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Resumen 

La línea lateral es un sistema sensorial que permite a peces y anfibios obtener información 

hidrodinámica del ambiente. En el pez cebra, este sistema es crucial para una amplia 

variedad de comportamientos, tales como el nado en cardumen, la evasión de predadores 

y la captura de presas. La línea lateral está formada por tres componentes principales: 

neuromastos, compuestos por células ciliadas y células de soporte, que constituyen la 

unidad sensorial funcional y son los órganos encargados del proceso de 

mecanotransducción; neuronas aferentes, que transmiten la información sensorial desde las 

células ciliadas hacia áreas centrales y neuronas eferentes, que proyectan desde áreas 

centrales hacia la periferia para modular la transducción sensorial. En particular, las 

neuronas eferentes colinérgicas conforman un sistema inhibitorio.  

En otras especies se ha demostrado que la actividad inhibitoria del sistema eferente 

colinérgico está mediada por un receptor colinérgico nicotínico (nAChR) del tipo α9α10 

acoplado a un canal de K+ activado por Ca2+ del tipo SK2. Este tipo de nAChRs poseen 

características biofísicas y farmacológicas peculiares, con diferencias entre especies dadas 

por cambios en sus secuencias codificantes. En este trabajo demostramos que, en un 

sistema heterólogo (oocitos de Xenopus laevis), las subunidades α9 y α10 de pez cebra 

pueden formar receptores funcionales tanto homoméricos α9 como heteroméricos α9α10, 

pero no homoméricos α10. Estos receptores poseen una marcada desensibilización y una 

gran contribución de la corriente de Ca 2+ a la corriente iónica total pero, a diferencia de lo 

que sucede en otras especies, las respuestas generadas por la ACh no son moduladas por 

el Ca2+ extracelular. Además, mediante un análisis sobre estudios de expresión génica, 

observamos que tanto chrna9, el gen que codifica para la subunidad α9, como los genes 

que codifican para los canales SK1a y SK2 están enriquecidos en las células ciliadas del 

pez cebra. 

Para poder evaluar si estos mismos receptores participan en la sinapsis eferente colinérgica 

de la línea lateral posterior del pez cebra, realizamos experimentos de imaging de Ca2+ in 

vivo en larvas enteras mientras estimulamos mecánicamente a las células ciliadas de los 

neuromastos. Pudimos comprobar que la aplicación de ACh genera una inhibición en la 
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entrada de Ca2+ que se da como consecuencia final de la activación mecánica y 

consecuente despolarización de las células ciliadas. Más aun, esta inhibición es bloqueada 

tanto por α-bungarotoxina, bloqueante específico de los nAChRs α9 de pez cebra, como por 

apamina, bloqueante de los canales SK2. 

En conjunto, nuestros resultados apoyan la hipótesis de que la sinapsis eferente colinérgica 

de la línea lateral posterior del pez cebra está mediada por un nAChR homomérico 

compuesto por la subunidad α9. Más aún, la entrada de Ca2+a través de estos receptores 

activa canales cercanos del tipo SK2, lo cual finalmente lleva a una hiperpolarización de las 

células ciliadas. 
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RESUMEN 

La línea lateral es un sistema sensorial que permite a peces y anfibios obtener 

información hidrodinámica del ambiente. En el pez cebra, este sistema es crucial 

para una amplia variedad de comportamientos, tales como el nado en cardumen, 

la evasión de predadores y la captura de presas. La línea lateral está formada 

por tres componentes principales: neuromastos, compuestos por células ciliadas 

y células de soporte, que constituyen la unidad sensorial funcional y son los 

órganos encargados del proceso de mecanotransducción; neuronas aferentes, 

que transmiten la información sensorial desde las células ciliadas hacia áreas 

centrales y neuronas eferentes, que proyectan desde áreas centrales hacia la 

periferia para modular la transducción sensorial. En particular, las neuronas 

eferentes colinérgicas conforman un sistema inhibitorio.  

En otras especies se ha demostrado que la actividad inhibitoria del sistema 

eferente colinérgico está mediada por un receptor colinérgico nicotínico (nAChR) 

del tipo α9α10 acoplado a un canal de K+ activado por Ca2+ del tipo SK2. Este 

tipo de nAChRs poseen características biofísicas y farmacológicas peculiares, 

con diferencias entre especies dadas por cambios en sus secuencias 

codificantes. En este trabajo demostramos que, en un sistema heterólogo 

(oocitos de Xenopus laevis), las subunidades α9 y α10 de pez cebra pueden 

formar receptores funcionales tanto homoméricos α9 como heteroméricos 

α9α10, pero no homoméricos α10. Estos receptores poseen una marcada 

desensibilización y una gran contribución de la corriente de Ca2+ a la corriente 

iónica total pero, a diferencia de lo que sucede en otras especies, las respuestas 

generadas por la ACh no son moduladas por el Ca2+ extracelular. Además, 

mediante un análisis sobre estudios de expresión génica, observamos que tanto 

chrna9, el gen que codifica para la subunidad α9, como los genes que codifican 

para los canales SK1a y SK2 están enriquecidos en las células ciliadas del pez 

cebra. 

Para poder evaluar si estos mismos receptores participan en la sinapsis eferente 

colinérgica de la línea lateral posterior del pez cebra, realizamos experimentos 

de imaging de Ca2+ in vivo en larvas enteras mientras estimulamos 
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mecánicamente a las células ciliadas de los neuromastos. Pudimos comprobar 

que la aplicación de ACh genera una inhibición en la entrada de Ca2+ que se da 

como consecuencia final de la activación mecánica y consecuente 

despolarización de las células ciliadas. Mas aun, esta inhibición es bloqueada 

tanto por α-bungarotoxina, bloqueante específico de los nAChRs α9 de pez 

cebra, como por apamina, bloqueante de los canales SK2. 

En conjunto, nuestros resultados apoyan la hipótesis de que la sinapsis eferente 

colinérgica de la línea lateral posterior del pez cebra está mediada por un nAChR 

homomérico compuesto por la subunidad α9. Más aún, la entrada de Ca2+ a 

través de estos receptores activa canales cercanos del tipo SK2, lo cual 

finalmente lleva a una hiperpolarización de las células ciliadas. 
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ABREVIATURAS 

5-HT3: receptores de 5-hidroxitriptamina de tipo 3 

ɑ-Btx: ɑ-Bungarotoxina 

α-Ctx: α-Conotoxina Vc1.1 

ACh: Acetilcolina 

Apa: apamina 

C: Cys, cisteína 
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CCEs: Células ciliadas externas 
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INTRODUCCIÓN 

La línea lateral 

La línea lateral (LL) es un sistema sensorial que permite a peces y anfibios 

obtener información hidrodinámica del ambiente. Este sistema es crucial para 

una amplia variedad de comportamientos, tales como el nado en cardumen, la 

evasión de obstáculos y predadores, la captura de presas y la reotaxis 

(Bleckmann and Zelick, 2009; McHenry et al., 2009; Oteiza et al., 2017; Partridge 

and Pitcher, 1980; Suli et al., 2012). La línea lateral está formada por tres 

componentes principales: 1. neuromastos (NM), que constituyen la unidad 

sensorial funcional y son los órganos encargados del proceso de transducción 

mecánica de los movimientos del agua; 2. neuronas aferentes, que transmiten la 

información sensorial desde la periferia hacia áreas centrales y 3. neuronas 

eferentes, que proyectan desde áreas centrales hacia la periferia para modular 

la transducción sensorial (Figura 1). La representación a nivel central de la 

información generada por el flujo hidrodinámico depende de la posición, 

orientación e inervación de los neuromastos individuales que se encuentran 

distribuidos a lo largo de todo el cuerpo del pez (Figura 1). A grandes rasgos, se 

puede dividir al sistema en dos: la línea lateral anterior (lla), formada por los 

neuromastos craneales, y la línea lateral posterior (llp), formada por los 

neuromastos del tronco (Metcalfe, 1989; Raible and Kruse, 2000). En Danio rerio 

(pez cebra), a los 7 días después de la fertilización (dpf), la llp está formada por 

14 neuromastos: 8 primarios y 6 secundarios (Kimmel et al., 1995; Metcalfe et 

al., 1985; Pujol-Martí and López-Schier, 2013; Sarrazin et al., 2010). Los 

neuromastos primarios son sensibles a las deflexiones en el eje antero-posterior 

del pez (neuromastos paralelos), mientras que los secundarios son sensibles a 

las deflexiones dorso-ventrales (neuromastos perpendiculares), a excepción del 

primer neuromasto secundario derivado del primordio primD, que también es 

paralelo (López-Schier et al., 2004). 
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Neuromastos 

Las unidades funcionales de la línea lateral son los neuromastos. Estos órganos 

están distribuidos a lo largo de la superficie del pez y cada uno está compuesto 

por células de soporte, células del manto y células ciliadas (CCs). Estas últimas 

están encargadas de realizar la transducción de las señales mecánicas 

producidas por el movimiento del agua en señales eléctricas. Al igual que en los 

sistemas auditivo y vestibular, el contexto anatómico de las células ciliadas 

Figura 1 | Vista esquemática de la línea lateral posterior del pez cebra y los neuromastos 
que la conforman. 

A. Imagen de una larva de pez cebra con los neuromastos marcados con DASPEI. Se observan 

tanto los neuromastos de la lla, ubicados en la cabeza, como aquellos pertenecientes a la llp, 

ubicados en el tronco y la cola (adaptado de Whitfield et al., 1996) B. A los 7 dpf, la línea lateral 

posterior de la larva de pez cebra está compuesta por 14 neuromastos de cada lado (puntos 

rojos). Cada neuromasto está inervado por al menos dos neuronas aferentes (verde) y una fibra 

eferente (roja). Adaptado de Pichler and Lagnado 2020. C. Diagrama esquemático de una 

sección transversal de un neuromasto donde se pueden observar las diferentes estructuras, tipos 

celulares e inervaciones. Adaptado de Ma, Raible 2009. 
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determina la propiedad física que va a ser transducida. En el sistema vestibular, 

por ejemplo, la inercia de los otolitos, posicionados sobre un epitelio formado por 

células ciliadas proporciona la sensación de aceleración lineal. En el sistema 

auditivo, a través de una serie de mecanismos complejos del oído interno, la 

vibración del tímpano es transmitida por el oído medio a la endolinfa, el líquido 

que baña la superficie apical de las células ciliadas y estos cambios de presión 

del fluido provocan el movimiento de los estereocilios de las mismas (Figura 2). 

En la línea lateral, los grupos de cilios apicales de las CCs están insertos dentro 

de una estructura gelatinosa denominada cúpula (Figura 2) y la disposición 

espacial de los mismos permite que cada neuromasto sea sensible a la 

estimulación mecánica en direcciones opuestas a lo largo de un único eje (Figura 

2). 

  

 

Figura 2 | Diferentes órganos sensoriales presentan diferentes estructuras que generan 
la estimulación de las células ciliadas. 

En la cóclea de mamíferos, las ondas de presión aérea (sonido) se transmiten a través de un 

medio líquido y generan el movimiento de los cilios de las células ciliadas internas. Las 

propiedades estructurales de la membrana basilar (sobre la cual se posa el órgano de Corti) y 

la membrana tectorial (en la cual se encuentran embebidos los haces ciliares de las células 

ciliadas externas) permiten una sintonización macromecánica (Dallos et al., 1996) y 

micromecánica (Hudspeth et al., 1989), respectivamente. En el sáculo o el utrículo, la orientación 

y la aceleración traslacional de la cabeza producen el movimiento de pequeños cristales de 

carbonato cálcico denominados otolitos que, a su vez, se traduce en el movimiento de la 

membrana otolítica, lo cual genera el desplazamiento de los haces ciliares de las células ciliadas 

y su consiguiente activación. En los neuromastos el movimiento del agua genera el 

desplazamiento de la cúpula, lo que a su vez lleva al movimiento de los haces ciliares de las CC. 

Adaptado de Maoiléidigh y Ricci, 2019. 



12 
 

Hay dos aspectos de los neuromastos que son, en particular, cruciales para la 

funcionalidad de la línea lateral. El primero es la organización anatómica 

altamente ordenada de las células ciliadas con respecto a su polaridad 

intrínseca, que restringe la sensibilidad global del neuromasto a un solo eje (con 

dos orientaciones posibles). El segundo, es la presencia de la cúpula, que 

restringe mecánicamente a los haces ciliares (en particular al cinocilio, superior 

en tamaño al resto), de tal manera que todas las CCs individuales de los 

neuromastos estén sometidas exactamente al mismo estímulo. La cúpula, a su 

vez, también constituye un filtro mecánico que modula la información que el 

sistema sensorial recibe (Figura 1). 

En los peces adultos existen dos tipos de NM, los neuromastos de canal que se 

encuentran insertos en canales óseos debajo de las escamas del pez, están 

compuestos por cientos de células ciliadas y son sensibles a la aceleración del 

flujo (van Netten, 2006). Por su parte, los neuromastos superficiales se 

encuentran, como su nombre lo indica, en la superficie del animal expuestos 

directamente al entorno y son sensibles a la velocidad del flujo (McHenry and 

van Netten, 2007). En su estado larval, el pez cebra posee únicamente NM 

superficiales (Ghysen and Dambly-Chaudiere, 2007). 

Cada neuromasto superficial está compuesto por entre 10 y 20 CCs rodeadas 

por alrededor de 30 células de soporte (López-Schier and Hudspeth, 2006). Las 

CCs dentro de un mismo neuromasto pueden ser divididas en dos poblaciones 

que se orientan de manera opuesta según su polaridad funcional (Flock and 

Wersall, 1962; Kindt et al., 2012). Las células ciliadas “hermanas” (con polaridad 

opuesta) se generan a partir de la proliferación mitótica de las células de soporte 

(López-Schier and Hudspeth, 2006). El resultado de este proceso es que ambas 

poblaciones de CCs poseen el mismo número de células. Esto es llamativo ya 

que las CCs del pez son capaces de regenerarse a lo largo de la vida e integrarse 

apropiadamente al neuromasto (López-Schier et al., 2004; Pinto-Teixeira et al., 

2015). Este tipo de organización no solo retiene la polaridad intrínseca de cada 

CC en el neuromasto, sino que también genera una sensibilidad bidireccional a 

lo largo de un eje único. Consecuentemente, la deflexión de la cúpula a lo largo 

del eje de sensibilidad del NM en una dirección activa la mitad de las CCs e 

inhibe, aunque a un nivel mucho menor, a la otra mitad y viceversa (Figura 3). 
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Estas dos poblaciones de células ciliadas son inervadas específicamente por 

diferentes neuronas aferentes. De esta forma se mantienen los dos “canales” de 

sensibilidad direccional opuesta (Faucherre et al., 2009). Como resultado de esta 

inervación selectiva y, debido al hecho de que las CCs liberan glutamato durante 

el reposo (Trapani and Nicolson, 2011), cualquier deflexión de la cúpula a lo largo 

de su eje de sensibilidad, lleva a un aumento en la tasa de disparo en una 

neurona aferente y a la disminución de la tasa de disparo en la otra (Figura 3). 

 

Figura 3 | Polarización funcional de los neuromastos. 

A. La polarización funcional de los neuromastos es el resultado del arreglo paralelo, pero 

opuesto de las células ciliadas que lo constituyen. B. Todos los haces ciliares de las CCs están 

contenidos en la cúpula gelatinosa (roja) que proyecta ~20-50 μm hacia los alrededores del 

pez. Las CCs poseen cinocilios largos que se extienden aproximadamente hasta la mitad de la 

cúpula (líneas negras) y que transmiten la deflexión de la cúpula hacia los estereocilios (mucho 

más cortos). Las dos poblaciones de células ciliadas están inervadas específicamente por al 

menos dos neuronas aferentes (naranja y violeta). De esta manera la deflexión de la cúpula a 

lo largo de su eje de sensibilidad está codificado por dos canales diferentes. Durante el reposo, 

todas las fibras aferentes disparan de manera espontánea a una tasa entre 10 y 50 Hz (Levi et 

al., 2014; Lv et al., 2016; Trapani & Nicolson 2011). C. y D. con la deflexión de la cúpula, la 

mitad de las células se despolarizan y esto induce un aumento en la tasa de disparo de las 

neuronas aferentes que las inervan (naranja en C). La otra población de CCs se hiperpolariza 

por el mismo estímulo, lo cual lleva a una disminución en la tasa de disparo de la otra neurona 

aferente (violeta en C). Adaptado de Pichler, 2018. 
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Las células ciliadas y de soporte, a su vez, están rodeadas por células del manto 

(o células de cubierta) (Figura 1), que son las encargadas de producir la cúpula 

gelatinosa compuesta de glicosoaminoglicanos (McHenry and van Netten, 2007). 

Las cúpulas en los neuromastos del pez cebra tienen un radio promedio de entre 

10 y 15 µm y se extienden entre 20 y 50 µm hacia el agua circundante (Van 

Trump and McHenry, 2008). Un estímulo hidrodinámico, como puede ser una 

corriente uniforme o turbulencias debidas al acercamiento de un depredador, es 

filtrado considerablemente antes de inducir la deflexión de los cilios y disparar 

una respuesta. Los dos componentes mayoritarios de este filtrado son la capa 

de agua ubicada en la proximidad inmediata del animal y la interacción entre el 

flujo local y la mecánica propia de la cúpula. Las capas de agua previamente 

mencionadas se producen debido a las propiedades viscosas de los fluidos. A 

medida que el agua fluye a través de un objeto (o viceversa), existen fuerzas 

viscosas que enlentecen a la capa de agua que rodea inmediatamente al objeto, 

generando así un gradiente de velocidad entre aquella de “flujo libre” y las capas 

más cercanas al objeto. El ancho de esta capa depende de la velocidad del 

líquido y del tamaño del objeto que lo esté atravesando. En el caso de las larvas 

de pez cebra, se estima que los NM de superficie se encuentran dentro de esta 

capa. Al atenuar las frecuencias bajas, actúa como un filtro pasa-altos para las 

fuentes de estímulos oscilantes (Levi et al., 2014; Windsor and McHenry, 2009). 

El segundo componente que contribuye al filtrado del flujo es la interacción entre 

el flujo local (comprendido dentro de la capa de proximidad inmediata) y la cúpula 

misma. La cúpula posee una alta compliancia, el 80% de su rigidez puede ser 

atribuida a los cinocilios de las células ciliadas que se extienden 

aproximadamente 20 µM dentro de la cúpula (McHenry and van Netten, 2007). 

Por lo tanto, esta región de la cúpula puede ser modelada como una palanca 

rígida que pivota alrededor de su base (McHenry and van Netten, 2007). Los 

determinantes principales de la interacción entre la cúpula y el fluido son el 

tamaño de la primera y su rigidez (dada por el número de cinocilios). Estas 

interacciones atenúan los estímulos de bajas frecuencias y, en conjunto, estos 

dos componentes (la alta compliancia y el tamaño de la cúpula) generan un filtro 

pasa banda (McHenry et al., 2009). El tamaño de la cúpula en las larvas del pez 

cebra varía considerablemente entre NMs, lo que sugiere un alto nivel de 
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heterogeneidad en los perfiles de las respuestas de los mismo (Van Trump and 

McHenry, 2008).  

En resumen, los neuromastos, incluyendo sus cúpulas, generan el contexto 

anatómico para la mecanotransducción en la línea lateral. El arreglo en paralelo, 

pero de manera opuesta, de las CCs mantiene funcionalmente su polarización 

intrínseca y determina la sensibilidad direccional de toda la unidad receptora 

funcional. Mediante el acoplamiento de todos los cinocilios y la interacción con 

el ambiente hidrodinámico local, la cúpula constituye un filtro cuyas propiedades 

dan forma a la transformación de las velocidades locales del flujo en la deflexión 

angular de los haces ciliares. 

Células ciliadas 

Las células ciliadas constituyen la base celular de la mecanorrecepción a lo largo 

de diferentes sistemas en todos los vertebrados (Burighel et al., 2011). Estas 

células son las encargadas de transformar las deflexiones mecánicas en señales 

neuronales. Dependiendo del contexto anatómico en el cual se encuentran 

inmersas, estas deflexiones mecánicas pueden ser: el resultado de ondas de 

presión de aire en el sistema auditivo, fuerzas inerciales en el sistema vestibular 

o corrientes locales de agua en la línea lateral (Figura 2). La morfología y 

fisiología de las CCs varía entre los diferentes sistemas sensoriales, niveles 

organizacionales e, incluso, etapa del desarrollo. Sin embargo, su principio 

operacional básico siempre es el mismo. Todas las células ciliadas pueden ser 

caracterizadas por dos estructuras altamente especializadas: un haz de cilios en 

su región apical y la sinapsis en cinta en la región basal. Los primeros facilitan la 

transducción de los estímulos mecánicos en señales eléctricas graduadas, 

mientras que las segundas aseguran una liberación sostenida y temporalmente 

precisa de los neurotransmisores presentes en las vesículas sinápticas hacia las 

neuronas aferentes. 

Transducción mecanoeléctrica 

Los estereocilios que conforman el haz ciliar varían en número, tamaño y 

posición entre las CCs de los sistemas auditivo, vestibular y línea lateral, pero en 

todos los casos se organizan formando filas de altura creciente, produciendo una 

apariencia similar a una escalera. En las células vestibulares y aquellas 
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pertenecientes a la LL, existe además un cinocilio no móvil, junto al estereocilio 

más largo, conformado por el arreglo clásico 9 + 2 de microtúbulos (Furness and 

Hackney, 2006). El proceso de transducción mecanoeléctrica es el resultado 

directo de las propiedades morfológicas y mecánicas de los cilios de las CCs. 

