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RESUMEN BIOGRAFICO

Desde nifia tuve una tremenda inquietud por todo, queria saberlo todo, entender todo,
explorar todo. Desde pequefia a mi espiritu le gusto la ciencia. Un dia la voragine de la vida
me condujo, entre muchas otras cosas, a leer El Perfume. Este libro cambié por completo mi
forma de ver el modo en que los seres vivos nos conectamos con el mundo a través de los
sentidos, que nos conducen a una gran variedad de manifestaciones emocionales y que pueden
moldear nuestra conducta. Me dije: la vida es una maravilla quiero saber como se manifiesta
en sus miltiples relaciones complejas. Luego de una rebeldia de espiritu que me incliné hacia
el humanismo, decidi intentar recorrer el camino de ser cientifica y aprender a expresar las
cosas de un modo mas formal.

Ingresé a la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile donde estudi¢ Biotecnologia.
Hice mi memoria de titulo en el laboratorio de Fisiologia Celular, al que me reincorporé mas
tarde para realizar esta tesis doctoral, en el area de la transduccion odorifera. Cada dia me
maravillo mds, y mientras mas “sé” mas caigo en cuenta de nuestra inmensa ignorancia, o dicho
de otra manera a pesar de que entendemos muchas cosas que suceden en los seres vivos, hay
demasiadas que aun son un misterio. Un dia mirando el documental “winged migration” tuve la
insensata idea de que por mas que lo estamos intentando, tal vez nunca entenderemos las
relaciones de lo vivo con su entorno, el origen de todo, ;sera un problema del enfoque? No creo
que hasta el dia de hoy haya comprendido lo que eso significa en términos de la historia de este
planeta o de la de una “simple” célula, pero estoy en el camino del intento, eso por un lado me
conforta, y por otro, me desalienta. Hacer este doctorado fue una experiencia muy buena e
intensa, tanto a nivel de estudios como humano. Y aunque nunca comprendamos todo, en este
camino me siento feliz, llena de estimulos y desafios que quiero disfrutar por mucho tiempo
mas. Ojala en el fututo pueda seguir contribuyendo con mi aporte al conocimiento humano.
Nos vemos en el proximo capitulo.
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RESUMEN

En este trabajo de tesis se investigd si hay una Ca®*-ATPasa de membrana
plasmética (PMCA) expresandose en los cilios olfatorios y si ésta participa en la
extraccién del Ca®’ .desde el lumen luego de producirse un incremento de este ién en
dicho organelo. Evidencias previas indicaban que un intercambiador Na'/€a?* (NCX) era
el responsable de la remocién del Ca" desde los cilios.

La exf;)resién y distribucién de Ia PMCA y del NCX se indagé mediante western
blot en vesiculas de membranas ciliares purificadas de neuronas olfatorias,
inmunocitoquimica en células disociadas de epitelio olfatorio e inmunohistoquimica de
cortes de epitelio olfatorio. La PMCA, en efecto, se expresa en los organclos sensoriales
del olfato, mostrando una distribucion discreta a lo largo de estos. La actividad de esta

bomba se caracterizé midiendo la acumulacién de Sca?t

en vesiculas invertidas
purificadas de cilios olfatorios. Se determiné que su actividad es dependiente .del Ca®*
intracelular (Ko s = 670 nM). La bomba incrementa sus niveles de actividad ~5 veces al
aumentar la concentracién de Ca®" libre a partir de 300 nM con un méximo de actividad
a~1pM Ca*'. Bl Ca*’ regula la actividad de la bomba mediante calmodulina (Kgs = 31
nM). La actividad de la bomba es inhibida en ausencia nominal de ATP, asi como
cuando es expuesta al bloqueador carboxyeosina (CE) y al inhibidor de CaM
calmidazolio. Las caracteristicas bioquimicas de la bomba indican que la PMCA ciliar

podria pertenecer a las isoformas 1 6.4. Las 4 isoformas de la PMCA se expresan en las

membranas ciliares, pareciendo estar més representada la PMCA 4 respecto de las otras

Xvi




tres. La participacién funcional de la PMCA en la remécién de Ca* ciliar, asi como la
dél NCX, se estudié determinando la constante de relajacién (1) de la-corriente total de.
CI activada por Ca*" (Icac) como indicador del Ca’" intraciliar, Iuego de activar esta
corriente mediante un aumento rapido de Ca?". Bn condicién control, 1a Icact presentd
una © = 272 +78 ms. Bste valor aumento al inhibir la PMCA con 100 uM CE (z =218l
+ 437 ﬁs), omitiendo el ATP en la pi;;cta de registro (T = 666 % 49 ms) y alcalinizando
el medio e)gtracelular a pH 9,4 (t = 725 £ 65 ms). A su vez, al anular el NCX
reemplazando el Na' extracelular por Li". la constante de relajacién de la corriente de
transducci6n también aument6 (t = 442 £ 8 ms). 1a prolongacién de la T de la Icica
sugiere que el Ca®* permanecia elevado por un mayor tiempo en los cilios en dichas
condiciones. Fstas evidencias respaldan fuertemente que tanto la PMCA como el NCX
extraen Ca®t desde los cilios en las condiciones experimentales utilizadas.

Por otro lado, se midié el curso temporal de la remocién del Ca?* desde los cilios
mediante microscopia de 2 fotones, luego de producir un incremento abrupto del Ca™
por fotoliberacién de cAMP enjaulado. La relajacién de la sefial fluorescente debida a la
recuperacion de la concentracién de Ca** del estado de reposo en la condicién control
presentd una Tos = 12,5 £ 23 s. Esta se prolongé al bloquear la PMCA con CE 50 pM
(to5s = 30,18 £ 6,4 8) ¥ al anular funcionalmente el NCX reemplazando el Na* externo
por Li* (1.5 = 28,12 + 5,2 s). Estos resultados indican que tanto la PMCA como el NCX
participan en la remoci6n del Ca?* tuminal.

El incremento de Ca®* en los cilios olfatorios ocurria de manera aitamente

localizada a lo largo del organelo, observandose destellos de fluorescencia en sitios

xvii




discretos al fotoactivar el cCAMP enjaulado. Los tamafios promedio de dichos sitios de
entrada de Ca®* eran variables en las distintas condiciones exploradas. Estos sitios se
dividieron arbitrariamente en cuatro grupos: aquellos menores a 0,4 pm; enire 0,4y0,6
pm; entre 0,6 y 0,8 pm; y los que eran mayores a 0,9 pm de ancho. En condiciones
control se observé habitualmente tamafios de 0.39 + 0.08 pm (n=20) ¥ 0.54 # 0.03 pm
(n=17). El ancho de estos sitios fue mayor cuando las NSO estuvieron previamente
expuestas a los bloqueadores del NCX y la PMCA alcanzando valores de 0.67 £ 0.05 pm
(2=14) y 0.98 £ 0.25 pm (n=13); sugiriendo que el jon Ca®" se acumula en las cercanias
de estos lugares al estar bloqueados los mecanismos que lo extraen. Cuando las NSO son
expuestas a 1 mM del bloqueador de la PDE IBMX los puntos discretos de ingreso de
Ca”'se dispersan, posiblemente debido a una acumulacién persistente del i6n dentro del
cilio a causa de una mayor disponibilidad de cAMP, agonista de los canales CNG. La
remocion del colesterol, con ciclodextrina, de las membranas también suprimié las
sefiales localizadas de Ca?®, observandose ademés un notable retardo en la entrada del
ion al cilio. Esto es consistente con una participacién de dominios ricos en colesterol en
la formacién y mantencién de dichos sitios. Por otro lado, cuando se exploré la
distribucién de la PMCA y el canal CNG, interesantemente se observo que ambas
proteinas colocalizaban y se distribuian de manera particulada a lo largo de los cilios.
Esto es congruente con una disposicién localizada de los lugares por donde entra Ca®" al
cilio, sugiriendo que la maquinaria de quimiotransduccién podria formar complejos

moleculares donde se agrupan los componentes de la transduccion olfatoria.
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En conclusién en los cilios olfatorios hay una Ca?-ATPasa de membrana
plasmatica que, en las condiciones estudiadas, participa en la extraccion del Ca** que
ingresa al lumen al activarse los canales CNG. Se confirmé, adicionalmente, que en la
remocion del Ca®’ ciliar también participa un intercambiador Na'/Ca**. Estos dos
transportadores de Ca®* podrian estar funcionando de manera complementaria para sacar
el Ca?* durante la respuesta odorifera. Es probable que debido a la naturaleza
electrogénica del NCX, su eficiencia se vea disminuida con la despolarizacion celular
inducida por olores. A su vez la disponibilidad limitada de ATP en el cilio podria
impedir que la bomba funcione de manera 6ptima durante todo el tiempo que dura la
respuesta odorifera. De este modo, la PMCA y el NCX podrian ser complementarios en

¢l trabajo de remocién del Ca”” desde el lumen ciliar.
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ABSTRACT

The expression of plasma membrane Ca®’-ATPase (PMCA) in the olfactory cilia
and its possible participation in the removal of Ca’" after incrementing in these
organelles was investigated in this thesis. Previously, the participation of a Na'/ Ca**
exchanger (NCX) was postulated as the responsible of this process.

The expression and distribution of PMCA and NCX was demonstrated by
western blot in purified ciliary membrane vesicles from olfactory sensory neurons
(OSN), by immunofluorescence in isolated OSN and by immunohistochemistry in
olfactory tissue sections. The pump was partially characterized in inverted vesicles
purified from olfactory cilia and by 45Ca*" accumulation, a Ca®*-dependent activity with
a Kqs = 670 nM was observed. The PMCA activity increased around 5 times when the
intracellular CaZ* concentration increased from 300 nM to 1 pM, where the maximal
activity was observed. Calmodulin (CaM) modulates the pump activity with a Kgs= 31
nM, and its activity diminished in the absence of ATP, in the presence of the PMCA
blocker carboxyeosin (CE) and of the CaM inhibitor calmidazolium. Based on its
biochemical properties, the pump isoform that is expressed in the olfactory cilia may
correspond to isoforms 1 or 4, Moreover, the expression of the 4 PMCA isoforms were
observed in the ciliary membranes, but PMCA 4 seemed to be the most abundant. In
order to investigate the functional participation of PMCA and NCX in Ca?* clearance
from the cilia, the Ca%*-activated CI” current (Icics) was recorded and used to monitor
CaZ% in the cilia. The relaxation time constant (t) of Icica after inducing CNG channel

opening by photoreleasing cAMP from a cage compound was measured under various




conditions. Under control conditions the © of Icac1 Was 278 + 78 ms. T increased npon

abolishing PMCA either by blocking the pump with 100 pM CE (r.= 2181 + 437 ms),
omitting ATP in the recording pipette (v = 666 + 49 ms) and raising the extracellular pH
up to 9:4 (v =725 £265 ms). A similar effect was observed when NCX was blocked by
replacing external Na' by ’Li+ (t= 442 + 8 ms). These results suggest that in the
experimental approaches utilized, Ca®’ concentration stayed elevated in the ciliary lumen
for longer times than under control conditions. This evidence support the participation of
both Ca?' transporters, the PCMA and NCX, in Ca** removal from the olfactory sensory
organelle.

In addition, the time course of Ca?* removal from individual cilia was measured
using 2 photon confocal fluorescence microscopy following cAMP photorelease. The
recovery of Ca?" fluorescence under control conditions showed a tgs of 12.5+2.3 s. This
parameter was prolonged by blocking PMCA with 50 pM CE (105 = 30.18 £.6.4 s) and
by abolishing NCX with Li" (ts= 28.12 % 5.2 s), thus confirming that PCMA and NCX
have a role in CaZ’ removal from the olfactory cilia. The Ca®* increase along the cilia
was highly localized and the average size of the Ca** fluorescence spots were 0.39 £ 0.08
pm wide (n=20). The spots size increased 2-3-fold (n=13) when the NSO were
previously exposed to NCX or PMCA blockers, whereas in the presence of IBMX (PDE
blocker) the Ca®* fluorescence spots became dispersed. A similar effect, added to a
significant latency increase, was observed when the cell was exposed to a cholesterol
scavenger (CD), suggesting the involvement of cholesterol rich domains in the discrete

distribution of the spots. Supporting this, PMCA and the CNG channel colocalized in a
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discrete manner along the olfactory cilia. Taking all to gether, the formation of
macromolecular complex of the chemotransduction machinery can.be suggested.

In conclusion, in the olfactory cilia there is a plasma membrane Ca**-ATPase that
under the studied conditions, participates in the Ca>” removal after Ca”" influx to the cilia
when CNG channels were activated. The participation of NCX:in the Ca” removal was
confirmed. Both transpofters could complement each other removing the intracellular
Ca®" during the odorant response. It is possible that the efficiency of NCX decrease with

the cellular depolarization induced by odors due to its electro genic mode operation.




INTRODUCCION

1.- Estructura del epitelio olfatorio

El sentido del olfato en los vertebrados terrestres posee la capacidad de reconocer
y discriminar entre una gran cantidad y variedad de compuestos quimicos volatiles de
caricter hidrofébico presentes en el ambiente, conocidos como odorantes. Los odorantes
son detectados por neuronas especializadas del epitelio olfatorio, el que posee varios
millones neuronas olfatorias (NSO). Estas son células bipolares que extienden una
dendrita tinica hacia la superficie de la mucosa, donde se ensancha formando el botén
dendritico. Desde esta estructura emergen los cilios olfatorios (Figuras 1y 2), cuyo
ntimero varia dependiendo de la especie (habitualmente entre 5-30). La region apical del
botén dendritico y los cilios se asoman a la cavidad nasal y estan Inmersos en un moco,
medio donde los odorantes interactian con las proteinas receptoras de olor (RO)
localizadas en la membrana de los cilios quimiosensoriales (Buck y Axel, 1991) de la
NSO. Por su extremo basal las neuronas olfatorias proyectan un axén amielinico hacia los
glomérulos del bulbo olfatorio, donde hacen sinapsis con las neuronas mitrales y en
cepillo.

Se ha encontrado que en cada NSO se expresan muy pocos de los cientos de
genes codificantes para RO, posiblemente solo uno (Malnic y cols., 1999). Los RO son
proteinas integrales de Ja membrana ciliar cuya cascada de activacion estd acoplada a una
protefna G propia de este sistema de transduccién, Ger. Un receptor de olor es capaz de

reconocer a varios odorantes, asi como un odorante puede ser reconocido por varios RO




diferentes, de modo que en el reconocimiento de odorantes participa una combinacion

particular de NSOs que expresan diferentes RO (Malnic y cols., 1999).

glomérulo
placa cribiforme

glandula de Bowman

células basales

neurona olfatoria

mucosa olfatoria

célula de soporte

epitelio olfatorio lamina propia

cilios olfatorios

Figura 1.- Estructura def 6rgano sensorial del oifato. E| epitelio olfatorio esta formado por células
basales, de soporte y neuronas olfatorias (NSO). Las NSO transducen la sefial quimica de los
olores a una sefial eléctrica y estan en contacto directo con el ambiente a través de sus cilios. Estas
células bipolares poseen un solo axén el que se proyecta hacia el bulbo olfatorio, cruzando la placa
cribiforme, donde hace sinapsis en un glomérulo especifico en el bulbo olffatorio.

Las NSO descargan potenciales de accion (PA) espontineamente, con una
frecuencia que varia con la especie y de célula en célula. La interaccién de los odorantes
con los receptores de la membrana ciliar desencadena una respuesta eléctrica en estas
células sensoriales, que consiste en un cambio en la frecuencia de descarga de los PA.
Este cambio puede ser un aumento (respuesta excitatoria) o una disminucion (respuesta
inhibitoria) de esta frecuencia de descarga. La respuesta excitatoria esta asociada a un
potencial de receptor despolarizante (Getchell y Shepherd, 1978; Firestein y cols., 1990),
mientras que la inhibitoria se asocia a un potencial de receptor hiperpolarizante (Dionne,

1992; Morales y cols., 1994). Se ha demostrado que una misma neurona olfatoria puede




generar respuestas excitatorias e inhibitorias, dependiendo del estimulo odorifero

(Morales y cols., 1994; Kang y Caprio, 1995; Sanhueza y cols., 2000).

IL.- Transduccién sensorial olfatoria

El mecanismo de quimiotransduccién excitatorio ha sido extensamente
caracterizado (Schild y Restrepo, 1998). Los estudios bioquimicos de los cilios han
contribuido de manera fundamental al conocimiento actual de la quimiotransduccion
olfativa (Sklar y cols., 1986). Usando una preparacién parcialmente purificada de
membranas ciliares, se establecio que-los cilios olfatorios estén altamente enriquecidos en
adenilil ciclasa.tipo III (ACIIT), enzima que se activa por odorantes via Goiren presencia
de GTP (Pace y cols., 1985; Sklar y cols., 1986; Jones'y Reed, 1989; Lowe y cols., 1989;
Bakalyar y Reed, 1990), generando AMP ciclico (¢(AMP) (Figura 2).

El cAMP abre directamente canales catiénicos no selectivos (conocides como
cyclic nucleotide gated channnels o CNG) a través de los cuales ingresan Na' y Ca’" al
Jumen ciliar (Nakamura y Gold, 1987a). Estos canales son parcialmente responsables del
potencial de receptor despolarizante. El Ca®* que ingresa a través de ellos activa, a su vez,
la apertura de canales de Cl dependientes de Ca** (Clcy) por los cuales sale CI desde los
cilios, ya que estei6n estd mas concentrado adentro que afuera en estas neuronas (Lowe y
Gold, 1993¢c; Kurahashi y Yau, 1994). La corriente Clca (Icica) constituye el principal
componente de la corriente neta despolarizante, que es la causante del potencial de

receptor excitatorio (Berger y cols., 1993; Kleene, 1993; Kurahashi y Yau, 1993; Lowe y

Gold, 1993a). Este potencial de receptor provoca un aumento en la frecuencia de disparo




de los PA, lo que se conoce como la respuesta excitatoria. La corriente excitatoria puede
alcanzar magnitudes de 1-2 nA, de la cual en la rata un 85% es portada por el CI' (Lowe y

Gold, 1993a).
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Figura 2.- Cascada de transduccion sensorial oifatoria. Los cilios de la NSO contienen las
proteinas responsables de la quimiotransduccion odorifera. La transduccion comienza cuando un
olor se une a un receptor (R), el cual a través de una proteina G (G) activa a una adenilil ciclasa
(AC) incrementando los niveles de cAMP en el lumen. Este, activa al canal CNG, a través del cual
entra Na* y Ca?* al cilio. Este ultimo puede activar canales de K*(K_,) o de CI (Cl.,) promoviendo
una respuesta excitatoria o inhibitoria, respectivamente. El Ca?* participa también en la adaptacion,
regulando el tumover de cAMP modulando la actividad de la AC y de una fosfodiesterasa (PDE), y
disminuyendo la afinidad del canal CNG por cAMP.

