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Resumen

En esta revisibn se describirdn los avances obtenidos en la dilucidacion de las principales
funciones del sistema olfatorio, incluyendo la recepcion y discriminacion de los olores, asi como los
mecanismos que se encargan de transmitirlos
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Introduccién

El sistema olfatorio permite a los organismos detectar y segregar miriadas de compuestos
quimicos volatiles, principalmente organicos y de bajo peso molecular, que cominmente llamamos
olores. Grandes progresos han sido logrados en los Gltimos afios en el entendimiento de cada paso
de la ruta olfatoria, los cuales van desde el contacto de un olor con su receptor en el epitelio
olfatorio, la codificacion y el procesamiento de esta informacion en el sistema nervioso central y
periférico, la manifestacion de sensaciones, y el almacenamiento de memorias. Gracias al
descubrimiento de diversas técnicas moleculares y fisiolégicas avanzadas, asi como a la
publicacion de varios genomas eucariotas, se ha logrado entender co6mo este remarcable sistema
quimiodetector consigue diferenciar todos los olores. La identificacion en la nariz de una gran
familia de receptores acoplados a proteinas enlazadoras de nucleétidos de guanina o proteinas G
ha suministrado los fundamentos para el entendimiento del sentido del olfato, y es por ello que en
estos momentos existe una descripcion detallada del mecanismo de transduccion responsable de
generar la sefal inducida por el estimulo en las neuronas sensoriales primarias, asi como una
fotografia explicita de la red neuronal que se encarga de transmitir la sefial.



Dos sistemas olfatorios se han desarrollado en la mayoria de los animales.(19) El sistema olfatorio
central o principal, que es el sensor del ambiente, utilizado por los animales para conseguir
comida, detectar depredadores y presas, y marcar el territorio. Este sistema es notable por su
amplitud y potencia discriminadora. Similar al sistema inmune, es un sistema abierto construido
bajo la premisa de que es imposible predecir a priori con qué tipo de moléculas uno se va a topar.
Para la tarea especifica de encontrar una pareja receptiva se ha desarrollado un segundo sistema:
el sistema olfatorio accesorio. Esta es una labor de tal complejidad que la evolucién ha reconocido
la necesidad de crear un sistema independiente y dedicado exclusivamente a esta actividad.
Conocido como el sistema vomeronasal, se especializa en reconocer sefiales olfatorias especificas
para cada especie, las cuales son producidas por uno de los sexos (macho o hembra) y percibidas
por el otro, y que contienen informacién no sélo acerca de la localizacidon del animal sino también
de su estado reproductivo y disponibilidad. Adicionalmente, el sistema vomeronasal también
cumple un papel importante en otros comportamientos sociales como son la territorialidad, la
agresion y el proceso de amamantamiento.

Organizacion anatomica

El érgano sensor del olfato se ilustra esquematicamente en la Fig.1. En el techo de cada una de las
cavidades de la nariz existe una region denominada mucosa nasal donde se encuentran las células
epiteliales pigmentadas o células de soporte, cuya coloracién ha sido correlacionada con la
sensibilidad olfatoria de las diferentes especies animales. Las glandulas de Bowman que residen
en este tejido son las encargadas de producir el moco que cubre la superficie de todas las células
presentes en él. Esparcidas entre las células de soporte de esta mucosa se encuentran las células
receptoras o neuronas sensoriales olfatorias (NSOs), las cuales conforman el epitelio sensorial
olfatorio. El neuroepitelio olfatorio tipico posee alrededor de 10’ NSOs en la parte superior de la
cavidad nasal, las cuales son neuronas bipolares con una simple dendrita que alcanza la superficie
del tejido y termina en una especie de boton del cual se proyectan unos 20-30 cilios muy finos.
Estos cilios que yacen en la capa fina de moco que cubre este tejido constituyen el aparato de
transduccion sensorial. Un axén fino del polo proximal de cada neurona se proyecta directamente a
las regiones mas altas del cerebro. Por encima de la capa mucosa se encuentra el epitelio olfatorio
basal, el cual consiste parcialmente de células precursoras basales capaces de dividirse
mitéticamente para generar in situ las NSOs al madurar. Como en otros epitelios, la renovacion
celular persiste a través de la vida adulta para reemplazar las NSOs, cuyo periodo de vida es de
semanas a meses.

Las NSOs se extienden a través del epitelio olfatorio a fin de ponerse en contacto con los olores
que se encuentran en el aire y envian sus axones hasta una region del cerebro conocida como el
bulbo olfatorio. Para ello, sus axones se agrupan en el lado opuesto del mismo epitelio y penetran
un hueso estrecho conocido como la placa cribiforme. Estos axones alcanzan el bulbo olfatorio del
cerebro donde convergen para interactuar con células post-sinapticas y formar estructuras que se
denominan glomérulos. Los glomérulos (GL) son conglomerados esféricos de neurovellosidades o
neuropilos, de 50 -100 um de diametro, formados por los axones de las NSOs y las dendritas de
las principales células de proyeccién del bulbo que son las células mitrales (M) (Fig. 2). Las células
con penachos (T) y las periglomerulares de axén corto (PG) también participan en la formacion de
los glomérulos (Fig. 2). En la siguiente capa, las dendritas de las células mitrales y granulares (Gr)