Las células ciliadas de la LL de la larva del pez cebra, por ejemplo, contienen 

varias docenas de estereocilios, con los más altos midiendo alrededor de 5 µm, 

que se ordenan de manera hexagonal y un único cinocilio de aproximadamente 

30 µm de altura (Flock and Wersall, 1962; Kindt et al., 2012; Van Trump and 

McHenry, 2008). En contraste con el cinocilio, los estereocilios están 

compuestos de filamentos de actina fuertemente empaquetados y entrecruzados 

(Flock and Wersall, 1962; Kindt et al., 2012; Van Trump and McHenry, 2008). En 

la base, se organizan en forma de huso y forman una radícula, que se ancla a 

una red densa de actina llamada placa cuticular (Kitajiri et al., 2010). Debido a la 

existencia de múltiples enlaces entre los estereocilios y el, relativamente rígido, 

cinocilio (Goodyear et al., 2005; Goodyear and Richardson, 2003; Karavitaki and 

Corey, 2010; Kozlov et al., 2007; Nayak et al., 2007; Spoon and Grant, 2011), 

cualquier fuerza ejercida sobre el extremo del cinocilio conduce al pivoteo de 

todos los estereocilios sobre sus bases. Existen estructuras denominadas “tip 

links” que conectan la punta de los estereocilios al cuerpo de sus vecinos más 

altos (Pickles et al., 1984). Esta arquitectura asimétrica es la que genera la 

polarización funcional de las células ciliadas (Flock and Wersall, 1962) y, en 

consecuencia, de todo el neuromasto. Cuando el haz ciliar se deflecta hacia la 

posición del cinocilio, la tensión en los tip links genera la apertura de los canales 

de transducción electromecánica que llevan a una despolarización del potencial 

de membrana (Figura 4). 

Los componentes moleculares que conforman la maquinaria de 

mecanotransducción han sido ampliamente identificados, sin embargo todavía 

no se conocen a fondo todos los detalles del proceso (Fettiplace, 2017; Peng et 

al., 2011; Zhao and Müller, 2015). Los tip links están compuestos por dos 

homodímeros conectados, cadherina 23 y protocadherina 15, respectivamente 

(Kazmierczak et al., 2007). En su extremo superior, la cadherina 23 está 

asociada con filamentos de actina a través de la proteína motora miosina (las 

isoformas 1c, Holt et al., 2002, y 7a, Kros et al., 2002), lo que mantiene la tensión 
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del tip link durante el reposo y cumple un papel importante en la adaptación. En 

el extremo inferior del tip link, la protocadherina 15 está conectada a un gran 

complejo proteico, ubicado en la parte superior del estereocilio, que contiene el 

canal de transducción (Beurg et al., 2009; Hudspeth, 1982; Lumpkin and 

Hudspeth, 1995). El complejo del receptor mecanotransductor está formado por 

las proteínas TMIE, LHFPL4 y TMC1 y 2, siendo estas últimas las candidatas 

más probables para formar el poro en sí, aunque esto continúa siendo un tema 

en constante estudio (Corey and Holt, 2016; Wu and Müller, 2016). 

Independientemente de su identidad molecular, el canal de transducción 

mecanoeléctrica (TME) y sus corrientes iónicas asociadas han sido estudiadas 

en profundidad. Se ha determinado que se trata de un canal catiónico no 

selectivo (Beurg et al., 2006; Ohmori, 1985), con un tamaño de poro 

relativamente grande, lo que permite que incluso moléculas de gran tamaño, 

como el colorante de estirilo FM1-43, entren a través del mismo (Gale et al., 

2001). La corriente está dada predominantemente por el influjo de potasio (K+), 

sin embargo el influjo de calcio (Ca2+) cumple un rol central en la adaptación de 

las señales (Assad and Corey, 1992; Crawford et al., 1989; Eatock et al., 1987). 

El desplazamiento de los cilios y la consecuente tensión que esto genera en los 

tip links ejerce una fuerza de tracción mediante un mecanismo de apertura tipo 

“resorte” (Howard et al., 1989; Howard and Hudspeth, 1987). Debido a que la 

probabilidad de apertura del canal en reposo no es cero, deflexiones en la 

dirección “negativa”, es decir hacia los estereocilios más pequeños, puede 

incluso disminuir la probabilidad de apertura (Shepherd and Corey, 1994). La 

sensibilidad de las CCs, que se puede describir por el rango de trabajo de los 

procesos de transducción (la deflexión que cambia la probabilidad de apertura 

del 10 al 90%), varía entre  los 50 y varios cientos de nanómetros (Fettiplace and 

Kim, 2014) y depende no solo del tipo de célula ciliada sino también de los 

medios de estimulación (Vollrath and Eatock, 2003). La cinética de activación del 

canal TME es extremadamente rápida, en un rango inferior a los milisegundos 

(Corey and Hudspeth, 1983, 1979) y, por lo tanto, a veces resulta enmascarada 

por el filtrado mecánico que sucede durante la estimulación del haz ciliar. 

Una propiedad muy importante de la mecanotransducción eléctrica es la 

adaptación. Al igual que en otros sistemas sensoriales, este fenómeno modifica 
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el rango dinámico del sensor en respuesta a estímulos sostenidos y de esta 

manera se restablece la sensibilidad ante estimulaciones subsiguientes. La 

adaptación de la corriente del canal TME a una estimulación de tipo pulso 

cuadrado puede ser explicada por dos mecanismos diferentes. Se ha 

demostrado que ambos son dependientes de calcio (Corey and Holt, 2016; 

Vollrath and Eatock, 2003; Wu et al., 1999), pero ocurren en escalas temporales 

diferentes. La adaptación rápida, que opera en una escala temporal inferior a los 

milisegundos o en milisegundos, dependería del calcio actuando directamente 

en el canal TME (Kennedy et al., 2003). La adaptación lenta, en contraste, opera 

a una escala temporal de varias decenas de milisegundos y se debe a la 

relajación mecánica de los cilios (Howard and Hudspeth, 1987). 

El haz ciliar transforma los estímulos mecánicos en una deflexión angular 

acotada de los estereocilios. El estímulo se proyecta en un plano de polaridad 

morfológicamente definido, donde las deflexiones hacia el estereocilio más 

grande incrementan la probabilidad de apertura del canal TME y las deflexiones 

en la dirección opuesta la disminuyen. El resultado de este comportamiento es 

una relación sigmoidea entre las deflexiones y la corriente del canal TME, que 

puede ser modulada rápidamente de manera dependiente del calcio. El cambio 

gradual resultante en el potencial de membrana genera la exocitosis de vesículas 

llenas de glutamato en la base de las CCs, en una sinapsis sensorial 

especializada, la sinapsis en cinta, lo que facilita la transmisión de la información 

mecánica con alta fidelidad. 
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Figura 4 | La deflexión de los cilios provocada por el movimiento del agua genera la 
liberación de glutamato en la base de la CC. 

El movimiento del agua genera el movimiento de los estereocilios en el ápex, lo que induce la 

apertura de los canales de transducción mecanoeléctrica (TME) ubicados en sus extremos. 

Esta apertura permite la entrada de iones Ca2+ y K+ hacia la célula, generando un cambio en 

el potencial de reposo de la membrana de las células ciliadas. Esta despolarización lleva a la 

apertura de los canales de calcio voltaje-dependientes de tipo L en la región basal de la CC. El 

calcio entra a la célula a través de estos canales y, por lo tanto, la concentración intracelular 

de este ion aumenta. Como consecuencia final de este fenómeno se produce la liberación de 

glutamato de las vesículas sinápticas ubicadas en la sinapsis en cinta y la subsecuente 

estimulación de las neuronas aferentes. Adaptado de Koleiat et al., 2020. 
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Exocitosis en la sinapsis en cinta 

Las sinapsis en cinta son sinapsis altamente especializadas que están presentes 

en las células ciliadas, en las células fotorreceptoras y bipolares de la retina y en 

la glándula pineal (Matthews and Fuchs, 2010). Este tipo de sinapsis tienen, al 

menos, dos características fundamentales: por un lado, pueden liberar de 

manera tónica grandes cantidades de neurotransmisor para facilitar la 

transmisión continua de la información sensorial, y por otro lado, la exocitosis se 

da como resultado de cambios graduales en el potencial de membrana, a 

diferencia de lo que ocurre en las sinapsis canónicas donde la exocitosis es 

gatillada por potenciales de acción. 

La estructura morfológica por la cual estas sinapsis reciben su nombre y que, se 

cree, facilita la liberación continua y graduada de vesículas sinápticas, es el 

cuerpo sináptico. En los fotorreceptores y las células bipolares de la retina, el 

cuerpo sináptico presenta una forma alargada, mientras que en las células 

ciliadas posee una forma más redondeada. También es llamado “cuerpo denso”, 

ya que presenta una apariencia electrónica densa cuando se observa bajo un 

microscopio electrónico. En todos los casos, los cuerpos sinápticos se ubican 

directamente encima de la zona activa y están rodeados de un halo de vesículas 

glutamatérgicas. Dentro de las CCs, el número y tamaño de los cuerpos 

sinápticos varía entre los diferentes tipos de células (Nouvian et al., 2006). En la 

línea lateral del pez cebra, hay entre 2 y 5 cuerpos sinápticos por CC, con un 

diámetro promedio de 500 nm (Lv et al., 2016; Nicolson, 2015; Sheets, 2017). 

El componente estructural principal de los cuerpos sinápticos es la proteína 

ribeye, que constituye dos tercios de todas las proteínas que lo forman y es 

responsable de la apariencia eléctricamente densa (Schmitz et al., 2000; Zenisek 

et al., 2004). El cuerpo sináptico parecería estar anclado a la membrana 

presináptica mediante dos grandes proteínas de anclaje, piccolo y basoon (Dick 

et al., 2001; Khimich et al., 2005) y juega un papel crítico en la organización 

espacial de la maquinaria de exocitosis. En larvas de pez cebra, tanto la 

sobreexpresión como el knock-down de ribeye conducen a una menor 

agrupación de los canales de calcio en clusters (Sheets, 2017; Sheets et al., 

2011). Contrariamente a lo que podría esperarse, un knock out completo de 

ribeye conduce a la pérdida de la densidad electrónica y de la agrupación de 
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canales de calcio, pero no a una desagregación de las vesículas. Incluso se 

observa una exocitosis exacerbada (Lv et al., 2016). 

En principio, la exocitosis a nivel de las sinapsis en cinta sigue los mismos pasos 

que en cualquier otro tipo de sinapsis. La entrada de calcio a través de canales 

de calcio dependientes de voltaje (CCDV) activa un sensor de calcio que gatilla 

la fusión de vesículas ancladas, usualmente a través de proteínas SNARE 

(Figura 4). En este tipo de sinapsis, sin embargo, los componentes funcionales 

que ocupan estos roles parecen ser diferentes (Nouvian et al., 2011). Las CCs 

en el oído interno y la LL utilizan los canales de calcio voltaje dependientes de 

tipo L CaV1.3 (Platzer et al., 2000; Sidi, 2004; Spassova et al., 2001). Este canal 

se caracteriza por tener un gatillado muy rápido y poca o nula inactivación 

(Johnson and Marcotti, 2008; Platzer et al., 2000), características fundamentales 

para una sinapsis que debe transmitir de manera tónica señales con alta 

precisión temporal. Las identidades moleculares del sensor de calcio y la 

maquinaria de fusión todavía son tema de debate, ya que muchos de los 

componentes tradicionales del complejo SNARE no se expresan en CCs. 

Actualmente, el candidato más fuerte para ocupar el rol de sensor de calcio es 

la otoferlina (Beurg et al., 2010; Dulon et al., 2009; Roux et al., 2006). Sin 

embargo, esta proteína también parece estar involucrada en otros procesos 

sinápticos como el rellenado de vesículas sinápticas (Pangrsic et al., 2010). 

El acoplamiento espacial estrecho y la existencia de amplios lotes vesiculares 

inmovilizados en la sinapsis en cinta tiene varias consecuencias funcionales 

importantes. La relación entre el potencial receptor y la fusión de las vesículas, 

medida utilizando los cambios en la capacitancia de membrana, sigue una 

relación lineal (Johnson et al., 2005; Schnee et al., 2005). Esto fue confirmado 

mediante la realización de registros electrofisiológicos simultáneos en las células 

ciliadas y los botones postsinápticos de una sinapsis en cinta única (Goutman 

and Glowatzki, 2007; Keen and Hudspeth, 2006), que demostraron que la 

corriente excitatoria postsináptica también conserva una relación lineal con la 

corriente de calcio presináptica. Además, se demostró que el establecimiento de 

esta relación lineal correlaciona con el nivel de madurez de la célula ciliada y que 

es dependiente del acoplamiento espacial estrecho entre los canales de calcio y 
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las vesículas presinápticas (Johnson et al., 2005; Olt et al., 2014; Wong et al., 

2014). 

Otro fenómeno que puede ser observado en las sinapsis en cinta, y que afecta 

la precisión temporal de las señales, es la liberación multivesicular (Glowatzki 

and Fuchs, 2002; Goutman and Glowatzki, 2007; Grant et al., 2010; Li et al., 

2009). Se ha observado que las corrientes postsinápticas excitatorias en las 

neuronas aferentes varían considerablemente en su magnitud, pero sin embargo 

son indistinguibles en cuanto a su cinética. Estos datos implican que varias 

vesículas, cada una constituyendo un único cuanto, se liberan simultáneamente 

(Glowatzki and Fuchs, 2002; Keen and Hudspeth, 2006; Li et al., 2009). El 

mecanismo mediante el cual se logra esto y el rol de la estructura sináptica no 

están claros. La estructura sináptica podría proveer un andamiaje para la fusión 

sincronizada de vesículas ancladas o facilitar la fusión de las vesículas antes de 

que éstas se fusionen con la membrana plasmática (Matthews and Fuchs, 2010). 

Independientemente del mecanismo, la liberación multivesicular parece jugar un 

papel fundamental en el acople de fases, es decir la habilidad de una célula 

ciliada para acoplarse a la fase de una estimulación sinusoidal (Li et al., 2014). 

Además de su alta precisión temporal, otra característica fundamental de las 

sinapsis en cinta es su habilidad de mantener tasas altas de liberación vesicular 

durante periodos prolongados. De hecho se considera que estas sinapsis no se 

fatigan (Schnee et al., 2011, 2005). Esto implica que el recambio vesicular en 

este tipo de sinapsis tiene que ser rápido y eficiente.  

Es importante destacar que el potencial de membrana de las células ciliadas se 

encuentra dentro del rango de activación del canal CaV1.3, lo cual genera la 

fusión espontánea de vesículas y la consecuente liberación de glutamato. En las 

CCs de la línea lateral del pez cebra, el potencial de reposo se encuentra 

alrededor de los -68 mV (aunque la variabilidad es alta) (Olt et al., 2016, 2014) y 

se superpone con el potencial de activación registrado para CaV1.3 que es de -

70 mV (Olt et al., 2014). Esto se debe parcialmente a que los canales TME tienen 

una probabilidad de apertura diferente de cero en el reposo, pero también a la 

expresión del canal catiónico no selectivo activable por hiperpolarización (Ih) 

(Holt and Eatock, 1995; Trapani and Nicolson, 2011). Como resultado, las 

neuronas aferentes de la LL del pez cebra disparan de manera espontánea a 
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tasas de entre 8 y 50 disparos por segundo (Haehnel-Taguchi et al., 2014; Liao, 

2014, p. 201, 2010; Lunsford et al., 2019; Trapani and Nicolson, 2011). En peces 

mutantes que carecen de tip links y, por lo tanto, no presentan ninguna corriente 

del canal TME, la tasa de disparo aferente se ve reducida. Sin embargo, solo el 

bloqueo adicional de la corriente Ih elimina los disparos espontáneos (Trapani 

and Nicolson, 2011). Por todo lo mencionado anteriormente, el potencial de 

reposo de la membrana se mueve dentro del rango dinámico de la exocitosis. 

Esto permite que la sinapsis en cinta transmita no solo las deflexiones positivas 

despolarizantes sino también las deflexiones negativas hiperpolarizantes de los 

cilios, facilitando de esta manera la señalización del rango dinámico completo de 

las corrientes inducidas mecánicamente.  

Neuronas Aferentes 

Las neuronas bipolares aferentes transmiten la información hidrodinámica del 

entorno del pez desde la periferia hacia el romboencéfalo (Figura 5). Los cuerpos 

celulares de estas neuronas residen en el ganglio de la línea lateral posterior 

(Gllp), que se ubica de manera posterior a la vesícula ótica. Los axones centrales 

de las neuronas aferentes proyectan hacia el núcleo octavolateral medial (NOM) 

ipsilateral en el romboencéfalo y los axones distales viajan a través de la línea 

media del pez e inervan a los neuromastos. Cada neuromasto está inervado por, 

al menos, dos neuronas aferentes, cada una formando sinapsis exclusivamente 

con células ciliadas de la misma polaridad funcional (Dow et al., 2018; Faucherre 

et al., 2009; Nagiel et al., 2008; Odstrcil, 2018). Este patrón de inervación 

asegura que la información proveniente de un neuromasto cualquiera consista 

de dos canales diferentes con sensibilidad direccional opuesta a lo largo del 

mismo eje (Figura 3) y que se mantiene de manera estricta durante el desarrollo, 

cuando tanto el número de neuromastos como el número de neuronas aferentes 

que inervan un neuromasto individual aumenta (Haehnel et al., 2012). 

En el NOM, cada neurona aferente se bifurca para formar una rama posterior y 

una anterior y forma, en total, ~60 contactos sinápticos (Pujol-Martí et al., 2012). 

El NOM recibe inputs no solo de la llp, sino también de la lla y el oído interno. 

Está organizado de manera somatotópica con respecto a los inputs de la LL: las 

neuronas de la lla proyectan a regiones más ventrales y aquellas de la llp 
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proyectan a regiones más dorsales (Alexandre and Ghysen, 1999). Esta regla 

general también aplica para las neuronas aferentes dentro de la llp, aunque en 

este último caso la somatotopía no es tan definida. Los axones centrales de las 

neuronas aferentes primarias que inervan a los neuromastos posteriores 

proyectan hacia áreas dorsomediales del NOM, y las neuronas aferentes 

primarias que inervan a los neuromastos anteriores proyectan hacia áreas 

ventrolaterales en el NOM (Alexandre and Ghysen, 1999; Pujol-Martí et al., 

2010). Sin embargo, los axones centrales de las neuronas aferentes 

secundarias, que inervan a los neuromastos secundarios (y a algunos 

neuromastos primarios que se ubican de manera muy anterior), siempre 

proyectan hacia el sector ventral, independientemente de la posición del 

neuromasto que inervan (Pujol-Martí et al., 2012). 

Las neuronas aferentes primarias y secundarias poseen diferencias en su 

morfología, fisiología y células blanco. Las aferentes primarias, que inervan 

neuromastos posteriores tienden a tener cuerpos celulares más grandes, suelen 

inervar varios neuromastos (en su mayoría neuromastos terminales) y poseen 

una tasa de disparos espontáneos menor que las aferentes secundarias. 

Además, sólo las neuronas aferentes primarias inervan directamente a la célula 

de Mauthner, una gran neurona central reticuloespinal que participa en los 

mecanismos reflejos de escape rápido (Haehnel-Taguchi et al., 2014; Korn and 

Faber, 2005; McHenry et al., 2009; Metcalfe et al., 1985; Pujol-Martí et al., 2012; 

Troconis et al., 2017). Estas diferencias han dado lugar a la propuesta de que la 

llp es un sistema funcional y morfológicamente dimórfico (Pujol-Martí et al., 

2012). Las neuronas aferentes primarias son responsables de detectar estímulos 

“fuertes” como por ejemplo el movimiento de un predador grande (McHenry et 

al., 2009), con poca capacidad de resolución espacial (ya que pueden inervar a 

más de un neuromasto) y pueden gatillar directamente respuestas de escape 

rápido (mediadas por la célula de Mauthner), prescindiendo de áreas superiores 

del cerebro, a través de la estimulación de un único neuromasto (Haehnel-

Taguchi et al., 2014; Liao, 2010; Monesson-Olson et al., 2014; Troconis et al., 

2017). Por su parte, las neuronas aferentes secundarias poseen una mayor 

resolución espacial y están involucradas en comportamientos más sofisticados 

tales como la reotaxis y la búsqueda de presas, que no están mediados por la 
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célula de Mauthner sino por neuronas premotoras de orden superior(Haehnel-

Taguchi et al., 2014; Liao, 2014, 2010; Pujol-Martí et al., 2012; Pujol-Martí and 

López-Schier, 2013). 

 

 

Neuronas Eferentes 

Las células ciliadas sensoriales del oído interno y la línea lateral reciben 

inervación eferente que desciende del sistema nervioso central. Estos sistemas 

eferentes pueden proveer información contextual, que permite ajustar la 

sensibilidad de las células ciliadas (Lin and Bozovic, 2020), inhibir la actividad 

por retroalimentación negativa para proteger del daño producido por sonidos 

Figura 5 | Reconstrucción de imágenes de microscopía electrónica de una neurona 
aferente 

A. Neurona bipolar aferente de la línea lateral mapeada desde un neuromasto (b-c), a través 

del ganglio de la línea lateral posterior (d) hacia el romboencéfalo; (a) Región “magnificada” en 

la figura. B. Reconstrucción de las neuronas aferentes de la línea lateral. Aquellas neuronas 

que inervan neuromastos en la llp están marcadas con amarillo. Escalas en A: (a) 100 μm, (b, 

c) 1 μm, (d) 10 μm. Escala en B: 100 μm. Adaptado de Hildebrand et al., 2017. 
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intensos (Taranda et al., 2009; Zheng et al., 1997) o contrarrestar la estimulación 

autoinducida por movimientos propios del organismo (Chagnaud et al., 2015). 

