorantes
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Figura 13. Inhibicién de la actividad eléctrica inducida por la mezcla II en neuronas
olfatorias aisladas. La actividad eléctrica fue registrada en la modalidad de célula
adherida a la pipeta. La aplicacion de 100 uM de la mezcla II en la region ciliar de la
neurona olfatoria, mediante un pulso de 40 ms (flecha) indujo una inhibiciéon en la
descarga de potenciales de accion espontdneos durante 10 s (trazo superior). Este efecto
se repite al aplicar un segundo estimulo similar al anterior (trazo central). La
subsecuente estimulacion de esta neurona con la mezcla I no afectd su actividad eléctrica

espontanea (trazo inferior).
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Figura 14. Respuestas inhibitorias y excitatorias inducidas por odorantes en una
misma neurona olfatoria. La actividad eléctrica se registré en la modalidad de célula
adherida a la pipeta de registro. Los dos trazos superiores muestran la inhibicién de la
actividad eléctrica espontinea al exponer una neurona a 100 uM de la mezcla II
(flechas). Los dos trazos inferiores muestran el aumento de la frecuencia de potenciales
de accion inducido por 10 uM de la mezcla I (flecha) en la misma neurona olfatoria.

Las mezclas fueron aplicadas con pulsos de 40 ms.
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del tipo II, fueron inhibitorias; por el contrario, todas las respuestas gatilladas por la
mezcia I fueron siempre excitatorias. Asi, en el epitelio olfatorio de anfibios es posible
distinguir, con las mezclas de odorantes utilizadas en este estudio, al menos tres
poblaciones de neuronas: una que responde solamente a la mezcla II, otra que responde
solamente a la mezcla [ y una tercera que responde a ambas mezclas de odorantes.
Los resultados de este estudio muestran que los odorantes de la mezcla L y de la
mezcla II inducen efectos opuestos en las neuronas olfatorias del sapo chileno. Las
células responden con un aumento en la descarga de potenciales de accion al ser
estimuladas con odorantes de la mezcla I, en cambio responden con una inhibicion al
ser estimuladas con odorantes de la mezcla II. También.demuestran que el 18% de fa
poblacién de neuronas analizadas desarrollan ambos tipos de respuestas. Esta evidencia
representa la primera demostracién que una misma neurona olfatoria es capaz de
responder en forma excitatoria e .inhibitoria, dependiendo del estimulo a la que es
expuesta. Esto sugiere que los. mecanismos que. operan en la transduccion. de ambos

grupos de odorantes son diferentes .y que éstos podrian coexistir en una misma célula.

. e t 2 el o [
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3. Corriente de salida inducida por odorantes de la mezcla II en neuronas olfatorias

aisladas.

Una prediccion légica que se desprende de los resultados presentados
anteriormente, es que los odorantes que ejercen una inhibicion de la actividad eléctrica
lo hacen a través de la activacion de una corriente de salida hiperpolarizante. Para
registrar esta corriente fue necesario aumentar la fuerza impulsora para los iones que
posiblemente estarian involucrados en el fendmeno inhibitorio (K™ o CI'). Esto se realiz6
llevando las células desde un potencial de mantencion de -70 mV a uno de 0 mV, lo que
ademds permitié descartar una posible contaminacién por la corriente excitatoria. Es
importante recordar que en 0 mV las neuronas estimuladas con odorantes del tipo I
fueron incapaces de generar una respuesta, debido a que el potencial de inversion de esta
corriente es de 0 mV (figura 12; Firestein y Werblin, 1989; Firestein y cols., 1990).
Bajo estas condiciones experimentales, las neuronas olfatorias aisladas respondieron a
odorantes de la mezcla Il con la generacién de una corriente de salida que alcanzd
rapidamente la amplitud mdxima y se relajé con una constante de tiempo del orden de
minutos. (trazo 3, figura 15). La corriente comenzé a manifestarse centenares de
milisegundos después de aplicado el estimulo y, al igual que los odorantes excitatorios,
esta latencia dependid inversamente de su intensidad y duracion. El rango encontrado
para esta latencia fue entre 167 ms para pulsos prolongados (2.5 s) y de 400 ms para
pulsos de corta duracién (500 ms). La aplicacion de pulsos de Ringer sin odorantes, en

las mismas condiciones experimentales en la que se observd la corriente de salida
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activada por odorantes, no produjo ningln efecto, descartando la posibilidad de un
artificio (trazo 2, figura 15). Por otro lado, las neuronas que respondieron a odorantes
del tipo II con una corriente de salida registrada a 0 mV fueron incapaces de generar
una respuesta cuando fueron estimuladas bajo un potencial mantenido en -70 mV (trazo
1, figura 15). A este potencial de fijacion los odorantes de la mezcla I inducen una
corriente de entrada de varios picoamperios (figura 11; Firestein y Werblin, 1989;
Firestein y cols., 1990).

La corriente de salida inducida por la mezcla Il fue observada en 37 (40%) de
92 neuronas examinadas, porcentaje muy similar al obtenido en el estudio de la actividad
eléctrica (36%).

Con el propésito de conocer si la respuesta inhibitoria inducida por odorantes se
encuentra en otras especies de vertebrados, se realiz6 este estudio en neuronas olfatorias
aisladas del sapo africano Xenopus laevis. La figura 16 muestra que estas neuronas
responden a odorantes de la mezcla II con una corriente de salida similar a la
desarrollada por las neuronas olfatorias de C. caudiverbera. Esta respuesta fue
observada en 4 de 10 neuronas estimuladas en esta especie.

Los resultados presentados sugieren que la inhibicién de la actividad eléctrica
inducida por la mezcla Il es producida por la activacion de una corriente de salida. Si
éste es el caso, la corriente de salida sensible a olor deberia estar presente en neuronas

que muestran una inhibicién de la actividad eléctrica al ser expuesta a la mezcla II. La

figura 17 muestra que una misma neurona olfatoria responde con una inhibicion de la

actividad eléctrica y con la generacion de una corriente de salida frente a un estimulo
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Figura 15. Corriente de salida inducida por odorantes de la mezcla II en neuronas
olfatorias aisladas. Las corrientes totales se registraron en condiciones de voltaje
controlado. El trazo 1 muestra que un pulso de 10 uM de la mezcla II (barra) aplicado
en la region ciliar de una neuronas olfatorias no produjo ningin efecto sobre la corriente
registrada a un voltaje de mantenciéon de -70 mV. El trazo 2 ilustra las corrientes
inducidas al cambiar el voltaje de mantencién de la célula desde -70 a 0 mV. Se aprecia
el desarrrollo de una corriente de entrada transitoria seguida de una gran corriente de
salida que se inactiva lentamente. Un pulso de Ringer sin odorantes (barra), con
caracteristicas similares a las empleadas en el experimento anterior, no indujo respuesta.
En el trazo 3, se muestra que la aplicacion de un pulso de 10 uM de la mezcla 11
(barra) bajo las mismas condiciones experimentales anteriores, activd una corriente de

salida que comienza a desarrollarse 200 ms después de aplicado el estimulo.
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Figura 16. Corriente de salida inducida por odorantes de la mezcla II en neuronas
olfatorias aisladas de Xenopus laevis. Las corrientes totales fucron registradas en
condiciones de voltaje controlado. Se ilustra la corriente de salida inducida por 20 uM
de la mezcla II en una neurona cuyo potencial fue fijado en 0 mV. Para mayor claridad

sélo sc muestra el trazo de corriente durante la aplicacién del estimulo quimico (barra).

idéntico de odorante. Observaciones similares fueron hechas en otras 3 neuronas.

Las evidencias permiten concluir que la inhibicién de la actividad eléctrica
inducida por los agentes odoriferos de la mezcla II es producida por la activacion de una
corriente de salida dependiente de odorante. Ademds, el retardo observado en la
generacién de esta respuesta indica que en la via de transduccion de esta clase de
odorantes podria participar un mensajero secundario. Este mecanismo podria estar
presente en otras especies de vertebrados, ya que en neuronas de Xenopus también fuc

encontrada la corriente hiperpolarizante inducida por odorantes de la mezcla II.
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Figura 17. Inhibicion de la actividad eléctrica y activaciéon de una corriente de
salida gatilladas por odorantes de la mezcla II en una misma neurona olfatoria. La
actividad eléctrica se registré en la modalidad de célula adherida a la pipeta y las
corrientes totales en la modalidad de voltaje controlado. En el trazo superior se muestra
la inhibicién en la descarga de potenciales de accion al estimular la neurona con 100 uM
de la mezcla II (flecha). En el trazo inferior, se muestra la corriente dependiente de
voltaje gatillada por un cambio de voltaje desde -70 a 0 mV y la corriente de salida
inducida por un pulso de 10 uM de la mezcla II, 300 ms después de aplicado el
odorante (barra). El pulso de voltaje es indicado bajo el registro. El voltaje de

mantencion de la célula fue de -70 mV.
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4. Hiperpolarizacién y despolarizacién inducida por odorantes en neuronas

olfatorias.

A la luz de las evidencias presentadas anteriormente, es razonable suponer que
la corriente de salida inducida por odorantes inhibe la actividad eléctrica a través de la
generacion de un potencial de receptor hiperpolarizante. Por lo tanto, es esperable que
las neuronas olfatorias que respondieron con una corriente de salida a la mezcla II
también respondan con la generacién de un potencial de receptor hiperpolarizante. Este
supuesto fue demostrado registrando las corrientes activadas por odorantes en la
condicién de voltaje controlado y los cambios en el potencial de membrana inducidos
por odorantes en condiciones de corriente controlada. La figura 18A muestra que las
neuronas que respondieron con el desarrollo de una corriente de salida a odorantes de
la mezcla Il responden a este mismo estimulo con la generacion de un potencial de
receptor hiperpolarizante. Por otro lado, la demora observada en la generacion del
potencial de receptor hiperpolarizante fue similar a la latencia que muestra la activacion
de la corriente de salida (figura 18A). Respuestas similares a las mostradas en la figura
18A se observaron en otras 10 neuronas olfatorias. Estos resultados demuestran que la
respuesta inhibitoria inducida por odorantes del tipo I en neuronas olfatorias es causada
por la activacién de una corriente de salida dependiente de odorante que hiperpolariza

la neurona olfatoria. Aunque las células quimiosensoriales fueron estimuladas con una
mezcla de odorantes, ellas también respondieron a componentes individuales de dicha

mezcla con una corriente de caracteristicas similares a las ya descritas. La figura 18B
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muestra la hiperpolarizacion del potencial de membrana inducida por 50 uM del
odorante 4cido isovalérico, uno de los componentes de la mezcla II.