forman extensas sinapsis reciprocas (Fig. 2). Las células mitrales y las células con penachos son
neuronas de salida, mientras que las células granulares y las periglomerulares corresponden a
interneuronas locales. Al recibir informacion de las NSOs, los axones de las células mitrales y de
las células con penachos, que pasan a través de las estrias olfatorias intermedia y lateral, la
transmiten a la corteza olfatoria (Fig. 2), proyectandose hacia las regiones mas elevadas del
cerebro. En cada glomérulo, varios miles de axones de las NSOs hacen sinapsis con las dendritas
de so6lo 525 células mitrales, siendo asi uno de los casos méas extremos de convergencia del
sistema nervioso (Fig. 2). Fisiolégicamente, la convergencia que se produce en el ambito de las
células mitrales y de las células con penachos incrementa la sensibilidad de la sefial olfatoria
enviada al cerebro. El mensaje es entonces remitido directamente a través del tracto nervioso
olfatorio a las estructuras mas altas del sistema nervioso central que incluyen la corteza piriforme,
el hipocampo y la amigdala, donde el proceso de sefializacién es descodificado y donde ocurre la
interpretacion y respuesta olfatorias.

Muchos de los estudios de la organizacion sinaptica en el sistema olfatorio han utilizado al ratén
como modelo. Si definimos un mddulo glomerular como la estructura compuesta por el glomérulo y
sus neuronas asociadas, la arquitectura del bulbo olfatorio del raton puede simplificarse como
constituida por alrededor de 1800 de tales modulos. La informacién de la molécula olorosa es
procesada por los circuitos neuronales locales que median las interacciones sinapticas dentro del
mdédulo, asi como también entre estos mddulos en el bulbo olfatorio. Presumiblemente, cada
maédulo glomerular representa el cableado nervioso que se origina a partir de una clase simple de
receptores de olores y por lo tanto estd entonado con ciertas caracteristicas moleculares
especificas de los olores particulares que le son transmitidos.(53) Circuitos neuronales locales del
bulbo olfatorio median la inhibicion lateral entre los modulos glomerulares para asi agudizar la
especificidad de tono de las neuronas de salida. Ellos también median las descargas oscilatorias
sincronizadas entre combinaciones especificas de neuronas de salida, y pueden contribuir a la
integracion de las sefiales provenientes de distintos receptores de olores en la corteza olfatoria.
(53)

Receptores de olores

El descubrimiento de una familia de proteinas receptoras de olores en mamiferos (13) produjo por
un lado un resultado previsto, pero produjo también un resultado muy sorpresivo. Se esperaba que
los receptores olfatorios (ORs) fueran receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) con
caracteristicas similares a aquellos que funcionan en la transmisién nerviosa, en la fotorrecepcion y
en muchos otros procesos celulares. Sin embargo, fue desconcertante conseguir que existian
miles de genes codificando para los ORs en el genoma de los mamiferos, convirtiéndolos asi en la
mayor familia de GPCRs y probablemente en la familia génica mas grande de todo el genoma. En
los humanos existen alrededor de 350 genes y 560 pseudogenes que codifican para los ORs. (21)
Este nimero de genes y pseudogenes especificos para el sistema olfatorio representa
aproximadamente 2% del total de genes presentes en el genoma humano. Adicionalmente, los
genes y pseudogenes que codifican para los ORs estan presentes en practicamente todos los
cromosomas humanos, con excepcion de los cromosomas 20y Y, siendo el cromosoma 11 el mas
enriquecido en este tipo de genes. Zhang & Firestein (80) identificaron los genes que codifican
para los ORs en el genoma de ratén. Ellos encontraron alrededor de 1300 genes para los ORs de



ratén, los cuales incluyen un 20% de pseudogenes. Los peces y anfibios estan peor dotados
contando so6lo con alrededor de 100 ORs.

¢ Coémo se distribuyen los productos de los ~1000 genes que codifican para los ORs entre las
millones de NSOs presentes en la nariz de los mamiferos?. Experimentos con células individuales,
utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa, han indicado que solamente un OR es
expresado en cada NSO. Por lo tanto, el epitelio olfatorio esta representado por un mosaico
complejo de poblaciones distintas de NSOs. Esta diseminaciéon de NSOs con la misma sensibilidad
hacia un olor particular, a través de una amplia area, posiblemente ayuda a incrementar la
probabilidad de que los olores inhalados por el aire interactien con sus receptores especificos
durante su trayectoria turbulenta dentro de la cavidad nasal.