También se ha demostrado que el sistema eferente está involucrado en la 

maduración funcional de las CCs (Glowatzki and Fuchs, 2000; Wang et al., 

2021). Esta heterogeneidad funcional está debidamente reflejada tanto en las 

características anatómicas como fisiológicas de los diferentes sistemas 

eferentes. Dependiendo del tipo de célula y del organismo, las neuronas 

eferentes pueden formar sinapsis mediante el contacto directo con las CCs o con 

los botones postsinápticos de las neuronas aferentes. La modulación llevada a 

cabo por este tipo de neuronas puede ser inhibitoria o excitatoria y está mediada 

por la liberación de diferentes neurotransmisores, tales como la dopamina, la 

acetilcolina (ACh) y el ácido gamma-aminobutírico (Ryugo, 2011). A pesar de 

esta heterogeneidad, la ACh es el neurotransmisor más abundante (Fuchs, 

2014; Jordan et al., 2013; Mathews et al., 2017). 

Las neuronas eferentes del sistema vestibular de tortugas, mediante la liberación 

de ACh, pueden actuar sobre las CCs y sus aferentes de, al menos, tres maneras 

diferentes (Jordan et al., 2013). Por un lado, los botones aferentes que expresan 

el receptor nicotínico a4b2 se despolarizan ante la liberación de ACh (Holt et al., 

2015). Por otro lado, la excitabilidad de los botones aferentes se incrementa 

mediante la supresión de la corriente M mediada por receptores colinérgicos 

muscarínicos (Holt et al., 2017). Por último, las propias células ciliadas pueden 

ser hiperpolarizadas por la acción de la ACh directamente sobre receptores 

nicotínicos presentes en las CCs (Glowatzki and Fuchs, 2000; Holt et al., 2006). 

Por otro lado, en el epitelio auditivo de mamíferos, las células ciliadas internas 

(CCIs) constituyen el fonoreceptor propiamente dicho mientras que las células 

ciliadas externas (CCEs) participan de mecanismos de amplificación coclear que 

producen un refinamiento en el grado de discriminación de las frecuencias 

sonoras (sintonización fina) y un incremento en la sensibilidad a estímulos 

sonoros de baja intensidad (Ashmore, 2008). La amplificación coclear provista 

por las CCEs se basa en su capacidad electromotil, mediante la cual las CCEs se 

elongan o contraen como resultado de cambios en su potencial de membrana 

(Frolenkov, 2006). Las CCEs están inervadas por el sistema eferente medial 

olivococlear (MOC) que desciende desde la oliva superior y, al activarse, 
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disminuye la electromotilidad de las células ciliadas y, consecuentemente, inhibe 

la amplificación. 

Numerosas evidencias farmacológicas y electrofisiológicas han permitido 

elaborar un modelo que explica la inhibición producida por el sistema MOC sobre 

las CCEs (Figura 6); La llegada del potencial de acción a los terminales de las 

fibras eferentes activa canales de Ca2+ de tipo P/Q y N que median la liberación 

de acetilcolina (Eybalin, 1993; Zorrilla de San Martín et al., 2010). Este 

neurotransmisor genera la activación de un receptor postsináptico colinérgico 

nicotínico formado por las subunidades α9 y α10 (Elgoyhen et al., 2001; Gómez-

Casati et al., 2005; Rothlin et al., 2003; Sgard et al., 2002), lo que da lugar a la 

entrada de Ca2+ y a la subsecuente activación de canales de K+ activados por 

Ca2+ del tipo SK2. Es a través de estos canales que se produce una rápida salida 

de K+ de las CCEs, lo que conduce a una hiperpolarización de las mismas y, 

consecuentemente, a una disminución de la electromotilidad (Castellano-Muñoz 

et al., 2010; Dallos et al., 1997; Fuchs and Murrow, 1992; Glowatzki and Fuchs, 

2000; Housley and Ashmore, 1991). Una de las características morfológicas 

destacables de esta sinapsis eferente es la existencia de una cisterna 

postsináptica co-extensiva y opuesta a los terminales colinérgicos (Figura 6, 

Fuchs, 2014; Saito, 1983). Debido a la ubicación de esta cisterna, se ha 

propuesto que podría tener un rol en mecanismos de liberación de Ca2+ inducido 

por Ca2+ (contribuyendo a la respuesta colinérgica tras la activación del receptor 

α9α10), participar en la recaptación del Ca2+ que ingresa a la célula a través del 

nAChR o simplemente presentar una limitación física para la difusión de este 

catión (Fuchs, 2014; Lioudyno et al., 2004; Moglie et al., 2018).  
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Anatomía y Función 

Al día de hoy existen pocos trabajos que se hayan centrado en el sistema 

eferente de la línea lateral del pez cebra. La mayor parte de la información 

proviene de experimentos hechos en anfibios y otras especies de peces. 

Estudios de microscopía electrónica realizados en Xenopus laevis, pez cebra y 

otras especies han demostrado la existencia de axones que descienden desde 

áreas centrales y presentan terminaciones ricas en vesículas en la proximidad 

de la base de las células ciliadas y las fibras aferentes en los neuromastos (Dow 

et al., 2015; Hama, 1965; Toyoshima and Shimamura, 1982; Yamada and Hama, 

1972). Incluso en el pez sapo Opsanus tau, se demostró que los axones 

eferentes contactan directamente en las células ciliadas (Flock, 1965; Hama, 

1965; Yamada, 1973). Utilizando técnicas de marcaje retrógrado en el nervio de 

Figura 6 | Representación gráfica de la sinapsis eferente MOC a las CCEs. 

La llegada de un potencial de acción al terminal MOC genera la apertura de canales de calcio 

dependientes de voltaje y la liberación del neurotransmisor ACh. La activación del nAChR α9α10 

da lugar a la entrada de Ca2+ permitiendo la activación del canal SK2 e hiperpolarizando la célula 

ciliada. La cisterna subsináptica se ubica a escasos nanómetros de la membrana plasmática y 

opuesta al terminal eferente. Adaptado de Moglie et al., 2018 
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la LL de la anguila, el pez dorado y el pez cebra se ha logrado determinar que 

las proyecciones eferentes se originan en tres núcleos centrales pequeños 

(Figura 7, Meredith and Roberts, 1987; Metcalfe et al., 1985; Zottoli and Van 

Horne, 1983): los núcleos eferentes rostral y caudal (NER y NEC, 

respectivamente), ubicados en el romboencéfalo y el núcleo diencefálico 

eferente de la línea lateral (DELL) ubicado en el hipotálamo ventral. Mientras que 

el NER y el NEC son colinérgicos y son conocidos colectivamente como el núcleo 

octavolateral eferente (NOE) (Brantley and Bass, 1988; Danielson et al., 1988; 

Meredith and Roberts, 1987; Odstrcil, 2018), el DELL es catecolaminérgico 

(Bricaud et al., 2001; Odstrcil, 2018; Tay et al., 2011; Toro et al., 2015). 

Figura 7 | Anatomía del sistema eferente de la línea lateral posterior 

Esquema que representa los componentes principales del circuito de la línea lateral. Además 

de poseer una inervación aferente de neuronas cuyos somas están ubicados en el ganglio de 

la línea lateral posterior (Gllp, azul), los órganos sensoriales periféricos (neuromasto) son 

inervados por fibras descendentes que provienen de los núcleos eferentes rostral y caudal (NER 

y NEC, rojo) que conforman el núcleo octavolateral eferente (NOE) y por el núcleo diencefálico 

eferente de la línea lateral (DELL, naranja). Este último núcleo es catecolaminérgico mientras 

que el NOE es colinérgico. Adaptado de Odstrcil, 2018. 
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En el pez cebra, se ha demostrado que a los 5 dpf, hay entre 15 y 20 neuronas 

aferentes sensoriales que hacen contacto con todos los neuromastos de la llp y 

este número aumenta en los adultos. Por otro lado, existen únicamente alrededor 

de cinco neuronas en el romboencéfalo y cuatro en el diencéfalo tanto en larvas 

como en el adulto. Es decir que en esta etapa del desarrollo ya existen todas las 

neuronas eferentes que se encontrarán en la etapa adulta, mientras que los 

neuromastos y las neuronas aferentes van a aumentar su número durante el 

desarrollo subsiguiente (Metcalfe et al., 1985; Odstrcil, 2018). 

Las neuronas del DELL se extienden de manera ipsilateral para inervar el oído 

interno, neuromastos de la cabeza y la cola y a la médula espinal. Las neuronas 

del NOE presentan una mayor variabilidad y no poseen proyecciones colaterales 

hacia la médula espinal. Sus axones proyectan únicamente a las células ciliadas 

del oído interno ipsilateral y los neuromastos anteriores y posteriores. Cada 

neurona de este núcleo puede inervar una o varias de estas regiones al mismo 

tiempo, pero no se ha demostrado hasta el momento la existencia de una 

neurona que inerve únicamente al oído interno. Cabe destacar que los blancos 

celulares de las neuronas eferentes pertenecientes a los diferentes sub-núcleos 

del NOE se superponen (Odstrcil, 2018), lo que implica que la inervación del 

neuromasto no está determinada por la posición de los somas en el 

romboencéfalo. El marcaje de neuronas eferentes individuales demostró que 

éstas no tienen un patrón de organización somatotópica, lo cual sugiere que los 

mecanismos eferentes deben estar actuando de manera global y no están 

dirigidos específicamente a diferentes regiones del cuerpo. Sosteniendo esta 

teoría, existen reconstrucciones hechas utilizando datos de microscopía 

electrónica que muestran que una única neurona eferente contacta a todas las 

células ciliadas dentro del mismo neuromasto, por lo tanto, una misma neurona 

inerva CCs de polaridades opuestas (Dow et al., 2018; Faucherre et al., 2009; 

Nagiel et al., 2008; Odstrcil, 2018). El hecho de que una única neurona eferente 

inerve a todas las células ciliadas del NM sugiere que la activación de este 

sistema probablemente desensibiliza de manera no específica a un neuromasto, 

en lugar de ajustar su capacidad de respuesta a los movimientos de agua 

provenientes ya sean de la región rostral o de la región caudal (Dow et al., 2015; 

Lunsford et al., 2019). Recientemente ha sido demostrado en larvas de pez cebra 
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que todas las neuronas del NOE se activan durante la actividad locomotora, 

independientemente de la posición de su soma. Además, la actividad en los 

diferentes sub-núcleos está altamente correlacionada, lo cual indica que el NOE 

puede considerarse un único núcleo en términos funcionales. Si bien tanto el 

NOE como el DELL presentan actividad correlacionada con la actividad motora, 

las neuronas del DELL también responden a estímulos mecánicos y sonoros en 

ausencia de “outputs” motores (Odstrcil, 2018). 

Recientemente, se ha demostrado en larvas de pez cebra que la frecuencia de 

disparo espontánea de las fibras aferentes disminuye cuando se activan las 

neuronas eferentes (con grados variables de inhibición) y que la ablación de los 

núcleos del NOE suprime esta inhibición (Lunsford et al., 2019; Odstrcil, 2018). 

La disminución en la tasa de disparo de las neuronas aferentes es consecuencia 

directa de una disminución del glutamato liberado por parte de las CCs y no solo 

afecta al disparo espontáneo de las fibras aferentes sino que también inhibe la 

actividad aferente inducida por estímulos mecánicos (Pichler and Lagnado, 

2020). Además, se propuso que esta inhibición es selectiva sobre aquellas CCs 

que se activan mediante deflexiones en el sentido antero-posterior (Pichler and 

Lagnado, 2020). 

Existe evidencia directa que sugiere que, en la línea lateral, el sistema eferente 

es fundamental para distinguir entre estímulos dados por factores exógenos 

(exaferencia) y estímulos generados por el movimiento del propio organismo 

(reaferencia, Dawkins et al., 2005; Lunsford et al., 2019; Odstrcil, 2018; Pichler 

and Lagnado, 2020; Sewell and Starr, 1991). Se ha postulado que las neuronas 

eferentes que proyectan desde el cerebro a la LL del pez conforman un 

mecanismo para filtrar la reaferencia sensorial, a través de una copia eferente o 

una descarga corolaria (Sperry, 1950; von Holst and Mittelstaedt, 1950). Esta 

conclusión se basa en el descubrimiento de que, en el pez cebra, la actividad 

eferente está correlacionada con la actividad motora del animal (Lunsford et al., 

2019; Pichler and Lagnado, 2020). En los esciliorrínidos, las fibras eferentes se 

activan cuando se somete a los animales a estímulos que normalmente causan 

respuestas motoras, pero no cuando se fuerza el movimiento del cuerpo de 

manera pasiva o cuando se expone a los neuromastos a pequeños pulsos de 

agua proyectada (Roberts and Russell, 1972). Además, la estimulación eléctrica 



32 
 

de la célula de Mauthner y de otras neuronas reticuloespinales también activan 

al sistema eferente, lo que sugiere que las señales en las neuronas premotoras 

del mesencéfalo y el romboencéfalo son transmitidas al sistema eferente de la 

LL (Roberts and Russell, 1972). Un efecto similar se observa en peces dorados, 

donde se pudo registrar actividad de las fibras eferentes luego de la excitación 

de neuronas que proyectan a la espina dorsal, incluida la célula de Mauthner 

(Russell, 1974). Otros movimientos tales como los de las aletas, ojos o incluso 

movimientos respiratorios también pueden disparar una descarga eferente (Art 

and Kroese, 1982; Montgomery and Bodznick, 1994; Paul and Roberts, 1977). 

Estos datos refuerzan la idea de que los comandos motores, aún aquellos no 

locomotores, pueden inducir la actividad eferente con el objetivo de contrarrestar 

la estimulación autoinducida. Cabe destacar que el filtrado de la reaferencia 

puede ocurrir en múltiples sitios dentro del circuito. Por ejemplo, se ha 

demostrado que las CCs son inhibidas por comandos locomotores directamente 

mediante la estimulación del nervio de la LL, mientras que los estímulos 

asociados a los movimientos respiratorios parecen ser procesados río arriba en 

el MON (Montgomery and Bodznick, 1994). 

Experimentos recientes en larvas de pez cebra demuestran que, aunque las 

neuronas aferentes tienen la capacidad de activarse por un estímulo 

mecanosensitivo, éstas no se excitan con la deflexión de las cilias de las CCs 

mientras el pez está nadando. Esto podría indicar que la señal de la copia 

eferente se transmite de manera directa a los neuromastos desde los núcleos 

inhibitorios pertenecientes al NOE. Esta conclusión se ve reforzada por el hecho 

de que la ablación de estos núcleos genera la aparición de respuestas robustas 

en las neuronas aferentes durante el nado, lo cual demuestra que son necesarios 

para la inhibición sensorial que ocurre durante la locomoción (Odstrcil, 2018). 

Neurotransmisores Eferentes 

En términos fisiológicos, la actividad eferente sobre la línea lateral de los peces 

y los anfibios tiene un componente mayoritariamente inhibitorio mediado por la 

acetilcolina. En Xenopus, el pez gadiforme Lota lota y los esciliorrínidos, la 

estimulación de las fibras eferentes del nervio de la llp inhibe la actividad 

espontánea y evocada de las neuronas aferentes a través de la generación de 

potenciales postsinápticos inhibitorios (PPIs) en las células ciliadas (Flock and 
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Russell, 1976; Roberts and Russell, 1972; Russell Ij, 1971). Estos efectos no se 

observan cuando se realiza la estimulación en presencia de antagonistas de 

receptores de acetilcolina (Flock and Russell, 1973; Russell, 1971). En la línea 

lateral de Xenopus laevis, la aplicación de acetilcolina exógena (en 

concentraciones supra-milimolares) combinada con la aplicación de fisostigmina 

(inhibidor de la acetilcolinesterasa) reduce la frecuencia de disparos aferentes 

(Roberts and Russell, 1970; Sewell and Starr, 1991). Este efecto es bloqueado 

por la pre-aplicación de atropina y d-tubocurarina (bloqueantes de receptores 

muscarínicos, en el primer caso, y nicotínicos en el segundo, y ambos 

bloqueantes de los receptores nicotínicos α9α10). Además, se demostró que la 

inhibición de los impulsos aferentes generados por la estimulación eléctrica de 

las fibras eferentes desaparece al disminuir la concentración de calcio 

extracelular (Dawkins et al., 2005; Roberts and Russell, 1970). También en 

Xenopus laevis, se demostró que la estimulación eléctrica de las fibras eferentes 

produce una supresión rápida (100 ms) de la tasa de disparo aferente, seguida 

por un incremento, también rápido, de la misma (Russell, 1971; Sewell and Starr, 

1991). Ambos efectos se bloquean con la aplicación de curare, atropina y 

estricnina (las tres drogas bloqueantes del nAChR α9α10). Existe también un 

efecto lento de la estimulación eléctrica de las fibras eferentes, que produce un 

incremento lento en la tasa de disparo aferente que puede persistir por varios 

minutos aún después de finalizar la estimulación. Este último efecto no es 

bloqueado por las drogas previamente mencionadas (Sewell and Starr, 1991). 

En el sistema vestibular de tortugas, al igual que en el sistema auditivo de 

mamíferos, el efecto inhibitorio de la ACh sobre las CCs está mediado por un 

mecanismo de dos pasos. En el primer paso, la ACh liberada por la neurona 

eferente activa un receptor colinérgico α9α10 presente en las CC. En un segundo 

paso, el calcio que ingresa a través de estos receptores nicotínicos activa 

canales de baja conductancia de potasio activados por calcio (SK2) lo que 

finalmente genera la hiperpolarización de las células ciliadas (Dawkins et al., 

2005; Glowatzki and Fuchs, 2000; Kong et al., 2008). A través de este 

mecanismo, las neuronas eferentes pueden modular el potencial de membrana 

“graduado” que lleva a la fusión de las vesículas, generando de esta manera un 

desacople entre la maquinaria de transducción mecanoeléctrica a nivel de los 
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cilios y la transmisión de dicha información mediada por la sinapsis en cinta. En 

la LL de Xenopus laevis, la aplicación de antagonistas de canales SK (apamina 

y decualinio) bloquea los efectos inhibitorios del sistema eferente. Asimismo, la 

aplicación de rianodina (un agente que puede interferir con la liberación de calcio 

inducida por calcio) en altas concentraciones, también atenúa los efectos 

inhibitorios de este sistema. En la línea lateral de varios organismos, incluyendo 

al pez cebra, se ha demostrado la existencia de contactos eferentes directos con 

las CC y la presencia de una cisterna postsináptica (Figura 8 Dow et al., 2018), 

que al igual que lo propuesto en las CCEs de mamíferos, estaría involucrada en 

la homeostasis del calcio y en mecanismos de liberación de calcio inducida por 

calcio (Dawkins et al., 2005). 

 

 

Figura 8 | Las CC de los neuromastos de la llp poseen una cisterna subsináptica 
opuesta a los terminales eferentes. 

Imagen de microscopía electrónica de escaneo de bloques seriados de un neuromasto de la 

línea lateral posterior. Se puede observar que, frente a un botón eferente lleno de vesículas, 

existe una cisterna dentro del citoplasma de la célula ciliada. Adaptado de Dow et. al, 2018. 
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Además del rol inhibitorio, algunos estudios sugieren un rol excitatorio para las 

fibras eferentes de la línea lateral. La estimulación del nervio de la llp durante el 

bloqueo de los receptores colinérgicos desenmascara un pequeño aumento 

creciente en la descarga aferente espontánea, que puede persistir durante 

minutos aún después de la estimulación (Sewell and Starr 1991). De manera 

paradójica, la aplicación de CGRP en los neuromastos de Xenopus aumenta la 

tasa de disparo espontánea de los aferentes, pero al mismo tiempo suprime las 

respuestas evocadas cuando las CCs son estimuladas mecánicamente (Bailey 

and Sewell, 2000). Las condiciones fisiológicas y del entorno bajo las cuales se 

libera el CGRP todavía se desconocen y no está claro por qué habría de ser co-

liberado con la acetilcolina. 

Los resultados más concluyentes sobre el rol excitatorio de las neuronas 

eferentes provienen de un estudio sobre la modulación dopaminérgica de la LL 

del pez cebra (Toro et al., 2015). A través de técnicas de inmunohistoquímica y 

microscopía de fluorescencia, se observó que las células ciliadas expresan el 

receptor de dopamina D1b y que las fibras eferentes dopaminérgicas llegan a la 

cercanía de las CCs, pero no parecen formar sinapsis directas con las mismas. 

La estimulación de las células ciliadas en presencia de agonistas del receptor D1 

provoca un aumento en las corrientes excitatorias, que pueden ser disminuidas 

en presencia de antagonistas de receptores D1. Estos resultados sugieren que 

la dopamina modula de manera positiva la actividad de las CCs de forma 

paracrina. Para ayudar a entender el contexto en el cual estas neuronas son 

reclutadas, registros electrofisiológicos de las neuronas eferentes en larvas 

paralizadas, demostraron que existen patrones de ráfagas de disparos fásicas 

estrechamente correlacionadas con la actividad locomotora (Jay et al., 2015), 

nuevamente demostrando una relación entre la actividad eferente y la ocurrencia 

de actividad motora. 

La variedad de neurotransmisores presente en los neuromastos sugiere la 

existencia de varios niveles de control eferente con, presumiblemente, roles 

diferentes. Un problema considerable de los experimentos fisiológicos que se 

han realizado hasta el momento es que, en gran parte, se basaron en la 

estimulación de todo el nervio de la LLP que está conformado por una colección 

heteróloga de axones. Bajo estas condiciones experimentales es difícil discernir 
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los efectos excitatorios e inhibitorios del sistema eferente sobre las células 

ciliadas y fibras aferentes de los neuromastos. Uno de los objetivos específicos 

del presente trabajo es estudiar la acción directa de la acetilcolina sobre la 

actividad de las células ciliadas y su señalización río abajo. 