El estudio del efecto de odorantes sobre la actividad eléctrica demostré que una
misma neurona puede responder excitatoria o inhibitoriamente, dependiendo del estimulo
quimico a la que es expuesta. Para confirmar estos resultados, se investigd si las
neuronas que desarrollan una corriente de entrada y un potencial de receptor
despolarizante al ser estimuladas con olores del tipo I, pueden responder ademas a los
odorantes del tipo Il con la generacién de una corriente de salida y un potencial de
receptor hiperpolarizante. La figura 19 ilustra un ejemplo representativo de este estudio.
Se puede apreciar que la célula fijada a -70 mV respondio con una corriente de entrada
al ser estimulada con la mezcla I (trazo i). Un pulso similar aplicado en condiciones de
corriente controlada con un I, de 0 mV generd un potencial de receptor despolarizante
(trazo ii). La misma célula respondié a la mezcla Il desarrollando una corriente de salida
registrada a un V,,,, de 0 mV y un potencial de receptor hiperpolarizante registrado a
una I, de O pA (trazos iii y iv). Estos resultados apoyan la idea que una neurona
olfatoria puede poseer mas de un mecanismo de quimiotransduccion.

Los resultados presentados permiten concluir que los odorantes que incrementan
la descarga de potenciales de accién actian induciendo una corriente de entrada
despolarizante, en cambio aquellos que inhiben la descarga de potenciales lo hacen por
la activacion de una corriente de salida hiperpolarizante. También sugieren que el

mecanismo de transduccién para odorantes inhibitorios es diferente del mecanismo que

opera para odorantes excitatorios.
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Figura 18. Corriente de salida e hiperpolarizacion inducidas por la mezcla II en una
misma neurona olfatoria. La corriente fue registrada en condiciones de voltaje
controlado con un V,,, de 0 mV y el potencial de membrana en condiciones de
corriente controlada, con una I, de 0 pA. A. En el trazo superior se muestra la
corriente de salida gatillada por un pulso de 40 uM de la mezcla II (barra). El trazo
inferior ilustra la hiperpolarizacién inducida por un pulso idéntico al anterior. B.
Hiperpolarizacién inducida por un pulso de 50 uM del odorante édcido isovalérico, un
componente de la mezcla II. S6lo se representan las fracciones de los registros

correspondiente al periodo de la estimulacion quimica.
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Figura 19. Efecto diferencial de las mezclas I y II sobre corrientes totales y
potencial de membrana en una misma neurona olfatoria. Un pulso de 40 uM de la
mezcla | aplicado a una neurona olfatoria mantenida a un voltaje de -70 mV gatillé una
corriente de entrada que alcanza un méaximo y se relaja con una constante de tiempo de
centenares de milisegundos (i). Cuando un estimulo idéntico fue aplicado a la misma
neurona, pero en condiciones de corriente controlada (I, = 0 pA), esta respondid con
una despolarizacion que llegé a 0 mV, para luego volver al nivel basal (ii). Un pulso
de 40 uM de la mezcla II aplicado a la neurona mientras su voltaje se mantenia en 0
mYV, indujo una corriente de salida que luego de alcanzar el maximo se relajoé con una
constante de tiempo del orden de segundos (iii). El mismo estimulo de la mezcla II
aplicado en condiciones de corriente controlada (I,.., = 0 pA), indujo una

hiperpolarizacion de 20 mV (iv).
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5. Caracterizacion de la corriente de salida inducida por odorantes de la mezcla II.

La caracterizacion de la corriente de salida inducida por odorantes se realizo
haciendo estudios de: dosis-dependencia, relacion corriente-voltaje, selectividad idnica

y farmacologia.

5.1. Relacion dosis-respuesta de la corriente de salida inducida por odorantes.

Con el propdsito de conocer las caracteristicas de la corriente de salida
dependiente de olor, se examiné la dependencia de la concentracion de la mezcla 11
sobre la conductancia activada por odorantes. Se encontré que las neuronas olfatorias
responden de una manera dosis-dependiente a los odorantes de la mezcla II, de la forma
que se ilustra en la figura 20. La figura 20A muestra que el incremento en la
concentracion de odorantes a nivel de la célula aumenta la magnitud de la respuesta
inducida por odorantes. Al graficar las amplitudes maximas de la respuesta en funcién
de la concentracion de odorantes, se puede apreciar que las células olfatorias responden
en un intervalo estrecho de concentracion, cubriendo aproximadamente una unidad
logaritmica. La corriente comienza a manifestarse a una concentracion alrededor de los
10 uM y alcanza un nivel de saturacion a los 100 uM (figura 20B y 20C), intervalo que
es semejante al observado para odorantes excitatorios en la forma de actividad eléctrica
y de corrientes totales (Firestein y Werblin 1989; Firestein y cols., 1990; Morales y

cols., manuscrito en preparacion). Ademés, la figura 20B muestra que la curva dosis-
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respuesta tiene una forma sigmoidea similar a la presentada por los odorantes
excitatorios (Firestein y Werblin, 1987; Firestein y cols., 1990). El valor del coeficiente
de Hill (n) que se obtuvo del mejor ajuste de los datos experimentales, realizado
empleando la funcién 1=1I,,,,/1+(K,s/[O])", fue de 2.7, sugiriendo que algunos de los
pasos en la cascada de transduccién de estos odorantes son cooperativos. Las curvas
dosis-respuesta obtenidas en otras 5 neuronas fueron similares a la mostrada en la figura
20B. Los resultados son presentados en el grafico de Hill que se muestra en la figura
20C; este se confecciond graficando el log (I/1,,,.-I) en funcion de [O], donde I, es la
corriente de saturacion y [O] la concentracion de odorante. El valor del coeficiente de
Hill obtenido de la pendiente de la curva que mejor ajusta los datos experimentales, fue
de 2.1 + 0.2 (promedio + D.S.; n=6), mostrando nuevamente el efecto cooperativo
de esta respuesta.

Por otro lado, se encontrd que la concentracion minima de odorantes para inducir
una respuesta con esta clase de odorantes fue de 3 uM, levemente superior a la
observada para los odorantes excitatorios (Firestein y Werblin, 1989; Firestein y cols.,
1990; Morales y cols., manuscrito en preparacion). Y al igual que éstos, las neuronas
olfatorias son capaces de responder a la exposicion mantenida de odorantes del tipo II
con concentraciones submicromolares. La perfusion de neuronas olfatorias con
concentraciones nanomolares de componentes individuales de la mezcla II, inhibieron
la actividad eléctrica de las células (Morales y cols., 1990; Morales y cols., manuscrito

en preparacion).
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Figura 20. Dosis-respuesta de la corriente de salida inducida por la mezcla II. A.
Corrientes de salida inducidas por las concentraciones de la mezcla II, especificadas a
la derecha de los registros. La mezcla fue aplicada 500 ms después de cambiar el
potencial de membrana de la neurona desde -70 mV a 0 mV (barra). El pulso de voltaje
se indica bajo los registros. B. Grafico de la corriente inhibitoria en funcion de la
concentracion de odorantes. La ordenada representa la amplitud maxima de la corriente
inducida por cada concentracion de odorantes de la mezcla II. La linea sélida
corresponde al mejor ajuste de los datos experimentales obtenido con la funcién
[=1./[1+(K,s[O])"], donde I, es la corriente de saturacion, [O] es la concentracién
de odorantes, K, s es la concentracion necesaria para inducir la mitad de la corriente
méxima y n es el coeficiente de Hill. En este caso, K,s = 45 uM, I, = 159pA, yn
= 2.7. C. Griéfico de Hill de la corriente de salida dependiente de odorante,
confeccionado con los datos experimentales de 5 neuronas olfatorias. Los datos son
expresados como Log I/(I,,,-I) en funcion del log [O]. I es la amplitud de la corriente
de salida a cada concentracion. I,,,, fue estimada de la amplitud de la corriente inducida
por una concentracion saturante de la mezcla II. El K, s promedio es de 49 + 4.7 uM

(promedio + D.S.) ynes de 2.1 + 0.2 (promedio + D.S.).
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5.2. Relacién corriente-voltaje de la corriente inducida por odorantes de la mezcla

IL.

La relacién corriente-voltaje para la corriente de salida inducida por odorantes
se estudio en 5 neuronas olfatorias. En la figura 21 se ilustra un ejemplo representativo
de este estudio. En la figura 21A se muestran las corrientes dependientes de potencial
de una neurona que es sometida al protocolo de pulsos de voltaje que se indica bajo los
registros, en la ausencia de odorantes. En la figura 21B se presentan las corrientes
registradas empleando el mismo protocolo de pulsos de voltajes, pero esta vez la
neurona fue estimulada durante cada pulso de voltaje con 30 M .de la mezcla IT durante
el periodo indicado por la barra. La mezcla de odorantes gatillé una corriente de salida
que decayd lentamente y cuya amplitud dependié del potencial al cual la neurona fue
mantenida. La relacién I-V de esta corriente, a diferencia de lo observado para las
corrientes excitatorias, no fue dhmica en el rango fisioldgico de potencial de membrana
y se encuentra claramente desplazada a la izquierda con respecto a la curva I-V generada
con las corrientes inducidas por la mezcla I (figura 21C). En todos los casos analizados
(n=35) se observd que la forma de las curvas I-V de las corrientes- de salida inducidas
por la mezcla I es semejante a la que presenta una conductancia de K* activada por
Ca?* (Hille, 1992); esta comienza a manifestarse entre los -70 y los -50 mV, alcanza

un maximo alrededor de los +30 mV y decae a potenciales més_ positivos.
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Figura 21. Relacién I-V de la corriente activada por odorantes de la mezcla IL. A.
Corrientes dependientes de potencial gatilladas por la serie de pulsos de voltaje que se
indican bajos los registros, en la ausencia de odorantes. B. Corrientes obtenidas con el
mismo protocolo de pulsos de voltaje que en A, pero esta vez un estimulo de 30 pM de
la mezcla I (barra) fue aplicado durante cada puiso de voltaje. Los pulsos de voltaje
fueron aplicados en incrementos de 20 mV y separados por intervalos de 1 minuto. El
voltaje de mantencién de la célula fue de -70 mV. C. Grafico de la corriente de salida
inducida por la mezcla I en funcion del voltaje. Los valores en la ordenada corresponden
a la diferencia entre la amplitud médxima de la corriente durante cada pulso de odorante

y la corriente dependiente de voltaje obtenida por extrapolacidn.
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5.3. Bases ionicas de la corriente de salida dependiente de odorantes.