Los ORs comparten muchas particularidades con otros GPCRs, incluyendo una regién codificadora
que carece de intrones, una estructura que predice siete dominios a helicoidales transmembranales
conectados por lazos intracelulares y extracelulares de longitudes variables (Fig. 3A), y numerosas
secuencias cortas conservadas. Sin embargo, existen muchas caracteristicas especificas que sélo
ocurren en los ORs, tales como un segundo lazo extracelular extremadamente largo, un par extra
de cisteinas conservadas localizadas en ese mismo lazo, asi como otras secuencias cortas.(48)
Estudios comparativos de secuencias han reportado un rango de 40 a 90% de identidad dentro de
la familia de los ORs. Quizds lo més interesante es la existencia de una regién hipervariable,
formada por una serie de 17 residuos localizados en los segmentos transmembranales 3, 4 y 5,
cuyas secuencias muestran una divergencia particularmente fuerte (58) (Fig. 3B). Se ha postulado
que esta zona corresponde a la region determinante de la complementariedad de los olores, por
analogia con los sitios de enlazamiento de los antigenos en las inmunoglobulinas. Las hélices a 3,
4y 5 parecen estar cara a cara y formar un bolsillo en el interior de la proteina receptora (Fig. 3B).
En concordancia con otros GPCRs de este tipo (receptores R-adrenérgicos y rodopsina), este
bolsillo parece ser el sitio probable de enlazamiento para los ligandos. La gran variabilidad en esta
region provee la primera base molecular para entender el rango, la diversidad y el altisimo nimero
de olores que pueden ser detectados y discriminados.

Conexiones sinapticas entre la nariz y el bulbo olfatorio

¢Colmo se organiza funcionalmente el patron de conectividad axonal entre el epitelio olfatorio y el
bulbo olfatorio principal?. Estudios genético-moleculares recientes empleando ratones transgénicos
han mostrado que todas las NSOs que expresan un OR particular, independientemente de donde
se encuentren sobre la capa epitelial, convergen hasta un simple blanco en el bulbo olfatorio que
precisamente es su glomérulo especifico.(48-49) Dos principios basicos han sido demostrados: la
proyeccion zona-zona y la convergencia glomerular.(53)

El epitelio olfatorio del raton esta subdividido en cuatro zonas de expresion de los genes para los
ORs. Cada una ocupa ~25% de la superficie del epitelio y comprende los cuerpos celulares de una
vasta mayoria de las NSOs que estan expresando un gen OR particular. Es por ello que los ORs
se pueden clasificar en cuatro grupos de acuerdo a su patron de expresién en el epitelio olfatorio
del ratén. Un tipo de OR determinado es expresado en una de las cuatro zonas circunscritas del
epitelio olfatorio: zonas |, I, Il y IV (Fig. 4), y dentro de cada zona, las neuronas que expresan los
diferentes ORs se entremezclan mostrando una distribucién esparcida y diseminada. Sin embargo,



las comparaciones estructurales de varios ORs, en relacidon con sus zonas de expresion, han
revelado que los ORs con scuencias de aminoacidos altamente homdlogas tienden a estar
localizados en la misma zona del epitelio olfatorio. Esta organizacion por zonas también es
preservada en el bulbo olfatorio, como se ha demostrado mediante estudios
imunohistoquimicos(20) y de hibridizacion in situ.(73) Las zonas epiteliales se proyectan
aproximadamente sobre cuatro zonas o dominios en el bulbo. Estas zonas pueden representar
entonces una compartamentalizacion del sistema olfatorio en cuatro subdivisiones de ~250 tipos
funcionales (formando un total de ~1000 poblaciones diferentes de NSOs), reduciéndose asi la
complejidad del problema de cableado. Consistente con esta hipétesis se ha reportado una
expresion zona-especifica de la molécula de adhesion celular olfatoria (OCAM), una homéloga de
la molécula de adhesién celular neuronal (NCAM), la cual es una molécula candidata a guiar el
axon.(79) Por lo tanto, las informaciones de los olores recibidos por las NSOs localizadas en una
zona determinada del epitelio olfatorio, son transmitidas a los glomérulos para luego ser
transferidas a las células mitrales y a las células con penachos localizadas en la zona
correspondiente del bulbo olfatorio.

Lo interesante es que los axones olfatorios pueden encontrar sus glomérulos especificos en el
bulbo olfatorio principal. Estudios recientes realizados en ratones han desenmarafiado el patrén de
convergencia glomerular altamente ordenado de la proyeccion axonal olfatoria: los axones de las
NSOs que expresan un determinado OR convergen con extraordinaria precision sobre algunos
pocos glomérulos especificos entre los ~1800 glomérulos posibles (Fig. 4). Esta convergencia
glomerular ha sido visualizada mediante experimentos de hibridizacién in situ (73) y por medio de
la técnica de “knock in” en la cual se reemplaza un gen particular por otro.(48) Al recibir las sefiales
axonales de entrada de las NSOs que expresan un gen OR particular, el glomérulo logra integrar la
informacién e incrementar el cociente sefial/ruido. Este concepto de convergencia glomerular es
consistente con la vision ampliamente aceptada de la codificacion olfatoria, en la cual la
combinacion particular de glomérulos activados le informa al cerebro lo que la nariz esta oliendo.