Los receptores nicotínicos de acetilcolina  

Los receptores colinérgicos nicotínicos (nAChRs) pertenecen a la superfamilia 

de receptores pentaméricos activados por ligando (pLGIC), que también incluye 

a los receptores de 5-hidroxitriptamina de tipo 3 (5-HT3), a los receptores de 

ácido γ-aminobutírico (GABA) de tipo A y C, a los receptores de glicina y a los 

receptores de glutamato e histidina de invertebrados (Karlin, 2002; Lester, 2004; 

Pan et al., 2018; Spurny et al., 2012). Son receptores oligoméricos y están 

compuestos por combinaciones pentaméricas de subunidades glicosiladas α y 

no-α, que atraviesan la membrana y se disponen de manera simétrica alrededor 

de un poro central, que conforma un canal iónico. La distinción entre 

subunidades tipo α y no-α se basa en la presencia de un par de cisteínas (C192-

C193 en la subunidad α1 del pez Torpedo marmorata, Figura 9) que es clave 

para la unión del agonista (Albuquerque et al., 2009). 

Cada una de las subunidades presenta un dominio extracelular N-terminal 

constituido principalmente por hojas β, una región que atraviesa la membrana 

con cuatro pasos de α-hélice transmembrana (TM) y un dominio intracelular 

ubicado entre los dominios TM3 y TM4, que constituye la porción más variable 

de la proteína. Cada subunidad se posiciona perpendicular a la membrana y 

contribuye a los tres dominios estructurales (Figura 9). Todos los miembros de 

esta familia pertenecientes a vertebrados cuentan con un loop, denominado Cys 

loop, ubicado en el dominio extracelular, que constituye la característica más 

saliente de este grupo. El Cys loop está constituido por 13 aminoácidos 

altamente conservados, flanqueados por dos cisteínas unidas covalentemente 

por un puente disulfuro, que resulta fundamental para la unión con el ligando 

(Karlin, 2002) y el tráfico intracelular del receptor (Rajendra et al., 1995). 
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El sitio de unión a ACh se encuentra en el dominio extracelular en la interfaz 

entre dos subunidades. Los residuos aportados por las subunidades que forman 

parte del sitio de unión no son equivalentes, por lo tanto, una subunidad aporta 

el componente principal con residuos muy conservados y la adyacente aporta el 

componente complementario, con residuos menos conservados (Karlin, 2002). 

Los componentes principales son aportados únicamente por las subunidades de 

tipo α, mientras que los componentes complementarios pueden ser aportados 

por subunidades de tipo α y no-α (Corringer et al., 2000).Consecuentemente, 

diferentes combinaciones de subunidades dan lugar a distintos sitios de unión a 

ACh, que se pueden diferenciar en cuanto a su afinidad por el agonista y por sus 

Figura 9  | Diagrama de cintas de la estructura del nAChR del pez eléctrico Torpedo 
marmorata. 

Diagrama de cintas de la estructura del nAChR expresado en el órgano eléctrico de Torpedo 

marmorata (Protein Data Bank 2bg9; www.rcsb.org/pdb/) determinada a una resolución de 4 Å 

(Unwin et al., 2005). Se observa la estructura general, conservada en todos los pLGICs: 

dominio extracelular, región transmembrana y dominio intracelular. Cada una de las 5 

subunidades se dispone alrededor de un poro central. (A) Vista lateral (B) Vista desde arriba 

(espacio extracelular). Asterisco: indica la posición de un sitio de unión a ligando, entre dos 

subunidades adyacentes. Adaptado de Millar and Gotti, 2009. 

http://www.rcsb.org/pdb/
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propiedades farmacológicas y funcionales. Dependiendo de la estequiometría 

del receptor, las interfaces de subunidades que se generan en el pentámero 

pueden o no ser funcionales. 

La capacidad de los nAChRs de gatillar la apertura del canal iónico frente a la 

unión del ligando ACh en el sitio ortostérico permite el flujo iónico y, 

consecuentemente, la inducción de una rápida respuesta biológica. En particular, 

los nAChRs permean cationes. 

Los nAChRs son receptores oligoméricos que contienen múltiples sitios de unión 

del agonista y sitios de unión de antagonistas no competitivos (Karlin, 2002). 

Además, los nAChRs poseen regulación alostérica y se encuentran en un 

equilibrio entre diferentes estados funcionales cuya estabilidad es afectada por 

la unión de agonistas o antagonistas (Colquhoun, 1998). Estos estados y sus 

transiciones pueden ser descritos por el modelo de Monod-Wyman-Changeaux 

de interacciones alostéricas (Léna and Changeux, 1993). Los cuatro estados 

funcionales en los que se pueden encontrar los receptores son: un estado de 

reposo no conductor, un estado activo conductor de baja afinidad por el agonista, 

un estado desensibilizado rápido y un estado desensibilizado lento. Ambos 

estados desensibilizados son no conductores y presentan una afinidad por la 

ACh muy alta. En ausencia de ACh, el estado más estable es el de reposo, 

mientras que en presencia de ACh, es más probable que el receptor se 

encuentre en estado de desensibilización rápida (Karlin, 2002; Léna and 

Changeux, 1993). 

En los vertebrados se han descrito 17 genes que codifican para diferentes 

subunidades de receptores nicotínicos: α1-α10, β1-β4, γ, δ y ε (Karlin, 2002; 

Millar and Gotti, 2009). La subunidad α8 se encuentra en todos los linajes con 

excepción de los mamíferos (Jones et al., 2003; Schoepfer et al., 1988). 

Diferentes combinaciones de estas subunidades se ensamblan para dar lugar a 

receptores pentaméricos funcionales. Las posibles combinaciones están regidas 

por el sitio de expresión de dichas subunidades y por reglas intrínsecas a su 

naturaleza química. Típicamente, los nAChRs se clasifican, según sus 

propiedades y el tejido en que se encuentran en; musculares, neuronales y 

epiteliales. En este último grupo nos centraremos en este trabajo. 
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Los nAChRs neuronales y epiteliales están compuestos por las subunidades α2-

α10 y β2-β4. Los receptores nicotínicos que se expresan en el sistema nervioso 

central (SNC) están formados por las subunidades α2-α7 (α2-α8 en vertebrados 

no mamíferos) y β2-β4. Estas pueden ensamblarse con diferentes 

estequiometrias para dar lugar a receptores homoméricos o heteroméricos 

generados por dos, tres y hasta cuatro subunidades diferentes (Zoli et al., 2015). 

Si bien estas subunidades son tradicionalmente consideradas neuronales, 

existen numerosas evidencias sobre su expresión y función en otros tipos 

celulares no neuronales (Albuquerque et al., 2009; Gahring and Rogers, 2006). 

En particular, los receptores nicotínicos compuestos por subunidades de tipo α9 

y α10 se expresan en el epitelio auditivo de los vertebrados (de esta 

característica deriva su denominación de epiteliales), en donde regulan la 

actividad de las células ciliadas del oído interno (Elgoyhen et al., 2001, 1994; 

Fuchs and Murrow, 1992; Gómez-Casati et al., 2005; Rothlin et al., 2003). 

Además, la subunidad α9 también se expresa en la pars tuberalis de la glándula 

hipófisis, el epitelio nasal, la lengua, ganglios de la raíz dorsal, médula ósea y 

células sanguíneas (Elgoyhen et al., 1994; Millar and Gotti, 2009). Las 

subunidades α9 son capaces de formar receptores homoméricos funcionales 

(Elgoyhen et al., 1994; Lipovsek et al., 2012; Marcovich et al., 2020), pero se 

ensamblan en receptores heteroméricos cuando son expresadas conjuntamente 

con las subunidades α10 (Elgoyhen et al., 2001; Marcovich et al., 2020; Sgard et 

al., 2002). Las subunidades α10 de aves y anfibios son capaces de formar 

receptores homoméricos funcionales, no así las de mamíferos (Elgoyhen et al., 

2001; Lipovsek et al., 2014; Marcovich et al., 2020). 

Los nAChRs neuronales presentan un alto nivel de conservación en sus 

secuencias codificantes, y en las propiedades funcionales para un mismo 

receptor a lo largo de los diferentes clados de tetrápodos (Marcovich et al., 2020). 

La variabilidad funcional en los nAChR neuronales entre especies está dada por 

la expresión diferencial de distintas subunidades en distintos tejidos (Marcovich 

et al., 2020). En contraposición, las subunidades de nAChRs epiteliales α9 y α10 

tienen un patrón de expresión más reducido y exhiben una gran divergencia en 

las secuencias codificantes entre diferentes especies de vertebrados. Esto 

deriva en que los receptores α9α10 exhiben una gran variabilidad en sus 
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propiedades biofísicas y farmacológicas entre diferentes especies de 

vertebrados tetrápodos (Marcovich et al., 2020). Los cambios funcionales que 

presenta el receptor α9α10 de cada linaje, responden a adaptaciones a los 

requerimientos impuestos por los sistemas auditivos divergentes de cada grupo 

(Marcovich et al., 2020). Acompañando los cambios en la funcionalidad de los 

nAChRs α9α10 de vertebrados, se ha reportado que un proceso de selección 

positiva operó sobre chrna10 (el gen que codifica para la subunidad α10) en el 

linaje de mamíferos (Franchini and Elgoyhen, 2006; Lipovsek et al., 2012; 

Pisciottano et al., 2019).  

En base a estos resultados se han propuesto trayectorias evolutivas diferentes 

para los nAChR neuronales comparados con el receptor α9α10 de células 

ciliadas. En el caso de los receptores neuronales la variabilidad funcional deriva 

de diferencias en la expresión y en las diversas combinaciones de las 

subunidades que los componen, debido a cambios en las secuencias 

regulatorias entre distintas especies, mientras que para el receptor α9α10 los 

cambios funcionales derivan de cambios en las secuencias codificantes 

(Marcovich et al., 2020). Debido a estas trayectorias evolutivas diferentes, las 

propiedades farmacológicas y biofísicas de los receptores neuronales (como por 

ejemplo a7 o a4b2) son similares entre distintas especies de vertebrados 

mientras que en los nAChR α9α10, las propiedades varían entre especies 

(Marcovich et al., 2020). 

Afinidad por la ACh y farmacología 

Los perfiles farmacológicos de los nAChRs están determinados por las diferentes 

subunidades que los componen. Los receptores homoméricos, pero no los 

heteroméricos neuronales, son sensibles al bloqueo por α-bungarotoxina (α-Btx) 

y metilcaconitina. Los receptores heteroméricos α/β pueden diferenciarse por la 

potencia relativa de agonistas y antagonistas (Wonnacott and Barik, 2007). Aún 

con distintos niveles de sensibilidad, todos los nAChRs responden a acetilcolina. 

La concentración efectiva de ACh que genera un 50% de la respuesta (CE50) 

reportada para los receptores recombinantes α7 de pollo (Gallus gallus) es de 

~115 μM (Couturier et al., 1990) y para los receptores recombinantes de α7 rata 

(Rattus norvegicus) es de ~515 µM (Papke and Porter Papke, 2002). Se 
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considera que estos nAChRs presentan una baja afinidad aparente por la ACh. 

Si bien el valor preciso de la CE50 depende del tipo y la cantidad de subunidades 

presentes en el pentámero, los nAChRs heteroméricos presentan una mayor 

sensibilidad por este agonista. Por ejemplo, los nAChRs más sensibles a ACh, 

tienen valores de CE50 del orden micromolar (Gerzanich et al., 1995, Zwart and 

Vijverberg, 1998). Por su parte, tanto los nAChRs homoméricos α9 de rata como 

los de pollo presentan un CE50 del orden de los ~10 μM y los receptores 

heteroméricos α9α10 de estas especies presentan afinidades aparentes del 

mismo orden de magnitud (Tabla 1, Elgoyhen et al., 2001; Lipovsek, 2011). En 

lo que respecta a los nAChRs homoméricos α9 y los heteroméricos α9α10 de 

rana (Xenopus tropicalis), ambos presentan una afinidad aparente casi un orden 

de magnitud más grande, siendo de ~100 µM (Tabla 1, Marcovich 2020). 

La nicotina, cuyo nombre otorga la denominación al grupo conformado por este 

tipo de receptores, funciona como un agonista de todos los nAChRs estudiados 

hasta el momento, con excepción de los receptores α9 y α9α10, donde actúa 

como un antagonista competitivo (Elgoyhen et al., 2001, 1994; Sgard et al., 

2002). Se han reportado diversos antagonistas del nAChR α9α10 que incluyen 

tanto agonistas como bloqueantes nicotínicos, muscarínicos, gabaérgicos, 

glicinérgicos y serotoninérgicos. (Elgoyhen et al., 2001; Ellison et al., 2006; 

McIntosh et al., 2005; Rothlin et al., 2003).   

Desensibilización 

La desensibilización de los nAChRs se manifiesta como una disminución 

reversible de la respuesta macroscópica registrada durante una exposición 

continua al agonista. Tanto la concentración como el tiempo de aplicación de 

este último determinarán el grado de desensibilización. A nivel de canal único, la 

desensibilización implica un aumento en la cantidad de receptores que pasan a 

estar en un estado no conductor (Quick and Lester, 2002). 

Los diferentes nAChRs presentan diferencias cuantitativas en cuanto a su 

desensibilización: los nAChRs α7 y α8 desensibilizan en una escala temporal de 

milisegundos, pero los nAChRs heteroméricos desensibilizan en un rango de 

segundos. Los nAChRs musculares presentan cinéticas lentas de 

desensibilización (Giniatullin et al., 2005). Respecto de los nAChRs 
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heteroméricos neuronales, la desensibilización depende del tipo y la cantidad de 

subunidades presentes en el receptor.  

En el caso de los receptores homoméricos α9 estudiados hasta el momento, 

tanto los receptores de rata como de pollo presentan una desensibilización lenta. 

La incorporación de la subunidad α10 aumenta la desensibilización de los 

receptores heteroméricos α9α10 ante la aplicación sostenida de ACh (Elgoyhen 

et al., 2001; Lipovsek et al., 2012). En el caso de los receptores de rana, sucede 

lo contrario, el receptor homomérico α9 presenta un patrón de desensibilización 

muy pronunciado mientras que el receptor heteromérico α9α10, si bien presenta 

una desensibilización más importante que sus contrapartes de rata y pollo, lo 

hace en un grado menor que el  receptor homomérico de la misma especie 

(Marcovich et al., 2020). En este caso, la incorporación de la subunidad α10 al 

nAChR epitelial del anfibio, disminuye la desensibilización del receptor y permite 

el pasaje de una mayor cantidad de corriente a través del canal frente a las 

mismas condiciones de exposición al agonista (Tabla 1). 

Permeabilidad al Ca2+ 

Los nAChRs son canales permeables a cationes (Unwin, 2005). La cantidad de 

Ca2+ que ingresa a las células a través de los mismos cuando son activados es 

de suma importancia para varios procesos celulares. Estos incluyen la 

plasticidad sináptica, la motilidad celular y la activación de cascadas de 

señalización dependientes de este catión (Fucile, 2004). En particular, en la 

sinapsis eferente entre las fibras del sistema eferente MOC y las CCEs en la 

cóclea de mamíferos, la entrada de calcio permite la activación de los canales 

de potasio SK2 que en último término son los que le confieren la propiedad 

inhibitoria a esta sinapsis (Fuchs and Murrow, 1992). 

Los receptores nicotínicos musculares presentan la permeabilidad al Ca2+ más 

baja reportada para los nAChRs, cuando están compuestos por la subunidad 

embrionaria γ. El reemplazo de la subunidad γ por la subunidad ε en el receptor 

muscular adulto provoca un aumento en la permeabilidad al Ca2+ (Ragozzino et 

al., 1998). Los nAChRs neuronales heteroméricos presentan una permeabilidad 

al Ca2+ mayor que los receptores musculares, pero menor que los nAChRs 

neuronales homoméricos (Fucile, 2004). Estos últimos presentan valores de 
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permeabilidad al Ca2+ sumamente elevados, comparables con la de los 

receptores de glutamato de tipo NMDA (Vernino et al., 1992). En invertebrados, 

los nAChRs sensibles a α-Bungarotoxina (α-Btx) también presentan alta 

permeabilidad al Ca2+, lo cual sugiere que, en general, esta propiedad de los 

receptores homoméricos estaría conservada a lo largo de la evolución (Le 

Novère et al., 2002). 

La permeabilidad al Ca2+ varía entre los receptores α9α10 de distintas especies 

(Tabla 1). Tanto el receptor homomérico α9, como el heteromérico α9α10 de 

rata, presentan una permeabilidad al calcio alta (comparable a la del receptor 

nicotínico a7 o a la del receptor de glutamato del tipo NMDA (Katz et al., 2000; 

Lipovsek et al., 2012; Weisstaub et al., 2002). Lo mismo sucede con los 

receptores de rana, que poseen una permeabilidad alta por este catión 

(Marcovich et al., 2020). En el caso de los receptores de pollo se puede observar 

una baja permeabilidad al calcio, similar a la de los nAChRs heteroméricos 

neuronales, tanto en el caso del receptor α9 como del α9α10 (Lipovsek et al., 

2014, 2012). Estas diferencias se deberían a una función diferencial que el 

sistema eferente cumple en las diferentes especies (Köppl, 2011). 

Modulación por Ca2+ 

Casi la totalidad de los nAChRs estudiados hasta el momento presentan una 

potenciación de su respuesta frente a un incremento en la concentración del 

calcio extracelular. Esta modulación de tipo alostérico que ejerce el Ca2+ sobre 

los receptores se da de manera independiente del voltaje y se registra como un 

aumento en la amplitud de la respuesta macroscópica y en la eficacia y la 

potencia de la acetilcolina (Galzi et al., 1996; Lindstrom, 2006; Mulle et al., 1992; 

Vernino et al., 1992).   

En el caso de los nAChRs α9α10 de mamíferos, tanto los nativos como los 

recombinantes presentan una modulación por Ca2+ bifásica: potenciación a 

concentraciones micromolares de este ion y un bloqueo voltaje-dependiente a 

concentraciones milimolares (Gómez-Casati et al., 2005; Weisstaub et al., 2002). 

Los receptores α9α10 de pollo, en cambio, presentan potenciación pero no se 

observa un bloqueo de la respuesta macroscópica por este catión (Lipovsek et 

al., 2012). Se ha propuesto que esto puede deberse, o bien a una saturación del 
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mecanismo de potenciación, o a la compensación funcional de ambos 

mecanismos (potenciación y bloqueo). Por su parte, el receptor α9α10 de rana 

presenta una potenciación de la respuesta evocada a todas las concentraciones 

de Ca2+ (Marcovich et al., 2020) 

En el caso de los nAChRs α9 homoméricos de rata y pollo, estos son capaces 

de transmitir corriente aún en condiciones de ausencia de Ca2+ y no presentan 

potenciación frente a un aumento de la concentración de calcio, pero son 

bloqueados por este catión en forma voltaje-dependiente (Tabla 1). Esto sugiere 

que el o los sitios de unión del Ca2+ están en el poro del canal. (Katz et al., 2000; 

Lipovsek et al., 2012). Los receptores α9 de rana poseen la misma capacidad de 

transmitir corriente en ausencia de Ca2+ pero no presenta un bloqueo en la 

respuesta a ACh tras aumentar la concentración de este catión en la solución 

extracelular (Marcovich et al., 2020). 

Relación corriente-potencial 

Los distintos subtipos de nAChRs presentan diferentes perfiles de respuesta en 

función del potencial de membrana (curva IV). Los nAChRs musculares 

presentan curvas completamente óhmicas, es decir que la proporción de 

corriente que pasa a potenciales hiperpolarizados y despolarizados es la misma 

(sigue un comportamiento lineal) (Mishina et al., 1986). En cambio, tanto los 

nAChRs neuronales como epiteliales, presentan curvas IV con distintos tipos y 

grados de rectificación.  

Los nAChRs neuronales conducen corriente entrante a potenciales negativos 

pero casi no conducen corriente a potenciales positivos, lo cual se denomina 

rectificación entrante (Forster and Bertrand, 1995). A nivel fisiológico, la 

rectificación entrante, así como la alta permeabilidad al Ca2+, permiten que los 

nAChRs neuronales presinápticos funcionen regulando la cantidad de 

neurotransmisor que se libera.  

Los nAChRs epiteliales α9α10 presentan curvas IV con rectificación saliente, 

esto implica que la cantidad de corriente que conducen a potenciales 

despolarizados es mucho mayor que aquella que conducen a potenciales 

hiperpolarizados (Elgoyhen et al., 2001; Lipovsek et al., 2012). Este perfil de 

rectificación particular que presenta el nAChR epitelial α9α10 podría constituir un 
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mecanismo funcional para limitar la cantidad de corriente de Ca2+ que ingresa a 

las células ciliadas del epitelio auditivo en condiciones fisiológicas. Los nAChRs 

α9 y α9α10 de rata y pollo presentan una curva corriente-potencial (IV) peculiar. 

Los receptores heteroméricos de pollo presentan una rectificación saliente muy 

marcada, similar a la que muestran los receptores homoméricos de rata y pollo 

(Elgoyhen et al., 2001; Lipovsek et al., 2014, 2012). Por su parte, en los 

receptores heteroméricos de rata, existe una importante corriente saliente a 

potenciales despolarizados, similar en proporción a aquella que existe a 

potenciales hiperpolarizados (Tabla 1). Esto es marcadamente diferente a lo que 

sucede en los receptores α9 y α9α10 de rana, que presentan una marcada 

rectificación entrante (Marcovich et al., 2020). 