Un punto importante en la caracterizacion de la corriente de salida dependiente
de odorantes es determinar cudl es el ion portador de esta corriente. Esto fue abordado

mediante estudios de sustitucién de iones y con el uso de agentes farmacoldgicos.

5.3.1, Selectividad a K* de la corriente de salida inducida por odorantes.

Primeramente, se estudié el grado de selectividad de la corriente de salida
inducida por la mezcla II al ion K*, comparando las curvas [-V de registros obtenidos
en neuronas sometidas a dos concentraciones externas diferentes de K*. Si el potasio es
el portador de esta corriente, es esperable un desplazamiento de la curva I-V en el eje
del voltaje, de acuerdo al gradiente quimico impuesto a través de la-membrana celular.
En la figura 22 se muestran las curvas I-V de las corrientes de salida registradas de una
neurona expuesta a soluciones Ringer 2.5 mM y 0.25 mM de K*. Los circulos llenos
representan las amplitudes de las corrientes de salida inducidas por Ia mezcla IT cuando
la célula fue perfundida con solucién 2.5 mM de K* (Ringer normal), mientras que los
circulos abiertos representan las amplitudes de las corrientes dependientes de odorantes

cuando la neurona fue perfundida con solucién 0.25 mM de K*. Como se aprecia, la
curva obtenida en condiciones de bajo potasio se desplazd en el eje del potencial

aproximadamente 25 mV hacia la izquierda de la curva en Ringer normal, en el sentido




79

esperado para una conductancia selectiva al K*. Sin embargo, el corrimiento fue dos
veces mas pequefio que el predicho por la ecuacidn de Nernst para una conductancia
exclusivamente selectiva al K*, mostrando que esta conductancia de K* activada por

odorantes es permeable también, aunque en menor medida, a otros cationes.

~—

5.3.2. Selectividad al ion CI de la corriente de salida dependiente de odorante.

En un segundo estudio se examiné si el CI' podria ser el ion portador de la
corriente activada por la mezcla II. Este se realizé registrando corrientes ionicas en
neuronas expuestas a diferentes gradientes quimicos de CI". La figura 23 muestra que
las corrientes de salida inducidas por la mezcla II en dos neuronas diferentes, una
dializada con solucién interna que contiene 8.4 mM de CI" (gradiente = 15) y la otra
dializada con solucién interna que contiene 120 mM de Cl (gradiente = 1} son
similares. En ambos casos el gradiente de K* fue el mismo. Las amplitudes promedios
de las corrientes de salida registradas en ambas condiciones fueron muy similares: 56
+ 10 pA (promedio + D.S.) para la neurona dializada con bajo CI' (n=15) y 60 & 18
pA (promedio #- D.S.) para la neurona dializada con alto CI" (n=17). Estos resuitados
sefialan que el ion CI" no contribuye significativamente a la corriente de salida activada

por odorantes.
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Figura 22. Selectividad a K de la corriente de salida inducida por la mezcla II.
Corrientes de salida activadas por 30 uM de odorantes de la mezcla II (barra) en una
neurona olfatoria perfundida con solucién 2.5 mM de K* (Ringer normal (i)) y solucién
Ringer 0.25 mM de K (ii) a diferentes potenciales de membrana. La estimulacién en
cada condicién experimental se realizé con los odorantes de la mezcla I1 disueltos en
Ringer normal y en solucién Ringer bajo K™, respectivamente. (iii}) Relacion I-V
confecciongda con las amplitudes méaximas de las corrientes dependientes de odorantes,
obtenidas en condiciones de 2.5 mM de K* externo (circulos llenos) y de 0.25 mM de
K* externo (circulos abiertos). Un corrimiento de aproximadamente 25 mV fue causado

por la modificacion del gradiente de K*.
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Figura 23. Efecto del gradiente de CI sobre la corriente de salida inducida por
odorantes. Corrientes de salida inducidas por 30 uM de odorantes de la mezcla Il en
dos neuronas diferentes cuyo potencial fue mantenido en 0 mV. En (i) la neurona fue
dializada con solucién interna 8.4 mM de CI (gradiente CI" = 15) y en (ii) la neurona
fue dializada con solucién interna 120 mM de CI (gradiente de ClI" = 1). La

concentracion externa de K* fue la misma en ambos casos.
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5.3.3. Efecto del TEA sobre la corriente de salida inducida por odorantes.

Como una prueba adicional de que la corriente inducida por odorantes es portada
por K*, se examiné su sensibilidad a TEA, conocido bloqueador de canales de K*. La
figura 24 muestra que el TEA bloqueé reversiblemente la corriente de salida inducida
por odorantes. Se aprecia que la corriente de salida inducida por 10 uM de la mezcla
II fue bloqueada en aproximadamente un 90% por la aplicacién externa de 20 mM de

!TEA. Se observé una recuperacion parcial de esta corriente después de removerse el
TEA de la cdmara experimental. Resultados similares se obtuvieron en otras 2 neuronas
examinadas, apoyando la idea que el K* es el ion portador de la corriente de salida
gatillada por odorantes de la mezcla II.

Las evidencias presentadas, sugieren fuertemente que. en el mecanismo de
transduccién de los odorantes de la mezcla I participa una conductancia selectiva a K*,

que es responsable de la generacion del potencial de receptor hiperpolarizante que inhibe

la actividad eléctrica de las neuronas olfatorias.
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Figura 24. Efecto del TEA sobre la corriente de salida inducida por la mezcla II.
En el trazo 1 se muestra la corriente de salida inducida por un pulso de 10 gM de la
mezcla II (barra) aplicado a una neurona mantenida en 0 mV. En el trazo 2 se aprecia
que la corriente inducida por odorantes fue abolida en aproximadamente un 90%, al
aplicar el mismo pulso de la mezcla II suplementada con 20 mM de TEA (barra) a la
neurona que fue previamente perfundida con Ringer 20 mM TEA. En el trazo 3 se
ilustra la recuperacién parcial de la corriente de salida inducida por odorante que se

obtuvo después de remover el TEA de la cdmara experimental.
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6. Inhibicién de la actividad eléctrica inducida por pulsos de corriente.

Las relaciones I-V de la corriente de salida, muestran que ésta es pequefia a
potenciales cercanos al reposo. Teniendo en cuenta esto, surge la pregunta de si la
corriente inducida por odorantes es lo suficientemente grande como para causar un
efecto fisiolégico en una célula que estd a su potencial de reposo. Este problema fue
abordado aplicando pulsos de corriente hiperpolarizantes de pequefia magnitud en células
mantenidas en condiciones de corriente controlada con una I, de O pA. La figura 25
muestra que pulsos de tan s6lo -1 6 -2 pA inhibieron la actividad de potenciales de
accion. La inhibicién fue gatillada por la generacién de un potencial hiperpolarizante de
10 y 20 mV, respectivamente; estas magnitudes son comparables a las inducidas por
odorantes {comparar figura 18 y 19 con figura 25). Esto mostré que la amplitud de la
corriente de salida inducida por odorantes de la mezcla II es similar a la corriente
hiperpolarizante que se necesitd inyectar en la célula para producir el mismo nivel de
hiperpolarizacion.

Los resultados demuestran que la magnitud de las corrientes inducidas por
odorantes son suficientes para producir 1a inhibicidn de la actividad eléctrica en neuronas

olfatorias de vertebrado.
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Figura 25. Inhibicion de Ia actividad eléctrica inducida por pulsos de corriente en
neuronas olfatorias aisladas. La descarga espontinea de potenciales de accién
registrada en una neurona bajo condiciones de corriente controlada (I,,,, = 0 pA) fue
inhibida por la aplicacion de -1 6 -2 pA de corriente (barras). Se aprecia que la
hiperpolarizacion de. Ja membrana fue de aproximadamente 10 y 20 mV,
respectivamente. El potencial de reposo de Ia célula fue d'e -60 mV y su resistencia de
enirada de 10 GQ.
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7. Localizacidén ciliar de la respuesta inhibitoria inducida por odorantes,

Los cilios olfatorios son las estructuras de la neurona que estan expuestos al
medio externo y donde ocurre la quimiotransduccion olfativa. Con la finalidad de
determinar si la sensibilidad de las células olfatorias a odorantes que inhiben la actividad
eléctrica se encuentra localizada en la membrana quimiosensorial de los cilios olfatorios,
se compararon las respuestas obtenidas al estimular las neuronas en dos regiones: a nivel
de los cilios olfatorios y a nivel del cuerpo celular o soma. La figura 26 muestra que
el puiso de la mezcla 11 dirigido a los cilios olfatorios indujo una corriente de salida de
mayor amplitud que el pulso dirigido al cuerpo celular, mostrando que la sensibilidad
de la neurona a odorantes del tipo II se encuentra localizada en los cilios olfatorios.
Ademas, la latencia que se observa en la activacion de la corriente de salida fue mayor
cuando la célula fue estimulada a nivel del soma: Esto puede deberse al retardo
difusiona] que experimentan los odorantes para llegar a los.cilios olfatorios. Resultados

similares se obtuvieron en otras 2 neuronas.
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Figura 26. Localizacién del efecto inhibitorio inducido por la mezcla Il en neuronas
olfatorias de sapo. Representacién esquemética de la neurona olfatoria aislada utilizada
en este experimento. En el trazo superior se muestra la corriente de salida inducida al
aplicar 45 pM de odorantes de la mezcla II (barra) sobre los cilios olfatorios. En el
trazo inferior se ilustra la corriente inducida por un estimulo idéntico al anterior, pero
esta vez aplicado al nivel del cuerpo celular. Se aprecia que esta respuesta es de menor

amplitud a la obtenida en la regién ciliar.