El blanco electrofisiolégico del mecanismo inhibitorio es una conductancia de K,
que al igual que la de CI es activada por Ca®'. Las evidencias indican que durante la
respuesta inhibitoria hay entrada de Ca®" en los cilios, lo que provoca un aumento de su
concentracion, tal como ocurre durante la respuesta excitatoria (Morales y cols., 1994).
En este caso el Ca® también ingresa al cilio a través de los canales CNG (Madrid y cols.,
2005), ya que el bloqueo de dichos canales suprime la corriente de K dependiente de

Ca’" (Kca), al igual que lo que ocurre con la corriente excitatoria (Leinders-Zufall y

Zufall, 1995).




El Ca*" que ingresa al lumen ciliar regula, adicionalmente, la actividad de las
enzimas que determinan el nivel de cAMP, la ACIII y la fosfodiesterasa (PDE) (Borisy y
cols., 1992; Wayman y cols., 1995) v, en asociacion con la calmodulina (CaM), regula
negativamente al canal CNG reduciendo su afinidad por cAMP (Chen y Yau, 1994).
Estos efectos regulatorios del Ca?* desensibilizan a Ia célula cuando el estimulo odorifero
supera una cierta magnitud o duracién, fenémeno conocido como adaptacion. La
adaptacion, que es una caracteristica de los receptores sensoriales, es una propiedad de
gran importancia fisiologica, por cuanto le permite a la célula ajustar su sensibilidad al
estimulo, expandiendo dramaticamente su rango dindmico. Tanto la excitacion como la
adaptacién olfatoria dependen del Ca®", por lo cual resulta fundamental entender
cabalmente la dindmica de los cambios de Ca®* que tienen lugar en los cilios olfatorios

durante la respuesta a odorifera para comprender la transduccién odorifera.

IIL- Canales iénicos presentes en la membrana de los cilios olfatorios.

IIL1 EI canal dependiente de cAMP (CNG). Este canal se encuentra principalmente en
los cilios quimiosensoriales, en una densidad de 1000 a 2500 por um?. Bl canal CNG
también se halla en el botoén dendritico, aunque en una densidad de solo 2 a 6 por pm” en
NSO de anfibios (Kurahashi y Kaneko, 1991; Kleene, 1997). Este canal ha sido clonado
y estudiado en considerable detalle (Dhallan y cols., 1990; Ludwig y cols., 1990). Puede
ser activado también por cGMP, nucledtido por el cual el canal presenta mayor afinidad
que por el cAMP, su agonista fisiolégico. La concentracién de cAMP necesaria para

producir la mitad de la activacion méxima de los canales (Kos) estd entre 10 y 20 pM




(Nakamura y Gold, 1987a). La conductancia de este canal es de 1,5 pS en condiciones
fisiolégicas, pero aumenta a 45 pS en ausencia de cationes divalentes en la solucién
externa (Zufall y Firestein, 1993). Esto se debe a que los cationes divalentes (Ca2+ y
Mg**) bloquean parcialmente el canal, reduciendo su conductancia aparente, tal como
ocurre en el canal dependiente de cGMP de fotorreceptores retinianos (Zimmerman y
Baylor, 1986), con el cual el canal olfatorio tiene una notable similitud (Kaupp, 1991). El
canal dependiente de cAMP es bloqueado por las drogas nifedipina, l-cis-diltiazem
(Frings y cols., 1992) y LY83583 (Leinders-Zufall y Zufall, 1995). Aun no esta claro
¢émo se distribuye este canal a lo largo del cilio. Mediciones en cilios escindidos no
muestran una correlacién enire el largo del cilio y la magnitud de la conductancia
dependiente de cAMP (Kleene y cols., 1994). Registros de Ca** en los cilios con sondas
fluorescentes, muestran que su distribucién no es uniforme a lo largo del cilio (Leinders-
Zufall y cols.,, 1998). Por el contrario, sobre la base del analisis de mediciones
electrofisiolégicas en fragmentos de membrana obtenidos del botén dendritico, los cuales
también incluirfan membranas ciliares, se propuso que los canales CNG y los
incrementos de Ca?* estarian uniformemente distribuidos (Reisert y cols., 2003).
Adicionalmente, experimentos en que se registré las corrientes inducidas en una NSO por
incrementos localizados de cAMP, usando cAMP enjaulado en segmentos sucesivos de
~1 pm de cilios individuales, sugirieron una distribucién homogénea de los canales CNG
en los cilios (Takeuchi y Kurahashi, 2008).

Como se vera mas adelante, las evidencias proporcionadas en esta tesis, obtenidas
con una mayor resolucién espacial y temporal sugieren que, por el contrario, la entrada de

Ca?* al cilio ocurre de manera altamente localizada. Adicionalmente, se muestra que los




canales CNG, el NCX y la PMCA se distribuyen de manera puntuada a lo largo del
organelo sensorial sugiriendo’ que los componentes de la.cascada de ‘transduccion se:
agrupan en microdominios de membrana, lo cual explicaria ¢l confinamiento de los

: +
incrementos de Ca*'.

HI.2 El canal de CI activado por Ca* (Cley). Como -se mencioné anteriormente, este.
canal esta localizado principalmente en los cilios (Hallani y cols., 1998; Reisert y cols.,
2003). No se han reportado registros de corrientes de estos canales a nivel unitario. El
andlisis de ruido de la corriente asociada a la actividad del canal de CI llevd a concluir
que este tendria una conductancia unitaria de 0,8 pS (Larsson y cols., 1997). De ser-asi,
las corrientes unitarias serian demasiado pequefias para ser resueltas mediante la técnica
de patch clamp, en condiciones fisiolégicas. A pesar de ello, algunos datos importantes
sobre este canal han sido obtenidos mediante analisis de ruido en anfibios, a partir de )
registros de corrientes macroscopicas de CI" en células y en parches escindidos del boton
dendritico de rata y de ratén (Hallani y cols., 1998; Pifferi y cols., 2006). Este canal es
sensible a concentraciones micromolares de Ca?. Se determiné una Kos de 26 uM en
cilios completos escindidos de salamandra, (Kleene y Gesteland, 1991) y 4,8 pM en la
rata, medido en parches aislados del boton dendritico (Hallani y(cols., 1998). El valor
determinado en salamandra pudo haber sido sobreestimado debido a que no s¢ intentd
bloquear al NCX, mientras que el segundo no se determiné en los cilios, existiendo la
posibilidad de que el canal de CI ciliar presente diferencias con el del botén dendritico.
Recientemente, se ha propuesto que el canal de Clciliar pertenece la familia de los

canales de CI dependientes de Ca* conocidos como bestrofenos (Pifferi y cols., 2006),




sobre la base de su distribuciéa apical en el tejido olfatorio y su deteccion en membranas
purificadas ‘de:cilio con estudios:infmunoquimicos, y de anilisis dé.ruide en fragmentos:#
aislados de botones dendriticos de NSO de rata (presumiblemente conteniendo cilios).
Del andlisis de ruido se obtuvieron valores de conductancia de 1,2 pS similar a los antes
mencionados (Larsson y cols., 1997). Por otra parte, registros de canales unitarios
realizados en parches -escindidos directamente de cilios olfatorios de sapo, indican la
presencia de canales Clc, con conductancias de 11 y 22 pS (Delgado y Bacigalupo,
2006). La marcada discrepancia respecto a las diversas conductancias reportadas en los
canales de CI” de los cilios aun no esta esclarecida.

La concentracion de Ca®* que se alcanzaria en los cilios. durante la exposicion a
odorantes, estimada mediante mediciones con sondas fluorescentes, €s algo menor que 1
uM (Leinders-Zufall y cols., 1998), suficiente para activar una pequefia fraccion de los
canales de CI' (Hallani y cols., 1998). Sin embargo, estas son determinaciones de la
concentracién de Ca®* global del lumen ciliar. Es probable que junto a la membrana,
cerca a la boca de los canales por donde entra el Ca®*, este podria alcanzar niveles
considerablemente superiores a los estimados por fluorescencia. En tal caso el mimero de
canales de CI” activados podria ser mayor, en concordancia con las mediciones hechas en
condiciones de registro de célula completa (Lowe y Gold, 1993a). El canal de CI" se
activa directamente por Ca?’, segiin se puede concluir de los estudios hechos en parches
aislados del botén dendritico y del cilio (Kleene y Gesteland, 1991; Hallani y cols., 1998;
Delgado y Bacigalupo, 2006), en contraste con otros canales de CI” dependientes de Ca**
cuya activacién es mediada por fosforilacién por la proteina quinasa Il dependiente de

Ca*" (CaMKII) (Fuller y cols., 1994). Se ha reportado, en experimentos realizados en una




linea celular derivada de-precursores de NSO, que el canal de Cli encontrado-en esas
células es -activadd por €aM (Kaneko y: tols., 2006).: Sin ‘embatgoi~este “cahal” no
necesariamente corresponde al canal que se expresa en los cilios de las NSO maduras El
canal de CI” de las NSO es bloqueado por 4cido niflimico, DIDS, clorotoxina y otros
compuestos (Frings y-cols., 2000). Su densidad y mimero total en los cilios de anfibios ha
sido estimada en ~80 pm™ y ~2500 por cilio, respectivamente (Kleene, 1997; Larsson y

cols., 1997).

III.3 El canal de K activado por Ca’* (Kco). La presencia de canales Kc, en los cilios se
descubrié mediante mediciones de corrientes totales en neuronas aisladas bajo potencial
controlado. Bstos canales, responsables de la respuesta inhibitoria, se activan a través de
un mecanismo de segundos mensajeros, como lo sugieren la latencia de 100 o mas
milisegundos que preéede a la corriente de K desde la llegada de los olores a los cilios
(Morales y cols., 1994). Recientemente se estableci, mediante registros de canal tinico
(patch clamp) en los cilios olfatorios y en membranas ciliares incorporadas en bicapas
lipidicas, que al menos cuatro tipos diferentes de canales K¢, estdn presentes en estos
organelos: con conductancias entre 15 y 220 pS (Delgado y cols., 2003; Castillo y cols.,
2005). El de menor conductancia es bloqueado por apamina, otros dos de conductancia
intermedia son sensibles a clotrimazol y el de alta conductancia se bloquea por
caribdotoxina (CTx) e iberiotoxina (IbTx) .

Mediante registros de corrientes de K" activadas por Ca”" realizados a nivel de
canal tinico en fragmentos aislados del cilio, se estim6 que la concentracion de Ca”" en

las vecindades del lado interno de Ja membrana ciliar puede llegar a 100 pM (Delgado y




Bacigalupo, 2004).: Estas estimaciones se obtuvieron comparando la fraccién de tiempo

que el canal K¢, permanecié abierto (Po) registrado in situ en-€l cilio bajo:estimulacién = *:

con odorante, con la concentracion de Ca** que corresponde a ese mismo valor de Pg en
la curva Py vs. [Ca®"], construida a partir de varios fragmentos de membrana escindidos
de cilio conteniendo el mismo canal. Algo similar se hizo con los canales de CI,
obteniéndose valores méximos de activacion a concentraciones de Ca®* de alrededor de

10 uM (Delgado y Bacigalupo, 2006).

IV.- El intercambiador Na'/Ca** dela membrana plasmética ciliar

Los NCX son proteinas integrales de membrana y juegan un papel importante en
el control del Ca?* intracelular en muchos tipos celulares ya que constituyen una via de
extraccién de Ca?" desde el interior de la célula hacia el medio externo. Estas protefnas
transportan Ca®" en contra de su gradiente de concentracién. La energia necesaria para el
funcionamiento del intercambiador proviene del gradiente de Na’ y su estequiometria es
de 3Na*:1Ca?", siendo, por lo tanto, electrogénico. Los fotorreceptores retinianos poseen
una forma de intercambiador Na'/Ca®’ que aprovecha ademds el gradiente de
concentracién del K, siendo su estequiometria 4Na*:1K*,1Ca** (Cervetto y cols., 1989).
Fl NCX tiene alrededor de 940 aminoicidos y apareniemente nueve segmentos de
transmembrana, destacando un gran lazo intracelular entre los segmentos 5 y 6. Se han
descrito al menos 3 isoformas, con un alto grado identidad entre si y con una gran
similitud funcional, El intercambiador puede funcionar en modo directo (sacando Ca®* de

la célula) o reverso (ingresando Ca®" desde el exterior), dependiendo de los gradientes
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electroquimicos de Na' y Ca®.* La despolarizacién puede révertir su modo de *
funcionamiento de directo a reverso, pero el aumento de Ca®" intracelulai contrarresta en
cierta medida el efecto de la despolarizacion. Este intercambiador puede ser inhibido
reemplazando el Na® externo por Li* y es bloqueado por La**. Se ha propuesto que esta
proteina estd sujeta a regulacién por varios factores (sus sustratos, Na* y Ca®*, PIP, y
fosforilacién), pero los- rangds dentro de los cuales estos- podrfan ejercer acciones
regulatorias no coinciden con las condiciones fisiolégicas, lo que descartaria una
significacion funcional (Philipson y Nicoll, 2000). El transportador Na*/Ca** de las
neuronas olfatorias ha sido hasta ahora estudiado principalmente con aproximaciones
electrofisiologicas (Reisert y Matthews, 1998; Reisert y cols., 2003). El mRNA del NCX
ha sido detectado en el epitelio oifatorio mediante hibridacién in sifu (Schulze y cols.,
2002). Se estableci6, mediante el uso de anticuerpos especificos, que en las NSO se
expresan las tres isoformas conocidas del NCX (Pyrski y cols., 2607), pero sin el nivel de

resolucién suficiente para determinar si su expresién ocurre en los cilios.

V.- Ca?’-ATPasas de 1a membrana plasmatica (PMCA).

Estas bombas de iones constituyen otro importante mecanismo de extraccién de
Ca*, que también se encuentra en muchos tipos celulares. En células animales se
distinguen dos tipos de Ca**-ATPasas: la de 1a membrana plasmética (PMCA) y la de
reticulo endoplasmatico (SERCA), existiendo de cada una de ellas varias isoformas. Un
modo de distinguir estas dos bombas es farmacoldgicamente, ya que la segunda es

inhibida por tapsigarguina, mientras que la primera no lo es. La PMCA tiene 4 isoformas,
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todas ellas de aproximadamente 1200 aminoacidos y con 10 dominios de transmembrana.
La PMCA posee un sitio de unién para calmodulina y un sitio de auto-inhibicién cercano
al anterior, que mantiene a esta bomba en un modo de baja actividad a concentraciones
bajas de Ca®*, Sin embargo, cuando ocurre un aumento de Ca®" intracelular la unién de
Ca*'-CaM a la ATPasa releva la inhibicién y la bomba se activa considerablemente
(Falchetto y cols., 1992; Carafoli y Brini, 2000).

Se han identificado cuatro genes gue codifican para la PMCA (1-4) en vertebrados
(Greeb y Shull, 1989; Brandt y Vanaman, 1994). Estos 4 genes poseen, a su vez,
variantes de splicing, lo que genera un incremento adicional en la diversidad de isoformas
de la proteina. De hecho, el splicing altemnativo en el carboxilo y el amino terminal
genera més de 30 variantes de la PMCA (Strehler y Zacharias, 2001), Las diferentes
isoformas de la bomba presentan actividades méximas de transporte de' Ca®* semejantes
entre ellas,-teniendo, en condiciones de estado estacionario, una marcada dependencia de
Ca*".

Otra propiedad notable de las PMCA es que cotransportan Ca** y protones, es
decir, actian como un intercambiador Ca®"/H’, La estequiometria no estd clara atn,
pudiendo ser 1Ca*":1H" o bien 1Ca**:2H" (Carafoli y Brini, 2000), lo que determinaria
que una PMCA sea electrogénica o electroneutra, respectivamente. Midiendo transporte
de Ca** en vesiculas invertidas e membranas de eritrocitos, se han obtenido evidencias de
que la PMCL\ opera de manera electrogénica durante el transport‘e (Waisman y cols.,
1981; Rossi y Schatzmann, 1982; Smallwood y cols., 1983). Por otro lado, la

reconstitucién en proteoliposomas de PMCA purificadas sugirié que la PMCA transporta

Ca®* de manera electroneutra (Niggli y cols., 1982). Otro estudio, realizado también en
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PMCA de eritrocitos reconstituidas en proteolipesomas, mostré que la actividad de la
PMCA ‘és-electrogénica; ya que se-observé un exceso dé carga asociado-al transporte de
Ca®* (Hao y cols., 1994). Sin embargo, en este tltimo estudio la electrogenicidad fue
criticamente dependiente del detergente utilizado para la reconstitucién, por lo que el
fenémeno observado podria no tener un significado fisiolégico. Eh vesiculas sindpticas,
la estequiometria parece ser 1Ca®":1H" (Salvador y cols., 1998), mientras que un estudio
realizado en linfocitos-T indica que la Ca**-ATPasa es electroneutra e independiente del
voltaje (Bautistal y Lewis, 2004). El mismo estudio muestra que esta proteina depende
fuertemente del Ca®', lo que guarda relacién con el ingreso de este catién a través de
canales de Ca?" y su acumulaci6n localmente junto a la membrana plasmatica, mds que a
incrementos en el nivel global de Ca** en las células. Estas evidencias apoyan la idea de
que los aumentos de Ca® en las células ocurren en microdominios en torno a los canales
de Ca®* (en este caso, canales de Ca® dependientes del vaciamiento de Ca** de depositos
intracelulares), donde estaria ubicada también la PMCA (Bautista y Lewis, 2004).

Por los efectos del Ca®>" en el lumen de los cilios de las NSO, cabe pensar que su
- disponibilidad intraluminar es finamente regulada. A diferencia del cuerpo celular, los
cilios carecen de sistemas de membranas internas (Menco, 1992), que puedan capturar el
Ca®' luego de aumentar por la estimulacién odorifera y retornarlo a su nivel de reposo.
Adicionalmente, es probable que la difusién del Ca’" al interior del cilio esté fuertemente
reducida debido a su unién a proteinas citoplasmaticas y de la membrana.

Existen sélidas evidencias funcionales que indican que luego de que ha ocurrido
un aumento en el Ca?* intraciliar producto de un estimulo odorifero, éste es restaurado a

la condicion de reposo por un intercambiador Na*/Ca®* (NCX) (Reisert y Matthews,
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1998). El reemplazo de Na* por Li” (que no es capaz de impulsar al intercambiador) en la
soluci6n’externa, prolonga la duracién de la corriente activada por odorantes, debido™
probablemente a una acumulacién sostenida del Ca®* intraciliar que activa los canales
Clc,. Dado a que la actividad del NCX es electrogénica, es decir, por cada ciclo de
actividad ingresa una carga positiva neta a través de la membrana plasmatica, su.
eficiencia puede ser afectada por la despolarizacion celular. El.potencial de inversién de
la corriente portada por el NCX es ~ -30 mV (Eisner y Lederer, 1985). Los estudios que
vinculan al NCX con la extraccion de Ca®" desde los cilios se realizaron midiendo
corrientes extracelulares con una pipeta de succién, sin control del potencial (Reisert y
Matthews, 1998), o bien bajo registro de corrientes totales, controlando el potencial a -40
mV (Reisert y Matthews, 2001). En tales condiciones no es posible establecer el efecto
del potencial transmembrana sobre la actividad de este transportador.