Por todo lo expuesto anteriormente, queda en evidencia que los receptores 

epiteliales α9 y α9α10 presentan características biofísicas y farmacológicas 

particulares que lo distinguen del resto de los receptores nicotínicos. 
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Receptor CE50 de la 
ACh (μM) 

Desensibilización 
(%I a los 20 seg) 

Modulación por 
Ca2+ (I0.5 mM/I3 mM) 

Permeabilidad al 
Ca2+ (%I post-
BAPTA) 

Rectificación 
(I+40 mV/I-90 mV) 

Rata α9 11.0 94.9 1.75 14.3 3.0 

Rata α10 - - - - - 

Rata 
α9α10 

19.39 64.46 3.76 24.89 1.21 

Pollo α9 12.4 83.3 1.75 99.5 2.87 

Pollo 
α10 

1.74 61.6 0.9 12.7 2.85 

Pollo 
α9α10 

17.62 60.84 1.00 100.28 2.31 

Rana α9 91.4 5.9 1.00 32.5 N/D 

Rana 
α10 

N/D N/D N/D N/D N/D 

Rana 
α9α10 

110.89 14.53 0.63 19.56 0.21 

Tabla 1  | Propiedades de los nAChRs α9 y α9α10 de las diferentes especies estudiadas 
hasta el momento. 

Los datos fueron determinados experimentalmente y corresponden a la sensibilidad por ACh 

(CE50), el patrón de desensibilización (% de I remanente 20 seg luego del pico de respuesta a 

ACh), la modulación por Ca2+ extracelular (corriente, I, a 0.5 mM de Ca2+/ I a 3 mM de Ca2+), 

la permeabilidad al Ca2+ (% de I post-BAPTA) y la rectificación (I+40 mV/I-90 mV). (Elgoyhen 

1994, 2001, Weisstaub 2002, Lipovsek 2012, 2014, Marcovich 2020) 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Teniendo en cuenta la información presentada hasta el momento sobre el 

sistema eferente colinérgico de la línea lateral posterior del pez cebra y los 

paralelismos establecidos con sistemas eferentes colinérgicos ya estudiados, 

nos propusimos las siguientes hipótesis: 

 

• Los genes chrna9 y chrna10 de pez cebra codifican para subunidades de 

nAChRs que se pueden ensamblar para formar receptores funcionales. 

• Las propiedades biofísicas y farmacológicas de los nAChRs formados por 

las subunidades α9 y α10 de pez cebra tendrán características 

particulares y no necesariamente iguales a las de otras especies. 

• La sinapsis eferente colinérgica de la línea lateral posterior del pez cebra 

está mediada por un nAChR compuesto por las subunidades α9 y/o α10 

acoplado a un canal del tipo SK. 

 

Con el fin de poner a prueba estas hipótesis, nos propusimos lograr los 

siguientes objetivos: 

 

 

• Evaluar los niveles de expresión en las CCs de los genes potencialmente 

involucrados en la sinapsis eferente colinérgica de la llp a través de un 

análisis de estudios previamente realizados.  

• Clonar los genes que codifican para las subunidades α9 y α10 de pez 

cebra y expresarlos en un sistema heterólogo con el fin de estudiar sus 

propiedades biofísicas y farmacológicas. 

• Estudiar in vivo el efecto directo de la ACh sobre las CCs de la llp del pez 

cebra. 

• Evaluar in vivo la participación de los nAChR α9 y α10 y el canal SK2 en 

la sinapsis eferente de la llp del pez cebra a través del uso de antagonistas 

específicos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Estudio de la expresión génica enriquecida en las 

células ciliadas del pez cebra. 

Las colecciones de datos pre-procesados de expresión génica de células ciliadas 

de pez cebra (Tabla 2) fueron obtenidas de tres estudios de secuenciación de 

ARN de célula única (Erickson and Nicolson, 2015; Lush et al., 2019; Matern et 

al., 2018)  y de un estudio que utilizó chips de ADN (Steiner et al., 2014) (Tabla 

2). Los genes de interés se buscaron tanto por su nombre común como por su 

número de acceso. Para todos los grupos, se utilizaron los datos normalizados 

internamente y con una corrección de “batch” provenientes de cada estudio. Para 

cada gen de interés se obtuvieron los valores de expresión en células ciliadas y 

en su respectivo control (Tabla 2), junto con el valor p ajustado a la Tasa de Falso 

Descubrimiento (FDR por sus siglas en inglés) o el valor q, obtenidos de cada 

estudio. Para poder comparar la expresión diferencial entre los diferentes 

estudios, todas las proporciones entre los niveles de expresión en células 

ciliadas y células control fueron calculadas como “log2 Fold Change”. 

Para el estudio que utilizó chips de ADN (Steiner et al., 2014), se extrajeron los 

datos en los cuales se contrastó las CC con células mCh+, GFP+ del manto. En 

el caso de Matern, et al. la comparación fue contra el resto de las células del pez 

y en el caso de Erickson, et al. al haber utilizado marcación por 4-tirouracilo 

específicamente en células ciliadas, se utilizaron todas las células no marcadas 

como control. Para Lush et al. 2019, se utilizaron datos de CC maduras vs. otras 

células del neuromasto (incluyendo las CC inmaduras). 
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Tabla 2 | Metadatos de los estudios utilizados para analizar el enriquecimiento de la 
expresión génica en las células ciliadas del pez cebra. 

https://doi.org/10.1073/pnas.1318692111
https://doi.org/10.1186/s12864-015-2072-5
https://doi.org/10.3389/fcell.2018.00047
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Clonado de las subunidades α9 y α10 de Danio rerio 

Obtención de ADNc total de larvas enteras 

Se obtuvieron larvas de pez cebra a través de cruzas naturales. Un total de 50 

larvas en estadio de 7 días post-fertilización (7 dpf) fueron lavadas con medio E3 

(Tabla 3) y se procedió a realizar la extracción de ARN total mediante la 

utilización de TRIzol (Invitrogen), según el protocolo estándar. Dos muestras 

independientes fueron eluidas en tubos separados utilizando 10 µl de solución 

de elución y tratadas con DNAsa según el protocolo estándar. Se cuantificó la 

cantidad de ARN extraído para medir el rendimiento de la extracción utilizando 

un espectrofotómetro de UV visible (NanoDrop 1000, Thermo Scientific): 

 

Muestra ng/ul A260 nm/ A280 nm A260 nm/ 230 nm 

Larva entera (i) 309.3 1.923 2.021 

Larva entera (ii) 51.55 1.768 1.984 

 

A continuación, utilizando el sistema SuperScript™ III First-Strand Synthesis 

System (Thermo Fisher Scientific) se realizó una transcripción reversa del ARNm 

con primers poli-T, con el fin de obtener la primera hebra del ADNc total de larvas 

enteras. Para cuantificar el rendimiento de la reacción de transcripción reversa, 

se midió la cantidad de ADN en un espectrofotómetro de UV visible (NanoDrop 

1000, Thermo Scientific). Las concentraciones obtenidas estuvieron en el rango 

de los 600-1900 ng/ul, con relaciones A260nm/280nm superiores a 1.8 y 

A260nm/230 nm superiores a 1.96. 

Amplificación por PCR de las subunidades de interés 

Basándonos en las secuencias reportadas en el Genome Reference Consortium 

z11 (GRCz11), diseñamos primers específicos para poder amplificar las 

secuencias codificantes de las subunidades α9 (ENSDARG00000054680) y α10 

(ENSDARG00000011113). 
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Para el clonado de cada una de las subunidades de interés completas se 

realizaron protocolos de PCR (Reacción en cadena de la polimerasa, por sus 

siglas en inglés), utilizando los siguientes sets de primers: 

Primer TM (°C) Secuencia 

a9 Fw 51.5 ATGAAGAGCAGTAGCAAATAATAA 

a9 Rv 46.9 AATTGCATCAAGTTGTAAAC 

a10 Fw 37.7 ATGATTTTATACTATATCC 

a10 Rv 53.4 TCAAATGGCTTTCCCCATTATAAG 

 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo empleando las siguientes soluciones: 

α9: 

Componente Concentración final 

Buffer PCR 1x 

dNTPs 200 µM 

Primer sentido 0.2 µM 

Primer antisentido 0.2 µM 

ADNc 500 ng 

Polimerasa Platinum™ Taq (Invitrogen)  0.025 U/µl 

H2O C.s.p 25 µl 

α10: 

Componente Concentración final 

Buffer PCR 1x 

dNTPs 200 µM 

MgSO4 1.5 mM 

Primer sentido 0.2 µM 

Primer antisentido 0.2 µM 

ADNc 500 ng 

Polimerasa Platinum™ Taq (Invitrogen)  0.02 U/µl 

H2O C.s.p 50 µl 
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Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-200 Gradient 

Thermal Cycler (MJ Research), empleando los siguientes protocolos de ciclado: 

 

α9: 

94 °C 30 seg.   

 94 °C 30 seg.  

 45 °C  30 seg. 35 ciclos 

 72 °C  2 min.  

72 °C 2 min   

 

α10: 

94 °C 30 seg.   

 94 °C 30 seg.  

 45 °C  30 seg. 35 ciclos 

 68 °C  1.5 min.  

 

Los productos de las PCR fueron observados en geles de agarosa al 1%, 

sembrando 5 μl del producto. Los geles se prepararon disolviendo 1g de agarosa 

(Invitrogen) en 100 ml de buffer TAE (40 mM Tris base – 20 mM Acetato – 1 mM 

EDTA). El tamaño de los productos de PCR se determinó por comparación de 

las bandas obtenidas con un marcador de peso molecular de 1 kb ladder 

(Genbiotech SRL), tal como se muestra en el ejemplo presentado en la Figura 

10. 
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Purificación de los fragmentos amplificados 

A continuación, se realizó la purificación a partir de gel de los fragmentos de 

PCR, empleando el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Para cada subunidad, 

se obtuvo un total de 15 μl con los siguientes rendimientos: 

 

Muestra ng/ul A260 nm/A280 nm A260 nm/A230 nm 

α9 37.8 1.83 2.02 

α10 23.5 1.87 1.98 

 

Clonado de las subunidades de nAChRs de D. rerio en 

pTOPO-TA 

Se utilizó el kit TA Cloning™ Kit (ThermoFisher Scientific) para clonar cada una 

de las subunidades de nAChRs de interés del pez en el vector pCR® 2.1 TOPO 

Figura 10 | Productos de PCR de las subunidades de los nAChRs de Danio rerio 
generados a partir del ADNc. 

Reacciones de PCR para la subunidad α9 (A) y α10 (B) sobre los ADNc obtenidos de larva entera 

de pez cebra. En ambos casos, las bandas corresponden al tamaño esperado del amplicón. M: 

Marcador de peso molecular - 1kb ladder Genbiotech (Genbiotech SRL). 
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(ThermoFisher). La relación inserto: vector para la reacción de ligación se calculó 

según las instrucciones brindadas por el fabricante del kit. De la misma manera, 

la reacción de ligación se realizó según las indicaciones estándar provistas en el 

kit. El producto de la ligación se utilizó para transformar bacterias 

quimiocompetentes One Shot TOP10 (ThermoFisher Scientific). Las colonias 

que incorporaron el inserto clonado en el vector fueron identificadas utilizando 

placas de LB agar con ampicilina 0.1 mg/ml a las cuales se les agregó IPTG y X-

Gal. Las mismas se prepararon agregando 100 μl de IPTG 0.1 M y 20 μl de X-

Gal 50 mg/μl a las placas de LB con ampicilina e incubando durante 30 minutos 

a 37ºC antes del plaqueo. Las colonias blancas fueron repicadas en medio LB + 

ampicilina (0.1 mg/ml). De estos cultivos se purificó el ADN plasmídico utilizando 

el kit Wizard Plus SV Minipreps ADN Purifications System (Promega). Los 

productos de la purificación fueron analizados en gel de agarosa al 1% para 

verificar la integridad. La presencia del inserto fue determinada mediante un 

mapeo de restricción con la enzima KpnI (New England Biolabs) en el caso de la 

subunidad α9 y PstI en el caso de α10, obteniéndose fragmentos de los tamaños 

deseados en varios clones. La presencia del inserto correcto se corroboró 

finalmente por secuenciación por el método de Sanger (Macrogen). 

Subclonado de las subunidades de nAChRs de D.rerio en 

pSGEM 

Para ambas subunidades, una vez detectado un clon positivo, se procedió al 

subclonado del ADNc codificante en el vector pSGEM. Este vector es un 

derivado del pGEM-HE, que posee los segmentos 5’-UTR y 3’-UTR del gen de 

β-globina de X. laevis, al que se le agrego el sitio múltiple de clonado del vector 

pBlueScript (Agilent Technologies), lo que lo convierte en un vector ideal para la 

expresión de proteínas en oocitos de Xenopus laevis. Además, este vector 

presenta un promotor de T7 río arriba del sitio de clonado en donde fueron 

insertados los ADNc de forma direccionada, lo que permite su transcripción en 

la orientación sentido. Los insertos fueron liberados del vector pCR® 2.1 TOPO 

utilizando los sitios de corte para XhoI y SpeI para el caso de α9, o bien SpeI y 

XbaI para el caso de α10 (todas las enzimas de restricción provenientes de la 

empresa New England Biolabs). Por otro lado, se realizó una doble digestión del 
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vector pSGEM con el par de enzimas que generan sitios complementarios a los 

del inserto, necesarios para realizar el subclonado direccional de cada 

subunidad. Los productos de digestión se corrieron en un gel de agarosa al 1%. 

Las bandas correspondientes a los insertos y vectores se purificaron utilizando 

el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). La integridad de los productos purificados 

fue verificada mediante gel de agarosa al 1% y los mismos fueron cuantificados 

utilizando un espectrofotómetro de UV visible (NanoDrop 1000, Thermo 

scientific). La reacción de ligación fue realizada empleando ligasa T4 (Life 

Technologies) con las siguientes relaciones inserto: vector: 3:1, 5:1, 8:1. La 

cantidad de inserto necesaria en cada caso fue calculada según la fórmula: 

 

𝑛𝑔 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 =  
𝑛𝑔 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 . 𝑘𝑏 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜

𝑘𝑏 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟
 (𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜: 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟) 

 

En los 3 casos, se incubó la reacción durante 15-60 minutos a 25ºC. 

El producto de la ligación se utilizó para transformar bacterias 

electrocompetentes preparadas en el laboratorio (provenientes de la cepa Dh5α 

de E.coli con una eficiencia de transformación de ~109 UFC/μg). Las colonias 

obtenidas se repicaron en medio LB líquido + ampicilina y los cultivos se 

utilizaron para obtener ADN plasmídico utilizando el kit Wizard Plus SV Minipreps 

ADN Purifications System (Promega). La identidad y presencia del inserto, con 

la orientación correcta dentro del vector ( 

Figura 11) se analizó mediante mapeos de restricción y luego fue corroborada 

mediante secuenciación por el método de Sanger (Macrogen), aprovechando las 

regiones del plásmido generadas para utilizar primers estándar (M13F y M13R). 
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Figura 11 | Mapa de los vectores pSGEM que contienen los ADNc de nAChRs de pez 
cebra. 

La región codificante de los genes α9 (A) y α10 (B) de D. rerio se muestra en naranja. Los 

indicadores verdes muestran las posiciones de los UTR de β-globina de X. laevis. Los indicadores 

celestes muestran la posición de los promotores para la T7 ARN polimerasa y en amarillo se 

muestra el gen que codifica para la β-lactamasa el cual confiere resistencia a la ampicilina. 

 

Análisis bioinformático. 

Se descargaron las secuencias codificantes de las subunidades α9 y α10 (chrna9 

y chrna10) de pez (Danio rerio), rana (Xenopus tropicalis), pollo (Gallus gallus) y 

rata (Rattus norvegicus) de la base de datos genómica Ensembl 

(http://www.ensemble.org). Los genes fueron anotados automáticamente, sin 

verificación ni corrección alguna. Con las secuencias aminoacídicas generadas 

a partir de dichas secuencias codificantes, se realizaron alineamientos múltiples 

utilizando la herramienta ClustalW dentro del software MEGA7 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis - Kumar et al., 2016) y se calcularon los 

porcentajes de identidad. Dichos alineamientos fueron graficados y coloreados 

según su nivel de conservación utilizando el software Jalview Version 2 

(Waterhouse et al., 2009). 

http://www.ensemble.org/
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Electrofisiología 

Preparación de ARNc para la expresión heteróloga en 

oocitos de Xenopus laevis 

Los ADNc de las subunidades α9 (crhna9) y α10 (chrna10) de pez cebra, 

contenidos en plásmidos pSGEM, fueron linealizados con la enzima de 

restricción SbfI, en el caso de α9, y NheI en el caso de α10 (todas las enzimas 

de restricción utilizadas fueron adquiridas a New England Biolabs). Los 

productos de digestión fueron purificados con el kit PureLink PCR Purification 

(Thermo Fisher Scientific). La linealización de los plásmidos se confirmó de 

manera visual utilizando geles de agarosa al 1% con el marcador de peso 

molecular 1 kb ladder (Invitrogen) y se realizó una cuantificación y evaluación de 

su pureza utilizando un espectrofotómetro de UV visible (NanoDrop 1000, 

Thermo scientific). Una vez linealizados, los plásmidos fueron utilizados como 

templado para la síntesis in vitro de ARNc mediante el kit RiboMAXTM Large Scale 

RNA Production System (Promega). Las reacciones de transcripción se 

realizaron en presencia de un análogo de la caperuza Me7G(5’)ppp(5’)G 

(Promega), en proporción 4:1 con respecto al GTP. Se confirmó la transcripción 

de los ARNc utilizando geles de agarosa 1% y se midió su concentración 

utilizando un espectrofotómetro de UV visible (NanoDrop 1000, Thermo 

scientific). Posteriormente los ARNc fueron utilizados para la microinyección de 

oocitos de Xenopus laevis.  

Obtención de oocitos de Xenopus laevis 

Se utilizaron hembras de Xenopus laevis obtenidas comercialmente (Nasco). Se 

mantuvieron en un bioterio adecuado, de ambiente controlado (16-18oC), con un 

régimen de 12:12hs luz/oscuridad, en grupos de dos, en recipientes de 10 litros 

con agua limpia libre de cloro, y alimentadas dos veces a la semana. Para la 

obtención de los oocitos, las ranas fueron anestesiadas con 1 g/ml de etil éster 

de ácido 3-aminobenzoico (Sigma-Aldrich) disuelto en el agua. Mediante una 

pequeña incisión en el abdomen, fueron extraídos lóbulos de uno de los ovarios. 

Los oocitos maduros fueron parcialmente separados bajo lupa con ayuda de 
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pinzas y luego tratados con una solución de colagenasa tipo I 2 mg/ml 

(Worthington Biochem Corp.), disuelta en una solución salina sin Ca2+ de la 

siguiente composición (en mM): NaCl 96, KCl 2, HEPES 5, MgCl2 5, pH 7.6, con 

agitación lenta para remover la capa folicular durante 4 horas. Luego, los oocitos 

fueron lavados varias veces con la misma solución para eliminar los restos de 

colagenasa. Oocitos de estadíos maduros (estadíos V y VI) fueron seleccionados 

bajo lupa de acuerdo a su tamaño y apariencia y los restos de epitelio ovárico 

fueron removidos manualmente, con pinzas de disección. Luego se los mantuvo 

a 18oC en una solución de Barth’s (en mM: NaCl 88, Ca(NO3)2 0.33, CaCl2 0.41, 

KCl 1, MgSO4 0.82, NaHCO3 2.4, HEPES 10) y los antibióticos gentamicina y 

tetraciclina a una concentración de 50 μg/ml, pH 7.6, en grupos de no más de 25 

oocitos por vial. 

Inyección de oocitos de Xenopus laevis 

Los oocitos, previamente seleccionados, fueron inyectados dentro de las 24 hs 

posteriores a su extracción y colagenización. La inyección del ARNc se realizó 

utilizando un microinyector automático (Drummond Scientific Company) y 

capilares de vidrio (Drummond Scientific Company), estirados por calor 

utilizando un estirador de pipetas modelo PB-7 (Narishige Co. Ltd). Las pipetas 

se llenaron con aceite mineral y en su extremo se cargaron con 2-4 μl de solución 

de ARNc. Los oocitos se colocaron en una caja de Petri de 35 mm de diámetro 

cuyo fondo posee una membrana de polietileno enrejada que limita su 

movimiento y se inyectaron individualmente. Para el estudio de receptores 

homoméricos, los oocitos fueron inyectados con 0.01-1 ng (50 nl) de ARNc 

correspondiente a la subunidad α9 o α10. Para estudiar el receptor heteromérico 

α9α10, los oocitos fueron inyectados con ARNc conteniendo cantidades 

equimolares de las subunidades recombinantes α9 y α10 o una relación 1 α9: 2 

α10 (ver sección “Sensibilidad al agonista ACh” en Resultados). 