8. La conductancia de K* responsable de la respuesta iuhibitoriét inducida por

odorantes es activada por Ca**.

|
8.1. Caracterizacién de la corriente de K* que participa en la resplllesta inhibitoria

4

inducida por odorantes. !

13
;

8.1.1. Curvas I-V de la corriente de K* inhibitoria inducida por odorantes.

i
Los resultados presentados hasta aqui demuestran que la inhibicién de la

actividad eléctrica gatillada por odorantes ocurre a través de la acEtivacién de una
corriente de salida hiperpolarizante portada por K*. El andlisis de las curvas I-V de
estas corrientes sugirié la participacién de una conductancia de K* activada por Ca**
en esta respuesta (ver seccién 5.2. y figura 21). Debido a }a dificultad experimental que
significa exponer a la célula durante largos periodos de tiempo a pote;lciales extreros
(hay que recordar que cada registro de corriente dura aproximadamente 5 segundos} este
estudio fue realizado en un rango estrecho de potenciales positivos. Para confirmar que
las relaciones I-V de las corrientes de salida dependientes de olor disminuyen hacia
valores de voltaje positivos, de manera similar a la de una conductancizfl de K* activada

por.Ca** (Hille, 1992), el estudio de las curvas I-V se extendi6 hacia;potenciales mas

b
f
positivos (desde 550 hasta +80- mV) y usando protocolos con un m;enor ndmero de

pulsos. La figura 27 muestra que la corriente inhibitoria evecada por la mezcla II

1

alcanza una amplitud mdxima a +20 mV y decae hacia potenciales més positivos,
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Figura 27. Relacién I-V de la corriente de K* inhibitoria inducida por odorantes
de Ia mezcla II. A la izquierda se muestran las corrientes de salida inducidas por 40
#M de la mezcla Il registradas en una neurona mantenida a los voltajes especificados
junto a cada registro. El rango de voltajes positivos fue extendido con respecto al
empleado en los experimentos descritos en la seccién 6.2, A la derecha se muestra el
grafico I-V confeccionado con los datos del experimento anterior los cuales se

obtuvieron mediante el procedimiento descrito en la figura 21.

posiblemente debido a la disminucién en la entrada de Ca** a la célula. Observaciones

similares se hicieron en otras 2 neuronas analizadas, sugiriendo participacién de una

conductancia de K* activada por Ca’* en la respuesta inhibitoria inducida por odorantes.

i' .
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3.1.2. Sensibilidad a caribdotoxina (CTX) de la corriente de K* inhibitoria inducida por

odorantes.

La caribdotoxina (CTX) es una toxina ampliamente usada en la caracterizacion
de canales de K* activados por Ca®*. La constante de afinidad aparente de esta toxina
por los canales de K™ activados por Ca?*, especialmente el de alta conductancia, es del
orden nanomolar (Latorre y cols., 1989). En esta Tesis se examind el efecto de este
bloqueador sobre la corriente inhibitoria inducida por odorantes. La figura 28 muestra
que la corriente de salida inducida por 60 uM de la mezcla I es bloqueada
reversiblemente por 10 nM de CTX. Esta es otra indicaci6n de la participacién de una
conductancia de K* activada por Ca®* en el fenémeno de la inhibicion.

El efecto del CTX fue especifico sobre la corriente de salida inducida por
odorantes. La perfusién de la célula con Ringer 10 nM de CTX no afecté la corriente
de salida dependientes de voltaje. El inserto de la figura 28 muestra las corrientes totales
del experimento anterior. En ella se puede apreciar que la corriente de K* activado por
Ca?* inducida por odorantes fue inhibida por la CTX, sin embargo no afectd la corriente
de salida de K* inducida por el pulso de voltaje, que tiene un componente importante
de K* activado por Ca®*. Resultados similares a los anteriores fueron observados en
todas las neuronas estudiadas (n=5), demostrando que la corriente de salida inhibitoria
inducida por odorante es sensible a CTX en el rango de sensibilidad que presentan las
conductancias de K* activada por Ca*. Esta evidencia confirma la idea de la posible

participacion de una conductancia de K™ activada por Ca®* localizada en los cilios

*

I
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Figura 28. Efecto del CTX sobre la corriente de salida inducida por odorantes de
la mezela XL Las células bajo un potencial mantenido de -70 mV, fueron estimuladas
con la mezcla II, 500 ms después de despolarizar la neurona a 0 mV. En el trazo
superior se muestra la corriente de salida inducida por 60 M de la mezcla II (barra).
Esta corriente fue blogueada al estimular la neurona con un pulso de 60 pM de la
mezcla 11 suplementada con 10 nM de CTX (trazo central). Una recuperacion casi total
de la corriente inducida por la mezcla Il fue observada al remover el CTX (trazo

inferior). Inserto: las 3 corrientes superpuestas y mostradas a una escala diferente para

ilustrar que el CTX no afectd las corrientes dependientes de voltaje.

K
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olfatorios, en la respuesta inhibitoria inducida por odorantes de la mezcla IL.

8.1.3. El potencial de receptor inhibitorio es bloqueado por CTX.

Este estudio se realizé en condiciones de corriente controlada, bajo las cuales cs
posible estudiar el potencial de receptor hiperpolarizante inducido por odorantes. En la
figura 29 se muestran los resultados obtenidos en este estudio. Se aprecia que el
potencial de receptor hiperpolarizante inducido por la mezcla II en la misma neurona del
experimento anterior fue blogueado reversiblemente con 10 nM de CTX. Observaciones
similares se hicieron en otras 2 neuronas olfatorias, demostrando que al igual que la
corriente de K* inhibitoria, la hiperpolarizacién inducida por odorantes también es
sensible a CTX. Esta evidencia sugjere que el potencial de receptor hiperpolarizante es
generado por la activacién de una corriente de K™ activada por Ca**,

Los resultados apoyan la hipétesis que en el mecanismo de transduccién de los

odorantes inhibitorios participa un canal de K* activado por Ca®*.
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Figura 29. Efecto del CTX sobre el potencial de receptor hiperpolarizante inducido
por odorantes de la mezcla II. La aplicacién de un pulso de 60 uM de la mezcla II
(barra) sobre la misma neurona del experimento mostrado en la figura 28 pero en
condiciones de I-controlada (I, = 0 pA), indujo una hiperpolarizacién del potencial
de membrana (trazo superior). Este efecto fue bloqueado al aplicar un pulso idéntico
al anterior suplementado con 10 nM de CTX (trazo central). La neurona fue
previamente perfundida con Ringer 10 nM de CTX. Un estimulo aplicado después de

remover el CTX indujo una nueva respuesta (trazo inferior).

O
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9, Participacién del Ca?* externo en la respuesta inhibitoria inducida por odorantes.

9.1. Efecto del Ca* externo sobre la conductancia de K* inducida por odorantes.

La presencia de una conductancia de K* activada por Ca** en el mecanismo de
transduccién de los odorantes de la mezcla 11 sugirié la participacin del Ca** en la
respuesta inhibitoria. Por ello fue fundamental establecer la funcién de éste ion en la
respuesta inducida por odorantes. Esto, a su vez, permitird dar luz sobre las {ltimas
etapas de la via de transduccién de estos odorantes. La figura 30 muestra que la
corriente de salida inducida por 65 pM de la mezcla II fue completamente abolida al
perfundir las células con solucién Ringer en la cual la concentracién de Ca®* fue llevada
a 10 nM con el quelante EGTA. Resultados similares se obtuvieron en otras 3 neuronas.
Esta evidencia indica por una parte que el Ca** es importante en la respuesta inhibitoria
inducida por odorantes y por otra, sugiere que el Ca** involucrado en la activacion del

canal de K* proviene desde el medio externo.

¢

9.2. Sensibilidad a nifedipina de la corriente inhibitoria inducida por odorantes.

El resultado anterior permite suponer que el Ca** implicado en la respuesta

inhibitoria, ingresarfa. a la célula desde el medio externo a través de un canal de Ca*t
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Figura 30. Efecto del Ca’* extermo sobre ia corriente de salida inducida por
odorantes de la mezcla II. Corriente de salida inducida por 65 uM de la mezcla II
(barra) registrada en Ringer normal (trazo superior). La mezcla de odorantes fue
aplicada mientras la neurona permanecia a un potencial de membrana de 0 mV. La
corriente fue abolida al perfundir Ia neurona con solucion Ringer 10 nM de Ca®* (trazo
central). La mezcla de odorantes también fue aplicada en solucién bajo Ca®*. Una

nueva respuesta se indujo al volver a las condiciones control (trazo inferior).

presente en la membrana celular de la neurona olfatoria. Esta hipdtesis fue sometida a
prueba usando un bloqueador de canales de Ca®*, la nifedipina. En todos los casos

examinados (n=3) las neuronas olfatorias expuestas a solucién Ringer con 55 uM de

nifedipina fueron incapaces de responder a odorantes de la mezcla II (figura 31). La

.
| 1

O
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reversibilidad del efecto de la nifedipina se observé al remover la droga desde la camara
experimental (figura 31). Los resultados sugieren fuertemente la participacion de un

canal de Ca®* en la maquinaria de transduccién de los odorantes de la mezcla II.

9.3. Sensiﬁilidad a nifedipina del potencial de receptor hiperpolarizante inducido por

odorantes.

El efecto de la nifedipina también se probd sobre el potencial de receptor
hiperpolarizante inducido por odorantes. Enla figura 32 se muestran registros de voltaje
obtenidos bajo corriente controlada de la misma neurona utilizada en el experimento
anterior. Se observa que 55 uM de nifedipina bloquearon reversiblemente hasta en un
80% el potencial de receptor hiperpolarizante inducido por la mezcla II, confirmando
la idea de la participacién del Ca®* externo como un intermediario en el mecanismo de
quimiotransduccidn de los odorantes de la mezcla II. .