Las consideraciones anteriores sugieren fuertemente que‘en los cilios olfatorios
habria un mecanismo de extraccién de Ca’" adicional al NCX. El candidato mas obvio
para este transportador es una Ca**-ATPasa de membrana plasmética.

Fn efecto, como se muestra en este trabajo de tesis, los cilios olfatorios expresan
dicha proteina. La existencia de una CaZ*-ATPasa no habia sido previamente descrita en
cilios olfatorios de vertebrados al iﬁiciarse esta tesis, a excepcion de un estudio realizado
en salmén (Lo v cols., 1994), donde las condiciones fisiolégicas son muy diferentes. El
posible papel de una Ca?*-ATPasa en la homeostasis del Ca®* en las NSO se sugiri6
previamente, a partir de mediciones de Ca’" en NSO de anfibios cargadas con Fura-2, en
paralelo con mediciones de corrientes mediante patch clamp. Al omitir el ATP en la

pipeta de registro, se observo que la concentracion de Ca®* en estado estacionario pasa de
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35 nM a 500 nM, indicando que se requiere ATP para mantener los niveles basales de
Ca®" y sostener su extraccién desde la NSO (Lischka y Schild, 1993). Estas mediciones,
sin embargo, no se realizaron en los cilios, sino en células enteras. Mientras el presente
trabajo estaba en curso, s€ reporté la presencia de una PMCA en neuronas olfatorias la
que se detectd mediante inmunofluorescencia en células aisladas de epitelio olfatorio de
ratén y mediante PCR de NSO sin que se pudiera discernir, sin ambigiiedad, su expresion
en los cilios (W eeraratne y cols., 2006).

Por lo expuesto, es posible pensar que un sistema de extraccién de Ca*" basado
exclusivamente en el NCX no podria por si solo dar cuenta de su remocion desde el cilio
durante todo el rango de potenciales en que funciona una NSO (~-70 a ~5 mV). Cabe
destacar que si se inspeccionan de manera cuidadosa los resultados de Reisert y
Matthews (1998), se advierte que si bien al inhibir el NCX la Igca. se prolonga
notablemente, ésta tiene una cierta tasa de recuperacion, la que podria atriblulirse ala
actividad de un segndo tipo de transportador; sin embargo, este no fue identificado asi
como tampoco su posible contribucion a la remocién del Ca®* ciliar, fue debidamente
apreciada en dicho estudio. Debido al rol crucial del Ca?* en la transduccion olfatoria, es
imprescindible entender cémo ocurre su regulacién y homeostasis en las NSO,
particularmente en los cilios olfatorios.

Con los antecedentes expuestos, €l objetivo de esta tesis fue determinar la

expresién y funcién de una PMCA en los cilios olfatorios.
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HIPOTESIS

En los cilios olfatorios se expresa una Ca®*-ATPasa que participa en la remocién

de Ca?".

OBJETIVO GENERAL
Tnvestigar si hay una Ca**-ATPasa que participe en la remocion del Ca** desde los

cilios olfatorios

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar si en los cilios olfatorios se expresa una ‘Ca2’- ATPasa de membrana
plasmética (PMCA). g

2. Determinar si la PMCA es modulada por Ca®" y CaM.

3. Determinar si la PMCA participa en la extraccion de Ca®" desde los cilios olfatorios.
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MATERIALES Y METODOS

Las neuronas olfatorias de rata y de anfibios exhiben esencialmente las mismas
caracteristicas fisiolégicas (Schild y Restrepo, 1998; Sanhueza y cols., 2000; Lagostena y
Menini, 2003), por lo cual han sido utilizadas de manera complementaria en los
experimentos descritos aqui, segin las conveniencias experimentales.

Todos los procedimientos experimentales con animales descritos en esta tesis se
realizaron de acuerdo a las normas del Comité de Yitica de la Universidad de Chile,
FONDECYT y el National Institutes of Health (NIH) de Estados Unidos.

Para los experimentos de Western blot y de transporte, se purificaron cilios
olfatorios de rata, ya que en estos animales las NSO se descilian con facilidad desde el
epitelio olfatorio, permitiendo obtener una preparacién altamente purificada en estos
organelos. Las NSO de anfibios, por el contrario, resisten mejor el proceso de
disociacion, conservando un alto mimero de NSO con cilios, los que son mucho mas
largos que los de la rata (250 pm vs. 5 um), por lo que se utilizaron para experimentos

clectrofisiolégicos, de fluorescencia de Ca®" e inmunofluorescencia.

L- Distribucién celular de Ia PMCA. La expresion y distribucién de la PMCA en las
NSO se determiné mediante las siguientes técnicas inmunoquimicas: 1) Western blots de
membranas purificadas de cilios olfatorios de rata; 2) inmunocitoquimica en NSO
disociadas del epitelio olfatorio de rana; y 3) inmunohistoquimica en cortes de tejido
epitelial olfatorio de rata. La expresion del NCX se examiné mediante las mismas

técnicas.
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v Se utilizaron anticuerpos PAN para detectar tanto la PMCA (Sigma) como el
NCX (Diagnostics Research). Los anticuerpos PAN detedian todas las isoformas de una
misma proteina, PMCA 1 a 4 y NCX 1 a 3, para ia bomba y el intercambiador,
respectivamente. Adicionalmente, para determinar la(s) isoforma(s) de PMCA
expresada(s) en los cilios, se trataron membranas con anticuerpos especificos para cada
una de ellas, PMCA: 1, 2, 3 y 4 (Abcam). .

L1 Wes;fem blot: se cargaron 70 pg de proteinas por carril en geles de
poliacrilamida al 10% para detectar la PMCA, el NCX, el canal CNG (Alomone Labs), la
ACTII (Santa Cruz Biotechnology); al 15% para la deteccién de CaM (Sigma); y al 7,5%
para detectar el canal de Na® activado por voltaje (Alomone Labs). Tipicamente, las
clectroforesis se corrieron a 70 V durante el paso por el gel concentrador y a2 90 V para el
gel separador. Luego de separadas, las proteinas fueron electrotransferidas a membranas
" de nitrocelulosa (Amersham Biosciences) durante tod"a Ia noche a 25 V o durante 1 h 30
min a 65 V. Para evitar la unién inespecifica de los anticuerpos, las membranas de
nitrocelulosa se bloquearon con leche descremada al 5% disuelta en PBS-T (tampon
fosfato salino, suplementado con el detergente Tween-20 al 0,1%). Los anticuerpos
primario y secundario fueron preparados en la misma solucién de bloqueo. Los
anticuerpos primarios se utilizaron a una dilucion de 1:600 para el NCX, el canal de Na'
y el canal CNG y 1.000 para la PMCA, la ACII, el canal CNG y la CaM. Los
anticuerpos isoforma-especificos de la PMCA se utilizaron a una dilucién de 1:600 y
cada uno puede de reconocer 2 variantes de splicing de cada una las cuatro isoformas, a y
b. Las membranas- se incubaron con el anticuerpo durante toda la noche a 4°C con

agitacion o 2 h a temperatura ambiente en agitacion. Luego se lavaron 4 veces, 5 min

18




cada vez, con PBS-T. Los anticueipos secundarios utilizados fueron anti-raton {Sigma)
para la PMCA (PAN), PMCA 4, la ACTIL, el canal de Na" activado por véltaje, y la CaM;
anti-conejo (Sigma) para el canal CNG, el NCX, la PMCA 1, la PMCA 2 y la PMCA 3;
acoplados a HRP. Las membranas se trataron con el agente quimicluminescente ECL
(Amersham Biosciences) durante 1 min y se revel6 una pelicula (Fuji film) expuesta a la
membrana. -

L2 Inmqnoﬂuorescencia: se realizé en células disociadas del epitelio olfatorio
del sapo chileno, Caudibervera caudibervera. Los animales se anestesiaron en hielo, se
sacrificaron y se Ies extrajo el epitelio olfatorio desde la cavidad nasal. El epitelio se
mantuvo en solucién Ringer (en mM: 115 NaCl, 2,5 KCl, 1 CaCly, 1,5 MgCl,, 10

HEPES, 10 sacarosa, pH 7,6), se cortd en trozos de ~1 nmr

con microtijeras (Fine
Sciences Tools) y se disociaron las células olfatorias pasando micropinzas finas (Fine
Sciences To-ols) sobre el tejido y resuspendiendo suavemente laé células en solucion
Ringer. Estas se dejaron decantar sobre cubreobjetos pretratados -con pegotina (Bios-
Chile) para facilitar la adherencia celular. Se fijaron 5 min con p-formaldehido (PFA) al
4% en PBS y luego se lavaron 3 veces, 5 min cada vez con PBS. Las células fueron luego
bloqueadas con 2% BSA, 10% del suero del animal en que fue hecho el anticuerpo
secundario, 0,01% Triton-X100, todo en PBS. Las células se incubaron con los
anticuerpos primarios respectivos (1:100) durante toda la noche en una camara himeda a
4°C. Los cubreobjetos conteniendo las células se lavaron 3 veces con PBS, 5 min cada
vez. Luego se incub6 con los anticuerpos secundarios pertinentes (1:500) en solucién de

bloqueo, en una cémara himeda y oscura, toda la noche a 4°C o 3h a temperatura

ambiente (20 £ 2 °C). Se lavaron las células 3 veces, 5 min cada vez con PBS, se
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montaron con fluoromount (Electron Microscopy Sciences) y se mantuvieron en
oscuridad:hasta ser visualizadas al microscopio de epifluorescericia invertido (Cail Zeiss
0X10 VERT 200M) con un objetivo de inmersion en aceite 63X (Plan apocromatico; 1,4
NA) y equipado. con una cdmara CCD. Los anticuerpos secundarios utilizados estaban
acoplados a sondas fluorescentes: Alexa fluor-488 anti-ratén para PMCA (PAN) y
PMCA 4, y Alexa fluor 564 anti-conejo para el NCX y el canal CNG.

1.3 Inmunohistoquimica: se llevaron a cabo en cortes criostaticos de epitelio
olfatorio de ratal. Los animales se anestesiaron con barbital sédico (45 mg/Kg de peso
corporal) y se fijé el tejido olfatorio por perfusién con PFA 4% en PBS. El epitelio
olfatorio se extrajo desde la cavidad nasal, septum y turbinas, y se dej6 en 30% sacarosa
durante toda la noche. Los tejidos tratados se congelaron en medio de congelamiento
(TBS, Electron Microscopy Sciences) y se cortaron en secciones de ~10 pm. Los cortes
se pegaron sobre cubreobjetos pretrata—dos con pegotina y se bloquearon los sitios
inespecificos con 2% BSA, 10% del suero en que fue hecho el anticuerpo secundario
(burro), 5% leche descremada, 0,1% Tritén-X 100, todo en PBS. El tejido se incubo con
el anticuerpo primario anti-PMCA (PAN) (1:100) en selucién de bloqueo, toda la noche a
temperatura ambiente en una camara humeda. Luego se lavd 3 veces, 10 min cada vez
con PBS. A continuacién se incubé con el anticuerpo secundario anti-ratén (1:2000) toda
la noche a temperatura ambiente en una camara hiimeda. El tejido se lavd 3 veces, 10 min
cada vez con PBS y se incubé 4 h con solucion del kit ABC (vecstatin kit, Vector
Laboratories) para inmunohistoquimica. Los cortes se expusieron a diaminobenzidina

(DAB) por unos minutos, se deshidrataron con una serie de pasos por metanol entre 50%
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100 %, v se montaron con Entellan (Merck) para ser vistas al microsco io usando un
y y P

-objetivo-40X (LD acroplan; 0,6 NA; PH2; KORR). P - g T

I1.- Obtencidn de vesiculas de membrana de cilios olfatorios. Las membranas ciliares
se obtuvieron mediante un procedimiento que incluye ruptura mecénica del epitelio
olfatorio (Washburn y cols., 2002) y purificacién en gradientes de sacarosa (Castillo y
cols., 2005): ratas de 35-40 dias, se anestesiaron con una sobredosis de barbital sédico y
se sacrificaron ;;or decapitacién. Se realizé un corte sagital de la cabeza y se extrajo el
epitelio olfatorio desde la zona de las turbinas. Todos los pasos se realizaron a 4°C. Los
tejidos extraidos se colocaron en una solucién salina (en mM: 145 NaCl, 5 KCl, 1,6
KHPO, 2 MgSO4, 20 HEPES, 7,5 D-Glucosa, pH 74} y se agregé EDTA a
concentracién final 1 mM. La suspensién se agité suavemente por 20 minutos y se
centrifugé por 10 min a 1.500 x g. El sobrenadante (S;) se recuperd y el sedimento se
resuspendié en solucién salina suplementada con EDTA. La suspension se sonico
suavemente a baja potencia por 10 s y se recuperd el sobrenadante (S). El sedimento se
resuspendié nuevamente en solucién salinas/EDTA y se sonicé a baja potencia por 30 s.
Se dejé decantar y se recuperd el sobrenadante (Ss). Los sobrenadantes de las
sonicaciones (Sy+S;) se juntaron y se centrifugaron a 1.500 x g por 10 minutos. El
sobrenadante (S4) se recuperé y se junto con el Sy, para ser colocado delicadamente sobre
un gradiente discontinuo de sacarosa entre 20% y 43% el cual se centrifugé por 1 h a
100.000 x g. La banda que se formé entre ambos gradientes se extrajo delicadamente con
una pipeta Pasteur, se diluy6 10 veces y se centrifugé nuevamente a 100.000 x g por 1 h.

El sedimento obtenido se resuspendi6 en volumen minimo (100-200 pL) de solucién
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salina suplementada con EGTA 1 mM y sacarosa 0,5 mM. Las membranas de vesiculas
de cilios olfatorios asi obtenidas se utilizaron al difa siguiente para experimentos de
western blot o transporte, o bien se congelaron en nitrdgeno liquido y se almacenaron a -
80°C hasta ser utilizadas. Las proteinas totales se determinaron mediante un meétodo
modificado de Lowry (Hartree, 1972). Tipicamente se obtienen de 1 a 3 pg de proteinas

ciliares totales por microlitro de preparacién de membranas (10-20 ratas).

II.- Obtencién de otras membranas. Las membranas de epitelio desciliado se
obtuvieron como se describe en Washburn et al., 2002. Membranas de cerebro, bulbo
olfatorio y epitelio completo se obtuvieron homogenizando los tejidos respectivos en
tampén sacarosa (0,2 mM EDTA, 10 mM MOPS, 0,3 M sacarosa, 0,02% NaNs, pH 7,4).
Las suspensiones se centrifugaron a 15.000 x g durante 10 min. Se recuperd el
sobrenadante, se centrifugé 1 h a 100.000 x g y el sedimento se resuspendi6 en solucién
salina. Todos los pasos se llevaron a cabo a 4°C y todas las soluciones se suplementaron
con un cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma). Las membranas se congelaron en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta ser utilizadas. Se determinaron las
proteinas totales mediante el método de Hartree (1972).

Las membranas de Golgi y reticulo endoplasmatico fueron gentilmente facilitadas
por el Dr. Daniel Wcjlf’f, y se obtuvieron segin se describio previamentef(Surroca y

Wolff, 2000).
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IV.- Mediciones de transporte de Ca%" en vesicutas de membrana de cilios olfatorios
por incorporaciéon de 45Eg™ > Para determinar si las membranas ciliares presentan -
transporte de Ca®* dependiente de ATP, se midio la incorporacién de 4Ca?* en vesiculas
invertidas (ver més adelante) de cilios‘ olfatorios y se investigé la dependencia de Ca*'y
CaM en la acumulacién de Ca™".

Las vesiculas se utilizaron a una concentracion final de 0,5 pg/pL en un volumen
total de 200 pL Fle buffer de reaccion (en mM: 500 sacarosa, 2.,5 HEPES-BTP; 20 KCl,
0,5 EGTA, 1 nM FCCP, pH 7,0). Se agreg6 Ca®* y CaM a diferentes concentraciones
desde una solucién stock. La actividad especifica de la bomba se determind midiendo la
incorporacién de Ca?" en ausencia de ATP. La carboxyeosina (CE, Molecular Probes),
inhibidor de la PMCA (Gatto y Milanick, 1993), el calmidazolio (CMZ, Sigma),
inhibidor de la CaM (Fischer y cols., 1987) y el iénéforo de Ca®* A23187 (Sigma)
(Martina y cols., 1994) se agreg-aron al medio de reaccién para indagar sus efectos. La
reaccion se inici6 agregando 2 mM de ATP al medio y se detuvo a los 90 s con 4 mL de
solucién de detencién (en mM: 250 sacarosa, 2,5 HEPES-BTP, 0,2 CaCl,, pH 7,0), a la
vez que se hacia pasar por filtros de 0,45 pm (Millipore) de tamafio de poro donde
quedaban retenidas las vesiculas, con un sistema de vacifo. Los filtros conteniendo las
membranas ciliares se dejaron secar a temperatura ambiente y se colocaron en tubos
Eppendorf de 1,5 mL con liquido de centelleo y la emisién de radiactividad se leyo en un
contador de centelleo (TRICARB 100 TR, Packard Instruments).

Los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20 = 2°C) en
soluciones libres de Na* para evitar la posible contribucién del NCX al transporte de Ca®*

en las mediciones.
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Las concentraciones de Ca’" libre a concentraciones dadas de Ca?*, Mg*", ATP y -

EGTA se caléularon con el programa WinMaxc v2.05 (C. Patton, Standford University).

V.- Inversibn de membranas purificadas de cilios olfatorios. Las vesiculas de
membranas ciliares se -obtuvieron mediante el método descrito previamente, el que
permite obtener vesiculas que estan principalmente, en orientacion fisioldgica, como se
infiere de los experimentos de transporte de Ca®*, donde se mide muy poca actividad
previo a la inversién vesicular. Las vesiculas ciliares fueron invertidas con el fin de
exponer la cara interna de la membrana ciliar, donde estin localizados los sitios
cataliticos y regulatorios de las PMCA. El proceso de inversion de membranas se llevé a
cabo mediante un método que involucra ruptura osmotica de las membranas (Fraser y
cols., 1985) y dilucién rapida, lo que facilita el resellado de las vesiculas. Se agregaron
200 pL de una suspensién de vesiculas ciliares a un tubo Eppendorf que contenia
solucién de inversién (50 mM Tris-acetato, 10% glicero] y 250 pM sacarosa) para
completar un volumen de 2 mL. La solucion se suplementé con 2 mM ouabaina (Sigma)
para bloquear la Na'/K*-ATPasa ciliar y evitar el consumo de ATP por parte de esta
bomba durante los experimentos de transporte. La suspension se diluyo 10 veces en
solucién de equilibrio y se centrifugd a 100.000 x g por 1 h. El sedimento se resuspendio
y homogenizé en 200 pL de solucion de equilibrio y se determing la concentracién de
proteinas totales.