Transmision de la sefial

Para que los olores, los cuales poseen pequefio tamafio y caracteristicas hidrofébicas, puedan
interactuar con su receptor, ellos tienen que atravesar la barrera de moco que recubre el epitelio
olfatorio. Se ha descubierto un nimero de proteinas en este epitelio que han sido denominadas
proteinas enlazadoras de olores (OBPs), cuyo papel no ha sido totalmente clarificado. Las OBPs
son miembros de la superfamilia de proteinas llamadas lipocalinas y se postula que son capaces
de enlazarse lipofilicamente a los olores en la interfase acuosa/lipidica del moco, incrementando
asi su concentracion y facilitando su movilizacién desde las capas de moco hasta los ORs en las
NSOs (56) (Fig. 5). También se ha sugerido que las OBPs actian como una especie de filtro para
prevenir que cantidades excesivas de olores alcancen al receptor y se produzca una
sobresaturacion. Adicionalmente, las OBPs podrian participar activamente en interacciones con la
propia molécula de la proteina receptora. Esto ciertamente podria ser una posibilidad en el caso de
la clase de receptores vomeronasales V2R (12), los cuales poseen un dominio N-erminal,
extracelular, muy largo que podria interactuar con proteinas voluminosas enlazadoras de ligandos
como las OBPs. Una vez que el receptor ha enlazado su molécula de olor, se inicia una cascada
de eventos que transforman la energia quimica de enlazamiento en una sefial neuronal, o sea, en
un cambio en el potencial de membrana de la NSO.



El receptor enlazado a su ligando activa una proteina G de la clase de las proteinas G
estimuladoras o Gs (un subtipo especifico del olfato, Golf) (Fig. 5). Al igual que las otras proteinas
G, Golf esta constituida por tres subunidades, una subunidad a que puede ser considerada la
porcion activa y las subunidades B y ? que la regulan. En su estado de descanso, la subunidad a
gue posee GDP en su bolsillo de enlazamiento de nucleétidos, y junto a las otras dos subunidades
forma el heterotrimero inactivo de Golf. Cuando un olor se enlaza a su OR, se producen cambios
conformacionales en el receptor que ocasionan que se acople a Golf. Consecuentemente, el GDP
en la subunidad a es reemplazado por GTP, y la subunidad a se disocia de las otras subunidades
3 y ?. Una subunidad unida a GTP es entonces capaz de estimular a la proteina efectora en este
sistema, la adenilil ciclasa tipo Il olfatoria (ACIII) (Fig.5). Esta enzima convierte el ATP, el cual se
encuentra en abundantes cantidades en el interior celular, en AMP ciclico (CAMP), el mensajero
secundario por excelencia que cumple numerosos papeles en diversos mecanismos de
sefializacion intracelular. En el caso de las NSOs, el cAMP se enlaza a la cara intracelular de un
canal iénico, un canal de compuerta que es abierto por nucleétidos ciclicos (canal CNG) y que esta
muy relacionado al encontrado en los fotorreceptores, permitiéndole conducir cationes tales como
Na'y ca® (Fig. 5). Las NSOs inactivas normalmente mantienen un voltaje de descanso a través
de la membrana de alrededor de —65 mV (adentro con respecto a afuera). Cuando los canales
CNG se abren, el influjo de iones de Na' y ca® causa que el interior celular se vuelva menos
negativo. Si suficientes canales se abren por el tiempo necesario, causando que el potencial de
membrana se vuelva alrededor de 20 mV menos negativo, la célula consigue llegar a su potencial
umbral y se genera un potencial de accion. Este potencial de accion es propagado a lo largo del
axon, que cruza a través de la placa cribiforme, y llega al cerebro donde hace sinapsis con
neuronas de segundo orden localizadas en el bulbo olfatorio.

Mensajeros secundarios

Ratones genéticamente alterados en los cuales varios componentes de esta cascada han sido
delecionados (Golf, ACIIl y el canal CNG) han comprobado que la via del cAMP es la ruta mas
comun para todas las NSOs. (11) Sin embargo, también se ha reportado que otros mensajeros
secundarios estan involucrados en la transmisién de la sefial olfativa, asi como en los procesos de
adaptacion.

La cascada de mensajeros secundarios provee amplificacion e integracion de los eventos de
enlazamiento del olor. Un receptor activado por un olor puede activar decenas de Golf, cada una
de las cuales puede activar una molécula de ACIIl capaz de producir cerca de miles de moléculas
de cAMP por segundo. Los ultimos calculos estequiométricos sugieren que soélo se requieren 3
moléculas de cAMP para abrir un canal CNG, sin embargo, cientos de miles de iones pueden
cruzar la membrana a través de un solo canal abierto. Por lo tanto una simple molécula de olor
logra producir un evento eléctrico que puede ser medido en una NSO. Adicionalmente, nidmeros
reducidos de canales abiertos al mismo tiempo son capaces de conducir suficiente corriente para
inducir la generacién de un potencial de accion.