El conjunto de las evidencias presentadas en esta seccion sefialan que el Ca*t
serfa un intermediario en el mecanismo de quimiotransduccién de los odorantes de la
mezcla I1. Su participacién en este proceso serfa a través de la activacion de una
conductancia de K* responsable de generar el potencial de receptor hiperpolarizante que
inhibe la actividad eléctrica en neuronas olfatorias. El origen del Ca** involucrado en
esta respuesta es extracelular, entrando a la célula posiblemente. a través de canales de

Ca®t localizados en la membrana de los cilios olfatorios.

e
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Figura 31. Efecto de la nifedipina sobre la corriente dependiente de odorantes. A,
Corriente de salida inducida por 55 uM de la mezcla II (barra) registrada en una
neurona con un V,,, de 0 mV (trazo superior). La corriente fue inhibida
completamente al aplicar un pulso de 55 pM de la mezcla II suplementada con 25 uM
de nifedipina (trazo central) sobre la neurona previamente perfundida con Ringer
conteniendo-25 uM de nifedipina. El efecto cesé al remover la nifedipina de la camara

experimental (trazo inferior).
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Figura 32. Efecto de Ia nifedipina sobre el potencial de receptor hiperpolarizante
inducido por la mezcla II. La misma neurona del experimento mostrado en la figura
31 mantenida a una I, de 0 pA, responde con una hiperpolarizacion de 10 mV al ser
estimulada con 55 uM de la mezcla II (trazo superior). 25 pM de nifedipinha bloquearon
la respuesta inducida por la mezcla II (frazo central), la cual se recuperé después de

remover la droga de la cdmara experimental (trazo inferior).
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10. Corriente de Ca** inducida por edorantes inhibitorios.

Los resultados presentados sugieren que en el mecanismo de transduccion de los
odorantes de la mezcla Il se requiere la participacién de una conductancia de Ca**
inducida por odorantes. Se intenté medir esta corriente en condiciones de 10 mM Ca**
externo pero no fue posible registrarla. Esto es esperable dado que una estimacion de
la corriente de Ca* que se necesita para aumentar la concentracion ciliar a 46 pM
(concentracién para que el canal de K* activado por Ca** ciliar tenga una probabilidad
de estar en el estado abierto de igual a 0.5, Jorquera y cols., 1995) en una célula tipica
con 10 cilios, es de aproximadamente 0.1 pA’. Para aumentar la magnitud de esta
corriente de Ca?* inducida por odorantes, se realizaron experimentos exponiendo las
células a soluciones en que el tinico ion permeante es el Ba**, ya que es sabido que los
canales de Ca?* conducen mejor el Ba®* que el Ca** (Hille, 1992). El 14.6% de las
células estimuladas con la mezcla 11, 7 de un total de 48 neuronas, respondieron con la
generacion de una corriente de entrada de Ba** cuya amplitud promedio fue de 4.4 +
2.1 pA (promedio + D.S.). La figura 33 muestra un experimento en que la mezcla II,
inducen una corriente de aproximadamente 6 pA. Esta evidencia sugiere que los

odorantes de la mezcla II activan una conductancia de Ca**.

* Este calculo se realiz6 empleando el volumen de 10 cilios olfatotios (2 x 10 1). Los moles necesarios
para alcanzar una concentracién de 46 M en este volumen es de 9.2 x 10, Los iones contenidos en este
niimero de moles son 554116, Por lo tanto, sabiendo que la carga de un electrén es de 1.6 x 107
coulombios, lacarga.de Ia 554116 moléculas resulta ser de 9 x 10" coulombios, El-mevimiento.de ¢sta
carga genera upa corriente de aproximadamente 0.1 pA.

i f L




Is

10 pA

100

Figura 33. Corriente de entrada de Ba** inducida por odorantes de la mezcla I

Se muestra la corriente entrada inducida por 45 uM de la mezcla II, registrada a un

potencial de mantencién de -30-mV. El Na* del Ringer externo fue reemplazado por el

N-metil-D-glucamina (catién que no permea la membrana), los 2 mM de Ca** por 10

mM de Ba** y se agregaron 20 mM de TEA, para bloquear los canales de K*. El KCI

de la solucién de llenado de la pipeta (solucidn interna, ver tabla 3) fue reemplazado por

CsCl.

Los resultados presentados muestran que en la transduccién de odorantes de la

mezcla I participa una conductancia de Ca** que podria ser activada por un mensajero

secundario. Esto, permitirfa el aumento de la concentracion de Ca** en el lumen de los

cilios activando asf la corriente de X* activada por Ca** dependiente de odorantes.
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DISCUSION

Las neuronas olfatorias son células que transforman un estimulo quimico
(odorantes) en una sefial eléctrica que viaja al sistema nervioso central, donde ésta es
integrada para dar curso a la sensaci6n olfativa. La informacion proveniente del epitelio,
es primero transmitida al bulbo olfatorio, como trenes de potenciales de accién. Hasta
hace poco las evidencias permitian sostener que este codigo de transmision era generado
por un aumento en la frecuencia de potenciales de accién inducido por odorantes. En
este trabajo se demuestra que la disminucién de la frecuencia también puede ser
importante en [a generacion de este codigo.

En esta Tesis se estudié el efecto inducido sobre la actividad eléctrica de
neuronas .olfatorias por dos mezclas de odorantes: una- formada por olores florales y
frutales que activan la adenilil ciclasa (mezcla I) y la otra, por olores de la clase
putridos qué no estimulan esta enzima (mezcla 1I). Los principales resultados que se
obtuvieron en este trabajo de tesis son los siguientes: 1) se establece claramente la

existencia del fenémeno de la inhibicidn, inducido por odorantes de la mezcla II, 2) se

demuestra en forma directa que una misma neurona es capaz de responder excitatoria

e inhibiforiamente, dependiendo del estimulo a la que es expuesta, 3). se identifico y
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caracterizd la conductancia involucrada en el fenémeno de la inhibicién como una
conductancia de K* activada por Ca**, y 4) se establecié la participacion del ion Ca**
en este mecanismo. Se presentan evidencias que sugieren que la transduccion de los
odorantes que inducen inhibicién en neuronas olfatorias de vertebrados operarfa a través

de un mecanismo diferente al de la cascada del AMPc.

1. Fenémeno inhibitorio inducide por odorantes.

Como condicién fundamental para el estudio del efecto de odorantes sobre la
actividad eléctrica de las neuronas olfatorias de C. caudiverbera, fue necesario

previamente conocer algunas propiedades eléctricas bédsicas de estas células.

1

1.1. Propiedades electrofisioldgicas de las neuronas olfatorias aisladas en la ausencia de
estimulo quimico.

Las neuronas aisladas presentaron una actividad espontdnea de potenciales de
accion, en la ausencia de estfmulo quimico, la que varid de célula a célula. En su. gran
mayoria. estas. células mostraron una elevada descarga espontinea -de potenciales de

accion (150-PA/min), aunque una pequefia fraccién de ellas+(< al 10%) no presentaron

esta actividad. Considerando que el epitelio olfatorio estd en continua neurogénesis para
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renovar las neuronas dafiadas por el estrés mec4nico, este amplio intervalo de frecuencia
puede reflejar los diferentes estados de madurez de las células, o bien corresponden a
diferencias en las propiedades eléctricas pasivas o activas entre células maduras.

La frecuencia promedio de potenciales de accién espontineos obtenida en este
estudio (37 PA/min), representa un valor intermedio comparado con los obtenidos en
rata (< 3 PA/min; Maue y Dionne, 1987), tortuga (~3 PA/min; Mathews, 1972), rana
(3 PA/min; O’Connell y Mozell, 1969; Frings y Lindemann, 1991; y 20 PA/min;
Holley y cols., 1974, 1984), salamandra (20 PA/min; Getchell y Shepherd, 1978; y 50
PA/min; Baylin, 1979) y pez gato (288 PA/min; Kang y Caprio, 1995). Es importante
destacar que no todas las especies tienen neuronas olfatorias con descargas espontinea
de potenciales de accidn; las células de la salamandra japonesa Cynops pyrrhogaster, por
ejemplo, carecen de esta actividad eléctrica (Yau, comunicacién personal).

La actividad espontdnea de las neuronas olfatorias del sapo podria originarse de
la apertura al azar de canales i6nicos. Dada la alta resistencia de entrada presentada por
estas células, bastaria una corriente de entrada de unos pocos picoamperios para inducir
una despolarizacién suficiente para que se origine la descarga de potenciales de accién.
Por el contrario, una corriente hiperpolarizante de magnitud comparable induciria una
inhibicién en la descarga espontinea de potenciales de accidon. Este aspecto es
demostrado en los.ejemplos que se ilustran en las figuras 8 y 27. Es importante aclarar
que en rigor, quizds .no existen en estos .experimentos, asi como en las.de otros
investigadores, una condicién en.que haya.ausencia total de odorantes. Es concebible

entonces, que esta actividad espontinea pudiese surgir de la-accion iniciada por una

i
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pocas moléculas de odorantes presentes en el ambiente. Sin embargo, esta posibilidad
es poco probable en el caso de células aisladas, porque estas presentan un umbral por
sobre los 100 nM de odorantes, sugiriendo que la actividad basal es producto de la

apertura al azar de canales iOnicos.

1.2. Inhibicién de la actividad eléctrica inducida por-odorantes.

Las evidencias obtenidas en la primera parte de esta Tesis demostraron que los
odorantes de la mezcla I inducen un aumento en la frecuencia de potenciales de accion
de una manera dependiente de su concentracién. Durante afios el estudio de la fisiologfa
de la olfaccién se centrd en estudiar la respuesta excitatoria como la tinica forma que
tendrian los receptores olfatorios para codificar la informacién que éstas captaban
proveniente del medio externo. Estudios recientes mostraron que en algunas ocasiones
las neuronas olfatorias aisladas de Necturus responden con una inhibicién en la descarga
de potenciales de accidén al ser estimuladas con una mezcla de aminoédcidos (Dionne,
1992). Aunque ese fue el primer estudio de inhibicion en neuronas olfatorias aisladas,
los resultados presentados ahf no. fueron concluyentes para demostrar el fendémeno
inhibitorio. En los registros mostrados no es posible ver, por una parte la actividad
espontinea de las células y por otra la reversibilidad del efecto inhibitorio. Ademds, no

se. presenta ningdn anélisis estadistico de los registros que.permitan demostrar dicha

inhibicién. En esta Tesis se muestra por primera vez que los odorantes de la mezcla 11,
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inducen una inhibicién de la actividad eléctrica espontdnea en células aisladas de C.
caudiverbera, demostrando claramente la existencia del fendmeno inhibitorio en
vertebrados. En las células que mostraron sensibilidad a la mezcla II, la inhibicién fue
especifica para estos odorantes y se enconird de manera consistente cada vez que €stas
fueron estimuladas. Previamente, se habian hecho observaciones de respuesta inhibitoria
en neuronas olfatorias de rana (Gesteland y cols., 1965; O’Connell y Mozell, 1969;
Duchamp y cols., 1974; Revial y cols., 1978) y salamandra (Getchell y Shepherd,
1978a) usando microelectrodos. Sin embargo, debido a la baja frecuencia en la deteccién
de este fendmeno y a la falta de claridad de estos resultados, varios autores cuestionaron
la existencia de este fendmeno en vertebrados. En este trabajo el 36% de la neuronas
olfatorias examinadas (n==28) responden con una inhibicidn de la actividad eléctrica al
ser estimuladas con odorantes de la mezcla 11, sugiriendo que este fendmeno al igual que
la excitacién también puede jugar un papel importante en el proceso de la percepcion
olfativa en vertebrados. Recientemente, Kang y Caprio (1995) encontraron que el 25%
de las neuronas olfatorias de pez gato estimuladas, respondieron a L-alanina con una
inhibicion-en la descarga de potenciales de accidén de caracteristicas similares a las
observadas en el sapo.