Cabe destacar que es probable que un porcentaje de vesiculas no se hayan
revertido. Esto no se determind, puesto que no debiera influir en estas determinaciones

por tener los sitios regulatorios y cataliticos de Jas ATPasas hacia el interior.
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VI.- Determinacion eléctrofisiolégica de la actividad de la PMCA ¥ del NEX en
cilios olfatorios. Debido a que las corrientes de transduccién en el olfato son
directamente activadas por Ca*" (canales Kc, y Clca), se pueden utilizar para monitorear
el Ca?' intraciliar. Se escogi6 medir la corriente de CI” activada por Ca** (Icica) para
estimar los efectos del blogueo de los transportadores de Ca®*.en la relajacién de la
corriente, ya que al ser esta directamente activada por Ca®", el bloqueo de los
mecanismos de remocion, deberia afectar la cinética de relajacion de la misma. La
conductancia K¢, también esta presente en la dendrita y el soma de la NSO (Sanhueza y
cols., 2000; Madrid y cols., 2005), por lo que sé}o la Icica €8 adecuada para monitorear el
Ca2* relacionado con la transducci6n sensorial, ya que su expresion se restringe a los
cilios. Los registros se hicieron en NSO disociadas de epitelio olfatorio de C.
caudibervera. Estos experimentos se realizaron con la asesoria y colaboracién de Ricardo
Delgado, experto en técnicas electrofisiologicas.

La Icics se determiné medianté la técnica de patch clamp (Axopatch 1D, Axon
Instruments) en la configuracion de registro de corriente total, bajo potencial controlado
(Vh=-70 mV). Se indujeron aumentos de Ca?" en el cilio lberando cAMP desde un
compuesto jaula (100 pM DMNB-caged cAMP, Molecular Probes) con un pulso de luz
UV proveniente de una ldmpara de Xenén (JML-C2, Rapp OptoElectronic). Este
procedimiento permite activar la via de entrada de Ca®* al cilio, es decir, los canales CNG
y tiene por objeto emular el efecto global de los olores de aumentar la concentracién del
Ca2" ciliar de un modo mas reproducible y definido que con odorantes. El compuesto

jaula se introdujo a la célula a través de la pipeta de registro y se esper6 entre 3-5 min
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para que se equilibrara e invadiera los cilios. De este mismo-modo se introdujo a la célula
100 pM de CE, para bloquear la PMCA. )

Las células olfatorias se resuspendieron en solucién Ringer (en mM: 115 NaCl,
2,5 KCl, 1 CaCly, 1,5 MgCly, 10 HEPES, 10 sacarosa, pH 7,6), se colocaron sobre un
cubreobjeto en la cAmara de registro y se dejaron decantar sin adherirlas 2l fondo. Las
NSO se visualizaron en un microscopio invertido (Olympus IX70) equipado con un
objetivo de cont:Easte de fase 40X (Plan N, 0,65 NA). Sélo células con cilios batientes se
utilizaron para estos registros.

El papel de la PMCA. en la remocién del Ca?* ciliar se investigé midiendo la
corriente de transduccién en 3 condiciones distintas que la anulan: bloqueando la PMCA
con 100 pM CE; omitiendo el ATP en la pipeta de registro; y alcalinizando el medio
extracelular desde pH 7,6 a pH 9,4. EI NCX se anulé reemplazando equimolarmente el
Na' de la solucién Ringer externa por Li". )

La solucién intracelular en la pipeta de registro contenia (en mM): 120 KCl, 5
NaCl, 1 CaCly, 1 MgCl,, 2 EGTA, 4 HEPES, 2 Mg-ATP, pH 7,6.

Las pipetas de registro se hicieron de capilares de vidrio de borosilicato y se
estiraron en un estirador horizontal de pipetas (P97, Sutter Instruments). Las resistencias
de las pipetas fueron de 2 a 4 MQ y al sellarse, tipicamente de 3 a 5 GC2.

Los registros se digitalizaron a 20 kHz, se filtraron a 5 kHz con el programa
pCLAMP 6.0 (Axon Instruments) y se almacenaron en un PC para ser analizadas,. Se

indican los valores promedio de relajacién de las corrientes y sus amplitudes + S.E.M.
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VIL-Mediciones de Ca®* en los cilios olfatorios mediante fluorescencia. Para estudiar
Ia dinimica dle Ca" en los cilios olfatorios en funcién del: espacio y el'tiempo con alta
resolucién, se monitorearon los cambios en la fluorescencia de Ca®" directamente en los
cilios con un microscopio de doble fotén. Adicionalmente, el laser del doble foton
también se puede usar para liberar simultdneamente compuestos enjaulados. Estos
experimentos se realizaron en el laboratorio del Dr. Diego Restrepo en el Taste and Smell
Center en la Universidad de Colorado Denver en Estados Unidos. En NSO de anfibios se
ha observado aumentos de Ca®* inducidos por olor utilizando sondas fluorescentes de
Ca®* (Leinders-Zufall y cols., 1998). El bajo apagamiento de la sefial de fluorescencia y
zonas de excitacion y emisién de fluorescencia altamente focalizadas se tuvieron en
cuenta a la hora de elegir la microscopia de doble fotén como herramienta para medir
Ca?" en los cilios. Toda la fluorescencia se colecta y esta proviene solo del plano focal,
evitando posibles contribuciones fuera foco que podrian afectar las mediciones.

Se disociaron células de epitelio olfatorio de la rana leopardo (Rana pipiens). Las
células se disociaron en solucién extracelular (en mM: 115 NaCl, 2,5 KCl, 2 CaCl,, 0,4
MgCl,, 10 HEPES, pH 7,5) y se dejaron decantar en cubreobjetos pretratados con cell-
TAK (BD Biosciences) para facilitar Ia adhesién celular y evitar el movimiento ciliar que
podria generar falsas sefiales fluorescentes. Las células se incubaron con 10 pM de la
sonda Fluo 4-AM (Molecular Probes) durante 40 min. Se lavé dos veces, diez min cada
vez, con solucion extracelular. A continuacion las células fueron expuestas y mantenidas,
al menos por 25 min, a soluci6n externa conteniendo 250 pM de cAMP enjaulado, el que
puede traspasar la membrana celular. Los cilios que presentaban un segmento recto de al

menos 5 pm de largo se escogieron para realizar Jas mediciones de fluorescencia en el
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modo de barrido lineal. T:as mediciones se llevaron a cabo en solucién extracelular
normal, en solucién extracelular con 0-Ca®* externo (tamponada con’l mM EGTA), éi
solucién extracelular suplementada con 50 uM CE para bloquear la PMCA, en solucion
Ringer-Li* (en la cual el Li" ha reemplazado al Na' para bloquear el NCX), en solucién
extracelular suplementada con I mM IBMX (Sigma) para bloquear la PDE, o en solucion
normal luego de una incubacion por 30 min con ¢l atrapador de colesterol 10 mM metil-
B-ciclodextrina (CD, Sigma).

Todos los experimentos se hicieron en un microscopio (Carl Zeiss, LSM-510 NLO)
equipado con un laser doble foton de Ti:sapphire, trabajando a una longitud de onda de
795 nm. Las células fueron visualizadas con un objetivo de inmersién en agua 63X
(Acroplan, 1,4 NA). Se posiciond una fibra éptica de 250 pm de didmetro justo debajo de
la camara de registro, centrada en el plano focal. La fotoactivacion del cAMP se produjo
mediante un destello de luz UV Se hizo un barrido en linea de la zona elegida a.lo -Iargo
del cilio, cada 3 ms durante 1 a 3 min. La emisién de fluorescencia del Fluo 4 se colect6
utilizando los filtros BP 500-550 IR del microscopio. Las imagenes se visualizaron,
analizaron y los datos se exportaron con el programa Zeiss LSM image.

Se analizé el curso temporal de la sefial de fluorescencia debida al Ca®* en
condiciones control v bloqueando los transportadores de Ca**. Se graficaron los cambios
relativos de fluorescencia (AF/F) en el tiempo y se determin6 el tiempo que demora la
sefial de fluorescencia en caer al 50% de su valor méximo (t¢s). Adicionalmente se midiod
el ancho de los segmentos del cilio donde ocurrieron auwmentos de fluorescencia al liberar

cAMP. Se muestran los valores obtenidos + S.E.M.
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RESULTADOS
I. Determinacion de la expresion de la PMICA en los cilios olfatorios.

1.1 Distribuci6on celular de 1a PMCA.

Luego de obtener una fraccién de membranas purificadas de cilios olfatorios, se
analizé6 mediante Western blot su grado de enriquecimiento y pureza. Se comprobd la
expresion de pro‘teinas tipicas de la cascada de transducci6n olfativa, como la ACIIL y el
canal CNG (Figura 3A y B, n = 5 y 8). La ausencia del canal de Na® dependiente de
voltaje en las fracciones de membrana ciliar se utilizé como criterio de pureza de esta
preparacién (Figura 3C, n = 6). Como control se utilizaron membranas de epitelio
desciliado, epitelio completo, bulbo olfatorio y cerebro. La ACIII se detecté en
membranas de cilios, epitelio oifatorio completo (EO) y epitelio desciliado (Fig. 3A),
pero 10 se observé en membranas de bulbo olfatorio o cerebro. La presencia de ACII en
la fraccién desciliada del epitelio se debe a que probablemente no hubo desciliacién
completa quedando restos de cilios olfatorios en la fraccion de membranas olfatorias
desciliadas. El control sin anticuerpo primario en membranas de cilios (C) y cerebro (B)
no exhibe marca (Fig.3A a la derecha). En otro experimento se observé que el canal
CNG también estaba presente en la fraccién de membranas ciliares (Fig. 3B) y era
pricticamente indetectable en la fraccién de membranas de epitelio desciliado (ED) y
bulbo olfatorio (BO). El canal de Na activado por voltaje no se expresa en las
membranas ciliares, pero si en las fracciones de membranas de ED, BO, EO y B (Fig.

3C). Los controles sin anticuerpo primario en membranas de C y B no muestran marca.
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Figura 3.- Anélisis de Enriquecimiento y Pureza de Ja Preparacion de Membranas Ciliares. la
fraccion de membranas ciliares (C) esta enriquecida en proteinas propias de [a maquinaria de
transduccidn olfatoria, presentes sclo en los cilios olfatorios, como la adenilil ciclasa tipo il (A, n=5)
y el canal activado por nucledtidos ciclicos, CNG (B, n=8). La ausencia del canal de Na*
dependiente de voltaje en la fraccién ciliar, se utilizo como criterio de pureza (C, n=6).

Con la certeza que la preparacién de membranas de cilios olfatorios es altamente
enriquecida en dichos organelos y virtualmente libre de contaminacién por otras
membranas de la NSO, se abordé el estudio de la expresion de la PMCA y el NCX. Se
observé que tanto la PMCA (n=8) como el NCX (n=4) se expresan en los cilios de las
neuronas olfatorias (Figura 4). Estas proteinas son universalmente reconocidas como
sistemas de extraccion de Ca®" desde las células, por lo que no es de exirafiar su presencia
en todas las fracciones de membranas investigadas, indicadas en la Fig. 3A. En el caso
del NCX, su expresién es menos evidente en la fraccién desciliada y no se observa en

membranas de reticulo endopldasmatico, usadas como control negativo.
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Figura 4.- Expresion de PIMICA y NCX en cilios olfatorios. A, Los cilios olfatorios contienen una
Ca? ATPasa de membrana plasmética. La proteina se expresa en todos las fracciones -de
membrana testeadas (epitelio desciliado, bulbo olfatorio, epitelio completo y cerebro), y no se
observa en membranas ciliares que no han sido tratadas con el anticuerpo primario que detecta la
bomba. B, El NCX también se expresa en las membranas ciliares, y se detecta en las membranas

de epitelio desciliado y cerebro, pero no en membranas de reticulo endoplasmico usadas como
control negativo.

La distribucién celular de ambos transportadores de Ca¥ fue examinada
adicionalmente mediante inmunocitoquimica de NSO aisladas de sapo (Caudibervera
caudibervera) (Figura 5). Se observé que tanto la PMCA (fluorescencia verde) como el

NCX (fluorescencia roja) se expresan en toda la NSO, (n=18).
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Figura 5.- Expresion de la PMCA y el NCX en Neuronas Receptoras Olfatorias. La

inmunocitoquimica muestra que ambos transportadores de Ca?* son expresados en las NSO. La

PMCA se expresa en el soma, dendrita y cilios, asi como también el NCX. Es posible advertir que

hay una distribucién punteada de ambas proteinas a lo largo de los cilios. Barra: 10 um.

En la Figura 6 se observa, con mayor resolucion, que la expresién de la PMCA
exhibe una distribucién discreta a lo largo de los cilios (n=13), pudiendo corresponder

este modo de organizacién a la presencia de microdominios donde podria estar

expresandose la proteina.

NSO NSO
Figura 6.- Distribucion de fa PMCA en cifios offatorios. Se observay comprueba la expresion de
la PMCA en los cilios olfatorios destacandose su distribucién en puntos discretos a lo largo de estos

organelos sensoriales. Las cabeza de flecha blanca indican lugares discretos de expresién de la
PMCA. Barra 30 um

La distribucion de la PMCA en el tejido olfatorio se indagé mediante
inmunohistoquimica en criosecciones de ~10 um del tejido sensorial de rata (Figura 7,

n=9). La capa ciliar (CL) muestra un notable enriquecimiento en la expresion de la
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PMCA comparado con el resto del tejido. La expresién de la proteina en el resto del
epitelio es menos evidente y no se exploré en profundidad en este estudio. La misma
estrategia experimental no arroj6 resultados positivos para observar la expresion del NCX
en el tejido olfatorio, probablemente debido a que el anticuerpo disponible no era

adecuado para inmunohistoquimica.

control

Figura 7.- Expresion de Ia PIICA en el tejido olfatorio. La expresion de la PMCA en
la capa ciliar (CL) del epitefio olfatorio es evidente (panel a Ia izquierda). La marea que
detecta la proteina en el resto del tejido es menos intensa. El control sin anticuerpo
primario (panel a la derecha) exhibe mucho menos marca. Barra: 20 um

Para explorar la expresion de las distintas isoformas de la bomba en los cilios
olfatorios, se llevaron a cabo experimentos de western blof con anticuerpos que
reconocen las 4 isoformas de la PMCA (Figura 8, n=3). Se observa que en los cilios
olfatorios se expresan los productos génicos de las 4 PMCA. Los anticuerpos utilizados
permiten reconocer 2 variantes de splicing de cada isoforma. Los pesos moleculares
estimados a los cuales migran las bandas de proteina, indican que en los cilios olfatorios
se expresan la PMCA 1a, la PMCA 2a y 2b, la PMCA 3, y la PMCA 4b, esta ultima
aparentemente en mayor abundancia. Para estos experimentos se utiliz6 como control
negativo membranas de Golgi y de reticulo endoplasmatico; como era esperable, estos no

exhiben marca de reconocimiento para ninguna de las isoformas de la PMCA. Las

33




membranas de cerebro utilizadas como control positivo muestran alta expresion de las 4

isoformas, al igual que las membranas de bulbo olfatorio.

135 kDa —» PMCA1
130 kD3 —
o —— PMCA 2

C DE OE OB B G R

Figura 8.- Isoformas de la PMCA en los cilios oifatorios. En los cilies oifatorios (C)
se expresan las 4 isoformas de PMCA, estando la PMCA 4 mayormente representada.
En epitelio desciliado (DE) se observa la PMCA 1, 3 y 4. en epitelio olfatorio completo
se observa expresién de las 4 isoformas. Las membranas de bulbo olfatorio (OB) y
cerebro (B, control positivo) muestran marca intensa para las 4 isoformas. Membranas
de aparato de Golgi (G) y reticulo endoplasmico (R) se usaron como controles
negativos en todos los casos.

En conclusion, en los cilios olfatorios se expresan tanto la PMCA como el NCX.
Ambos transportadores se distribuyen de manera localizada a lo largo del organelo. La
capa ciliar del epitelio olfatorio esta enriquecida en PMCA. Todas las isoformas de

PMCA estan presentes en las membranas ciliares.
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II. Estudios funcionales de transporte de Ca’" dependiente de ATP en las
membranas de cilios olfatorios y sus posibles moduladores:de interés para ¢l sistema J

de transduccion olfatoria.

Habiéndose demostrado la expresién de la PMCA en los cilios olfatorios, se
realizaron, estudios funcionmales de esta bomba de Ca’" en vesiculas invertidas de
membranas ciliares purificadas.

Se investigd los efectos de Ca®>* y CaM sobre la actividad de la PMCA. Como se
muestra en la Figura 9A, el transporte de Ca®* es dependiente de la concentracién de Ca?
del medio que bafia la cara intracelular de las vesiculas (correspondiente al lado Iuminal
del cilio olfato;io). La tasa de incorporacion de Ca®" se potenci6 aproximadamente 5
veces en un intervalo de concentracién de ~300 nM a 1 pM, con una Kos= 670 nM por
Ca®*. A partir de dicho valor Ia tasa de incorporacién de Ca®* a las vesiculas se mantuvo
relativamente constante. Las vesiculas ciliares invertidas incorporaron Ca®" con una tasa
dependiente de la concentracién de Ca®* (Figura 9, n=5 en triplicado).

Como se muestra en la Figura 9, el transporte de Ca®* disminuyd draméticamente
en ausencia de ATP, en presencia del bloqueador de la bomba carboxyeosina (CE 50 uM)
y al agregar el iondforo de Ca®" A23187 al medio de reaccién, indicando que las
vesiculas acumularon Ca?* a expensas de ATP. El bloqueo con CE indica que el
transporte de Ca?" fue realizado por una PMCA (Figura 9B). La caida en el transporte de
Ca®* en presencia del bloqueador de la CaM calmidazolio (CMZ 10 pM) sugiere que la
actividad de Ia PMCA es regulada por CaM (n=2, en triplicado), y que ésta permanecia

asociada a las membranas ciliares tras el proceso de fraccionamiento celular para
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obtenerlas. La disminucion de la sefial en presencia del ion6foro de Ca?" A23187 indica

que las vesiculas estaban selladas. La marca remanente puede deberse a la unién del

4 r . aqn 2+
cation a proteinas asociadas a las membranas ciliares que unen Ca®* (Surroca y Wolff,

2000). El rango de concentraciones de Ca®* en el cual la bomba es regulada por este

. . , 24 eye
catién es congruente con el rango de concentraciones en que varia el Ca™" en los cilios

durante la respuesta a odorantes, sugiriendo un papel de importancia de esta bomba en la

remocién del Ca®' ciliar.
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Contro} -ATP CE  CMZ AE7

Figura 9.- Transporte de Ca®* dependiente de Ca®* en las membranas ciliares. A,
La actividad de la PMCA es potenciada por Ca®* con una K5 = 670 nM. B, El
transporte se CaZ* es notablemente reducido en ausencia de ATP; en presencia del
bloqueador de PMCA, CE; CMZ; ¥ del iondforo de Ca?t A23187.