Registros electrofisiológicos 

Dos a siete días después de la inyección, se evaluaron las propiedades de los 

receptores recombinantes expresados por los oocitos mediante la técnica de 

fijación de voltaje con dos microelectrodos (TEVC, por sus siglas en inglés. 
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Figura 12). Se utilizaron micropipetas de vidrio (resistencia ~0.5-2 MΩ) estiradas 

por calor con un estirador de pipetas modelo PB-7 (Narishige Co. Ltd, Tokio, 

Japón). Las mismas fueron llenadas con una solución de KCl 3 M.  Los 

electrodos de registro de Ag/AgCl, insertos en las micropipetas, se conectaron a 

los cabezales de un amplificador Geneclamp 500 (Molecular Devices Inc.). Cada 

cabezal se acopló a un micromanipulador para el posicionamiento fino de los 

electrodos. La preparación fue llevada a tierra utilizando un alambre de Ag/AgCl 

sumergido en una solución de KCl 3 M conectada al baño a través de un puente 

de KCl-agar. La generación de protocolos de voltaje y la adquisición de datos se 

realizaron mediante una tarjeta analógico-digital Digidata 1200 (Molecular 

Devices Inc.) y el programa pClamp 7.0 (Molecular Devices Inc.) A menos que 

se especifique, todos los registros se realizaron a un potencial de sostén de –70 

mV. Durante los registros electrofisiológicos, los oocitos fueron sometidos a un 

flujo continuo (~10 ml/min) de solución de Ringer (en mM: NaCl 115, KCl 2.5, 

CaCl2 1.8 y HEPES 10, pH 7.2). En todos los casos la ACh fue añadida al baño, 

diluida en la solución de perfusión, a partir de soluciones madre de una 

concentración 100 mM. Los lavados entre aplicaciones de drogas se realizaron 

mediante la perfusión continua de solución de Ringer durante 3 min para evitar 

la desensibilización de los receptores.   

Figura 12 | Esquema de la técnica de fijación de voltaje con dos microelectrodos en 
oocitos de X. laevis. 

Debido al gran tamaño del oocito y al tamaño de las corrientes que se generan a través de los 

canales expresados de manera heteróloga, se requieren dos electrodos, uno para sensar 

cambios en el voltaje y otro para inyectar corriente (y ajustar el voltaje de membrana). La ACh 

y otras drogas son aplicadas a través del baño que constantemente circula alrededor del oocito. 
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Los oocitos poseen canales endógenos de cloruro activables por Ca2+ (IClCa) 

(Boton et al., 1989; Miledi and Parker, 1984). Para minimizar la activación de 

estos canales, en respuesta a la entrada de Ca2+ a través de los receptores 

recombinantes, los oocitos fueron incubados en presencia del quelante de Ca2+ 

BAPTA-AM (acetoximetilester del ácido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N”,N”-

tetra acético) en concentración 100 μM, durante las 3 horas previas a los 

registros electrofisiológicos. El BAPTA-AM es capaz de atravesar la membrana, 

y una vez dentro del citoplasma es escindido por las esterasas endógenas 

pasando a su forma ácida, lo cual impide que vuelva a atravesar la membrana 

plasmática. En los experimentos que se utilizaron soluciones extracelulares 

conteniendo concentraciones bajas de Ca2+, se emplearon oocitos inyectados 

con 7.5 ng de un oligonucleótido 

(5”GCTTTAGTAATTCCCATCGTCCCATGTTTC 3”) antisentido del ARN 

mensajero de conexina-38 (Ebihara, 1996; Gerzanich et al., 1994; Katz et al., 

2000), para minimizar la activación de las corrientes catiónicas no selectivas a 

través de los canales hemi-gap junction del oocito, activadas por la disminución 

de la concentración extracelular de iones divalentes.  

Caracterización de los receptores 

Farmacología 

Para evaluar el comportamiento de cada receptor ante los diferentes compuestos 

de interés, se tomaron dos aproximaciones. Si el compuesto era, 

potencialmente, un agonista, simplemente se aplicó el mismo durante 1 minuto 

para evaluar la respuesta. En el caso de aquellos compuestos con potencialidad 

de ser antagonistas, se pre-aplicó la droga a evaluar durante un minuto previo a 

la co-aplicación de la misma con ACh. 

Curvas concentración – respuesta 

Para cada receptor, las curvas concentración-respuesta se obtuvieron 

normalizando las amplitudes de las respuestas obtenidas en las diferentes 

concentraciones de ACh a la respuesta máxima del agonista en cada oocito. Se 

grafican las medias y los errores estándar de las medias (S.E.M.) de todos los 

oocitos ensayados.  



61 
 

Evaluación de la modulación por Ca2+ extracelular 

El efecto del Ca2+ extracelular sobre las respuestas a ACh de los nAChRs 

estudiados se analizó midiendo las amplitudes de respuesta a ACh, 10 μM en el 

caso del receptor homomérico α9 y 300 μM para el receptor heteromérico α9α10, 

al variar la concentración de Ca2+ extracelular desde 0 nominal a 3 mM en una 

solución salina normal. Los valores de las amplitudes de respuesta obtenidas 

para cada concentración de Ca2+ extracelular fueron normalizados a la amplitud 

obtenida en Ca2+ 1.8 mM.  

Desensibilización 

Para evaluar los patrones de desensibilización de ambos tipos de receptores se 

realizaron aplicaciones prolongadas de ACh durante 1 minuto a una 

concentración equivalente a un orden de magnitud superior al CE50 de cada 

receptor. Se evaluó el porcentaje de corriente remanente a los 20 segundos 

luego del pico de respuesta a la ACh para estimar un “índice de 

desensibilización”. 

Evaluación de la entrada de Ca2+ por activación de la corriente 

secundaria de Cl de los oocitos. 

La entrada de Ca2+ a través de los diferentes receptores se evaluó analizando la 

activación de la corriente de Cl endógena de los oocitos (IClCa). Se midió la 

amplitud de la respuesta evocada por la CE50 de ACh de cada receptor antes y 

después de 3 horas de incubación con el quelante de Ca2+ BAPTA-AM para cada 

oocito. Se calculó el porcentaje de respuesta remanente luego de la incubación 

(% de respuesta post-BAPTA). Se promediaron los valores obtenidos para todos 

los oocitos ensayados, para cada uno de los diferentes receptores. 

Curvas corriente – potencial 

El protocolo de estimulación para obtener las curvas de corriente en función del 

potencial (curvas I-V) consistió en una rampa lineal desde -120 a +50 mV con 

una duración de 2 segundos, partiendo de un potencial de sostén de -70 mV. Las 

rampas se efectuaron durante la aplicación de ACh 1 o 30 μM (para α9 y α9α10, 

respectivamente), 3 segundos luego de que la respuesta alcanzara la meseta. 

La corrección de las corrientes de fuga se realizó mediante la sustracción digital 
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del promedio de dos curvas I-Vs obtenidas mediante la aplicación de rampas de 

voltaje realizadas antes y después de la aplicación de la ACh en la misma 

solución del registro. Debido a que el receptor α9α10 presenta una marcada 

desensibilización, se corroboró el perfil de las curvas I-V mediante el registro de 

la corriente evocada por ACh 300 μM al fijar el potencial de oocito en distintos 

valores “punto por punto” (de -120 a +50 mV). Para poder comparar las curvas 

IV de los diferentes receptores, se normalizó la magnitud de todas las respuestas 

a aquella obtenida a +50 mV. La rectificación de los receptores fue estudiada 

obteniendo la relación entre la amplitud de corriente a +40 y a -90 mV.  

Análisis estadístico 

Los ajustes de las curvas y los análisis estadísticos de los registros 

electrofisiológicos fueron realizados utilizando el programa GraphPad Prism 6.01 

para Windows (GraphPad Software).  

Para evaluar los datos de las curvas concentración-respuesta los datos 

experimentales fueron ajustados a la ecuación empírica de Hill:  

 

𝐼

𝐼𝑚𝑎𝑥
=  

[𝐴]𝑛

[𝐴]𝑛 + 𝐶𝐸50
𝑛 

 

donde I es la amplitud de la corriente producida por el agonista a una 

concentración [A]; Imax es la amplitud de la corriente máxima producida por una 

concentración saturante del agonista; CE50 es la concentración de agonista que 

produce el 50% de la respuesta máxima y n es el coeficiente de Hill. De esta 

manera se estableció un CE50 para cada receptor. 

Se utilizaron tanto el test de normalidad de Shapiro-Wilks como el de D’agostino 

y Pearson y el de Anderson-Darling para analizar la distribución de los datos y 

definir el tipo de test estadístico a implementar sobre cada set de datos 

(paramétricos o no paramétricos). Utilizamos la prueba de t de Student pareada 

o no pareada (con corrección de Welch cuando fue necesario) o sus versiones 

no paramétricas, la prueba de Wilcoxon y la prueba de Mann-Whitney, para 

comparar dos poblaciones de datos.  
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Para evaluar los datos de los experimentos de modulación por cationes 

divalentes, se utilizó un ANOVA de una vía con corrección de Geisser-

Greenhouse. Se utilizó un test de comparación múltiple de Bonferroni para 

evaluar las diferencias entre las medias de los diferentes grupos. Se reporta 

significancia estadística con un ɑ = 0.05. 

Imaging in vivo 

Mantenimiento y cría de peces cebra. 

Se obtuvieron embriones de pez cebra a través de cruzamientos naturales y se 

criaron según los lineamientos de “The Zebrafish book” (Westerfield, 2000). 

Larvas de entre 5 y 7 dpf se mantuvieron a 28°C bajo un ciclo de luz/oscuridad 

de 14:10 h en medio E3 (Tabla 3). Para los experimentos de imaging in vivo, a 

las 24 horas post fertilización se le agregó al medio E3, 0.2 mM de 1-fenil2-

thiourea (pTU) para prevenir la formación de pigmento en las larvas. Todos los 

experimentos fueron realizados con la aprobación del comité de uso de animales 

del INGEBI.   

 

Componente Conc. final (en mM) 

NaCl 130 

KCl 0.5 

CaCl2 1.3 

MgSO4 1 

Na2HPO4 0.02 

KH2PO4 0.04 

NaH2CO3 0.4 

 

Tabla 3 | Composición del medio de mantenimiento (E3) de embriones de pez cebra. 

Preparación de los peces. 

A partir de la cruza de dos líneas transgénicas, se obtuvieron individuos 

transgénicos dobles Tg[Brn3c:Gal4;UAS:GcAMP7a] que expresan el indicador 
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fluorescente de calcio genéticamente codificado GcAMP7a en células ciliadas. 

Larvas de entre 5 y 7 dpf fueron anestesiadas con tricaína metanosulfonato (MS-

222) para luego ser fijadas mediante dos sujetadores de tungsteno (ubicados en 

la cabeza y la cola) en una cámara de registro elaborada con SYLGARD® 184 

(Sigma-Aldrich). Para suprimir el movimiento del pez durante el registro de 

imágenes, se inyectó ɑ-Bungarotoxina (125 µM) directamente en el corazón. 

Posteriormente, las larvas fueron lavadas con solución extracelular de imaging 

(Tabla 4) sin tricaína y se esperaron 5 minutos para permitir la recuperación. 

Ya que en este mismo trabajo demostramos que la α-Btx es un bloqueante de 

los receptores α9 y α9α10 del pez cebra, es necesario mencionar que la 

utilización de una inyección de esta toxina en el corazón del pez como 

paralizante responde a que ninguna de las estrategias alternativas que 

intentamos utilizar fue exitosa. En primera instancia intentamos realizar un 

pequeño corte en la cola del pez y sumergir brevemente a las larvas en una 

solución concentrada de α-Btx, pero esto no paralizó de manera eficiente a los 

peces y nos impidió realizar una adquisición de imágenes correcta. Por otro lado, 

evaluamos la posibilidad de agregar tricaína a la solución de registro que se 

perfunde durante toda la adquisición de imágenes, pero a la concentración 

necesaria para paralizar a los peces (100 µM) esta droga bloquea a los 

receptores α9 y α10 (ver “Resultados”). Por estos motivos decidimos seguir 

adelante con la inyección de α-Btx en el corazón según los lineamientos 

establecidos en el trabajo de Trapani y Nicolson del año 2010 que demuestra 

mediante el uso de inmunohistoquímica con anticuerpos anti-α-Btx que la toxina 

permanece unida de manera no reversible a los receptores musculares pero, al 

igual que demostramos en este trabajo, su efecto sobre los receptores de las 

células ciliadas del oído y la línea lateral es reversible. Por estos motivos 

concluimos que esta técnica resulta adecuada para realizar estudios en la línea 

lateral sin afectar el funcionamiento normal de las CC. 

 

 

 

 



65 
 

Componente Conc. final (en mM) 

NaCl 140 

KCl 2 

CaCl2 2 

MgCl2 1 

HEPES 10 

KH2PO4 0.04 

NaH2CO3 0.4 

 
Tabla 4  | Composición de la solución extracelular de imaging. Siempre antes de realizar 
los experimentos se controló que el pH fuera 7.3 y la osmolaridad 310±10 osmol/ L. 

 

Estimulación de los neuromastos 

La estimulación de los neuromastos se realizó con un fluid-jet desarrollado en 

nuestro laboratorio (Figura 13-A). La presión se aplicó a través de una jeringa de 

15 ml y fue controlada a través de una válvula solenoide cuya apertura y cierre 

fueron controladas a través de una señal digital TTL (VC-6 valve controller, 

Warner instruments) que se coordinó mediante el sistema de registro. A la salida 

del sistema se adhirió una pipeta de vidrio cargada con solución extracelular de 

imaging (diámetro interno de ~30–50 μm), la cual fue posicionada de tal manera 

de poder estimular mecánicamente la región apical de la cúpula de los 

neuromastos ubicados a lo largo del eje anteroposterior del pez. Se corroboró de 

manera visual que las deflexiones de los cilios provocadas por el estímulo fueran 

sostenidas durante la duración del mismo sin fluctuaciones. Mediante la 

aplicación de presión positiva y negativa se logró estimular las células ciliadas 

con orientaciones de preferencia opuestas. El volumen impulsado a través de la 

jeringa se mantuvo constante durante todos los experimentos (5 ml) y la presión 

fue controlada mediante el uso de un manómetro. Los estímulos fueron pulsos 

cuadrados con una duración de 2 minutos con el fin de activar las células ciliadas 

con distintos rangos de sensibilidad (Pichler and Lagnado, 2019, 2018; Zhang et 

al., 2018). El flujo sanguíneo se monitoreó de manera constante a lo largo de 

cada experimento como métrica de la salud del animal. 
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Adquisición de Imágenes de Ca2+ 

Microscopía de fluorescencia de campo amplio 

Los experimentos fueron realizados en un microscopio Olympus BX51WI 

(Olympus Corporation). Se realizó un seguimiento visual de las preparaciones 

con contraste de interferencia diferencial (DIC), utilizando un objetivo de 

inmersión en agua 60X. El plano focal fue ubicado en la zona basal del 

neuromasto con el objetivo de visualizar la mayor cantidad de células ciliadas 

posible (Figura 13-B). Con el fin de obtener una mejoría en la relación señal-

ruido y en la frecuencia de adquisición, se realizó un binning 4x4 de la imagen, 

obteniendo una resolución final de 0.533 µm por pixel al usar un objetivo de 

inmersión en agua 60X. Además, el módulo analizador del DIC del microscopio 

fue removido para evitar el filtrado de la señal fluorescente. El tamaño de la 

imagen fue fijado en 100x100 px permitiendo una tasa de adquisición de 6.6 

imágenes/seg, con un tiempo de exposición de 150 mseg. 

La preparación fue iluminada con un sistema LED azul (Tolket) y las imágenes 

fueron adquiridas utilizando una cámara EM-CCD Andor iXon 885 (Andor 

Technology Ltd). El sistema de adquisición fue controlado a través de una 

interfaz creada por Till Photonics, utilizando el software de adquisición Live 

Acquisition (Till Photonics). 
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Análisis de imágenes 

Las imágenes de fluorescencia fueron procesadas utilizando la distribución FIJI 

del software ImageJ (Rueden et al., 2017; Schindelin et al., 2012). Debido a 

movimientos peristálticos lentos en el intestino del pez (que no son bloqueados 

con la aplicación de ɑ-Bungarotoxina), la preparación sufrió ligeros movimientos 

que fueron corregidos previo al análisis de las imágenes de fluorescencia 

mediante la aplicación del plug-in StackReg utilizando una transformación 

traslacional (Thévenaz et al., 1998). 

Las imágenes fueron analizadas con rutinas escritas a medida en IgorPro 6.37 

(WaveMetrics). Se trazaron a mano regiones de interés (ROIs, por sus siglas en 

inglés) alrededor de cada célula ciliada visible en el neuromasto. Para cada punto 

temporal de cada ROI se normalizó la señal de fluorescencia utilizando el valor 

inicial [∆F/F0 (%)]. El fotoblanqueo del indicador de Ca2+ genéticamente codificado 

fue corregido. Para ello, una vez calculada la señal de fluorescencia en cada 

ROI, se ajustó una recta entre la línea de base previa a la aplicación del estímulo 

y la fluorescencia final. 

Se detectaron picos en la intensidad de fluorescencia solo durante el período en 

el cual se estimuló mecánicamente al neuromasto. Para proseguir con el análisis, 

Figura 13 | Esquema de adquisición de Imágenes de Ca2+ y aplicación de drogas. 

A.- Diagrama de la ubicación del fluid-jet (“Estimulación”) y la pipeta mediante la cual se aplican 

localmente las drogas durante el protocolo (“Aplicación local”). El objetivo del microscopio 

siempre fue ubicado de tal manera de registrar los neuromastos L2, L3 o L4. Ciertas drogas 

fueron utilizadas además durante pre-incubaciones a través del baño (“Baño”). B.- Imagen 

representativa del plano focal de preferencia utilizado para todos los experimentos y ubicado en 

la zona basal del neuromasto. 
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solo se utilizaron aquellas células que presentaron un pico de ∆F/F 0 (%) al ser 

estimuladas en una sola orientación y, dentro de éstas, aquellos picos cuya 

amplitud superó en 2.5 desviaciones estándar (S.D.) a la señal de fluorescencia 

pre-estímulo (Ver Figura 30 en “Resultados”). 

Aplicación local de drogas 

Todas las drogas aplicadas fueron disueltas en la solución de registro 

extracelular (Tabla 4), con la adición de DMSO 0,1%, a partir de un stock 

generado previamente. Las soluciones fueron cargadas en un sistema de 

perfusión alimentado por gravedad de seis canales VC-6 (Warner Instruments). 

Cada canal fue conectado a una tubuladura de polietileno de 0.61 mm de 

diámetro e insertado en un capilar Drummond Scientific Company (Broomall) de 

200 µl, cuyo extremo fue previamente estirado con un estirador de pipetas hasta 

alcanzar un diámetro de ∼150 µm. El extremo de esta pipeta fue colocado cerca 

de la cola del pez. La apertura y cierre de la válvula solenoide de cada canal fue 

registrada a través de una señal eléctrica (TAG) enviada a la placa analógico-

digital. Antes de comenzar cada experimento, se verificó que la activación del 

sistema de perfusión local utilizado no generara movimiento en las cilias del 

neuromasto a analizar ni activara de manera alguna a las células ciliadas del 

mismo. 

Protocolo  

La adquisición de imágenes de fluorescencia de GCaMP7a consistió en 

ventanas de 40 segundos divididas como se detalla en la Figura 14. 

 

 

Figura 14 | Protocolo de adquisición de imágenes y estimulación mecánica del 
neuromasto. 
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Las flechas (→ y ←) indican la aplicación de un estímulo que genera la deflexión 

de los cilios de los neuromastos en el sentido anterior-posterior, y viceversa, 

respectivamente. 

En el caso de los estudios con isradipina, la droga fue aplicada a través del baño 

y los peces fueron pre-incubados por 5 minutos antes de la adquisición de las 

imágenes de fluorescencia. 

Para los experimentos con ACh, la droga fue aplicada de manera local a partir 

del comienzo del protocolo de adquisición de imágenes y hasta el cierre del 

segundo estímulo (←). 

La α-Btx y la apamina fueron pre-aplicadas a través del baño durante 1 minuto 

antes del comienzo del protocolo de adquisición de imágenes y también 

aplicadas de manera local a partir del comienzo del protocolo de adquisición de 

imágenes y hasta el cierre del segundo estímulo (←). 

En el caso de los experimentos de co-aplicación (α-Btx + ACh, apamina + ACh), 

las toxinas fueron pre aplicadas como se mencionó previamente y luego co-

aplicadas con la ACh a partir del comienzo del protocolo de adquisición de 

imágenes y hasta el cierre del segundo estímulo (←). 

Análisis estadístico 

Todos los experimentos fueron realizados en un mínimo de 8 animales (1 

neuromasto por animal) y en, al menos, tres días independientes. Los gráficos y 

los análisis estadísticos fueron realizados utilizando código personalizado escrito 

en el lenguaje Python (Python 3.7), utilizando los paquetes pandas, Scipy, 

numpy, Ipython, matplotlib y seaborn (Hunter, 2007; McKinney, 2010; Pérez and 

Granger, 2007; Virtanen et al., 2020; Walt et al., 2011). La normalidad fue 

analizada utilizando el test de Shapiro-Wilk. Ya que los datos no siguieron una 

distribución normal, la significancia estadística entre dos condiciones fue 

determinada utilizando la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon. Para este 

tipo de análisis, el tamaño de los efectos fue calculado utilizando la Correlación 

Biserial de Rangos Pareados (CBRP), que representa la diferencia simple entre 

la proporción de evidencia favorable contra la evidencia no favorable (Kerby, 

2014). Para evaluar la reversibilidad del efecto de la ACh, se realizó un test de 
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Friedman con una comparación múltiple de Dunn entre cada condición 

(aplicación de ACh y lavado) con el control inicial. Por su parte, para evaluar si 

la fluorescencia basal de las células ciliadas no cambiaba en presencia de 

acetilcolina, se realizó un test de t pareado. Finalmente, para evaluar la 

existencia de diferencias del efecto inhibitorio de la ACh entre células con 

diferente orientación de preferencia, se utilizó un test de Mann-Whitney. La 

significancia estadística se reporta en todos los casos con un ɑ = 0.05. 