La inhibicién en neuronas de invertebrados ha sido claramente establecida. En
langosta marina, Michel y Ache (1994) encontraron que la L-prolina inhibe la descarga
de potenciales de accién. Esta inhibicién presenta caracterfsticas semejantes a la

producida por los odorantes volatiles.usados en esta Tesis. Resultados similares han sido

encontrados .en neuronas de abeja (Akers, 1992) y de calamar (Lucero.y cols., 1992},
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2. Respuestas excitatorias e inhibitorias inducidas por odorantes en una misma }
neurona olfatoria.
|
En Necturus maculosus, Dionne (1992) encontré que un mismo aminoacido
puede tener en algunas neuronas un efecto excitatorio y puede causar inhibicion en otras.
Como los porcentajes tanto de células que generaron respuesta excitatorias como
aquéllas que produjeron respuesta inhibitoria eran mayores que el 50%, Dionne
concluy6é que algunas neuronas olfatorias serfan capaces de generar ambos tipos de
respuestas. En esta Tesis, empleando la modalidad de célula adherida a la pipeta, se
demostrd por primera vez en forma directa que una misma neurona olfatoria puede
generar respuestas tanto excitatorias como inhibitorias, dependiendo de la mezcla con
la que es estimulada (figura 15). Las células respondieron con un aumento en la ‘
descarga de potenciales de accidn al ser estimuladas con odorantes de la mezcla I. En ‘
cambio, ellas respondieron con una inhibicion al ser estimuladas con olores de la mezcla
I. Este efecto diferencial inducido por odorantes también fue observado usando la
modalidad de célula completa en condiciones de voltaje controlado y corriente
controlada. Los agentes quimicos que gatillaron una corriente de entrada generaron un
potencial de receptor despolarizante, en tanto aquellos que indujeron una corriente de
salida generaron un potencial de receptor hiperpolarizante. Estas evidencias confirmaron
la proposicién de Dionne y sugirieron, ademdés, que el mecanismo que opera en la
transduccién de ambos grupos de odorantes es diferente: uno estd asociado a la respuesta

excitatoria y otro a la respuesta inhibitoria. Ambos mecanismos pueden darse en una

.
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misma célula. Recientemente, Kang y Caprio (1995), haciendo registros in vivo,
mostraron que las neuronas olfatorias del pez gato pueden también generar respuestas
excitatorias e inhibitorias, muy similares a las observadas en este trabajo. También
encontraron que una misma neurona olfatoria puede producir ambos tipos de respuesta,
aungue no dieron evidencias sobre el mecanismo de transduccién involucrado en este
fenémeno.

La importancia del fendmeno inhibitorio para la percepcién olfativa aiin no es
entendida y cualquier sugerencia caerfa en el campo de lo especulativo. Sin embargo,
a partir de los resultados obtenidos en esta Tesis, es posible proponer un significado
funcional a la respuesta inhibitoria. Se ha sugerido que la discriminacién de odorantes
estd basada, entre otros motivos, en diferentes patrones de potenciales de accidn
formados por respuestas excitatorias. Si ahora sumamos la inhibicidn, es posible
extender la formacion de cddigos de potenciales de-accidn a.un rango mas amplio. Este
supuesto adquirirfa mayor importancia en aquellos animales que son capaces de percibir
un universo importante de odorantes como es el caso del perro, el hombre y otros

mamiferos, permitiendo de esta forma una mejor adaptacién al medio.

3. Conductancia involucrada en la generacion del fenémeno inbibitorio. .

En la respuesta excitatoria ha sido claramente establecida la participacion de una

corriente de entrada sensible.a odorantes. que induce.el potencial de receptor excitatorio
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(esta tesis; Firestein y cols., 1991a, 1991b; Zufall y cols., 1991; Kurahashi, 1989,

1990; Morales y cols., manuscrito en preparacién). En cambio, el mecanismo asociado
al fenémeno inhibitorio era pricticamente desconocido. Dionne (1992) mostré que la
supuesta respuesta inhibitoria inducida por los aminoicidos en las neuronas olfatorias
de Necturus fue generada por un potencial de receptor hiperpolarizante, sin encontrar
la corriente responsable de tal potencial. En el presente trabajo se demuestra claramente
que los odorantes que inhiben la actividad espontinea en neuronas olfatorias de
vertebrados, activan una corriente de salida que genera un potencial de receptor
hiperpolari;ante.

Una serie de evidencias permitieron establecer que esta corriente de salida
gatillada por odorantes es portada principalmente por el ion K*, Primero, se encontrd
que el desplazamiento de la curva I-V, al variarse el gradiente de K*, fue en el sentido
esperado para una conductancia selectivg a K*. Segundo, el signo del potencial de
inversion de la corriente activada por odorantes de la mezcla II no cambié al variarse
el gradiente de Cl" a través de la membrana. Esto descarta la participacién de la
corriente de, Cl activada por Ca?*, recientemente descrita en cilios de neuronas
olfatorias de rana (Kleene y Gesteland, 1991; Kurahashi y Yau, 1993), en la respuesta
inhibitoria inducida por odorantes. Como se menciond anteriormente, esta conductancia
es gatillada por, odorantes excitatorios .y participa en la generacién del potencial de
receptor eﬂxcita,torio.,‘(Kurahashi y Yau, 1993). Ademds, la farmacologia de la corriente

de salida gatillada por odorantes fue compatible con una conductancia selectiva a K*,

La aplicacion externa de TEA, bloqued reversiblemente la corriente de salida activada
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por odorantes y tanto la corriente como el potencial de receptor hiperpolarizante fueron
bloqueados reversiblemente por CTX. En resumen las evidencias presentadas
demuestran por primera vez que la inhibicién en las neuronas olfatorias del sapo opera
a través de una conductancia selectiva a K*.

La ﬁarticipacién de una conductancia de K* en respuestas quimiosensoriales ha
sido sugerida en células olfatorias de Necturus (Dubin y Dionne, 1993, 1994) y pez gato
(Miyamoto y cols., 1992). En Necturus, Dubin y Dionne (1993) encontraron que la
taurina (odorante para este animal) disminuye la conductancia de potasio. Ellos sugieren
que ésto puede desestabilizar localmente el potencial de membrana apical, permitiendo
que una pequefia corriente produzca una despolarizacién que inactive canales
dependientes de voltaje e induzca asf la inhibicién en, la descarga de potenciales de
accién observada en estas neuronas. Los datos presentados, en esta Tesis, en tanto,
demuestran claramente que la inhibicién inducida por odorantes de la mezcla II es
producida a través de un aumento en_la conductancia de K*. Esta corriente de salida
dependiente de olor también fue observada en las neuronas olfatorias de Xenopus laevis,
por lo cual esta evidencia puede ser extendida a otras especies de vertebrados.

Las . caracterfsticas de la corriente inducida por la, mezcla I difieren
considerablemente de las mostradas para la corriente inducida por la mezcla I, Estas
diferencias pueden resumirse en su selectividad y su farmacologfa. La corriente de salida
inhibitoria es portada por K*, en tanto la corriente de entrada excitatoria es portada
principalmente. por Na*, Ca®* y.también por CI; el potencial de inversién de la

corriente de salida es claramente mdis negativo que el de la corriente inducida por

"
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odorantes que activan la adenilil ciclasa, Por otro lado, la corriente de salida es sensible
a TEA y a CTX, mientras que la corriente de entrada es insensible a estos agentes, pero
es sensible a L-cis diltiazem (Zufall y cols., 1994).

Las curvas dosis-respuesta de la excitacion e inhibicién son similares y ambas
presentan una forma sigmoidea (Firestein y Werblin, 1989; Firestein y cols., 1990). El
anélisis de las curvas de Ia corriente de salida inducida por odorantes mostrd que la
respuesta inhibitoria es un proceso cooperativo con un coeficiente de Hill promedio de
2.1, muy similar al encontrado para los odorantes excitatorios en salamandra (Firestein
y Werblin, 1989) y en este mismo sapo (Morales y cols., resultados no publicados). Por
otro lado, el rango dindmico en que las neuronas olfatorias responden a odorantes de la
mezcla II fue aproximadamente de una unidad logaritmica, intervalo similar al
observado para odorantes excitatorios (Getchell y Shepherd, 1978a; Getchell, 1986;
Firestein y Werblin 1989; Firestein y cols., 1990). La dosis-dependencia de la corriente
inhibitoria presentada aquf es la primera y Ia iinica disponible por el momento para
neuronas olfatorias de vertebrados. ; .