Uno de los principales y mis reconocidos moduladores de la PMCA es la proteina

de unién a calcio CaM. En los experimentos previos se observé que, tras agregar CMZ, el

transporte de Ca®* en las vesiculas ciliares disminuy6, indicando que hay CaM asociada a
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las membranas ciliares que contienen la PMCA. En efecto, fue posible detectar esta
proteina mediante Western blot de las membranas purificadas de cilios olfatorios (C)
(Fig.10A, n=6). Las membranas de cerebro (B), utilizadas como control positivo,
presentaron altos niveles de CaM, mientras que el control negativo sin anticuerpo
primario no exhibié6 marca. El transporte de Ca®* se intensifico a concentraciones

crecientes de CaM, presentando una Ko 5 = 31 nM, lo que indica que la actividad de la

PMCA es modulada por Ca**-CaM.

A Cc B B
e | -
anti-CaM {-) control
B

pmoles Ca®* / min/ mg proteln
3

Log [Cal}

Figura 10.- La PIMCA ciliar es modulada por Cal]. A, CaM esta presente en las
fracciones purificadas de membrana ciliar (C) y en cerebro (B, control positivo). El
control sin anticuerpo primario no exhibe marca. B, Transpoite de Ca? vs. [CaM]
exhibe una Ky 5 = 31 nM para CaM. Los experimentos se llevaron a cabo en presencia
de 2 mM ATP, 1 pM Ca?", en solucicnes sin Na*.

Las evidencias presentadas confirman que los cilios olfatorios egpresan una

bomba de Ca®*, cuya actividad muestra una marcada dependencia del Ca*’ interno para

su activacion y modulacién por Ca®*-CaM.
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I1L.- Participacion de Ia PMCA en Ia remocion del Ca®* que ingresa a' los cilios por
activacién de los canales CNG. ’

Para establecer la participacion de la PMCA en la remocion de Ca®* ciliar se
plantearon dos estrategias experimentales: i) medicion de la corriente de CI” activada por

Ca®* (Ioica); v ii) medicién del Ca** en los cilios mediante sondas fluorescentes, tras

activar los canales CNG con-un pulso de luz UV. .

IIL.1 Determinacién electrofisiologica de la actividad PMCA y del NCX en los cilios
olfatorios de C. caudibervera

Dado que la Igic, es directamente activada por el Ca? intraciliar, puede ser
utilizada para monitorear el Ca®* luminal. Con este prop6sito, se registrd, en condiciones
de voltaje controlado, la corriente de CI” generada por la entrada de Ca®" a través de los
canales CNG tras la fotoliberacién de cAMP enjaulado, el que se agregé a la célula a
través de la pipeta de registro. Esta estrategia permite producir aumentos de Ca
partiendo de una etapa intermedia de la cascada de transduccién, de un modo maés simple
y reproducible que estimulando con odorantes. Como se mencion6 anteriormente, estos
experimentos se realizaron con la colaboracion de Ricardo Delgado.

Una_ vez establecida la condicién de registro de célula completa, fijando el
potencial a -70 mV, se midieron las corrientes dependientes de potencial de la NSO
(Figura 11), de modo de asegurar que las células eran saludables. Se esper6 entre 3 a 5
minutos para permitir que el cAMP enjaulado accediera al citoplasma de la NSO e
invadiera los cilios. Sp midié la corriente activada por fotoliberacién de cAMP, en

condiciones control y bloqueando los mecanismos de remocién de Ca®* en el cilio. El
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NCX se inhibid reemplazando el Na* de la solucién externa por Li", y Ia PMCA se-anulf .
adicionando CE, omitiendo.ATP en la pipeta de registro y alcalinizando. el medio
extracelular. La Figura 12 muestra registros representativos para cada situacion
experimental. Obsérvese que la relajacién de la Icic, se enlentece al bloquear cualesquiera
de los dos transportadores de Ca™".

Cabe destacar que la amplitud -de la Igc, es menor ‘cuando’ se bloquean los
transportadores de Ca®* (ver Tabla 1). Esto podria deberse a que el Ca”" acumulado
inhibe a los carales CNG (ver Discusién) disminuyendo su afinidad por cAMP,
provocando una menor entrada de Ca?" al cilio, reduciéndose como consecuencia esto la
corriente de Cl".

Para estimar la participacién de la PMCA en la extraccién del Ca®* desde el lumen
ciliar, se calculd la constante de tiempo de la relajacion de la corriente de CI (1) activada
por Ca®* Tuego de la liberacién del cAMP. ﬁn condiciones control se obtuvo un valor de 1
=272 + 78 ms (n=4), el que aument6 al bloquear la PMCA con CE (2181 = 437 ms,
n=5), al omitit ATP en la pipeta de registro (666 £ 49 ms, h=>5) y al aumentar el pH
extracelular (725 + 65 ms, n=3). Al reemplazar el Na* del medio extracelular por Li" para

anular al NCX, se obtuvo una t =442 £ 80 ms, (n=3) (Figura 13).

39




I (pA)

0 300 600 900 1200 1500 1800

Tiempo (s)

6000 - 4000 4
L
| o
4000 1 3000 -
L ]
Z 2000 ~ 2000 °
g g '
L 0 o 1000 L
8 8 .
‘S 2000 g 0 oo m e .
(S O s
-4000 I -1000 ¢
-6000 + — — — 2000 +———F+—+————————
0 10 20 30 40 50 80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80
Voltaje (mV) Voltaje (mV)
Figura 11.- Corrientes dependientes de voltaje en la NSO. A, Registro
representativo de las corrientes activadas por cambios en el potencial de membrana en
una NSO. Se aplicaron pulsos despolarizantes de 400 ms cada 10 mV entre -60 mV a
70 mV. B, Curvas I/V del registro mostrado en A. Se graficaron las amplitudes
maximas de la corriente de entrada (circulos blancos) y salida (circulos negros) a los
distintos potenciales explorados.
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Figura 12.- Corrientes de transduccién en NSO activadas por cAMP. Se muestran
registros representativos luego de liberar cAMP en NSO de sapo, lo que activa la
corriente de transduccién. Se muestra un registro para cada caso estudiado: control;
bloqueo del NCX por reemplazo del Na* externo por Li*; y bloqueo de la PMCA con
CE, omitiendo ATP en la pipeta de registro o alcalinizando el medio extracelular, y sus
respectivas t.
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Figura 13.- Participacion de la PMCA en la extraccion de Ca?* desde los cilios
offatorios. A, Trazos representativos de corrientes normalizadas generadas al liberar
cAMP en las NSO con un destello de luz UV, en situacién control y bloqueando el NCX
y la PMCA. B, La constante de relajacion de la |-, es menor en la situacion control
(272 +78 ms, n=4), que cuando se anula el NCX (442 + 80 ms, n=3), o la la PMCA con
CE (2181 % 437 ms, n=5), omitiendo ATP (666 + 49 ms, n=5), y alcalinizando el medio
externo (725 + 65 ms, n=3). T-test p < 0.05, Vh =-70 mV.

En la Tabla ] se resumen los valores de las constantes de relajacion de la Icica y

. i . ., F
sus amplitudes, luego de producir incrementos en la concentracién de Ca®" liberando

cAMP en la NSO. Nétese que el curso temporal de la activacion de la corriente no sufre

modificaciones, sino que sélo se alteré su retorno a los niveles de reposo. Estas

evidencias sugieren fuertemente que tanto la PMCA como el NCX participan en la

v 2 i ‘
recuperacién del Ca”" en los cilios, al nivel de reposo.

Tabla 1.- Resumen de los valores promedio de relajacion y amplitud de la

Icicq al activar los canales CNG

Condicion T (X £ S.E.M), ms Icica max (X = S.E.M), pA # de experimentos
Control 272+ 78 160 £ 40 4
Li 442 + 80 110+ 15 3
CE 2181 +43 70 10 5
-ATP 666 + 49 90 + 25 5
pH 9,4 725+ 65 80+ 30 3
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Y112 Participacién de la PMCA y del NCX en Ia remocion de Ca’ medido mediante

fluorescencia de Ca’* directamente en los cilios olfatorios de la Rana pipiens

Las mediciones de la concentracion de CaZ* en los cilios han sido dificiles de
realizar debido a sus mimisculas dimensiones (~0,1 a 0,2 pm de disametro y entre 5 a 250
um largo, dependiendo de la especie), que estan en el limite de resolucién de la
microscopfa de luz. El trabajo mas notable realizado hasta ahora, proviene de
investigaciones en las que se logrd demostrar, mediante el uso de sondas fiuorescentes,
que la concentracion Ca®* aumenta primero en los cilios de las NSO, al ser estimulados
con odorantes, que en el resto de la neurona. Estos incrementos parecian estar altamente
localizados (Leinders-Zufall y cols., 1998).

En esta tesis se midieron los cambios de la fluorescencia de Ca®* al activar los
canales CNG mediante la fotoliberacién de cAMP enjaulado y se estudiaron los efectos
de eliminar funcionalmente cada uno de los transportadores de Ca** ciliar, sobre la
cinética de remocién del i6n usando un microscopio de doble fotén. Las células se
cargaron con el fluoréforo permeante de Ca®** Fluo 4-AM. Para esta seric de
experimentos se escogieron zonas rectas de cilios de NSO adheridas al fondo de un
cubreobjetos, sobre las que se posicion6 una linea de barrido del microscopio de 2
fotones, desde la cual se colect6 la fluorescencia emitida por el fluoréforo al unir el Ca**
que ingresa por los canales CNG.

La Figura 14 ilustra un experimento representativo llevado a cabo en condiciones
control. En Ia Figura 14A se muestra la imagen de una NSO cargada con ¢l fluoréforo de

-+ . e . vy . . .
Ca®*, donde una flecha roja indica la Zona del cilio escogida para registrar los cambios en
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la fluorescencia debidos a cambios en el Ca%" luminal luego de activar los canales CNG.
Un registro tridimensional representando los cambios de fluorescencia de Ca** en funcion
de 1a distancia y del tiempo se muesira en la Figura 14B. Se observa que la fotoactivacion
del cAMP produce sucesivos aumentos transitorios de Ja fluorescencia de Ca**, pudiendo
distinguirse incrementos discretos de fluorescencia a lo largo del cilio. El cambio relativo
de la fluorescencia en el tiempo seleccionado desde la zona indicada con una cabeza de
flecha negra en B, correspondiente a una seccién de ~ 0,7 pm de Jongitud del cilio,
decay6 a nivel basal con un 15 de 10 s (Tos5 = 12,50 £2,30s;n = 11) tras alcanzar su
valor méaximo, (Fig. 14C).

Un experimento similar, flevado a cabo en un cilio de otra NSO bafiado en
solucién Ringer con 0 Ca** y tamponada con EGTA, no exhibi6 incrementos en la
fluorescencia de Ca®" (Figura 15). Se muesira la NSO y la zona escogida para ese
experimento (Fig.15A), donde no se observan incrementos de fluorescencia de Ca®* (Fig.
15B y C,n = 8) luego de activar los canales CNG. Esto es coherente con la nocioén que los
aumentos intraciliares de Ca®" se originan por el ingreso del i6n desde el medio externo a

través de los canales CNG en la membrana ciliar.
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Figura 14.- Aumentos transientes y localizados de Ca®* en los cilios olfatorios. A, Boton
dendritico y cilios de una NSO mostrando con una flecha roja la zona escogida para el
barrido. B, Perfil 3-D representativo de fluorescencia de Ca’* en el cilio tras activar la
cascada de transduccion. €, Cambios en la fluorescencia de Ca’* en el tiempo
correspondiente a la zona indicada con una cabeza de flecha negra en B, 1;5=10 s.
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Figura 15.- Los incrementos de Ca’* en los cilios no ocurreni cuando el ién esta
ausente def medio extracelular. A, Se muestra una NSO indicando con una flecha roja, Ia
zona escogida para realizar el experimento. B, No se observan aumentos de la fluorescencia
de Ca’* al activar el cAMP, como se visualiza en el registro representativo que se muestra.
C. El grafico de los cambios de fluorescencia vs. tiempo de la zona sefialada con una cabeza
de flecha en B, indica que no hay incrementos de fluorescencia de Ca‘* cuando el iGn se
omite en el medio que bafia las células.
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Estos experimentos sugieren que el Ca”" ingresa al cilio de modo transitorio y

localizado desde el medio externo.

I11.2.1 Efecto del bloqueo de los transportadores de Ca’" ciliar al liberar cAMP.

111.2.1.1 Bloqueo de la PMCA.

A continuacion se exploro el efecto de bloquear los transportadores de Ca*
presentes en el cilio sobre la sefial de fluorescencia de Ca®". Para verificar la participacién
de la PMCA en la remocién de Ca’" en el organelo quimiosensorial. La solucién
extracelular se suplement6 con 50 uM CE. Tras aplicar el destello de luz UV para liberar
cAMP, se observé que el incremento transitorio de la sefial de Ca’" era mas prolongado

que en la situacion control (Figura 16).
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Figura 16.- La PMCA participa en la remocion de Ca** desde los cilios olfatorios. A,
NSO con un solo cilio donde la zona sobre |a cual se realizaron las mediciones se indica con
una flecha roja. B, Registro representativo de la fluorescencia de Ca’* ciliar en el tiempo y la
distancia al bloquear la PMCA con CE. C, Curso temporal de la fluorescencia tomado desde
la zona indicada en B con una cabeza de flecha negra, 1;5= 34 s.
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Como se infiere del registro de fluorescencia de la Figura 16B el Ca** se acumulé
en el cilio al anular la bomba. El curso temporal de la fluorescencia inducida por
liberacion de cAMP, correspondiente a la zona indicada con una cabeza de flecha negra
en B, revela que la relajacion de la sefial de Ca®* se prolongé respecto del control al
bloquear la PMCA, presentando una To,5 = 34 s (195 = 30,18 £ 6,40 s; n = 8). Los efectos
observados son consistentes con una acumulacién de Ca®" en el lumen ciliar en ausencia
de 1a PMCA, confirmando Ia participacién de esta bomba en la extraccion de Ca*" en los

organelos sensoriales del olfato.

111.2.1.2 Bloqueo del NCX.

La participacién del NCX en la remocién del Ca** en los cilios se explor6
sustituyendo el Na* de la soluci6n externa por Li" (Figura 17). Como sucede al bloquear
la PMCA, cuando se anula el NCX, la relajacién de ]a fluorescencia de Ca®* se prolongd.
El curso temporal de la sefial de Ca®* proveniente de una zona escogida del registro de
fluorescencia, indicada con una cabeza de flecha negra en B, mostr6 un tos =31s (tos=
28,12 + 5,20 s, n = 6) (Fig.17C), siendo comparable al bloqueo con CE, en coherencia
con un papel del NCX en la extraccion del Ca*" desde los cilios.

Ni el bloqueo de la PMCA ni del NCX modifica ]a presencia de puntos discretos
de ingreso de Ca®* en un cilio. La fase de incremento de Ca”" es similar al caso control,
como ocurre también con la fase de activacién de las corrientes totales, sugiriendo que

ambos transportadores estén involucrados en la remocion del Ca** que ingresa la cilio a
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través de los canales CNG y que su ausencia funcional no modifica la cinética de entrada

de Ca*" al cilio.
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Figura 17.- EL NCX participa en la remocién de Ca®* desde los cilios olfatorios. A, NSO
se indica con una flecha roja la zona sobre la cual se realizaron las mediciones. B, Registro
representativo de la fluorescencia de Ca?* ciliar en el tiempo y la distancia al anular el NCX
con Li". C, Curso temporal de la fluorescencia tomado desde la zona indicada en B con una
cabeza de flecha negra, 1;5=31 s.

I11.2.1.3 La seiial localizada de la fluorescencia de Ca’" en el cilio por activacion de
los canales CNG, se modifica al inhibir la hidrolisis de cAMP y al eliminar el

colesterol de la membrana plasmatica.

Los experimentos precedentes muestran que el Ca’ entra al cilio a través de
lugares espacialmente restringidos. La PDE, enzima que hidroliza el cAMP y que se
encuentra en el lumen ciliar, debiera tener un papel de importancia en controlar la
difusion de su sustrato en la vecindad de la membrana en el cilio. Se exploré el efecto de

bloquear la PDE exponiendo las NSO a 1 mM IBMX y se examin6 el transcurso de la
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fluorescencia de Ca’" (Figura 18). Tras la exposicion a IBMX se observo que la sefal de
fluorescencia se distribuye de modo uniforme en el segmento ciliar escogido, pareciendo
provocar una dispersion de los lugares discretos por los cuales entr6 Ca’" al cilio, lo que
sugiere que hubo una acumulaciéon sostenida del cation en el organelo en estas
condiciones (Fig. 18B). Este efecto se debe probablemente que hay una mayor
acumulacion de cAMP en el cilio al estar inhibida la PDE, lo que produce una activacion
mas prolongada de los canales CNG respecto de la situacion control, resultando en una
entrada de Ca”" por un mayor tiempo al cilio. El perfil de fluorescencia en el tiempo

exhibe un decaimiento muy lento luego de alcanzar el maximo.
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Figura 18.- Dispersién de la sefial de Ca** por bloqueo de la hidrblisis del cAMP. A,
NSO, se indica con una flecha roja la zona sobre la cual se realizaron las mediciones. B,
Registro representativo de la fluorescencia de Ca’* ciliar en el tiempo y la distancia al
exponer la célula a IBMX. C, Curso temporal de la fluorescencia tomado desde la zona
indicada en B con una cabeza de flecha negra, 1;5= 31s.
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La presencia de sitios de entrada localizada de Ca”" en los cilios olfatorios sugiere
que las proteinas de la maquinaria de transduccion podrian encontrarse agrupadas
formando complejos moleculares espacialmente definidos en la membrana del cilio.
Debido a que a los ambientes lipidicos ricos en colesterol se les ha asignado un papel
como elementos de agrupamiento de proteinas de cascadas de transduccion en
microdominios de membrana (Sengupta y cols., 2007), se examino si el tratamiento con
un agente atrapador de colesterol tenia un efecto sobre la distribucion de la sefial
fluorescente de Ca”" en el cilio. Las OSN se incubaron con 10 mM del secuestrador de

colesterol, metil-f-ciclodextrina (CD) (Figura 19).
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Figura 19.- Los microdominios de Ca’* estan formados por ambientes de membrana
ricos en colesterol. A, NSO, se indica con una flecha roja la zona sobre la cual se
realizaron las mediciones. B, Registro representativo de la fluorescencia de Ca’" ciliar en el
tiempo y la distancia al incubar la célula con CD. C, Curso temporal de la fluorescencia
tomado desde la zona indicada en B con una cabeza de flecha negra, 1;:= 41s. .