Unido a esta ruta, existe un mecanismo de amplificaciéon adicional y Unico en las NSOs. Los iones
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de Ca“’ que estan entrando a través del canal CNG son capaces de activar otro canal iénico que

es permeable a iones cloruro, los cuales estan cargados negativamente (30) (Fig. 5). Los canales



de CI" neuronales normalmente median respuestas inhibitorias, ya que los iones CI" tienden a estar
distribuidos de tal manera que su concentracidn extracelular es mayor y por ello sélo tienen la
posibilidad de entrar a la célula a través de un canal abierto. Pero este no es el caso en las NSOs
las cuales mantienen una concentracidn intracelular inusualmente alta de CI’, presumiblemente por
la accion de una bomba de membrana, y en consecuencia hay un eflujo de CI' cuando estos
canales son activados. De esta manera se produce una carga positiva neta sobre la membrana
que despolariza aln mas a las células, aumentando asi la magnitud de la respuesta excitatoria.
Esta es una adaptacion bien importante pues los cilios olfatorios residen en el moco donde las
concentraciones de iones no estan tan bien reguladas como en los compartimentos intersticiales
normales.(41) Asi que las NSOs mantienen su propia bateria de CI" , en caso de que el gradiente
de Na’ en el moco no sea suficiente para superar la corriente umbral, y esta bateria almacenada
de iones cloruro es usada para incrementar la respuesta.

Los iones de calcio que entran a través de los canales CNG también son importantes en la
respuesta de adaptacion del sistema, mediante una ruta de retroalimentacién negativa que
involucra al canal i6nico.(35) A medida que el ca’* intracelular incrementa durante la respuesta
olfatoria, el calcio acomplejado con calmodulina (14) u otra proteina enlazadora de calcio (CaBP)
actia sobre el canal, modulandolo y causando un decrecimiento en su sensibilidad al cAMP,
requiriéndose asi un estimulo de olor mas fuerte para producir suficiente cCAMP para abrir el canal
(Fig. 5). Una variedad de proteinas enlazadoras de Ca** que incluyen calmodulina, calretinina,
calbindina-D28k, neurocalcina, recoverina, p26olf y la proteina parecida a visinina (VILIP) han sido
identificadas en las NSOs.(2) Sin embargo, con excepcion de calmodulina, ain no esta claro si
alguna de las otras moléculas interactda con los canales CNG.

Este es solamente uno de los diversos mecanismos que las NSOs utilizan para ajustar su
sensibilidad.(82) Otros mecanismos incluyen la proteina quinasa Il dependiente de ca”
/calmodulina (CaMK), la cual fosforila y atenla la actividad de la ACIIl (75); una proteina
reguladora de la sefializacion de la proteina G (RGS2), la cual aparentemente actta sobre la ACIII
inhibiendo su actividad (72); la proteina enlazadora de Cca®* VILIP, la cual también modula
negativamente a la ACIII (6); proteinas quinasas, como la proteina quinasa del receptor olfatorio
(ORK) (15) y la proteina quinasa dependiente de cAMP (PKA) (7), las cuales fosforilan a los
receptores y los desensibilizan; y una fosfodiesterasa de cAMP (PDE) activada por ca*
/calmodulina (9), la cual cataliza la hidrdlisis del nucleétido ciclico a AMP, ayudando asi a la
terminacion de la sefal (Fig. 5). Ademas, se ha descrito la presencia de una fosfatasa 2A la cual
también parece regular la respuesta de los cilios olfatorios.(32)

Mientras ciertos olores, como la citralva, promueven la produccion de cAMP, otros olores, como la
pirazina, inducen la elevacion en la concentracion de un mensajero secundario diferente, el inositol
1,4,5trisfosfato (IP3). (8-62)

Subtipos particulares de proteinas G

Adicionalmente, Schandar et al. (66) identificaron subtipos particulares de proteinas G que fueron
activados cuando cilios olfatorios aislados fueron estimulados por olores quimicamente distintos.
Estos resultados indicaron que diferentes olores disparan selectivamente cascadas de reacciones
disimiles y proveen evidencias de la existencia de otras rutas de transduccién en la sefalizacién



olfatoria que producen la formacién de IP3. Aunque el proceso general es similar al descrito arriba
para el cAMP, quimicamente es muy diferente. Otra categoria de proteinas G (Gg, Gi/o) esta
involucrada en la activacion de isoformas tipo 3 de la enzima fosfolipasa C (PLC) enlazada a la
membrana, a través de sus subunidades a o complejos R?. La PLC hidroliza al lipido
fosfatidilinosito I-4,5-bisfosfato (PIP,) en la membrana plasmatica, produciendo IP3 y diacilglicerol
(DAG). Tanto IP3; como DAG pueden actuar directa o indirectamente sobre los canales idnicos,
generando en consecuencia un potencial de accién en la célula receptora. Adicionalmente, IP3y
DAG pueden alterar los niveles intracelulares de calcio. Asi parece que ambas rutas, la del cAMP y
la del IP3/DAG pueden coexistir en la misma NSO y pueden ser activadas por diferentes olores
operando como dos cascadas de sefalizacion alternativas. Estos mensajeros secundarios hasta
podrian tener efectos antagonicos, pues una elevacion en los niveles de calcio podria activar los
canales de K' dependientes de ca” presentes en las NSOs los cuales podrian hiperpolarizar la
célula y hacer mas lento o terminar el proceso de sefalizacién. La cascada del IP; es regulada
negativamente por la proteina quinasa C (PKC) (7), de la misma manera como la ruta de
sefalizacion via cAMP es atenuada por fosforilacion por la PKA.