En esta Tesis también se demostré que la conductancia de K* involucrada en el
fenémeno inhibitoria es activada por Ca?*. Esta demostracién se basé en las siguientes
evidencias: primero, la relacién I-V de la corriente inhibitoria gatillada por odorantes
es semejante a la que presenta una conductancia de K* activada por Ca®*, incluyendo
la de neuronas olfatorias (Schild, 1989; Trotier, 1986; Firestein y Werblin, 1987;

Miyamoto y cols., 1992; Delgado- y Labarca 1993); segundo, la corriente de salida

activada por ‘odorantes depende del Ca** externo; tercero, -la sensibilidad a CTX de la

LY i
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|
corriente de salida y de Ia hiperpolarizaci6n inducidas por odorantes, es consistente con

la farmacologia de canales de K* activado por Ca®*, algunos de lois cuales son
bloqueados por esta toxina con una constante de disociacién en el rango nanomolar
(Latorre y cols., 1989); cuarto, se evidencia la presencia de la conductancia de K*
activada por Ca** en los cilios olfatorios, la cual se diferencia de la conductancia de K*

activada por Ca®* encontrada en el soma de la neurona olfatoria porque esta tltima es

insensible a CTX (figura 28, ver seccion 8). Evidencias recientes obtenil:las usando la

técnica de incorporacién de vesiculas en bicapas planas de fosfolipidos, han confirmado
que los cilios olfatorios de C. caudiverbera, poseen canales de K* activado por Ca** de

alta conductancia (Jorquera y. cols., 1995). Este canal presentd una sensibilidad a CTX

similar a la mostrada por la conductancia.gatillada por odorantes .y a.la pfesentada por

|
otros canales de K* activado por Ca®* de alta conductancia (Latorre y cols., 1989). Las

evidencias sugieren que la neurona olfatoria de vertebrado presenta ung distribucion
diferencial de canales de K activados por Ca®*; en el soma se localizarian| aquellos que
son insensibles a CTX y en los cilios olfatorios estarfan ubicados aquellos que son

sensibles a esta toxina, siendo estos dltimos los que participan en la transduccién de los

odorantes que forman la mezela II.
La participacién de canales de K* sensibles a CTX ha sido sugeridzil en neuronas
olfatorias de .pez gato. Miyamoto y colaboradores (1992b) informaron que la

despolarizacién transitoria inducida por IP,;, en presencia de CTX externo es de

naturaleza mantenida. Esto sugiere que un canal de K* activado por Ca®* sensible a

CTX esté involucrado en [a fase de repolarizacion de Ia respuesta inducida por IP,, Cabe
|
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recordar que estos autores han postulado al IP, como el mensajero secundario en la
respuesta excitatoria en el pez gato. En este trabajo de Tesis se demuestra claramente
que en el sapo una conductancia ciliar de K* sensible a CTX, participa en la
transduccién de los odorantes de la mezcla II generando un potencial de receptor
hiperpolarizante. Sin embargo, no se descarta la posibilidad que en algunas neuronas
ésta conductancia pueda ser relevante ademds en la modulacién del potencial de receptor
excitatorio. Hay que recordar que los odorantes excitatorios inducen un aumento del
Ca®* intracelular ingresando a la célula por el canal sensible a nucledtidos ciclicos
(Zufall y cols., 1994). Mds ain, en. invertebrados, las post-hiperpolarizaciones
prolongadas observadas en neuronas de langosta marina, han sido atribuidas a una

conductancia de K+ activada por Ca** (Anderson y Ache, -1985).

3.1. Importancia fisiolégica de la corriente de KX* inducida por odorantes.

., La importancia fisiolégica de la corriente de K* inducida por odorantes en el
fenémeno inhibitorio, - se demostré examinando el efecto de pulsos de corriente
hiperpolarizantes sobre la actividad espontinea de potenciales de accion. Se encontré que
las corrientes (-1 6 -2 pA) necesarias para inducir-una hiperpolarizacién y un efecto
inhibitorio fueron similares.a la inducida por los-odorantes, sugiriendo que la corriente

gatillada por Ia mezcla II se ajusta a una funcién inhibitoria.
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3.2. Sitio de la quimiotransduccion.

Estudios bioquimicos y electrofisioldgicos han demostrado que la sensibilidad de
las neuronas olfatorias a odorantes que activan la cascada del AMPc (mezcla I) esta
restringida a la regién ciliar de las células (Kurahashi, 1989 y 1990; Lowe y Gold,
1991; Firestein y cols. 1991a, Sklar y cols., 1986). En esta Tesis, tres observaciones
sugieren que la respuesta inducida por los odorantes que no activan esta cascada (mezcla
II) también estd confinada a esta regidn de la célula. Primero, s6lo aquellos pulsos que
alcanzan los cilios olfatorios indujeron corrientes idnicas activadas por odorantes.
Segundo, la distribucién de-la conductancia de K* activada por Ca®* sensible a CTX,
que participa en la transduccion de estos odorantes, se encuentra en los cilios olfatorios
(Morales y cols., 1995). Tercero, en experimento de imigenes de Ca** realizados en
neuronas aisladas de sapo (Bacigalupo y cols., 1995), se observo que los odorantes de

la mezcla 11 inducen un aumento de Ca®* en la regidn, apical de la célula (figura 34).

]

4. Mecanismo de quimiotransduccion de los odorantes. inhibitorios.

4.1. Funcién del calcio,

En neuronas olfatorias, el Ca**, ademds de participar en: la generacion de la

corriente de transduccion excitatoria, también estid involucrado en-el fendmeno-de la

O
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adaptacion, disminuyendo la afinidad del canal por los nucleétidos ciclicos a través de
la calmodulina (Kurahashi y Shibuya, 1990; Kramer y Sielgelbaum, 1992; Liu y cols.,
1994; Chen y Yau, 1994) y bloqueando.de una manera dependiente del potencial el
canal activado por nucledtidos ciclicos (Zufall y cols., 1991b; Zufall y cols., 1994).

El descubrimiento de la participacién de una conductancia de K* activada por
Ca** en la generacién de la respuesta inhibitoria sugirié que el Ca** también es un
intermediario en el mecanismo de transduccidn asociado a odorantes de la mezcla II. La
respuesta inducida por estos olores fue abolida completamente al removerse el Ca** del
medio externo, demostrando que este catién participa en la generacion de la respuesta
inhibitoria y que el origen de est'e Ca** es principalmente extracelular. Esto iltimo se
confirmé al encontrar. que la nifedipina bloqued reversiblemente la corriente de salida
y el potencial de receptor inhibitorio. Es importante sefialar, que. la aplicacién de
nifedipina sobre la cara citoplasmdtica de un parche escindido de neurona olfatoria
aislada de salamandra, también bloque6 reversiblemente el canal activado. por
nucleétidos (Zufall y cols., .1991c). Por lo tanto, experimentos futuros son necesarios
para elucidar este punto.

Otra evidencia de la participacién del Ca** .en la respuesta inhibitoria, provino
de estudios de imdgenes de Ca** con microscopia confocal, usando Fluo-3AM como
indicador de Ca®*, en neuronas olfatorias aisladas (Bacigalupo y cols., 1995). Se
observd que 8 de 19 (42%) células estimuladas con odorantes de la mezcla II
respondieron con un aumento del Ca** intracelular en regién apical (figura 34). El

porcentaje de-células .que mostraron este aumento-fue similar al-de las células que

7
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responden electrofisiolégicamente a un estfmulo similar (Madrid y Morales, 1995). Este
aumento en los niveles de Ca** inducido por los odorantes inhibitorio fue bloqueado por
la misma concentracién de nifedipina utilizada en los experimentos electrofisioldgicos
(Madrid y Morales, 1995). Mediciones de los niveles de Ca®* intracelulares han sido
realizadas en neuronas olfatorias de otras especies. Restrepo y colaboradores (1993b)
midieron los niveles de Ca** utilizando Fura-2 como indicador de este ion en neuronas
olfatorias de rata. Ellos utilizaron dos mezclas de odorantes de composicioén similar a
las utilizadas en esta Tesis: una compuesta por odorantes que estimulan la produccion
de AMPc y la otra con odorantes que no activan la adenilil ciclasa. Encontraron que
ambas mezclas de odorantes elevaron el Ca** en el lumen del botén dendritico en una
fraccién de las neuronas examinadas. Ellos no pudieron encontrar diferencias con
respecto a la distribucién espacial de los cambios de Ca®* inducidos por ambos
estimulos quimicos. Por otro lado, se ha encontrado que ias neuronas olfatorias aisladas
del pez gato responden con un aumento del Ca** intracelular al estimularlas con L-
aminoicidos (Restrepo y cols., 1990; Restrepo y Boyle, .1991).

Las evidencias presentadas demuestran, por una parte, que el Ca** es un
intermediario en la transduccién de odorantes de la mezcla Il y por otra, que el .Ca**
externo es necesario para producir la respuesta dependiente de odorantes. Ademds
sugirieron la participacién de un canal de Ca®* en el mecanisme de transduccién de los
odorantes piitridos de la mezcla II. En siete células de un total de 48, perfundidas en
solucién Ringer con 10. mM Ba**, fue posible detectar esta corriente de-entrada de Ba**

al ser estimuladas con la mezcla 1I, sugiriendo que estos odorantes activan una .
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Figura 34. Aumento del Ca’>* en la regién apical de neuronas olfatorias inducido
por la mezcla II. La figura muestra imdgenes en pseudocolores obtenidas en un
microscopio confocal, de una neurona olfatoria. Las células fueron cargadas previamente
con el indicador de Ca’* Fluo3-AM. Se puede apreciar que 100 uM de la mezcla II
aplicada durante 4 s, indujo un aumento transitorio en la fluorescencia (color rojo)

principalmente en el boton dendritico (gentileza de Rodolfo Madrid y Juan Bacigalupo).
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conductancia de Ca®*. Esta corriente se registr6 bajo estas condiciones idnicas para
aumentar su magnitud, ya que el canal de Ca** es més permeable al Ba** que al Ca?*.
Previamente se han descrito corrientes de Ca** inducidas por odorantes
en otras especies. Las neuronas olfatorias aisladas de pez gato generan una corriente de
entrada de Ca®* al ser estimuladas con L-aminoicidos (Restrepo y cols., 1990;
Miyamoto y cols., 1992a). Aunque tiene una cinética parecida a la corriente de Ba**
descrita aqui, la magnitud de la corriente es 10 veces mayor. En Jangosta marina,
Fadool v Ache (1992) encontraron que una mezcla de lL-aminodcidos inducen una
corriente de entrada de caracteristicas similares a la corriente de Ba** observada en esta
Tesis. Esta corriente es aumentada al dializar la célula con IP; y es inhibida por rojo de
rutenio (Fadool y Ache, 1992). Sobre la base de estos resultados Ache (1994) sugiere
que el mecanismo de transduccién de los odorantes excitatorios en neuronas olfatorias
de langosta, es compatible con la activacién de una corriente de entrada de Ca**.
En el mecanismo de transduccion de los odorantes de la mezcla II la funcion del
Ca’* estd recién comenzando a ser conocida. Las evidencias presentadas aqui son la
primera indicacién de ésto y sugieren que el aumento. del Ca®* citosélico activaria una
conductancia de K* activada por Ca®*, que generarfa el potencial de receptor
hiperpolarizante. .Para que ocurra este aumento de Ca’* se requiere previamente la

activacion de una conductancia de Ca** por un mensajero secundario de naturaleza atin

desconocida.
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4.2. Inositol 1,4,5-trisfosfato.