La fotoactivacion del cAMP indujo incrementos de la fluorescencia caracterizados por

presentar un latencia considerablemente larga, comparado con los casos anteriores (Fig. 19B y
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La presencia de sitios de entrada localizada de Ca’' en los cilios olfatorios sugiere
que las proteinas de la maquinaria de transduccién podrian encontrarse agrupadas
formando complejos moleculares espacialmente definidos en la membrana del cilio.
Debido a que a los ambientes lipidicos ricos en colesterol se les ha asignado un papel
como elementos de agrupamiento de proteinas de cascadas de transduccion en
microdominios de membrana (Sengupta y cols., 2007), se examind si el tratamiento con
un agente atrapador de colesterol tenia un efecto sobre la distribucion de la sefial
fluorescente de Ca®” en el cilio. Las OSN se incubaron con 10 mM del secuestrador de

colesterol, metil-B-ciclodextrina (CD) (Figura 19).
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Figura 19.- Los microdominios de Ca?* estan formados por ambientes de membrana
ricos en colesterol. A, NSO, se indica con una flecha roja la zona sobre la cual se
realizaron las mediciones. B, Registro representativo de la fluorescencia de Ca?* ciliar en el
tiempo y la distancia al incubar la célula con CD. C. Curso temporal de la fluorescencia
tomado desde la zona indicada en B con una cabeza de flecha negra, 7= 41s. .

La fotoactivacion del cAMP indujo incrementos de la fluorescencia caracterizados por

presentar un latencia considerablemente larga, comparado con los casos anteriores (Fig. 19B y
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C), y por la aparente fusién de los destellos de fluorescencia de Ca** en los cilios, que se
manificsta:como urid desaparicién de sitios discrefos de ingreso de Ca®". De hiecho, la sefial de
fluorescencia debida al Ca** exhibe un perfil esencialmente uniforme (Fig. 19B). El tiempo de
retorno de la fluorescencia a las condiciones basales se prolong6 de manera ostensible en estas
condiciones. Esta observacion es consistente con un papel del colesterol en la distribucién de
los lugares por donde ingresa el CaZ* al cilio. Segin esto, CD podria afectar la-arquitectura de
la membrana ciliar, enlenteciendo €] ingreso del Ca?* al lumen (Fig. 19C). Este retardo en el
ingreso de Ca®" sugiere que el ambiente lipidico podria ser importante para el mecanismo de
transduccion.

La presencia de lugares puntuales donde incrementa el Ca®* en un segmento de cilio
olfatorio queda en evidencia en los registros de fluorescencia representativos que se muesiran
en la Figura 20. Se advierte que los puntos de entrada de Ca®" exhiben anchos similires (Figura
ZOA). Se muestra que al exponer la célula a IBMX, ocurrié una paulatina acumulacién de Ca?*
que provoca la dispersién de la sefial fluorescente, pasando de la zona marcada como MD
(microdominio) a —MD (sin microdominio) (Figura 20B).

Se midi6 el ancho promedio de los sitios de incremento de fluorescencia de Ca** en el
segmento ciliar escogido para las distintas aproximaciones experimentales, luego de activar los
canales CNG. Los tamafios promedio de tales sitios se agrupan et poblaciones de 0,23 £ 0,05
um (7 NSO, 18 cilios), 0,39 + 0,08 pm (8 NSO, 20 cilios) y 0,55 =+ 0,03 pm (11 NSO, 14
cilios) en condiciones control. Cuando los transportadores de Ca®" han sido previamente
bloqueados, el ancho de los sitios fluorescencentes de CaZ* es mayor, arrojando valores de 0,68
+0,05 pm (6 NSO, 14 cilios) y 0,98 = 0,08 pm (9 NSO, 14 cilios). Estos resultados sugieren

que el Ca2* se estd acumulando en las cercanias de los lugares por donde entra al cilio, cuando
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estan bloqueados el NCX y la PMCA. Esto es coherente con la disminucion de la amplitud de
la Icica cuando se bloquean los transportadores de Ca®", debido a los efectos de regulacion

. 5 ags . .y
negativa del Ca”" en el cilio (ver Discusion).
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Figura 21.- Puntos discretos de entrada de Ca’* en el cilio offativo. A, Perfil 2D de la
fluorescencia de Ca?* en el tiempo (eje vertical) y la distancia (eje horizontal), de dos experimentos
representativos donde se indica con cabezas de flecha amarilla lugares donde incremento el Ca?*
en un segmento de cilio al liberar cAMP con un destello de luz UV. B, Registro representativo de la
fluorescencia de Ca?* en un cilio olfatorio al activar la los canales CNG en una NSO expuesta al
bloqueador de PDE, IBMX. Los asteriscos indican lugares donde hubo aumento discreto del Ca®
cuya localizacion se dispersa. MD, microdominios; -MD, sin microdominios.

I11.3 Distribucion del canal CNG y la PMCA a lo largo de los cilios olfatorios.

Los resultados anteriores sugieren que los canales CNG estan altamente localizados en
el cilio. Para corroborar esta suposicion se realizé una inmunofluorescencia para detectar la
PMCA 4 (isoforma de la PMCA aparentemente mas abundante en los cilios) y el canal CNG,
en NSO aisladas del epitelio olfatorio del sapo chileno (Figura 21). Se observo la expresion de
ambas proteinas en los organelos sensoriales olfativos. La PMCA se detecté mediante un

anticuerpo secundario acoplado a una sonda que emite fluorescencia en el color verde (Fig.
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21A), mientras que el utilizado para el CNG lo hace en el rojo (Fig. 21B). La sobreposicion de
las marcas (color amarillo, Fig. 21C) indica que ambas proteinas se expresan en las mismas
zonas discretas a lo largo los cilios quimiosensoriales (n=9). Se indica con cabezas de flecha
blanca algunos lugares donde es posible distinguir una marca punteada de la PMCA y del canal
CNG. Algunos lugares donde ambas proteinas coexisten (color amarillo) se indican también

con cabezas de flecha blanca.

Sobreposicion

Figura 21.- Distribucion de la PMCA y el canal CNG a fo largo def cifio. Se observa una NSO

con una parte del botén dendritico y los cilios. Se trataron las muestras con anticuerpo contra la

isoforma 4 de la PMCA (A) y contra el canal CNG (B). La sobreposicion de las marcas se muestra

en C. Se ilustra con cabezas de flecha blanca algunas zonas representativas donde se observa una

distribucién punteada de ambas proteinas y su colocalizacion. Barra: 10 pum.

i = 2 i . .y 2

El confinamiento espacial de estas dos proteinas relevantes en la sefializacion de Ca °
en conjunto con las determinaciones de fluorescencia de Ca”" al activar los canales CNG por
liberacion de ¢cAMP enjaulado, respalda fuertemente la existencia de microdominios de
membranas donde se organiza la maquinaria de transduccién odorifera.

Los resultados presentados, sugieren fuertemente que la maquinaria de transduccion de
olores en los cilios reside en microdominios de membrana estructurados por colesterol, y

siip 2 - . s g .
confirman que la extraccion de Ca”" desde el cilio, en las condiciones experimentales descritas,

depende de la actividad de la PMCA y del NCX.




DISCUSION

El Ca® estd involucrado en la transduccién y media la adaptacion a estimulos
odoriferos, participando asi como un mensajero clave en la transduccién sensorial del
olfato que tiene lugar en los cilios de las NSO. En esta investigacién se estudié la
expresién de una bomba de Ca?" de membrana plasmatica en los cilios olfatorios y su
participacion en la remoci6n del Ca®" desde estos organelos.

Por largos afios la remocién del Ca®* desde los cilios luego de una respuesta a
odorantes se atribuy6 solamente al funcionamiento del NCX (Reisert y Matthews, 1998;
Schild y Restrepo, 1998). Si bien este transportador es clave en Ia remocién del ion en
muchos sistemas celulares y especialmente en neuronas, su eficiencia podria verse
marcadamente disminuida con la despolarizacién celular debido a que opera impulsado
por el gradiente electroquimico del Na’ y el cual es de naturaleza electrogéﬁica. La
estimulacion odorifera despolariza a la NSO, debido a la entrada de Ca®* y Na' a través
de los canales CNG, seguida de la activacion por Ca®" de 1a I, en los cilios. El rango de
potenciales de membrana en que una NSO normalmente funciona es entre ~-60 mV a~35
mV (Firestein y cols., 1990). Si se considera que en condiciones fisioldgicas el potencial
de inversién de Ia corriente a través del NCX es ~ -30 mV (Eisner y Lederer, 1985) y que
el gradiente electroquimico del Na' cae con la despolarizacidn, esta proteina podria estar
incapacitada para sacar Ca®" cuando el potencial de receptor supera el potencial de
equilibrio de la corriente a través del NCX durante la respuesta odorifera, en €l caso que
esta proteina opere extrayendo Ca®" en la misma ventana temporal en la que ocurren los

cambios en el potencial de receptor. Si a lo anteriormente expuesto se suma el hecho que
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«los organelos olfatorios no contienen sistemas de membranas internos que le permitan
secuestrar el Ca%* ingresado, y a que el vaciamiento del Ca®" desdé el cilio por difusién a
la dendrita no representa un sumidero relevante del Ca®" ciliar en el transcurso temporal
de la respuesta odorifera, los mecanismos de extraccién de Ca®* de membrana plasmética
adquieren gran relevancia.

. Por lo tanto, es razonable pensar que para que la extraccion del Ca** ciliar ocurra
eficientemente durante la respuesta odorifera, se requiere de un mecanismo de remocion
complementario al NCX. Como se muestra en esta tesis, este mecanismo corresponderia
a una PMCA.

En esta tesis se ha demostrado que los cilios olfatorios expresan una PMCA
cuyas caracteristicas son compatibles con un papel en la transduccién. Esta bomba, en
conjunto con el NCX, podria estar participando en la remocién del Ca®* desde el lumen
luego de activar los canales CNG a través de los cuales ingresa el Ca®" al cilio producto
de la estimulacioén odorifera.

Varios componentes de la transduccién olfatoria tienen una distribucion
particulada a lo largo de los cilios, sugiriendo el agrupamiento de complejos de
transduccion altamente localizados en los organelos sensoriales del olfato, en adicion al
confinamiento de los componentes de transduccién en una estructura celular altamente

especializada como lo es el cilio quimiosensorial.
L- Expresion de 1a PMCA. en los cilios de las neuronas sensoriales olfatorias

La PMCA se detecté en una preparaciéon de membranas enriquecida en cilios

olfatorios. El alto grado de pureza de dicha preparacién se determind por 1a ausencia en
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ella del canal de Na'» dependiente de voltaje, que se encuentra en el soma-de las NSO
(epitelio desciliado). Como los cilios son organelos especializados en ld-
quimiotransduccién, es esperable que contengan los constituyentes encargados de dicho
proceso y que las proteinas que participan en otra modalidad celular, no se expresen en
los cilios. De hecho el canal CNG, la ACIII y G s¢ encuentran en la fraccién de
membranas ciliares, donde también se encuentran el NCX y la PMCA, sugiriendo un
papel de los transportadores de Ca?" en la transducci6én. La expresion del NCX en las
NSO habia sido demostrada anteriormente mediante determinaciones electrofisiologicas
(Reisert y Matthews, 1998), lo que fue confirmado en esta tesis mediante técnicas de
inmunodeteccién y experimentos funcionales.

Tanto Ia PMCA como el NCX se expresan en el resto de la NSO. Las evidencias
disponibles indican que todas las isoformas de la PMCA y del NCX se encuentran en una
NSO (Weeraratne y cols., 2006; Pyrski y cols., 2007), pudiendo tener un papel de
importancia en estas células para el control del Ca®*.

Las bombas de Ca®* se expresan prominentemente en la capa ciliar del tejido
olfatorio, lo que es consistente con un posible papel de estas bombas en la transduccion
sensorial. La PMCA, el NCX, y el canal CNG, sc distribuyen a lo largo del cilio de
manera muy localizada como se desprende de las imagenes de inmunofluorescencia
(Figuras 5, 6y 21). El canal CNG y la PMCA colocalizan en los cilios, asi como también
sucede con el NCX y la PMCA. Esto sugiere, que las tres proteinas podrian estar
formando parte de agrupamientos proteicos en la membrana del cilio.

En las fracciones de membrana ciliar se detectan las 4 isoformas de la PMCA. Las

propiedades bioquimicas de las PMCA ciliares sugieren que las isoformas mas
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representadas en las membranas sensoriales podrian ser la 1 ¥ la 4 (Figuia 3, 9y10). La
expresion de las diferentes isoformas y variantes de las PMCA parece ser un proceso
altamente regulado en el desarrollo, y que conduce a la expresién discreta de estas
bombas en células y en tejidos (Strehler y Zacharias, 2001). Esto sugiere que las PMCA
estan diferencialmente adaptadas a las necesidades fisiologicas particulares de un sistema
celular determinado, por lo que su expresién tendria como consecuencia una distribucién
diferencial a tra\(és de los tejidos y en cada tipo celular, confiriéndoles una regulacion
dindmica del Ca®* en el lugar preciso de las membranas plasmaticas donde estas se
hallan. Las PMCA 1 y 4 se expresan virtualmente en todos los tejidos en el adulto,
mientras que las PMCA 2 y 3 tienen una expresion mas restringida al sistema nervioso y
muscular. El gran niimero de PMCA es generado por el splicing alternativo de cuatro
genes, no alélicos, y que afecta principalmente los sitios regulatorios de la bomba, tales
como los de unién a CaM y fosfolipidos, asi como sitios de fosforilacién por proteinas
quinasa y de interaccién con dominios PDZ (Strehler y Zacharias, 2001).

Una caracteristica interesante de fodas las PMCA es que éstas tienen un sitio
conservado de interaccién con subunidades Py de proteina G, que no es afectado por el
splicing alternativo ((Strehler y Zacharias, 2001). Esto sugiere que las PMCA contienen
un sitio de regulacion por proteina G, la cual podria ser directa o indirecta (Jouneaux y
cols.,, 1993; Jouneaux y cols, 1994), y dado que su mRNA no es sometido a
procesamiento es probable que sea un sitio de regulacién conservado (Lotersztajn y cols.,
1992). En concordancia con la regulacién de las PMCA por proteina G, las subunidades
de la proteina Gy, asi como de otras proteinas G expresadas en los cilios olfatorios

(Ronnett y Moon, 2002), podrian estar regulando la actividad de la PMCA ciliar actuando
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como un interruptor entre los periodos de actividad y reposo de la célula. Cuando una
proteina G heterotrimérica como Goif €s activada, se disocia en dos partes; una compuesta
por la subunidad a., y otra formada por las subunidades Py. La subunidad o activa a la
ACTII incrementando los niveles ciliares de cAMP (Ronnett y Moon, 2002). En tanto, es
posible que la subunidad Py, interactie con la PMCA del cilio tras la estimulacion
odorifera, regulando la actividad de esta bomba activandola. De ser asi, dependeria de la
activacion de la cascada de transduccién en el cilio. Si esto fuera cierto, implicaria que la
proteina Gy estaria involucrada tanto en la generacion de la respuesta odorifera como en
su terminacién, induciendo la extraccién de Ca** a través-de la PMCA. Esta posibilidad

no ha sido explorada en la quimiotransduccidn olfatoria.

IL.- Transporte de Ca’* dependiente de ATP modulade por Ca**-CaM en vesiculas

invertidas de cilios olfatorios

En el presente estudio se encontrd que la PMCA de los cilios olfatorios presenta
una Ko s por Ca®" de 670 sM y es modulada por CaM con una Kps de 31 nM. La
regulacién por Ca%"-CaM es comtin a las isoformas de PMCA y es de especial interés en
¢l sistema de transduccién olfatorio, donde Ca?*-CaM ejerce numerosos efectos como
regulador de las proteinas involucradas en la transduccién y como tampén de Ca®*,

La CaM se encuentra asociada a las membranas ciliares, como lo indica su
deteccién en las fracciones de membrana ciliar y los experimentos de transporte de Ca**
donde €l CMZ disminuy la actividad de la bomba. Esta unién permanente de la CaM a

la membrana del cilio podria ser de gran relevancia en la transduccion olfatoria, por las
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muiltiples funciones ejercidas por el Ca*" a través de la CaM. Se ha postulado que la*CaM
podria encontrarse a concentraciones de 1 mM en el lumen del cilio.(Hsu y Molday,
1993). Otras proteinas de unién a Ca®* cuya funcién aun no ha sido establecida y que se
encuentran en los cilios son p26olf y VILIP (visinin-like protein) (Boekhoff y cols.,
1997). Estudios in vitro indican que esta titima atentia la formacién de cAMP inducida

-por odorantes de manera Ca**-dependiente, por lo que-se ha sugerido que tiene un papel
en la adaptacion.

Chen & Yau (1994) observaron que la afinidad aparente del canal CNG por
cAMP disminuye en presencia de Ca®’, efecto que es intensificado unas 20 veces por la
CaM. La disminucién en la afinidad del canal por su agonista parece involucrar una
interaccién directa enire Ca®*-CaM y el canal. La actividad del canal por ese efecto
disminuye varios cientos de veces, por lo que se ha propuesto que es el mecanismo
pﬁncipal de la adaptacién el cual es desencadenado por~ Ca?*, La constante de afinidad,
Ky, del canal por cAMP medida por estos autores es de alrededor de 3-4 uM a -60 mV.
Al aumentar el Ca®* en los cilios producto de la estimulacién odorifera y tras su unién a
CaM, se produce un corrimiento de la Ko s a valores mas altos, por lo tanto hay una
disminucién de la afinidad del canal CNG por cAMP, lo que produce el cierre de canales
CNG.

Las PMCA son, en general, reguladas por CaM. Se sabe que las isoformas 1 y 4
de 1a PMCA presentan una dependencia similar por Ca** entre ellas, semejante a la que se
observa en la PMCA ciliar (Enyedi y cols., 1994). Esas dos isoformas muestran una
actividad méxima a ~10 pM Ca® en presencia de CaM, y una dependencia de la CaM

con valores de Ko s de 28 y 35 nM, respectivamente. Las isoformas 3f, 2a y 2b alcanzan
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su actividad méxima a ~1 pM Ca*, Ia 4b a ~5 pM Ca®* y la isoforma 4a a ~10 uM
(Filoteo y cols., 2000). Ld isoforma 2 posee una sensibilidad a la CaM ~100 véCes mayor
que las demds (Ko 5 = 0,2 nM). La isoforma 3 ha sido poco estudiada, pero sc sabe que 3f
es débilmente estimulada por Ca®* (Filoteo y cols., 2000). Esta tiltima, es caracteristica de
células musculares, las que requieren extraccion de Ca®* ripida, y por lo tanto es una
isoforma constitutivamente activa. - .