Suplementariamente a la desensibilizacién de los ORs por fosforilacién, la terminacion de la sefial
olfativa parece estar relacionada a una serie de enzimas de biotransformacion que procesan las
moléculas olorosas. Los estudios extensivos de destoxificacion realizados con muestras de higado
de vertebrados han provisto de un marco de referencia para el estudio de los mecanismos de
destoxificacién en otros sistemas. La destoxificacion ocurre por lo general en dos fases
denominadas | y Il. En la fase I, el compuesto inicial es transformado en una especie mas reactiva.
Varias transformaciones quimicas estan involucradas en esta fase, las cuales incluyen reacciones
de oxido-reduccion catalizadas por enzimas de la superfamilia de los citocromos P450 (22) y
miembros de la familia de las deshidrogenasas/reductasas de cadena corta (SDR) (44). Las
reacciones de la fase Il consisten en la adicion, ya sea a uno de los productos provenientes de una
de las reacciones de la fase | o directamente a los reactivos toxicos, de un grupo altamente polar
como el UDP-glucuronosil (reaccion catalizada por las UDP -glucuronosiltransferasas) (10) o
glutatién (reaccion catalizada por las glutation S-transferasas) (71). Los productos resultantes de
las reacciones de la fase Il son hidrofilicos, por lo que ya no pueden atravesar las membranas y
tienen que ser eliminados por secrecidn. En el epitelio olfatorio de los vertebrados se expresan
varias enzimas biodegradativas en grandes cantidades, lo cual resulta l6gico dado que dicho
epitelio estd constantemente expuesto a una variedad de compuestos xenobidticos como los olores
y los compuestos toxicos presentes en el aire. Entre las enzimas de biotransformacion especificas
del epitelio olfatorio se han identificado el citocromo P-4500lf1, la UDP-glucuronosiltransferasa
olfatoria [UGT(olf)] y la gluatién S-transferasa olfatoria (GST) (36-37;16;5). Dado que estas
enzimas son capaces de actuar sobre pequefios compuestos hidrofébicos, ellas posiblemente
cumplen un papel importante en el metabolismo de los olores. Estas biotransformaciones
producirian olores con propiedades mas hidrofilicas, lo que facilitaria su eliminacion mediante el
flujo del moco o a través de la corriente sanguinea. Por ello, las enzimas de biodegradacion
mencionadas parecen jugar un rol primordial en el proceso del olfato, especificamente en la
terminacion rapida de la sefial iniciada por los olores. Adicionalmente, tienen una funcién
importante en la proteccion del neuroepitelio sensorial contra los compuestos toxicos disueltos en
el aire.



La cascada de transducciéon por cAMP en el sistema olfatorio parece estar modulada por otro
nucledtido ciclico que también sirve de mensajero secundario en otros mecanismos de
sefializacién, el GMP ciclico (cGMP). Los olores praducen una elevacion tardia y sostenida en la
concentracion de cGMP (32), la cual es causada, al menos parcialmente, por la activacion de
guanilil ciclasas localizadas en los cilios de las NSOs, como consecuencia de la accion de calcio y
de una proteina activadora de la guanilil ciclasa (GCAP) (51) El cGMP asi formado sirve para
aumentar la sefal del cAMP mediante la activacion de la ACIIl via fosforilacion por una proteina
quinasa dependiente de cGMP (PKG). Sin embargo, existe cierta controversia en este respecto, ya
que hay reportes mostrando efectos inhibitorios del cGMP sobre la sefial del cAMP, los cuales
también parecen estar gobernados por la PKG (33). El cAMP a su vez regula negativamente a las
guanilil ciclasas via la PKA, limitando asi la sefial producida por el cGMP. Ademas, se conoce que
los canales CNG olfatorios no sélo son abiertos por cAMP, sino que también pueden ser abiertos
por cGMP, asi que el incremento en la concentracion de cGMP podria jugar un papel importante en
la amplificacion de la respuesta olfatoria.

Papel del 6xido nitrico y monéxido de carbono

El 6xido nitrico (NO) y el mondxido de carbono (CO) también parecen jugar roles fundamentales en
el sistema olfatorio. El NO ha sido implicado en la plasticidad sinaptica en otras regiones del
cerebro como resultado de su modulacién de los niveles de cGMP. En ovejas, la enzima sintetasa
del 6xido nitrico se expresa tanto en las células mitrales como en las células granulares, mientras
que la guanilil ciclasa, responsable de la formacion de cGMP por estimulacion de NO, se expresa
solamente en las células mitrales. Por lo tanto, el NO parece actuar como un mensajero intracelular
liberado de las células mitrales y granulares, para potenciar la liberacién de glutamato de las
células mitrales como consecuencia de su modulacion de la concentracion de cGMP. Kendrick et
al. (28) han propuesto que los cambios que se producen en el circuito funcional del bulbo olfatorio
motivan la formacién de memorias olfatorias. Esto es consistente con el reporte de Okere et al.
(54), quienes demostraron que la administracion exdgena de NO al bulbo olfatorio accesorio de
ratones hembras, cuyas actividades sinapticas habian sido modificadas por feromonas luego de
mantener relaciones sexuales, podian inducir una memoria olfatoria feromona-especifica sin tener
relaciones sexuales. Adicionalmente, otros datos sugieren una funcion prominente del NO en el
establecimiento de conexiones dentro de las NSOs que se estan regenerando y diferenciando.(63)