Drogas Utilizadas 

Las siguientes drogas y sales fueron adquiridas de Sigma-Aldrich (Argentina): 

Cloruro de acetilcolina (ACh), BAPTA-AM, NaCl, CaCl2, KCl, MgSO4, NaHCO3, 

HEPES, gentamicina, tetraciclina, isradipina, DMSO. Por su parte, la α-

bungarotoxina y la apamina fueron adquiridas de Alomone. La colagenasa fue 

adquirida en Worthington Biochem Corp. Para los experimentos en oocitos de 

Xenopus, las soluciones de trabajo de ACh fueron preparadas mediante dilución 

en solución salina normal, a partir de alícuotas de soluciones madre de 

concentración 100 mM en agua conservadas a –20ºC. El BAPTA-AM se disolvió 

en DMSO en una concentración 100 mM y se almacenó en alícuotas a –20ºC. 

Las alícuotas se descongelaron y se diluyeron 1000 veces en solución salina 

normal en el momento de ser utilizadas. En el caso de los experimentos in vivo, 

las drogas fueron llevadas a su concentración de trabajo mediante su disolución 

en solución extracelular de imaging, con el agregado de DMSO 0.1%, para 

incrementar su accesibilidad a las CC en larvas de pez intactas (Sheets, 2017; 

Sheets et al., 2012; Toro et al., 2015; Trapani and Nicolson, 2011; Wong et al., 

2019; Zhang et al., 2018). 
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RESULTADOS 

Expresión génica, clonado y caracterización funcional 

de las subunidades de nAChRs α9 y α10 de pez 

cebra. 

Expresión génica 

En una primera aproximación nos propusimos descifrar la identidad molecular de 

los actores principales que intervienen en la sinapsis eferente de la línea lateral 

posterior del pez cebra. Para ello, a partir de un conjunto de estudios 

recientemente publicados (Erickson and Nicolson, 2015; Lush et al., 2019; 

Matern et al., 2018; Steiner et al., 2014), evaluamos en CCs de pez cebra los 

niveles de expresión génica de los genes que codifican para las principales 

proteínas expresadas en todas las sinapsis colinérgicas eferentes descritas 

hasta el momento.  Estas son las subunidades de los nAChRs α9 y α10 

(codificados por los genes chrna9 y chrna10, respectivamente) y el canal de 

potasio activado por calcio SK2 (codificado por el gen kcnn2). Dado que existe 

evidencia de la expresión de otros canales del tipo SK en órganos sensoriales 

del pez cebra (Cabo et al., 2013), también evaluamos la expresión de kcnn1a, 

kcnn1b y kcnn3 (genes que codifican para los canales SK1a, SK1b y SK3, 

respectivamente). 

Realizamos la recolección de los datos de expresión génica de estudios de 

microarreglos y RNA-seq de célula única (Tabla 2 en “materiales y métodos”), a 

partir de los cuales evaluamos el enriquecimiento de los genes de interés en CCs 

de pez cebra. Para poder comparar los resultados obtenidos de los diferentes 

estudios, utilizamos los datos pre-procesados de libre acceso normalizados, 

corregidos y con su valor p ajustado para cada caso. A partir de estos datos, 

calculamos el cambio relativo en la expresión de cada gen de interés en las 

células ciliadas (medido como Log2 Fold Change), con respecto al control para 

cada estudio. 
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Como se muestra en la Tabla 5, en todos los estudios analizados, 

chrna9 muestra una expresión significativamente enriquecida en las células 

ciliadas con respecto a su control (células de la piel para Steiner et al., 2014, 

larva entera en el caso de Matern et al., 2018, células sin marcación con 

tirouracilo en Erickson et al., 2015 y células no-ciliadas del neuromasto en el 

caso de Lush et al., 2019).  Por otro lado, chrna10, no presentó un 

enriquecimiento significativo en las células ciliadas en ninguno de los estudios 

analizados (Tabla 5). 

Dos (Steiner et al., 2014 y Matern et al., 2018) de los cuatro estudios 

analizados muestran una expresión enriquecida de kcnn2 y kcnn1a en las 

células ciliadas, con un enriquecimiento particularmente notorio de kcnn2 (Log2 

Fold change de 3.958601, valor p ajustado 5.91E-06) en el caso de Steiner et 

al., 2014. Los genes que codifican para los canales SK1b y SK3 no presentaron 

un enriquecimiento significativo en ninguno de los estudios analizados. 

Analizamos luego en las células ciliadas del pez cebra la expresión diferencial 

de genes conocidos como marcadores de células ciliadas internas y externas de 

la cóclea. En particular, y dada la importancia del calcio para activar canales de 

SK2 en las sinapsis eferentes (Fuchs and Murrow, 1992), nos enfocamos en 

genes involucrados en la homeostasis celular del calcio (Ranum et al., 2019). 

Como marcadores de CCIs analizamos los genes Otof (que codifica para la 

proteína Otoferlina), Atp2a3 (que codifica para una bomba Ca2+-ATPasa del 

retículo sarco/endoplásmico) y TpbgI (que codifica para la glucoproteína símil 

trofoblástica). Como marcadores de CCEs analizamos los genes Ocm (que 

codifica para la proteína oncomodulina), Sri (que codifica para la proteína 

sorcina) y Slc26a5 (que codifica para la proteína prestina). Como se indica en la 

Tabla 7, las células ciliadas del pez cebra presentan un patrón de expresión 

mixto entre las CCI y CCE de la cóclea, ya que poseen expresión enriquecida 

tanto de Otofa y Otofb, como de uno de los ortólogos de Ocm (Pvalb 8) y, a su 

vez, poseen una expresión relativa menor que en los controles en el caso de 

TpbgI y Sri.
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Gen 
Ratón 

ID Ensembl 
Expresado 

diferencialmente 
en: 

Gen pez ID Ensembl 

Otof ENSMUSG00000062372 

 

CCI Otofa ENSDARG00000030832 

 

Otof ENSMUSG00000062372 

 

CCI Otofb ENSDARG00000020581 

Atp2a3 ENSMUSG00000020788 CCI Atp2a3 ENSDARG00000060978 

Tpbgl ENSMUSG00000096606 CCI Tpbgl ENSDARG00000114338 

 

Ocm ENSMUSG00000029618 CCE Pvalb8 
(Ocma) 

ENSDARG00000037790 

Ocm ENSMUSG00000029618 CCE Pvalb9 
(Ocmb) 

ENSDARG00000071601 

Sri ENSMUSG00000003161 CCE Sri ENSDARG00000058593 

 

Slc26a5 ENSMUSG00000029015 CCE Slc26a5 ENSDARG00000022424 

 

 

Tabla 6 | Genes marcadores de CCI y CCE en ratones y sus ortólogos en pez cebra. 

Tabla 5 | La expresión de las subunidades de nAChRs α9 (pero no α10), SK1a y SK2 
se encuentra enriquecida en las CC del pez cebra. 

Niveles de expresión diferencial medidos en Log2 Fold Changes y valores p ajustados a FDR 

(Ver “Materiales y métodos) de los genes de interés. (+) gen que presenta enriquecimiento en 

las CCs en al menos uno de los estudios. (*) valor p ajustado a FDR significativo. 
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Conclusión 

En su conjunto, los resultados de expresión génica indican que tanto el gen que 

codifica para la subunidad de nAChRs α9 como los que codifican para los 

canales SK1a y SK2 están enriquecidos en las células ciliadas de los 

neuromastos de pez cebra. Sin embargo, y a diferencia de lo reportado en el 

sistema eferente a las células ciliadas del oído interno (Elgoyhen et al., 2001; 

Sgard et al., 2002), los neuromastos de la línea lateral del pez cebra no muestran 

enriquecimiento  en la expresión de chrna10. Estos resultados se condicen con 

experimentos de hibridación in situ, realizados en colaboración con el laboratorio 

de la Dra. Plazas y que, en su conjunto, fueron publicados en Carpaneto Freixas 

et al., 2021. 

 

Clonado de las subunidades de nAChRs α9 y α10 de pez 

cebra 

Partiendo de ARN total, realizamos una reacción en cadena de la polimerasa con 

transcriptasa reversa (RT-PCR, del inglés Reverse transcription polymerase 

chain reaction), con primers diseñados específicamente para aislar el ADNc de 

los genes que codifican para los presuntos receptores colinérgicos nicotínicos α9 

y α10 de pez cebra (chrna9 y chrna10, respectivamente). Una vez amplificados 

los ADNc, estos fueron insertados mediante el sistema de clonado TOPO-TA en 

un vector pCR™2.1-TOPO® utilizando un kit diseñado con este fin (ver 

“Materiales y métodos”). Los fragmentos clonados en los vectores pCR™2.1-

TOPO® fueron secuenciados para confirmar su identidad y luego subclonados 

en el vector pSGEM (optimizado para la expresión en oocitos de Xenopus laevis), 

utilizando métodos de clonado tradicional.  

Tabla 7 |Expresión de genes involucrados en la homeostasis del calcio. 

Niveles de expresión diferencial medidos en Log2 Fold Changes y valores p ajustados a FDR de 

los genes de interés a lo largo de los diferentes estudios utilizados. (+) gen que presenta 

enriquecimiento en las CCs en al menos uno de los estudios. (-) gen que presenta una expresión 

relativa menor que los controles en las CCs en al menos uno de los estudios. (*) indica un valor 

p ajustado significativo. 
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Al inicio de esta tesis de Doctorado (abril 2015) la versión disponible del genoma 

de pez cebra era la GRCz10 (“Danio rerio - Ensembl genome browser 91”). En 

dicha versión estaban anotadas de manera predictiva dos secuencias 

codificantes para la subunidad α9 del nAChR, una en el cromosoma 1 

(ENSDARG00000054680) y otra en el cromosoma 14 

(ENSDARG00000011029), y dos para la subunidad α10, una en el cromosoma 

15 (ENSDARG00000011113) y otra en el cromosoma 21 

(ENSDARG00000044353). La existencia de dichos ohnólogos se explica por una 

duplicación ancestral en el genoma de los peces, que en muchos casos 

resultaron en la duplicación de proteínas funcionales (Prince and Pickett, 2002; 

Seiler, 2005). 

Teniendo esto en mente, utilizamos las secuencias de los 4 genes para diseñar 

primers específicos que fueran útiles para amplificar las regiones codificantes de 

cada uno. No tuvimos mayores dificultades para ampliar el chrna9 del 

cromosoma 1 (ENSDARG00000054680) y el chrna10 del cromosoma 15 

(ENSDARG00000011113), pero a pesar de haber realizado múltiples ensayos 

de RT-PCR con diferentes condiciones e incluso cambiando el diseño de los 

primers, no logramos amplificar las dos potenciales “copias” presentes en el 

cromosoma 14 (ENSDARG00000011029) y el cromosoma 21 

(ENSDARG00000044353). Posteriormente, con la publicación del genoma de 

referencia GRCz11 en donde dichas secuencias fueron removidas y, sumado al 

hecho de que no se reporta su expresión en ninguno de los estudios 

anteriormente mencionados en este trabajo, consideramos que a pesar de que 

las secuencias existan a nivel genómico, estas probablemente no sean 

funcionales y por lo tanto fueron descartadas. Sumado a esto, en los trabajos 

previos del laboratorio, donde se realizaron hibridaciones in situ en larvas enteras 

utilizando sondas específicas diseñadas para unirse a regiones no conservadas 

de cada uno de estos potenciales genes, no se logró detectar la expresión de 

ninguno de estos genes  bajo ninguna condición experimental testeada 

(Castagnola.,2017). 

Realizamos un alineamiento múltiple de las secuencias proteicas de las 

subunidades de nAChRs α9 y α10 de pez cebra con las de otras especies de 

vertebrados previamente descritas (Elgoyhen et al., 2001, 1994; Lipovsek et al., 
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2012; Marcovich et al., 2020). La subunidad α9 de pez cebra presentó un 

porcentaje de identidad promedio (% IDseq) de 69.8% con respecto a 

subunidades α9 del resto de las especies y la subunidad α10 un % IDseq de 

62.6% con respecto a las subunidades α10 del resto de las especies. El % IDseq 

global fue de 62.3%. De acuerdo a lo reportado para la familia de subunidades 

de receptores colinérgicos nicotínicos, las regiones más conservadas son, el 

Cys-loop (marcado con una línea roja en la Figura 15) y las regiones 

transmembrana. Por otro lado, la mayor variabilidad de secuencia se observa 

hacia el extremo N-Terminal, y en las regiones intracelulares, principalmente en 

el loop que se forma entre los pasos transmembrana 3 y 4 (TM3-TM4, región de 

baja identidad en la Figura 15). 

 

  

Figura 15 | Alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas de las subunidades 
de nAChRs α9 y α10 del pez cebra, rana, pollo y ratón. 

Con recuadro punteado rojo se remarcan las secuencias de las subunidades α9 y α10 de pez 

cebra. La línea roja indica el Cys-loop. El esquema de colores indica el % de identidad de 

secuencia, un tono más oscuro representa una mayor conservación. 
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Caracterización funcional de receptores mediante la 

expresión heteróloga de las subunidades α9 y α10 de pez 

cebra 

Expresión de ARNc en oocitos de X. laevis 

Con el objetivo de analizar las posibles combinaciones de las subunidades α9 y 

α10 que resultan en nAChRs funcionales, y analizar sus propiedades 

farmacológicas y biofísicas, se realizó una transcripción in vitro de los ARNc 

previamente clonados y se los inyectó en oocitos de X. laevis. Las respuestas a 

la aplicación de acetilcolina fueron registradas utilizando la técnica de fijación de 

voltaje con dos microelectrodos (TEVC, por sus siglas en inglés). 

Trabajos previos han reportado que las subunidades α9 de Rattus norvegicus 

(rata), Xenopus tropicalis (rana) y Gallus gallus (pollo) pueden formar receptores 

homoméricos funcionales. Más aún, los receptores α10 homoméricos sólo son 

funcionales en el caso de las subunidades de pollo y rana, pero no de rata 

(Elgoyhen et al., 2001, 1994; Lipovsek et al., 2012; Marcovich et al., 2020). En el 

caso del pez cebra, oocitos inyectados con ARNc codificante para la subunidad 

α9 presentaron corrientes entrantes en respuesta a ACh (10 uM), a un voltaje de 

sostén de -70 mV, indicando que, al igual que en el resto de las especies 

mencionadas, esta subunidad puede formar receptores homoméricos 

funcionales (IACh10 425.52 ± 55.00 nA, n= 28, Figura 16-A). Por otro lado, y a 

diferencia de lo observado con la subunidad α9, la inyección de ARNc de α10 de 

pez cebra no resultó en la expresión de receptores homoméricos funcionales, 

dado que no se observó respuesta a ACh  1 mM (Figura 16-C).  

Cuando se co-inyectó ARNc codificante para ambas subunidades α9 y α10, se 

observaron corrientes entrantes en respuesta a ACh (10 uM) a un voltaje de 

sostén de -70 mV (Figura 16-B). Es interesante remarcar que, en contraste a lo 

reportado para los receptores de rata (Elgoyhen et al., 2001), la presencia de 

α10 no generó un incremento en la amplitud  de las corrientes del receptor 

heteromérico α9α10 (IACh300 292.05 ± 52.13 nA, n= 30), cuando se las compara 

con aquellas del receptor homomérico α9. Las respuestas observadas al co-
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inyectar ARNc de α9 y α10 pueden ser la consecuencia del ensamblado y la 

expresión funcional de receptores homoméricos α9 y/o heteroméricos α9α10. 

 

 

Sensibilidad al agonista ACh 

Con el objetivo de estimar la afinidad aparente de la ACh por el receptor 

homomérico α9 y heteromérico α9α10, se realizaron curvas concentración-

respuesta para este agonista. Los valores de amplitud de corriente normalizada 

a la respuesta máxima, para las distintas concentraciones de ACh, fueron 

ajustados a la ecuación empírica de Hill, obteniéndose los valores de la CE50 

para cada uno de los receptores (ver “Materiales y métodos”).  

Como se muestra en la Figura 17, la aplicación de ACh en oocitos inyectados con 

el ARNc de la subunidad α9 generó una respuesta dependiente de la 

concentración del agonista con una CE50 de 11.71 µM (n=10; 95% IC 9.48 a 

14.46). Por otro lado, la co-inyección de ARNc codificante para las subunidades 

α9 y α10 en una proporción equimolar (1:1) generó una curva concentración-

respuesta bifásica (Figura 17 – rojo claro), indicando la presencia de una 

población mixta de receptores: una de mayor potencia con una CE 50 2.73 

µM (n=9; 95% IC 1.01 a 7.44) y otra de menor potencia con una CE 518.8 µM 

(n=9; 95% IC 253.51 a 1064.14). La existencia de dos poblaciones de receptores 

Figura 16  | La subunidad de nAChRs α9 de pez cebra forma receptores homoméricos 
y heteroméricos junto con la subunidad α10. 

A. Respuesta representativa a la aplicación de ACh de un oocito inyectado únicamente con el 

ARNc de la subunidad α9 de pez cebra. B. Respuesta representativa a la aplicación de ACh de 

un oocito inyectado únicamente con el ARNc de la subunidad α10 de pez cebra. C. Respuesta 

representativa a la aplicación de ACh de un oocito inyectado tanto con el ARNc de la subunidad 

α9 como con el de la subunidad α10 (en una proporción 1:2) de pez cebra. 
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podría deberse a la presencia de receptores homoméricos α9 y heteroméricos 

α9α10 o al ensamblado de receptores α9α10 con dos estequiometrias con 

diferentes afinidades aparentes por el agonista. La CE50 del componente de 

mayor afinidad está en el mismo orden de magnitud que la del receptor 

homomérico α9, sugiriendo que este componente de la curva bifásica está 

gobernado por la presencia de receptores α9 homoméricos. Con el objetivo de 

obtener una población compuesta únicamente por el receptor heteromérico 

α9α10, fue necesario realizar la inyección de ARNc en una relación α10: α9 → 

2:1. En estas condiciones experimentales la curva concentración-respuesta a 

ACh obtenida resultó ser monofásica (Figura 17 – rojo oscuro), sugiriendo la 

presencia de una única población de receptores heteroméricos α9α10, con una 

CE50 de 437 µM (n=7; 95% IC 357.2 a 534.6). Este valor es similar a la CE de la 

segunda población de receptores (518.8 µM) obtenida al inyectar 

concentraciones equimolares de ARNc α9 y α10 (Figura 17), indicando que esta 

segunda población es la del receptor heteromérico α9α10.  

 

Receptor CE50 n 

α9 11.71 µM 95% IC 9.48 a 14.46 10 

α9α10 (1:1) (I) 2.73 µM 95% IC 1.01 a 7.44 9 

α9α10 (1:1) (II) 518.8 µM 95% IC 253.51 a 1064.14 9 

α9α10 (1:2) 437 µM 95% IC 357.2 a 534.6 7 

 

Tabla 8 | CE50 para el receptor homomérico α9 de pez cebra y los receptores 
heteroméricos α9α10 que se forman inyectando diferentes proporciones de ARNc. 
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Desensibilización 

Una característica saliente de los receptores nicotínicos es su patrón de 

desensibilización frente a exposiciones prolongadas de ACh a altas 

concentraciones. Esto se debe al pasaje del receptor a un estado 

desensibilizado, de alta afinidad por el agonista, pero no conductor (Papke et al., 

2012; Quick and Lester, 2002). La consecuencia funcional de este proceso 

implica la disminución de la amplitud de las corrientes evocadas ante una 

aplicación constante de agonista. Los nAChRs α9 y α9α10 de distintas especies 

estudiados hasta el momento difieren en su patrón de desensibilización 

(Elgoyhen et al., 2001; Lipovsek et al., 2012; Marcovich et al., 2020). Mientras 

que los receptores homoméricos α9 de rata y pollo presentan un bajo grado de 

desensibilización, manteniendo una amplitud de respuesta casi constante ante 

aplicaciones prolongadas del agonista, el receptor α9α10 de ambas especies 

Figura 17 | La afinidad aparente por la ACh varía entre los receptores α9 y α9α10 del 
pez cebra. 

A.B.C. Curvas de concentración-respuesta para los receptores α9, α9α10 (1:1) y α9α10 (1:2) de 

pez cebra. Medias 土 S.E.M de las amplitudes de respuesta normalizadas a la respuesta máxima 

de cada oocito. D. Superposición de las tres curvas representadas en A, B y C. 
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presenta una marcada desensibilización. A su vez, tanto el receptor homomérico 

α9 como el heteromérico α9α10 de rana, presentan grados elevados de 

desensibilización, aunque el receptor heteromérico en menor medida que el 

homomérico (Marcovich et al., 2020). Con el fin de estudiar los patrones de 

desensibilización de los receptores α9 y α9α10 de pez cebra, realizamos 

aplicaciones prolongadas de ACh durante 1 minuto a concentraciones saturantes 

(1 mM en el caso del receptor homomérico α9 y 3 mM en el caso de α9α10). Se 

evaluó el porcentaje de corriente remanente a los 20 segundos luego del pico 

máximo de respuesta a la ACh (Figura 18 A). 

Ambos receptores presentaron una marcada desensibilización (Figura 18 B), 

siendo esta mayor en el caso del receptor heteromérico α9α10 (mediana de 

14.29% Rango Inter cuartil (RIC): 7.91-17.15 % de la corriente remanente 20 

segundos luego del pico de corriente evocado por la aplicación de ACh 3 mM), 

comparada con la del homomérico α9 (mediana de 44% RIC: 40.36-50.75 %, 

diferencia entre las medianas: 29.71, *p= 7.09e-06, U = 0.0, test de Mann-

Whitney). Estos resultados indican que los receptores del pez cebra difieren 

marcadamente en su patrón de desensibilización con respecto a los nAChRs α9 

homoméricos de rata o pollo (receptores con una tasa de desensibilización baja 

(Elgoyhen et al., 1994; Lipovsek et al., 2012), y son similares a los receptores de 

rana (Marcovich et al., 2020). 