Se ha estimado que la PMCA 4b tiene una Kg5 por Ca*" de 0,25 tM vy 1a 4a de
0,54 pM, valores que son relevantes ya que estdn en el rango fisiologico de Ca®* que se
halla en células vivas (Enyedi y cols., 1994; Berridge y cols., 2003), incluyendo €l lumen
de los cilios olfatorios. Estas BMCA tienen diferencias en su afinidad por CaM, lo que se
explica por diferencias en estructura y secuencia de su porcién C-terminal o de los
dominios de unién a CaM. La PMCA 4b es la isoforma que tiene la actividad mas baja a
niveles basales de Cal\/j:. Sin embargo, al aumentar el Ca*" intracelular, dicha iéofonna de
PMCA es, de entre todas las variantes conocidas, la que es mas fuertemente estimulada
por CaM (Caride y cols., 2001). Las isoformas a de la PMCA presentan niveles
significantemente elevados de actividad basal y menor dependencia de CaM, una
propiedad que les podria otorgar a las células la capacidad de ser activas a incrementos
moderados de Ca** incluso cuando la CaM es limitante, lo que no seria el caso del cilio
olfatorio. Estas propiedades de las PMCA respaldan la posibilidad que la PMCA 4 sea la
isoforma que tiene mayor participacién en la extraccién de Ca®* ciliar. La expresién de

esta isoforma, en particular la 4b en las membranas ciliares (Figura 8) y sus propiedades

funcionales (Figuras 9 y 10) respaldan esta idea.
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El NCX tiene menor afinidad por Ca** comparado con la PMCA unida a CaM,
con una Kys = 10 pM determinada en ensayos in vitro' (Blaustein y Lederer, 1999). Sin
embargo un estudio reciente indica que el NCX de las NSO es estimulado por CaM en
presencia de Ca®*, a través de un mecanismo que parece involucrar a la proteina OMP (de
funcién aun no conocida del todo), incrementando su Kos por Ca® a niveles
submicromolares del catién (Kwon y cols.,-2008).

Una notaple caracteristica de las formas 5 de las PMCA es que pueden unirse a
proteinas de andamio con dominios PDZ, tales como las de la familia PSD-95 o
MAGUKs. Las isoformas 2b y 4b pueden interactuar con alta afinidad con
SAPY0/PSD95, SAP97/hDlg y PSD93/Chapsina. Esta interaccién parece ser selectiva y
podria permitir que una PMCA se agrupe junto a otras moléculas de sefializacion en
regiones especificas de la membrana del cilio. Los valores a los que se activa la PMCA
ciliar por Ca®" y CaM estan en concordancia con los valores obtenidos en otros tipos
celulares para Ja PMCA 4b y la PMCA 1 (Carafoli y Stauffer, 1994). La demas isoformas
de la PMCA detectadas en las fracciones de membrana ciliar podrian estar contribuyendo
a la extraccién del Ca®* en alguna medida, aunque en menor grado. La inexistencia de
blogueadores especificos no permite distinguir la contribucién de cada una de ellas a la
remocién de Ca®" en los organelos olfativos. La potenciacion de la actividad de la PMCA
ciliar por Ca**~CaM podria contribuir a acelerar y a restringir los incrementos transitorios
de Ca?" inducidos por los odorantes.

Un reciente estudio proteémico de las proteinas presentes en los cilios olfatorios
obtenidas a partir de una preparacion altamente purificada, indica que dichas membranas

contienen las proteinas de transduccién conocidas, como el canal CNG, AC Il y varias
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proteina G (Klimmeck y cols., 2008). En dicho trabajo se identifico una proteina -

transportadora de Ca”* del tipo Ca®*-ATPasa, lo que es coherente con los hallazgos de
esta tesis. La mayoria de las proteinas que se conoce estan involucradas en la
transduccién fueron identificadas en dicho estudio, aunque no se reporté la presencia del
NCX. Entre estas protefnas se identificé a la estomatina, que se ha observado que
interactiia con balsas lipidicas y cuya actividad es dependiente de Ca®". Esto sugiere que
las balsas lipidicas podrian estar participando en el agrupamiento de proteinas en la
membrana ciliar.

En concordancia con las observaciones de que CaM se encuentra asociada a las
membranas ciliares, se ha demostrado que en los cilios olfatorios la CaM esta
permanentemente unida al canal CNG (Bradley y cols., 2004), indicando que se halla
constitutivamente asociada a proteinas de la membrana de los cilios olfatorios. Esta
caracteristica podria ser esencial para maximizar el efecto de retroalimentacién negativa
del Ca2* sobre el canal CNG, que es el principal mecanismo de la adaptacion odorifera
(Kurahashi y Menini, 1997). Como se menciond antes, una regulacién de la PMCA por
Ca¥*-CaM permititia un control ripido y eficiente de los abruptos cambios en la
concentracién de Ca?* que ocurren en los cilios durante la respuesta 2 odorantes. Es
posible que el complejo Ca?*-CaM regule de manera opuesta las distintas proteinas
dependientes del ion, inhibiendo unas y potenciando otras, dependiendo de la frecuencia
y magnitud del estimulo, tai como lo hace activando a la PDE e inhibiendo a la ACIIL Se
ha sugerido que los canales Clc. ciliares son activados por Ca®* via CaM, ya que la
ausencia de esta proteina reduce la sensibilidad por Ca®* de estos canales. (Kaneko y

cols., 2006) Estos experimentos se llevaron a cabo en una linea celular derivada de
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neuronas olfatorias (carente de cilios), por lo que las conclusiones derivadas de dicho
estudio no son necesariamente extrapolables a al funcionamiento ‘de les canales Clca
ciliares.

Algunos estudios indican que Ca®*-CaM tiene un papel regulatorio mediante un
mecanismo de retroalimentacién sobre etapas clave de la transduccién. Se ha propuesto
que el Ca2" asociada a CaM reduce los niveles de cAMP ciliar a través de.la activacion
de una fosfodiesterasa y mediante la inhibicién de la adenilil ciclasa III a través de la
proteina quinasa dependiente de CaM, CaMKII (Wei y cols., 1998). Ambos efectos son
mediados por el Ca’" que ingresa a los cilios a través de los canales CNG durante la
respuesta odorifera. Se ha postulado que CaM podria ser un mediador clave entre los
canales CNG a través de los cuales entra Ca?* al cilio y los canales activados por el Ca**
(Clgy). Se sabe que la CaM modula canales i6nicos dependientes de Ca”’ tales como los
BKc. v los SKca (Delgado y cols., 2003; Castillo y cols., 2005). Ambos canales se
expresan en los cilios (Delgado y cols., 2003) y son el blanco electrofisiologico del
mecanismo que genera la respuesta inhibitoria de las NSO.

De todos modos, es notable el hecho que los cilios expresen una PMCA. que sea
activada por Ca*-CaM. La actividad de la PMCA aumenta al incrementar el Ca’®
intraciliar (aproximadamente 5 veces), con un maximo de actividad ubicado entre 1 a 10
puM. Es esperable encontrar dichas concentraciones de Ca®* en los cilios durante el
maximo de la respuesta odorifera (Kleene y Gesteland, 1991; Leinders-Zufall y cols.,
1997; Leinders-Zufall y cols., 1998; Delgado y Bacigalupo, 2004), lo que realza el papel

de las bombas durante la transduccién olfatoria.
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»  Respecto al papel que la CaM podria tener como modulador de canales regulados
por Ca®" y su localizacién precisa en los lugares donde se requiere, se ha determinado que
la CaM esté asociada constitutivamente a los canales de Ca®* activados por voltaje
Cavl.2 (Wang y cols., 2007) y a los canales de Na' (Navl.4) activados por voltaje
(Biswas y cols., 2008). Esta asocijacién ocurre en etapas tempranas de la biosintesis de
estos canales, permitiendo que el blanco final (Ja membrana donde se localicen) pueda ser
regulado por Ca®*. En estos casos, la CaM es una subunidad obligatoria en el correcto
funcionamiento de estos canales. Si algo similar sucede con el canal CNG
permanentemente unido con CaM en los cilios, es una posibilidad que adn no ha sido.
explorada. Se desconoce como se produce la correcta localizacién del canal CNG en el
compartimento sensorial olfatorio. Esto puede ser un punto importante a tratar ya que por
ejemplo, en el caso de los canales CNG de los fotorreceptores, alteraciones en su correcta
Tocalizacién en las membranas de los discos de Jos bastones est4 asociado con un tipo de
ceguera hereditaria (Baylor y cols., 1979; Nakamura y Gold, 1987b; Firestein y Werblin,
1989; Savchenko y cols., 1997). Es razonable pensar que el correcto posicionamiento de
los canales CNG en regiones especificas de las células sensoriales, ricas en moléculas de
sefializacion podria permitir respuestas eficientes y espacialmente confinadas frente a un

estimulo sensorial.
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IiL- Utilizacién de Ia corriente de CI -activada por Ca®" para estimar la remocién
del Ca** ciliar.

Se ha documentado que los cilios de las NSO de anfibio y de rata poseen un NCX
que extrae el Ca®" después de un estimulo odorifero. La participacién del NCX en la
remocién del Ca®* ciliar se infiere de la prolongacion en la relajacion de 1a Icica cuando se
reemplaza ¢l Na' de la solucién externa por Li* (Reisert y Matthews, 1998). E1 NCX
tiene un requerimiento estricto por Na' para extraer Ca®" (Blaustein y Russell, 1975; Yau
y Nakatani, 1984), por lo que el reemplazo del Li" extemo (por Na') lo anula. El
enlentecimiento en la relajacién de la corriente se explica por una activacién prolongada
de los canales Clg, ciliares debido a una mayor disponibilidad de su activador cuando se
bloquea el NCX.

Cabe destacar que la conductancia Icica reside en los cilios olfatorios y es activada
por el Ca®" que entra como consecuencia de la estimulacién odorifera. Las NSO carentes
de cilios no exhiben las corrientes dependientes de olor, sino sélo las dependientes de
potencial (Lowe y Gold, 1991; Madrid y cols., 2005). La despolarizacion de 1a NSO con
concentraciones altas de K' genera una corriente de salida cuando se aplica a la dendrita
pero no tiene efecto cuando se aplica a los cilios (Kleene y Gesteland, 1991; Kleene,
1993; Hallani y cols., 1998). Estas evidencias indican fuertemente que la localizacion de
la cascada de transduccién se ubica exclusivamente en los cilios de las NSO. Se ha
observado que las latencias de las corrientes generadas por un estimulo odorifero no
vartan con la regi6n del cilio expuesta al odorante entre las partes distal y proximal a la
dendrita, indicando que los CNG se distribuyen por toda la membrana ciliar (Lowe y

Gold, 1991).
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Se ha reportado que los canales de Cl permanecen abiertos en presencia de Ca*
(Reisert y Matthews, 1998). Consecuentemente, la termiiiacién de la respuesta regquiere €l
retorno de la concentracién de Ca®* a los niveles de reposo, que se ha estimado en ~40
nM (Leinders-Zufall y cols., 1997) lo cual requicre de la extraccién de Ca** através de la
membrana ciliar. Esto se refleja en la cinética de relajacién de las corrientes Icica tras
inducir un aumento en la concentracién de Ca®. El bloqueo de los mecanismos de .
remocién de Ca®' prolonga sustancialmente la relajacion de la corriente de Clca (Reisert y
Matthews, 1998; Castillo y cols., 2007). Al cerrarse los canales de CI” el potencial de
membrana retorna a las condiciones de reposo. El bloqueo de la PMCA o del NCX tiene
efectos similares, indicando la participacién de ambos intercambiadores en la extraccion
del CaZ* desde los cilios. Leinders-Zuffal et al (1998) determinaron que el tiempo de
relajacién de la corriente al 50% de la magnitud méxima en la NSO al estimular con
odorantes, es 702 + 163 ms, en el rango temporal esperable. Reisert y Matthews (1998)
descubrieron la presencia de un NCX en los cilios. Si bien midieron las corrientes
sensoriales, no informaron cudl fue el tiempo de relajacion de la Icica cuando se bloqued
el NCX. Sin embargo, se observé un notable efecto sobre la forma de relajacién de la
Icice al bloquear el NCX, enlenteciéndose dramaticamente respecto de la condicion
control.

La reduccién de la amplitud de la corriente inducida por liberacion de cAMP al
bloquear los mecanismos de extraccién de Ca®", que se observd en esta tesis (Tabla 1),
puede deberse a que el incremento sostenido en 1a concentracién de este ion induce un
estado de adaptacién basal cuando las NSO estan permanentemente expuestas a los

bloqueadores de los transportadores de Ca®". Esto habria disminuido el mtmero de
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canales CNG abiertos, disminuyendo la magnitud de la corriente total. Al respecto cabe

destacar que.las NSO exhiben actividad eléctrica esponténea, la.que se debe en-parte a la:
apertura esponténea.de una pequefia fraccién de los canales CNG (Kleene, 2000). Esto
causa una entrada basal de Ca®*, en pequefias cantidades, el cual se acumularia
localmente junto a la membrana ciliar cuando los mecanismos de extraccién de calcio se
encuentran bloqueados. Esto podria producir un estado basal de adaptacion, rediiciendo la
magnitud de la Icic, total cuando se fotoactiva el cAMP en comparacién con la corriente
observada en ausencia de bloqueadores de los transportadores. Este efecto no afecta el
desarrollo de Ia corriente inducida por liberacion de cAMP, portada mayormente por Cr,
sino solamente su magnitud y tiempo de relajacion.

En la linea celular Odora, derivada de precursores de NSO de rata, se ha
determinado la presenci; de canales de CI” activados por CaM (Kaneko y cols., 2006), y
tienen una la Kg s por Ca** de 1,28 uM a -40 mV y 1,14 pM a 40 mV. La Ko s por Ca** es
mayor en células mutantes para CaM indicando que la afinidad por.Ca®* de los canales
Clc, se encuentra disminuida en dichas condiciones. De modo que se ha propuesto que la
CaM se asocia con el canal olfatorio y media su activacién a concentraciones
micromolares de Ca?®, Estos autores sugirieron que la CaM participa tanto en la
gencracién como en la terminacion de la respuest'a odorifera, pudiendo ser un enlace
crucial entre los dos canales de transduccién asociados con la corriente despolarizante
inducida por odorantes en las NSO y que se activan secuencialmente. Sin embargo, cabe
destacar que las determinaciones descritas no se realizaron directamente en los cilios

olfatorios. La activaci6n de los canales de CI por CaM parece set rapida (Kaneko y cols.,
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2006), siguiendo Ia concentracion de Ca*' ciliar en el rango pM (Reisert"y cols., 2003;

Reisert y cols., 2005).
IV.- Microdominios de C2a®* en los cilios olfatorios

Las mediciones de Ca?" en los cilios han indicado gue no existe una distribucion -
continua sino discreta de los sitios de entrada de Ca’" a estos organelos (Leinders-Zufall y
cols., 1998), sugiriendo la presencia de microdominios. La distribucién de la PMCA, el
NCX, los canales BKc, y el canal CNG en los cilios también presenta una distribucion
similar (Esta tesis(Delgado y cols., 2003; Bhandawat y cols., 2005; Castillo y cols., 2007),
sugiriendo que la entrada de Ca*', los canales activados por este ion (Clca 0 Kca) ¥
mecanismos de extraccion de Ca®* podrian encontrarse asociados en Iugares discretos en
la membrana ciliar, respaldando la idea de la presencia de microdominios en los organelos
sensoriales del olfato.

Un incremento en la concentracién de cAMP en el cilio provoca un aumento
prolongado de la concentracion de Ca®" en el lumen, como es posible advertir desde las
mediciones con sondas fluorescentes realizadas en esta tesis. Como se describe en la
seccién de Resultados, 1a exposicién de Ia NSO a elevaciones abruptas de cAMP provoca
incrementos altamente localizados de Ca®*. Esto genera la apertura de los canales de Cla
través de los cuales el ani6n sale del cilio. Los canales de K* ciliares también se activan
por esta via (Lowe y Gold, 1993b; Madrid y cols., 2005). La latencia, el tiempo de
activacién v la relajacién de la Icic.. dependen de la intensidad del estimulo (fotolisis u

odorantes) y de si éste es dirigido a los cilios o al cuerpo celular.
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. Las mediciones de fluorescencia de Ca®* en los cilios tras desenjaular cAMP
mostraron en todos los casos que-una latencia de varios segundos precede la respuesta
Esto puede deberse a una baja eficiencia en la liberacion del cAMP. Si esto es ast,
implicaria que luego del destello de luz UV debe esperarse a que se acumule en el cilio en
suficiente cantidad para activar los canales CNG, dando origen a los incrementos de Ca**
medidos. La activacion de los canales CNG es cooperativa, requiriéndose 3 moléculas de:
cAMP para activarlos (Frings y cols., 1992), por lo tanto si la liberacion del compuesto
jaula es poco eﬁc;iente, ocurrira un retardo en la apertura de los canales,

Al analizar la tasa de decaimiento de la sefial de Ca® en los cilios en el
microscopio de 2 fotones, se observé que ésta es mas rdpida cuando los dos
transportadores de Ca’" estdn trabajando, que cuando se elimina la PMCA o el NCX. La
constante de decaimiento de Ia sefial de fluorescencia de Ca>* en los cilios es consistente
con mediciones previas realizadas por Leinders-Zufall y cols (1998, tos = 7,7 = 1,9 s);
esto concuerda con las mediciones obtenidas en esta tesis para la relajacién de
fluorescencia, que en el caso control sittian este valor en torno a los 10 s. El incremento
en el valor de la relajacién de la fluorescencia al bloquear los mecanismos que remueven
Ca®* en el cilio es coherente con un papel de estos transportadores en la remocion del ion.
Cabe hacer notar que no hay una correlacién entre la cinética de relajacion de la corriente
Clc, vy de la fluorescencia de Ca®* (Leinders-Zufall y cols., 1998); esta Tesis) indicando
que el Ca?' se remueve desde el lumen lentamente si se compara con el cierre de los
canales Cle,. Por un lado la cinética de la corriente de CI' ocurre en un curso temporal de
cientos de milisegundos, mientras que los cambios de fluorescencia de Ca®* suceden en

el transcurso de segundos. Esto sugiere que la Icica comienza a desactivarse antes que el
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grueso del Ca®* haya sido removido desde el lumen, sugiriendo que los canales de CT
constituyen unfiltro eféctricd en las. NSO y'que se cierran cuando llegai a-algiin limite de.
estimulacién. Cabe destacar que al parecer los canales de CI ciliares no constituyen un
blanco del mecanismo de adaptacién en las NSO (Lagostena y Menini, 2003). La
diferencia entre las cinéticas de relajacién de dichas sefiales sugiere que la extraccidn del
Ca¥ es lenta. Es posible que el Ca® en el cilio sea requerido para otras. funciones
adicionales a las de la activacién de Ia Ioca o de la Kea, por lo que la célula ha
desarrollado me;:anismos que permiten mantener en el lumen por un tiempo mas
prolongado que la manifestacion eléctrica de esta respuesta. Su se piensa que la apertura
de los canales.Clc, es directamente dependiente del Ca”*, otra explicacién posible para las
diferencias detectadas, es que entorno al microdominio de membrana que contiene los
canales de Cl" haya una exclusién local del catién, credndose un microambiente de
difusién restringida en donde, a pesar que hay Ca®" en el cilio, este es apartado y queda
imposibilitado de penetrar al espacio donde se encuentran los canales Clca, lo que provoca
el cierre de estos. De este modo, aunque el Ca*" sigue presente en el lumen, como lo
indica el tiempo de relajacién de la fluorescencia, los canales CI” se cerrarian por
disminucion local del ién entorno a ellos.