Igualmente, el CO puede servir como un mensajero neuronal gaseoso relacionado a la produccion
de cGMP, sugiriéndose su participacion en el proceso de diferenciacion de las NSOs.(26) También
se ha encontrado que las sefiales de CO/cGMP endégenas contribuyen a la adaptacién olfatoria y
tienen que ver con el control entre ganancia y sensibilidad en el proceso de transduccion
olfatorio.(82) Estos resultados ofrecen un mecanismo por medio del cual un estimulo simple y corto
producido por un olor puede traducirse en cambios intracelulares duraderos que podrian jugar un
papel importante en la adaptacion a la percepcién de los olores.

La interpretacion de los olores ocurre por un proceso combinatorio

¢,Como puede la nariz interpretar la infinidad de diferentes olores?. Parece que el sentido del olfato
en mamiferos esta basado en una aproximacién combinatoria para reconocer y procesar los olores.
En vez de dedicar un OR especifico a un olor especifico, el sistema olfatorio utiliza un “alfabeto” de



ORs para crear una respuesta de olor especifica dentro de las neuronas del cerebro. El sistema
olfatorio aparentemente utiliza combinaciones de ORs para asi reducir considerablemente el
numero de tipos de ORs que se requieren para transmitir el amplio rango de olores existentes.

En un estudio reportado por Malnic et al. (42), NSOs individuales de ratén fueron expuestas a un
rango de diferentes olores. Utilizando representaciones por imagenes de calcio, se pudieron
detectar las células nerviosas que habian sido estimuladas por un olor particular. De esta manera
se pudo demostrar que un OR individual puede reconocer mdltiples olores, que un olor simple
puede ser reconocido por multiples ORs, y que diferentes olores son reconocidos por diferentes
combinaciones de ORs. Estos resultados indican que el sistema olfatorio emplea un esquema de
codificacion combinatoria para codificar las identidades de los olores y explican como sélo
alrededor de mil ORs pueden detectar y describir muchos miles de olores diferentes. Malnic et al.
(42) también demostraron que dteraciones muy sutiles en la estructura quimica de los olores, o un
cambio en su concentracidon, pueden activar diferentes combinaciones de ORs. Por ejemplo, el
octanol huele a naranjas, mientras que el acido octanoico, que es un compuesto quimicamente
muy similar, huele a sudor. Similarmente, el indol en grandes cantidades huele a podrido, mientras
que trazas del mismo reactivo huele a flores.

Feromonas y el sistema vomeronasal

En muchos mamiferos hay un sistema olfatorio accesorio localizado en un érgano con estructura
tubular denominado el 6rgano vomeronasal o VNO, el cual se encuentra separado y es
independiente del epitelio olfatorio principal @9; 46). EL VNO ha sido identificado mediante el
estudio de la accién de las feromonas que son moléculas producidas y emitidas por otros
miembros de la misma especie. Las feromonas han sido implicadas en fenémenos de
apareamiento, amamantamiento, cortejo y otros comportamientos, y se cree que interactdan con el
sistema endocrino a través del VNO.

Dos familias adicionales de GPCRs, no relacionadas a la familia de los ORs y conocidas como
receptores vomeronasales (VR), han sido identificadas en el VNO. Llamativamente, ellas se
expresan de forma diferencial en dos poblaciones separadas de neuronas sensoriales
vomeronasales (NSVs) (18; 45; 64; 24). Ademas, las NSVs localizadas en la porcion mas apical del
epitelio expresan proteinas G del tipo Gi, mientras que aquellas en la porcion basal son positivas
para Go @7). Aunque no hay evidencias de que estas proteinas G estan involucradas en la
transduccion de la sefial, las dos familias de receptores estén distribuidas en precisa coincidencia
con ellas B1). Asi, las neuronas positivas para Gi expresan receptores de la familia V1R, mientras
que los receptores V2R son expresados en células positivas para Go. El nimero de V1R es de
aproximadamente 150 y pertenecen al mismo tipo de GPCRs que los ORs, o sea, tienen N
terminales extracelulares cortos. Los V2R son similares a los receptores metabotropicos de
glutamato en el sentido de que tienen NHerminales extracelulares largos los cuales se cree que
estan involucrados en el enlazamiento del ligando. Se ha estimado que también existen alrededor
de 150 V2Rs en los ratones, los cuales estan arreglados en varias subfamilias (7; 55). La
organizacion del sistema vomeronasal es algo diferente que la del epitelio olfatorio principal puesto
que al menos algunas NSVs pueden expresar mas de un tipo de receptor (43). Las NSVs
proyectan sus axones a una region caudal del bulbo olfatorio conocida como bulbo olfatorio
accesorio, pero los axones de las NSVs no convergen en glomérulos simples como en el bulbo



principal 60; 4). En el bulbo olfatorio accesorio, las neuronas sensoriales que expresan el mismo
V1R convergen sobre el mismo glomérulo, pero hasta 10-30 glomérulos reciben la sefal de
entrada de un solo receptor (opuesto a 1-3 en el bulbo olfatorio principal).