En estudios de cinética rdpida realizados en preparaciones de cilios olfatorios de
rata, Breer y colaboradores (1990) encontraron que los odorantes que no tenfan efecto
sobre la adenilil ciclasa en los estudios de Sklar y cols. (1986) y Pace y cols. (1985),
activaban la produccién de IP,;, mientras que aquellos que sf activaban la adenilil ciclasa
no alteraban los niveles de IP;. Estos resultados han llevado a postular la existencia de
dos vias diferentes de quimiotransduccién, una que opera para odorantes que activan el
AMPc y otra que opera para odorantes que activan el IP;. Entre los odorantes que
elevaron los niveles de IP;, se encuentran los utilizados en esta Tesis para formar la
mezcla que indujeron un efecto inhibitorio (mezcla II). En tanto, entre los que
estimularon la adenilil ciclasa se encuentran. los utilizados para formar la mezcla que
indujo un efecto excitatorio en neuronas olfatorias (mezcla I).

El considerable retardo (> de 200 ms) observado en el desarrollo de. la corriente
inhibitoria después de aplicada la mezcla II, més el hecho de la existencia de una
conductancia de Ca** sensible a odorantes, es consistente con la idea que estos olores
activan una cascada enzimatica. A pesar. que en esta Tesis no se realizaron experimentos
electrofisiolégicas dirigidos a conocer la naturaleza de este mensajero, evidencias
bioquimicas han demostrado que estos odorantes elevan los niveles de IP; en
preparaciones de cilios olfatorios de rata (Breer y Boekhoff, 1991) y en pez gato

(Restrepo y cols., 1993a). El conjunto de estas evidencias sugieren que en el mecanismo

de. quimiotransduccién inhibitorio participa el IP; como mensajero secundario,
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posiblemente a través de Ia activacion de una conductancia de Ca®* en la membrana de
los cilios olfatorios.

La funcién del IP, ha sido asociada cldsicamente a la liberacién de Ca?* desde
depdsitos intracelulares por su accién sobre el receptor a IP; (para revision, ver Ferris
and Snyder, 1992). Hoy dia es aceptado que el IP, también produce aumento del Ca**
citosélico por la activacion de conductancias de Ca®* localizadas en la membrana
plasmética. Tal es el caso en linfocitos (Khan y cols., 1992) y en células cebadas
(Penner y cols., 1988). En neuronas olfatorias también ha sido postulada ia accion del
IP; sobre conductancias localizadas en la membrana plasmdtica. Experimentos de
inmunoreactividad usando anticuerpos contra el receptor a IP; de cerebelo, han
demostrado la presencia de estos receptores en cilios olfatorios de rata (Cunningham y
cols., 1993). Por otro lado, en neuronas olfatorias.de pez gato también se ha observado
la accién del IP;. En-canales provenientes de cilios olfatorios de pez gato e incorporados
en bicapas de fosfolipidos formada en la punta de una pipeta de. patch clamp, el 1P,
activé una conductancia unitaria de 80 pS (Restrepo y cols., 1990). Mis afin, al dializar
estas células con IP; contenido en la pipeta de registro, las neuronas olfatorias
desarrollaron una despolarizacion transitoria del potencial de membrana (Restrepo y
cols., 1990). A diferencia.de lo que se postula en, esta, Tesis,, que el IP; estaria
involucrado en la repuesta inhibitoria, en el pez gato el IP; mediarfa una respuesta
excitatoria, activando directamente una conductancia de Ca?* que por si sola tendria un

efecto excitatorio., Una, respuesta similar a la.inducida por IP; fue encontrada por

Miyamoto y colaboradores (1992b), al dializar la neurona olfatoria del pez gato.con
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AMPc. Ellos proponen que ambas son excitatorias pero resultan de la activacién de
conductancias distintas, ya que ambas respuestas presentan una farmacologia diferente
(la corriente activada por 1P, es sensible a rojo de rutenio, no asi la corriente activada
por AMPc). Esta hipdtesis se complica por evidencias recientes obtenidas por Kang y
Caprio (1995) provenientes de experimentos in vivo realizados en pez gato. Estos
autores encuentran que las neuronas olfatorias responden con una inhibicion de la
actividad eléctrica al estimularlas con el aminoicido alanina, aminoédcido que produce
un incremento en los niveles de IP; en preparacién de cilios olfatorios de esta misma
especie (Bruch y cols., 1987). De cualquier modo, las evidencias sugieren fuertemente
que las neurcnas olfatorias de veriebrados presentan multiples mecanismos de
quimiotransduccién en concordancia con lo que se postula en esta Tesis.

No hay evidencias electrofisiolégicas sobre la participacién del IP; en la
transduccién de odorantes en anfibios. La didlisis de neuronas olfatorias de salamandra
con este mensajero no produjo ningin efecto en su actividad eléctrica (Firestein y cols.,
1991a). Lowe y Gold (1993) utilizando IP; enjaulado en neuronas de rana bajo
condiciones de potencial controlado con un V_,, de -70 mV, tampoco obtuvieron
respuesta. Si el .IP; activara directamente una conductancia de Ca** en estos estudios,
la corriente requerida para elevar la concentracién de Ca®** a 46 uM en los cilios
olfatorios seria de 0.1 pA, magnitud que dificilmente podria ser detectada bajo las
condiciones experimentales utilizadas por estos investigadores. Por otro lado, de acuerdo

al modelo que se postula en esta Tesis (ver mds abajo), el aumento de Ca** activa una

conductancia de K*. No es de extrafiar que Lowe y Gold no hayan observado-un efecto
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de este mensajero, por cuanto una corriente de K* serfa también muy pequefia al
potencial que ellos utilizaron. Lowe y Gold no investigaron el efecto de IP, a potenciales
distintos de -70 mV (G. Gold, comunicacién personal).

Los resultados obtenidos en invertebrados son mejor entendidos que en
vertebrados. En la langosta marina, el grupo de Ache demostré claramente la presencia
de dos mecanismos de quimiotransducci6én, uno mediado por IP; y otro mediado por
AMPc y, al igual que las neuronas olfatorias del sapo, ambos mecanismos pueden
coexistir en una misma célula (McClintock y Ache, 1989; Michel y cols., 1991; Fadool
y cols., 1993; Michel y Ache, 1994; ver revision ver Ache, 1994). Ellos también
encontraron que estos mecanismos estan asociados a respuestas inhibitorias y excitatorias
inducidas por aminoicidos. Pero, a diferencia de lo observado en vertebrados, la
respuesta inhibitoria en langosta es generada por una conductancia de K* activada por
AMPc, mientras que la respuesta excitatoria lo es por una conductancia catiénica

inespecifica inducida por IP;.

"

4.3. Un modelo del mecanismo de transduccién de odorantes -inhibitorios en neuronas

de Caudiverbera caudiverbera. . .

2

Los resultados presentados en esta Tesis, permiten proponer el siguiente

mecanismo de transduccion para odorantes de la mezcla II, La unién-de odorantes a

receptores proteicos localizados en la membrana de los cilios olfatorios (Raminig y
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cols., 1993) activarfa una cascada enzimdtica en la que participaria el IP; como
mensajero secundario (Breer y cols., 1990; Boekhoff y cols., 1990; ver Breer y
Boekhoff, 1992). El aumento en los niveles de IP; ocurriria por la activacién de una
fosfolipasa C, via protefna G. Esta protefna G seria diferente a G, posiblemente G, 0
G, (Boekhoff y cols., 1990; Cunningham y cols., 1993). Estas proteinas han sido
encontrada en gran cantidad en cilios olfatorios del sapo chileno (Schmidt y Monasterio,
1990) y en otras neuronas olfatorias (Jones, 1990, Jones y cols., 1990). El aumento del
IP, activaria una conductancia de Ca** localizada en la membrana de los cilios olfatorios
(esta Tesis; Restrepo y cols., 1990; Miyamoto y cols., 1992b), incrementando asi el
Ca’* en la region apical de la célula quimiosensorial. Este aumento de Ca®>* permitiria
la activacién de un canal de K* activado por Ca** (esta Tesis; Jorquera y cols., 1995),
el cual produciria el potencial de receptor hiperpolarizante que inhibe la descarga de
potenciales de accion observada al estimular las neuronas olfatorias con odorantes de la
mezcla II (esta Tesis). Un esquema de-este mecanismo de quimiotransduccion se muestra
en la figura 35.

Las bases moleculares de la quimiotransduccion olfativa ha sido abordada por los
investigadores a través de diferentes metodologfas. En esta Tesis, haciendo uso de la
preparacién de neuronas olfatorias aisladas y de la técnica de patch clamp, ha sido
posible identificar un nuevo mecanismo de transduccién para las neuronas. olfatorias de
vertebrados. Aunque no fue posible alcanzar una caracterizacion acabada de la cascada

bioquimica involucrada en este mecanismo de transduccion, se sentaron las bases para

que en futuras investigaciones se llegue a la caracterizacién molecular de los
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intermediarios que participan en este proceso. Como se mencioné anteriormente, hasta
hace poco los esfuerzos para el entendimiento de la percepcion olfativa estaban dirigidos
exclusivamente al estudio del efecto excitatorio. Después de esta Tesis se hace necesario

ampliar estos estudios al fenémeno inhibitorio.

GDP 7 ca?t

Figura 35. Modelo del mecanismo que podria operar en la quimiotransduccion de los
odorantes de la mezcla II, cuya principal caracteristica es que aumentan los niveles de
IP, en preparaciones de cilios olfatorios de vertebrados. En este esquema O representa
las moléculas de odorante, R el receptor a odorantes, G, , protefnas G;o G,y FL.C a la

b

fosfolipasa C.
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