Cabe destacar que la constante de afinidad por Ca®* de la bomba ciliar es mas alta
(Kos = 670 nM), que las de otras PMCA, aunque es mds baja que la del NCX que tiene
afinidad del orden micromolar por Ca?*, lo que indica que se requiere que el catién esté
en ese rango de concentraciones para activar estos transportadores al méximo. Sin

embargo, al parecer el NCX de las NSO es modulado por CaM, lo que le conferiria la
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propiedad de activarse a concentraciones de Ca®* menores que‘el' orden micromolar
(Kwon y cols., 2008).

Las mediciones de Ca®* mediante fluorescencia realizadas en esta tesis revelan
que hay sitios espacialmente confinados en los cilios olfatorios por donde entra Ca®’,
sugiriendo la existencia de microdominios de Ca** en el organelo. A su vez, confirman la
participa;;ién del NCX y la PMCA en la extraccién del Ca®*. El tamafio promedio
estimado de los rpicrodominios es variable, y se dividi6 en varios grupos representativos,
encontrandose tamafios promedio de 0, 23 £ 0,05 pm, 0,39 & 0,08 pm y 0,55 + 0,03 pm
en condiciones control. Estos microdominios podrian representar agrupaciones de los
componentes proteicos involucrados en la transduccion odorifera. Los microdominios.son
de un tamafio aparentemente mayor cuando se bloquean los transportadores de Ca**
ciliar, sugiriendo que hay mayor cantidad de Ca®* alrededor de los puntos de entrada del
ion producfo de su acumulacion luminar local. Los microdominiog parecieran dispersarse
en presencia de. IBMX, quizis debido a la acumulacién de Ca®* producto de su entrada a
través de los canales CNG, que en estas condiciones mantienen niveles de actividad
elevados debido a la presencia constante de cAMP por la inhibicién de la PDE.

Los odorantes se unen a los RO en las NSO con afinidad moderada, necesitandose
concentraciones micromolares (entre 1 a 100 pM) de odorantes para activar a un receptor
(Takeu;:hi y Kurahashi, 2005). El tiempo de interaccidn de una molécula de odorante con
su receptor es < 1 ms, por lo que la probabilidad de activar incluso una sola proteina G en
ese periodo de tiempo es baja, lo que es consistente con estudios que destacan una baja
sensibilidad por odorantes en las NSO (Firestein y cols., 1993; Bhandawat y cols., 2005;

Takeuchi y Kurahashi, 2005). Se ha reportado que, en su etapa inicial, la cascada de
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transduccidn olfatoria opera con baja ganancia (Schreibery cols., 2000), lo que podria ser
el reflejo de un compromiso evolutivo por la necesidad de detectar una variedad-
virtualmente ilimitada de distintas moléculas odoriferas. El hecho que los RO tengan baja
afinidad por sus odorantes impone serias restricciones a la maquinaria de transduccion
que opera en el cilio quimiosensorial. Dado que la produccién de segundos mensajeros
como el cAMP estd limitada por .la baja eficiencia de la maquinaria de transduccion
odorifera, se requiere de un mecanismo de amplificacién adicional rio abajo de la parte
metabdlica de Ia cascada, y que ocurre a través de los canales Clc,. Para que la
amplificacién de la sefial sea efectiva una organizacién en microdominios podria facilitar
la activacién secuencial eficiente de los canales Cle, luego que ha entrado Ca** al cilio a
través de los canales CNG. ‘

Se ha sugerido que los canales CNG y el cAMP interactian en espacios
restringicios, limitando la difusion de cAMP (Paysan y Breer, 20b1; Brady y cols., 2004).
El agrupamiento de canales es un fenémeno observado en muchos tipos celulares y
compartimentos neuronales, incluyendo axones, estereocilios de las células ciliadas del
ofdo interno (Rispoli y cols., 2001), miotubos esqueléticos (Anson y Roberts, 2001),
microvellosidades de los fotorreceptores de Drosophila (Hardie, 2001) y células
pancreaticas (Johnson y cols., 2004). Posibles funciones del agrupamiento de canales
incluyen la regulacién de la frecuencia de oscilacion en las células ciliadas del oido y en
células neurosecretorias, asi como la compartimentalizacién de los componentes de
sefializacion en las sinapsis. En los cilios olfatorios el agrupamiento de los canales CNG,
Cles, RO, Gop, v los transportadores de Ca®* podria ser parte de una estrategia que

permite aumentar eficiencia de la transduccién de sefial mediante el agrupamiento de las
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protefnas responsables. de la transduccién. A su vez, la concentracion espacial de los

comporentes de 1d transduction podria facilitar la amplificacion de 1a séfial: odorifera a ™~ -

fravés de los canales Clga v Kca. Asi, un incremento en 1a concentracion intraciliar de
Ca?* como resultado de la activacién de los canales CNG, podria resultar en una razdn de
actividad de los canales CI/CNG o K'/CNG éptimo para maximizar la relacion
seftal/ruido. )

La activacién de los canales CNG es el primer paso de las respuestas eléctricas
inducidas por odorantes y es crucial para reconocer la sefial ambiental en el SNC. Ratones
deficientes en el gen del canal CNG son andsmicos (Brunet y cols., 1996). La regulacion
de estos canales es multimodal, siendo el modo mas ripido la inhibicién por
retroalimentacién negativa mediante Ca®**-CaM (Chen y Yau, 1994; Kurahashi y Menini,
1997), al igual que lo que ocurre con canal CNG de los fotorreceptores (Chen y cols.,
1994; Gordon y Zagotta, 1995).

La organizacién de los constituyentes de la maquinaria de transduccién en
complejos macromoleculares espacialmente definidos podria permitir y asegurar una alta
sensibilidad, cinéticas rapidas de activacién y desactivacién, y una fina regulacion de la
retroalimentacién negativa mediada por cambios intracelulares en la concentracién de
Ca?" en los cilios. Adicionalmente, podria asegurar la especificidad del proceso de
sefializacién mediante un posicionamiento molecular adecuado que permitiria respuestas
precisamente orquestadas en el tiempo y en el espacio, las que podrian ser precisamente
controlados por CaM. Los microdominios que agrupan a los componentes de la

transduccién podrian también estar ensamblados en complejos multiproteicos mediante
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proteinas de andamio (Saavedra y cols., 2008), asociaciones al. citoesqueleto celular y
1zonas'de membrana ricas en colesterol y esfingolipidos.~ * e
Takeuchi y Kurahashi sugirieron que hay una distribucion homogénea de alta
densidad de los canales CNG a lo largo del cilio (Takeuchi y Kurahashi, 2008). Estas
conclusiones provienen de experimentos en donde se indujeron incrementos localizados
de cAMP con la idea de mapear la distribucién de los canales CNG en un cilio. Se
produjeron aumentos de cAMP fotoliberandolo secuencialmente en segmentos
adyacentes de ~ 1 um a lo largo de un de cilio y registrando cada la vez la corriente total
de la célula mediante patch clamp. Se observé que, independientemente del segmento
ciliar donde se liberaba el cAMP habia respuestas eléctricas, cuya magnitud no varié de
manera significativa con la posicién ciliar excitada. De estos resultados los autores
conclayeron que los canales CNG se distribuyen homogéneamente a lo largo del cilio, no
en lugares discretos de éste. La aparente contradiccién de estas observaciones con los
hallazgos de esta tesis es explicable por las dimensiones del area donde se liberd el
cAMP enjaunlado en el trabajo mencionado, la que es ostensiblemente mayor al tamafio de
los supuestos microdominios medidos en esta tesis. De hecho, nuestras determinaciones
espaciales indican que hay en promedio mds de un microdominio de Ca*" por micrémetro
. axial de cilio, por lo que si se fotolibera cAMP en una zona de un micrén, las
posibilidades de activar la cascada de transduccién son altas. Bste resultado podiia
interpretarse como que hay una distribucién uniforme de canales CNG en el cilio.
Previamente se sugiri6 que es necesaria una compartimentalizacion de los canales
CNG vy los efectores del Ca®" para asegurar una activacion rdpida y eficiente de la

respuesta odorifera. Se ha determinado que el canal CNG esté asociado a balsas lipidicas,
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en sistemas de expresion heterologos y en epitelio olfatorio de rata (Brady y cols., 2004).
La remocién del colesterol de la membrana de la NSO reduce dramaticamente la afinidad
aparente del canal CNG homomeérico por cAMP, alterando la funcién de estos canales
(Trudeau y Zagotta, 2002). En este caso la pérdida de actividad del canal CNG no ocurrié
debido a una menor acumulacién de cAMP en el cilio, sino a que la afinidad del canal por
cAMP disminuyé, aumentando el valor de Ko s desde 39 pM a 123 pM. El cambio en la
afinidad aparente del CNG por cAMP puede resultar en un cambio de 9 veces en su
actividad, debido a la naturaleza cooperativa de su activacion. De acuerdo con esto, la
supuesta desagregacién de los microdominios de membrana en presencia de ciclodexirina
en los experimentos de fluorescencia de Ca®* que se muestran en el presente estudio,
modifica la sefial de Ca®™ en los cilios olfatorios generando una respuesta con una
latencia mayor, incrementos de Ca** uniformes si se compara con la situacién control y
una remocion considerablemente més lenta desde el lumen. Esto sugiere que para que el
cilio responda eficientemente, las moléculas de sefializacién sensorial deben estar
espacialmente confinadas en regiones especificas de Ja membrana, fisicamente definidas,
donde la integridad del ambiente lipidico seria importante como modulador de la funcién
y en la mantencién de las interacciones entre los constituyentes importantes para la
sefializacion.

Recientemente se mostré que en una preparacién altamente purificada de cilios
olfatorios, es posible detectar las proteinas de andamio ProSAP/Shanks y CASK
(Saavedra y cols., 2008), sugiriendo que estas podrian estar implicadas en la organizacion
de ]a maquinaria de transduccion. Se ha descrito que las proteinas ProSAP/Shanks unen

complejos de transduccién con el citoesqueleto (Vondriska y cols., 2004), pudiendo tener

74




una funcién similar en los cilios. A su vez, la proteina deiandamio CASK es la unica
entre las de la familia MAGUK que contiene, ademas de los}: dominios de interaccion con
otras proteinas (PDZ, SH3 y guanilato quinasa) un dominio adicional, homologo a la
protefna quinasa II dependiente de Ca**-CaM (CaMKII) (Ha{dic y Ragim, 2001). Por esto
es factible especular que podria actuar durante la transduccizic’m odorifera al aumentar el
Ca®* en los cilios.

Es notable que en sinaptosomas de cerebro la PMCA 4 se localice exclusivamente

en balsas lipidicas, mientras que otras isoformas permane(?en en fracciones solubles de
membrana. El ensamble en balsas podria contribuir a la in}_teraccién de la PMCA 4 con
proteinas involucradas en la sefializacion por Ca® en Iugarés funcionales discretos de los
terminales sindpticos nerviosos (Sepulveda y cols., 2006). Interesantemente la PMCA 4
parece ser una isoforma de Ca?*-ATPasa abundante en los cilios olfatorios, por lo que su
capacidad de asociarse con balsas lipidicas y con proteinz:;s de andamio sugiere que la
PMCA de los cilios olfatorios podria tener propiedades simi[lares, apoyando la idea que la
magquinaria de transduccion sensorial olfatoria podria encontrarse en lugares discretos del
cilio. En algunos sistemas celulares la desintegracion de las balsas lipidicas resulta en el
desmantelamiento de las sinapsis excitatorias e inhibitorias, y la pérdida de espinas
dendriticas (Hering y cols., 2003).

Se ha propuesto que los incrementos de cAMP modulan la actividad de canales de
Ca®" localmente y no de manera global o distante de su lugar de produccidn, provocando
que haya un gran aumento de la concentracion de cAMP en lugares confinados, mas que

en el citoplasma entero. De hecho, muchos resultados experimentales no serian

explicables sino mediante el confinamiento de las proteinas y sus sustratos en un
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microdominio con difusién restringida hacia el citoplaSﬁna (Cooper y cols., 1995;
Jurevicius y Fischmeister, 1996; Rich y cols., 2000).

Una visi6n de las cascadas acopladas a proteina G es|que éstas funcionan a fravés
de colisiones al azar entre receptores y sus proteinas G efectoras. Sin embargo, este

concepto es inconsistente con la especificidad inherente de las cascadas de sefializacion

basadas en proteina G como la de la transduccion odorifera, lo que sugiere que los actores
de una via de sefializacion de este tipo estarfan agrupados en la membrana dando cuenta
de una parte de la especificidad. En la transduccion olfat;iva, el posible papel de las
proteinas de andamio o de microdominios de membrana no h‘a sido establecido.

Si se piensa que los organelos sensoriales, como los cilios olfatorios, por sus
dimensiones son lugares de confinamiento espacial donde ;se agrupan las proteinas de

sefializacién, cabe preguntarse jcual es la ventaja fisiologica de una

compartimentalizacién adicional en microdominios en ‘ las membranas de estos
organelos? En el caso de los cilios, en adicion a lo expre‘sado anteriormente sobre la
ventaja de los agrupamientos proteicos, es tentador pensar que podria haber una
segregacion espacial de los componentes responsables de la generacion de las respuestas
excitatoria e inhibitoria, cuyos blancos electrofisiologicos son diferentes canales. Por un
lado la respuesta excitatoria es generada por la activacioén de los canales Clc,, mientras
que la inhibitoria requiere la activacion de canales K¢,. Cémo la célula discrimina ambos

blancos de una respuesta odorifera es alin un misterio. Se podria pensar que el hecho de

que los canales K¢, los CNG y los transportadores de Ca®* se distribuyan discretamente a
lo largo de los cilios es un modo de confinar los componentes a lugares especificos de la

membrana ciliar aumentando la eficacia de la deteccidn de odorantes en la NSO.

76




!
t

La eficacia de los transportadores de Ca™ en los cili(;)s en el rango de potenciales

. J . .
y de tiempo en que una NSO normalmente funciona, debe ser determinada para definir la

1}

. . .y . .y +. eqs
participacién de cada mecanismo de extraccion de Ca®" ciliar durante la respuesta

odorifera. i

La expresién de las dos proteinas de remocion de Ca?)r en los cilios, la PMCA y el
NCX, hace sentido si se considera que la célula se despolariza con la estimulacion
odorifera, por lo que el gradiente electroquimico del Na+;:se reduce, disminuyendo la
fuerza impulsora del funcionamiento del NCX. De este imodo, durante la respuesta

!
fisiolégica, el debilitamiento de la actividad del NCX puede ser compensado por la

actividad de las PMCA ciliares, la que es intensiﬁcada; por Ca**-CaM, lo que les

., . {
conferiria una notable potenciacién durante Ia respuesta a olores. Por otro lado, en el caso
;

. . I,
que la bomba fuera electrogénica, se favoreceria la extraccion del Ca** desde el lumen
;

durante la despolarizacién de la NSO, al contrario del caso del NCX. Por otro lado, la

disponibilidad de ATP podria ser un factor limitante en él cilio, ya que su fuente de
!

produccién (soma, dendrita o boton dendritico) esta alejada;dc las zonas distales del cilio

i
lo que podria afectar la actividad de la PMCA en caso de estimulacion sostenida, lo que
i
no seria un factor limitante para la actividad de los NCX eniel organelo sensorial. De este
4

:

modo la accién complementaria del PMCA y del NCX aseguraria un correcto control del
|
Ca®" ciliar, sosteniendo Ia extracciéon de Ca** ¢ptimamente durante todo el tiempo que

dura una respuesta olfatoria. Los aspectos antes mencionados no han sido explorados en
i
la fisiologfa de la transduccion odorifera.

Podria pensarse que, dado que las isoformas de PMCA realizan esencialmente la

misma funcién, es decir, remover el Ca”" desde las células en conira su gradiente de

|

|
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concentracidn, estos son redundantes. Sin embargo,! dado el alto grado de

¥

correspondencia homologa entre las isoformas entre espem‘es, parece haber una presién
I
selectiva para mantener las 4 isoformas en su presente estado. Esto sugiere que las

i
i

diferencias entre isoformas son significantes ya que las 4 son necesarias para el correcto
i

1

. g . .
funcionamiento de los organismos. Entre las variantes de splicing de las PMCA hay
interacciones diferenciales proteina-proteina, con proteinas de andamio (union diferencial
T

!
a dominios PDZ), y regulacién selectiva por Ca**-CaM. Las'PMCA son parte esencial del
i

control de Ca®" en neuronas y pueden limitar de modo dindmico la difusién y afectar el
curso temporal y la magnitud de la sefial de Ca®, regulandoila especificidad de su accion.

En resumen, los hallazgos de esta tesis muestran que en la membrana de los cilios

|
de las NSO se expresan bombas de Ca’" cuyas propiedades las posicionan como

candidatos para la remocion del Ca®" desde el lumen duranté la respuesta fisiologica. Esta
i

funcién podria ser ejercida de manera complementaria junto con el NCX. Junto con lo
i

anterior, l]a maquinaria de transduccién parece estar confinada en lugares especificos de

la membrana ciliar lo que sugiere la existencia de microdominios donde se agrupan.
!
Estas evidencias en conjunto permitiran tener una vi;sién mas completa del control

de Ca®" en los cilios olfatorios una vez que se determine la frespectiva funcionalidad de Ia
PMCA vy del NCX en el rango de potenciales en los que Ema NSO es activa durante la
respuesta a olores. A su vez, se podrd establecer la rele\%ancia que podria tener en la
transduccidn, la asociacién de las proteinas ciliares en r?nicrodominios de membrana.

Finalmente esto llevara a tener una vision mas completa que la actual, respecto del

proceso de transduccién odorifera.




R

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que:

1.- Los cilios olfatorios expresan una PMCA, cuya% actividad es modulada por

Ca®" y por CaM.

2.- En las condiciones experimentales de este trabajo, tanto la PMCA como el

NCX participan en la remocién de Ca®* desde los cilios olfatorios.

3.- Los constituyentes de la maquinaria de transduccién estin, al parecer,

altamente localizados lo largo de la membrana del cilio.

4.- Es razonable pensar que en condiciones fisiologicas ambos transportadores

podrian, en conjunto, eliminar de los cilios el Ca** ingresado como resultado del proceso

!
de la transduccion olfatoria. |
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