Con la excepcién de un pseudogen, ninguno de los VRs parece ser expresado diferencialmente en
machos y hembras, indicando que las respuestas sexualmente divergentes a las feromonas son un
resultado de funciones cerebrales a niveles mas altos del cerebro, y que ambos sexos pueden
detectar todas las feromonas. Légicamente debe ser importante para una hembra saber que hay
otra hembra en el area, aunque su respuesta hacia ella sea diferente de la que tendria hacia un
macho.

El mecanismo de transduccién de la sefial en las NSVs adn no se conoce muy bien. Ciertas
evidencias fisiol6gicas y bioquimicas han implicado a una actividad PLC y a la ruta de los
fosfoinositidos en dicho proceso de sefializacion (31; 25; 39). La mencionada ruta lipidica
posiblemente incluye al IP3, el DAG, la liberacién de ca”, y quizas la apertura de un canal de ca®
parecido al receptor de potencial transiente (TRP) identificado en el proceso visual de Drosophila
(23). La mayor dificultad para obtener evidencias concluyentes reside en la carencia de estimulos
bien caracterizados, ya que las feromonas son componentes minoritarios presentes en los fluidos
excretados, como la orina y el sudor, y por ello son dificiles de identificar, purificar y obtener en
suficiente cantidad.

¢Son los humanos sensibles a las feromonas? En los humanos, se conoce que el VNO esta
presente en los fetos y que desaparece antes del nacimiento. Aunque la mayoria de los
investigadores del area piensan que esto es improbable, existen algunos reportes aludiendo su
existencia en adultos. Savic et al. (65) mostraron que el suministro a mujeres de olores
quimicamente similares a andrégenos produjo wa activacion a nivel del hipotdlamo, con el centro
de gravedad en los ndcleos preopticos y ventromediales. En contraste, cuando se les
proporcionaron olores parecidos a estrégenos a hombres, estos también activaron el hipotalamo
pero con el centro de gravedad en los nlcleos paraventriculares y dorsomediales. Esta activacion
hipotaldmica dependiente del sexo sugiere un substrato fisiolégico potencial para una respuesta de
comportamiento sexual diferenciada en humanos. En el genoma humano todos los miembros de la
familia de VR son pseudogenes, con una excepcion. Rodriguez et al. (61) demostré que el genoma
humano contiene un gen V1R intacto, que presenta una gran homologia con una familia de
receptores de feromonas de ratdon. Aunque el gen V1R fue recuperado ¢ 11 individuos con
diversos origenes étnicos, aln no se conoce cual es el ligando para dicho receptor ni dénde es
expresado.
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Anatomia del sistema olfatorio en humanos

Region Olfatoria

Figura 1.a
Localizacién de la regidn olfatoria
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Figura 1.b

Ampliacién de la regién olfatoria mostrando las proyecciones axonales
desde el epitelio olfatorio hasta el bulbo olfatorio principal.as



Diagrama resumiendo el cableado en el bulbo olfatorio principal

R

hacia la corteza olfatoria

Figura 2

Cada neurona sensorial olfatoria (NSO} expresa sélo uno de los ~1000 genes

que codifican para los ORs, vy los axones de todas las células expresando ese OR
particular convergen sobre une o pocos glomérulos(GL) localizados en el bulbo
olfatorio. Las NSOs y los glomérulos coloreados (de anaranjado o azul) representa
organizacion sinaptica basica causada por dos tipos diferentes de ORs. M, celulas
mitrales; T, células con penachos; Gr, células granulares; PG, células
periglomerulares.sa



Receptores de olores

Extracelular

Figura 3.a

Estructura de un OR con los siete dominios helicoidales
transmembranales. Los extremos N-terminal extracelular
y C-terminal intracelular son relativamente cortos, 49
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Figura 3.b
Diagrama de la region hipervariable de los ORs, constituida

por 17 aminoacidos localizados en los segmentos transmembranales
3, 4 ¥ 5 que muestran una alta divergencia de secuencia. 58



Patrones de conectividad axonal entre el epitelio olfatorio vy
el bulbo olfatorio principal
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Figura 4

El Epitelio olfatorio de ratén puede ser subdividido en cuatro zonas con
igual superficie de area (zonas I-IV), definidas por la expresion de los
ORs. Un gen OR especifico es expresado solamente en las NSOs cuyos
cuerpos celulares estan restringidos a una zona particular. Las NSOs
localizadas en una zona determinada del epitelio se proyectan sobre los
glomérulos situados en la zona correspondiente del bulbo olfatorio principal
(zonas I-IV). Los axones de las NSOs expresando el mismo tipo de OR
(rojo o azul oscuro) convergen sobre uno o pocos glomérulos definidos.
NSO, neurona sensorial olfatoria; AOB, bulbo olfatorio accesorio. 49, 53



Cilios

Figura 5
La cascada de transduccion olfatoria mediada por cAMP. Las
abreviaturas empleadas se describen en el texto.38
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