Figura 18 | Tanto el receptor α9 como el α9α10 de pez cebra presentan una marcada 
desensibilización. 

A. Registros representativos obtenidos en respuesta a aplicaciones de ACh 1 mM para el caso 

del nAChRs α9 homomérico y 3 mM para el caso del nAChR α9α10 heteromérico, durante 60 

segundos. Vs = -70 mV. B. Porcentaje de respuesta remanente 20 segundos después del pico 

de la respuesta a ACh (línea punteada gris en A). Las líneas indican la mediana y el RIC. Los 

símbolos representan oocitos individuales (n= 13 y 9 respectivamente). Test de Mann-Whitney, 

*p= 7.09e-06. 
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Estimación de la contribución de la corriente de Ca2+ a la corriente 

iónica total  

La entrada de Ca2+ a través de los nAChRs es importante para la activación de 

corrientes secundarias dependientes de este catión y para activar vías de 

transducción de señales intracelulares (Albuquerque et al., 2009). En el caso de 

las células ciliadas de los epitelios mecanosensoriales de vertebrados, la entrada 

de Ca2+ a través del nAChR α9α10 está acoplada a la activación de canales de 

K+ dependientes de Ca2+ de tipo SK2 y a la hiperpolarización de las células 

sensoriales (Castellano-Muñoz et al., 2010; Fuchs and Murrow, 1992; Gómez-

Casati et al., 2005). Por lo tanto, la permeabilidad al Ca2+ juega un papel 

fundamental en la fisiología de las células ciliadas de los vertebrados. Sin 

embargo, la permeabilidad relativa al Ca2+ de los nAChRs α9 y α910 varía entre 

las distintas especies. Esto indicaría una especialización funcional del sistema 

eferente a lo largo de la evolución (Lipovsek et al., 2014, 2012; Marcovich et al., 

2020). 

A fin de estudiar de forma cualitativa la contribución de la corriente de Ca2+ a 

la corriente iónica total en el caso de los receptores α9 y α9α10 de pez cebra, 

utilizamos como una medida indirecta la activación de la corriente de Cl- 

dependiente de Ca2+ (IClCa) que poseen los oocitos de X. laevis (Miledi and 

Parker, 1984; Oh et al., 2008). Esta corriente secundaria está dada por la salida 

de iones Cl- a través de canales endógenos de los oocitos y se activa por el 

incremento de la concentración intracelular de Ca2+. Si el receptor bajo estudio 

presenta una alta permeabilidad al Ca2+, su activación producirá la apertura de 

estos canales de Cl- y, por lo tanto, la corriente total registrada corresponderá a 

aquella que pasa por el receptor nicotínico sumada a la IClCa. En cambio, si el 

receptor expresado en forma heteróloga tiene baja permeabilidad al Ca2+, la 

corriente entrante no será suficiente para producir la activación de la IClCa y por 

lo tanto la corriente total registrada corresponderá únicamente a aquellos iones 

que pasan a través del receptor nicotínico.  

La activación de la IClCa puede ser prevenida mediante la incubación de los 

oocitos con el quelante rápido de Ca2+ BAPTA-AM. En el interior de los oocitos, 

el quelante es capaz de secuestrar los iones Ca2+ antes de que lleguen a los 
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sitios de acción sobre los canales de Cl- y, por lo tanto, impide la activación de la 

corriente secundaria. Si luego de la incubación con BAPTA-AM, las corrientes 

evocadas son (significativamente) menores que aquellas registradas antes de la 

incubación, se puede inferir que la incubación con el quelante rápido de Ca2+ 

logró prevenir la activación de la IClCa y que por lo tanto una gran parte de la 

corriente entrante que se registra con la aplicación de ACh se debe a la entrada 

de Ca2+ a través de un nAChR permeable a este catión.  

En la Figura 19-A se muestran registros representativos de oocitos inyectados 

con ARNc de α9 y α9α10 de pez cebra, obtenidos en respuesta a una 

concentración de ACh cercana a la CE50 de cada receptor (10 uM en el caso de 

α9 y 300 uM para α9α10), antes y después del tratamiento durante 3 horas con 

BAPTA-AM 100 μM. La Figura 19-B muestra la cuantificación del pico de la 

respuesta remanente luego de esta incubación. En el caso de ambos receptores, 

la incubación con el quelante rápido de Ca2+ logró prevenir la activación de la 

IClCa y, por lo tanto, se registró una reducción significativa del porcentaje de 

corriente remanente luego del tratamiento con BAPTA-AM (α9: 42.20 ± 5.51 % 

de corriente remanente, n = 15; α9α10: 24,23 ± 4.97 % de corriente remanente, 

n= 8), lo que indica una contribución significativa de la corriente de Ca+2 a las 

respuestas evocadas por ACh. Los valores porcentuales de reducción de la 

corriente luego del tratamiento con BAPTA-AM para los receptores α9 y α9α10 

resultaron significativamente diferentes entre sí (diferencia entre las medias: 

17.97 95% IC 2.41-33.49, t= 2.42, *p = 0.0128, Test de t no pareado con 

corrección de Welch) sugiriendo la posibilidad de que el receptor heteromérico 

α9α10 posea una mayor permeabilidad al Ca2+ que el receptor homomérico α9. 

Sin embargo, para determinar esto de manera fehaciente sería necesario realizar 

estudios destinados a medir la permeabilidad relativa del Ca2+, con respecto a 

cationes monovalentes. 
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Modulación por calcio extracelular 

La respuesta a ACh de los receptores nicotínicos α9 y α9α10 es modulada por 

cationes divalentes extracelulares. En el caso de los receptores homoméricos α9 

de rata y de pollo, pero no de rana, el Ca2+ actúa como un bloqueante de las 

respuestas a ACh (Elgoyhen et al., 2001; Katz et al., 2000; Lipovsek et al., 2014; 

Marcovich et al., 2020). A diferencia del receptor homomérico α9 de rata, la 

actividad del receptor heteromérico α9α10 de esta especie es modulada de 

manera bifásica por el Ca2+ extracelular: la potenciación ocurre a 

Figura 19 | Tanto el nAChR α9 como el α9α10 de pez cebra poseen una alta 
contribución del Ca2+ a la corriente entrante total. 

El flujo de Ca2+ a través de los nAChRs fue evaluado mediante la activación de la corriente de 

Cl- activada por Ca2+ (IClCa) endógena de los oocitos. A. Trazos representativos obtenidos en 

respuesta a una concentración cercana a la CE50 de ACh de cada receptor, antes (trazos claros) 

y después (trazos oscuros) de 3 horas de incubación en BAPTA-AM. Vs = -70 mV. B. Porcentaje 

de respuesta remanente luego de la incubación en BAPTA- AM. Las líneas indican la mediana 

y el RIC. Los símbolos representan oocitos individuales (n= 14 y 8 respectivamente). Test de t 

no pareado con corrección de Welch, *p = 0.0128. 
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concentraciones micromolares de Ca2+ y es voltaje-independiente, mientras que 

el bloqueo se evidencia a concentraciones milimolares de Ca2+ y es voltaje-

dependiente (Weisstaub et al., 2002). Por otro lado, el nAChR α9α10 de pollo 

presenta potenciación por Ca2+ extracelular a concentraciones micromolares de 

este catión, pero no se evidencia bloqueo ni potenciación a concentraciones 

mayores a 0.5 mM de Ca2+ (Lipovsek et al., 2012). En el caso del receptor α9α10 

de rana, éste presenta potenciación de la respuesta evocada a todas las 

concentraciones de Ca2+ en el rango de 0.5 – 3 mM. 

Teniendo en cuenta estos resultados previos, evaluamos la modulación por Ca2+ 

extracelular en los receptores del pez cebra. Para esto, estudiamos la respuesta 

evocada por una concentración fija de ACh cercana al CE50 de cada receptor, 

variando la concentración de Ca2+ de la solución salina extracelular (0 nominal 

hasta 3 mM), a un voltaje de sostén de -90 mV.  Las respuestas fueron 

relativizadas a aquellas evocadas por ACh en presencia de 1.8 mM de Ca2+ 

extracelular.  

Como se muestra en la Figura 20 ni el nAChR α9 homomérico ni el heteromérico 

α9α10, fueron modulados por el Ca2+ extracelular.  

Figura 20 | El calcio extracelular no modula a los receptores α9 y α9α10 de pez cebra 
en concentraciones dentro del rango fisiológico. 

Amplitudes de respuestas normalizadas a la respuesta en Ca2+ 1.8 mM de cada oocito, para los 

nAChRs α9 (A) y α9α10 (B). Vs = -90 mV. Las barras representan las medias 土 E.S.M. Los 

símbolos representan oocitos individuales (n= 8 y 5 respectivamente). ANOVA de una vía, 

p=0.0699 y p=0.4782, respectivamente. 
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Relación corriente - potencial  

La relación corriente en función del voltaje (IV) de los nAChR α9 y α9α10 varía 

al comparar entre distintas especies de vertebrados (Elgoyhen et al., 2001, 1994; 

Lipovsek et al., 2012; Marcovich et al., 2020). Para realizar un análisis de las 

curvas IV de los receptores α9 y α9α10 de pez cebra se aplicaron rampas de 

voltaje de 2 segundos de duración desde -120 mV a +50 mV a oocitos inyectados 

con los respectivos ARNc. Las rampas fueron aplicadas durante la meseta de la 

respuesta a concentraciones bajas de ACh (1 o 30 μM para α9 y α9α10, 

respectivamente) para evitar enmascarar los resultados con efectos de 

desensibilización de los receptores por exposición prolongada al agonista.    

Como se muestra en la Figura 21 el perfil de la curva IV tanto de α9 como de 

α9α10 es similar, mostrando tanto una rectificación saliente a voltajes 

despolarizados (similar a lo que ocurre en el receptor α9α10 de pollo y en α9 y 

α9α10 de rata (Elgoyhen et al., 2001, 1994; Lipovsek et al., 2012; Marcovich et 

al., 2020), como una rectificación entrante a voltajes hiperpolarizados (similar a 

los receptores de rana (Marcovich et al., 2020). No existen diferencias 

significativas entre la rectificación de los dos tipos de receptores medida como la 

relación de las corrientes a +40 y -90 mV (mediana α9: 0.45 RIC 0.28-0.67, 

mediana α9α10: 0.5 RIC 0.16-0.76, diferencia entre las medianas: 0.064, 

p=0.6839, U= 14, test de Mann-Whitney). 

Dado el marcado patrón de desensibilización que presenta el receptor 

heteromérico α9α10 (ver subsección “Desensibilización”), también estudiamos la 

dependencia de la corriente con el potencial de membrana, variando el voltaje 

de sostén con incrementos puntuales de voltaje y realizando aplicaciones de ACh 

300 uM en cada uno, con un intervalo de 2 minutos entre cada aplicación. De 

esta manera comprobamos que la curva I-V obtenida de las dos maneras posee 

un perfil similar (Figura 22).  
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Caracterización farmacológica de los nAChRs α9 y α10 de pez cebra 

Nicotina 

La nicotina es un agonista clásico de los receptores nicotínicos, a excepción de 

los receptores α9 y α9α10, en los cuales actúa como antagonista (Elgoyhen et 

al., 2001, 1994; Verbitsky et al., 2000). Con el objetivo de determinar el 

comportamiento farmacológico de este compuesto en los receptores de pez 

Figura 22 | Relación corriente – potencial del nAChRs α9α10 de pez cebra obtenida 
utilizando una rampa continua de voltaje vs la obtenida por fijación de los ovocitos a los 
distintos voltajes. 

Figura 21 | Relación corriente – potencial de los nAChRs α9 y α9α10 de pez cebra. 

A. Curvas IV representativas para los receptores α9 y α9α10 de pez cebra relativizadas a la 

corriente a +40 mV obtenidas mediante la aplicación de una rampa de voltaje de -120 a +50 mV 

en la fase de meseta de una respuesta a ACh (al menos un orden de magnitud por debajo de la 

CE50 de cada receptor). B. Cuantificación de la rectificación en los receptores. Relación entre la 

amplitud de la corriente a +40 y -90 mV. Medias ± E.S.M. (n = 7 – 5). Test de Mann-Whitney, p= 

0.6389. 
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cebra, analizamos la respuesta de los receptores homomérico α9 y heteromérico 

α9α10 a la nicotina. Al igual que lo descrito para los receptores de mamíferos, 

pollo y rana, la nicotina no evocó respuestas en oocitos microinyectados con 

ARNc de las subunidades α9, o α9 y α10 de pez cebra (Figura 23). 

 

 

Estricnina 

Se ha descrito que la estricnina (Str), un antagonista clásico de receptores de 

glicina, actúa también como un antagonista en los receptores α9 y α9α10 

(Elgoyhen et al., 2001; Rothlin et al., 1999). Por este motivo estudiamos el efecto 

de la estricnina sobre los receptores α9 y α9α10 de pez cebra. Los oocitos fueron 

pre-incubados con 1 uM Str durante 1 min y luego esta droga fue co-aplicada 

con ACh (esta última en concentraciones cercanas a la CE50 de cada receptor, 

10 µM en el caso de los receptores α9 y 300 µM en el caso de α9α10). La Str 

redujo las respuestas evocadas por la ACh en un 95.44 ± 1.19% (n = 4) en el 

caso de α9 y en un 57.59 ± 5.1% (n= 3) en el caso de α9α10 (Figura 24). En 

ambos casos el efecto fue completamente reversible mediante el lavado de los 

ovocitos con solución de Ringer durante 5 minutos. 

Figura 23 | La nicotina no es un agonista de los receptores α9 o α9α10 de pez cebra. 

Respuesta representativa a la aplicación de nicotina 1 mM de un oocito que expresa el nAChR 

α9 (izquierda) o α9α10 (derecha) de pez cebra. 
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Con el fin de estimar la potencia de la Str, se realizaron curvas de inhibición 

aplicando concentraciones crecientes de Str en presencia de una concentración 

fija de ACh cercana a la CE50 de cada receptor (10 µM en el caso de α9 y 300 

µM para α9α10).  Los datos obtenidos fueron ajustados a la ecuación empírica 

de Hill y graficados en función de la concentración de estricnina (Figura 25). A 

partir de este ajuste pudimos estimar la CI50 de cada receptor que se encuentra 

detallada en la Tabla 9. La CI50 de la estricnina fue mayor para el receptor 

heteromérico α9α10 que para el receptor homomérico α9. Estos valores de CI50 

fueron  dos órdenes de magnitud mayor que aquellos reportados previamente 

para otras especies (Elgoyhen et al., 2001). 

Figura 24 | Los nAChRs α9 y α9α10 de pez cebra son bloqueados de manera reversible 
por estricnina. 

Respuestas representativas a la aplicación de soluciones de concentración 10 µM (α9, negro, 

arriba) o 300 µM (α9α10, rojo, abajo) de ACh (izquierda), ACh en presencia de estricnina (centro), 

o luego del lavado por 5 minutos con solución de Ringer (derecha). Los oocitos fueron pre-

incubados durante 1 minuto con Str 1 µM antes de la aplicación de ACh. 
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Receptor CI50 n 

α9 0.1776 µM 
95% IC 0.0835 a 0.1656 

7 

α9α10 0.3618 µM 
95% IC 0.2010 a 0.6512 

4 

 

Tabla 9 | CI50 para los nAChR de pez cebra 

 

α-bungarotoxina 

La α-Bungarotoxina (ɑ-Btx) es otro antagonista de los nAChRs α9 y α9α10 

(Elgoyhen et al., 1994; Erostegui et al., 1994). Por este motivo estudiamos el 

efecto de la ɑ-Btx sobre los receptores α9 y α9α10 de pez cebra. Para ello 

evaluamos la co-aplicación de esta toxina con ACh en concentraciones cercanas 

a la CE50 de cada receptor. La preexposición de los oocitos durante 1 minuto a 

100 nM de α-Btx antes de la co-aplicación con ACh 10 µM (α9) o 300 µM (α9α10), 

redujo la respuesta de los receptores al agonista en un 94.59 ± 2.17% (n = 3) y 

83.66 ± 5.50% (n= 3), respectivamente (Figura 26). En ambos casos el efecto de 

la α-Btx fue completamente revertido mediante el lavado de los oocitos con 

solución de Ringer durante 5 minutos.  

Figura 25 | Curvas de inhibición mediada por estricnina en los receptores α9 (negro, 

izquierda) y α9α10 (rojo, derecha) de pez cebra.  Medias 土 E.S.M. de las amplitudes 

de respuesta normalizadas a la respuesta de ACh para cada oocito en ausencia de 
estricnina. 
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α-Conotoxina Vc1.1 

Se ha demostrado que la α-Conotoxina Vc1.1 (α-Ctx) es un antagonista potente 

de los nAChR α9α10 en mamíferos (Vincler et al., 2006; Vincler and McIntosh, 

2007). Por este motivo también estudiamos el efecto de la α-Ctx sobre los 

receptores de pez cebra. Para ello, en primer lugar, evaluamos la co-aplicación 

de la toxina con ACh (esta última en concentraciones cercanas a la CE50 de cada 

receptor: 10 µM en el caso de los receptores α9 y 300 µM en el caso de α9α10). 

La preexposición de los oocitos durante 1 minuto a α-Ctx 100 nM antes de su co-

aplicación con ACh, redujo la respuesta de los receptores al agonista en un 28.48 

± 8.3% (n = 3) y 49.84 ± 13.7% (n= 3), respectivamente (Figura 27). En ambos 

casos el efecto de la α-Ctx fue reversible mediante el lavado de los oocitos con 

solución de Ringer durante 5 minutos.  

Figura 26 | Los nAChRs α9 y α9α10 de pez cebra son bloqueados de manera reversible 
por α-Bungarotoxina. 

Respuestas representativas a la aplicación de soluciones de concentración 10 µM (α9, negro, 

arriba) o 300 µM (α9α10, rojo, abajo) de ACh (izquierda), ACh más α-Bungarotoxina (centro), o 

luego del lavado por 5 minutos con solución de Ringer (derecha). Los oocitos fueron pre-

incubados durante 1 minuto con α-Bungarotoxina 100 nM antes de la aplicación de ACh. 
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Realizamos luego una curva de inhibición aplicando concentraciones crecientes 

de α-Ctx en presencia de una concentración fija de ACh 10 µM, cercana a la 

CE50 para el receptor homomérico α9.  Los datos obtenidos fueron ajustados a 

la ecuación empírica de Hill y graficados en función de la concentración de α-Ctx 

(Figura 28). A partir de este ajuste estimamos una CI50  de 89.23 µM (CI 95% 

42.01 a 189.5, n= 5) para la toxina. Este resultado indica que, a diferencia de lo 

reportado para los receptores α9 y α9α10 de mamíferos (Vincler et al., 2006; 

Vincler and McIntosh, 2007), la α-Ctx Vc1.1 tiene una potencia baja en el caso 

del receptor α9 de pez cebra. 

  

Figura 27 | Los nAChRs α9 y α9α10 de pez cebra son bloqueados de manera reversible 
por la α-Conotoxina Vc1.1. 

Respuestas representativas a la aplicación de soluciones de concentración 10 µM (α9, negro, 

arriba) o 300 µM (α9α10, rojo, abajo) de ACh (izquierda), ACh más α-Conotoxina Vc1.1. (centro), 

o luego del lavado por 5 minutos con solución extracelular de Ringer (derecha). Los oocitos 

fueron pre-incubados durante 1 minuto con α-Conotoxina Vc1.1. 100 nM, antes de la aplicación 

de ACh. 
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Tricaína 

El metasulfonato de tricaína o MS-222, es un anestésico utilizado en peces y el 

cual usamos en este trabajo para realizar los estudios in vivo que se detallan en 

el apartado “Caracterización in vivo del receptor nativo de la sinapsis eferente de 

la línea lateral posterior” (ver sección “Materiales y métodos”). Por este motivo 

estudiamos el efecto de esta droga sobre los receptores α9 y α9α10. Para esto 

evaluamos la co-aplicación de tricaína y ACh en una concentración similar a la 

CE50 correspondiente para cada receptor. La preexposición de los oocitos 

durante 1 minuto con tricaína 100 µM antes de su co-aplicación con ACh 10 µM 

(α9) o 300 µM(α9α10), bloqueó completamente la respuesta de los receptores al 

agonista (Figura 29). En ambos casos el efecto de la tricaína fue completamente 

revertido mediante el lavado de los oocitos con solución de Ringer durante 5 

minutos. 

 

 

Figura 28  | Curva de inhibición mediada por la α-Conotoxina Vc1.1 en el receptor α9 de 
pez cebra. 

Medias 土 E.S.M de las amplitudes de respuesta normalizadas a la respuesta de ACh para cada 

oocito en ausencia de α-Ctx. 
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Conclusión 

Los resultados de expresión funcional de receptores en un sistema heterólogo 

indican que la subunidad α9 puede formar tanto receptores homoméricos como 

heteroméricos con la subunidad α10. Por otro lado, la subunidad α10 no se 

ensambla en receptores homoméricos funcionales. Los nAChRs α9 y α9α10 de 

pez cebra presentan propiedades biofísicas y farmacológicas similares a los de 

otras especies estudiadas hasta el momento, a excepción de la modulación por 

Ca2+ extracelular. Dado que la subunidad α10 no se expresa de manera 

diferencial en células ciliadas de los neuromastos (ver sección “Expresión 

génica” y Carpaneto Freixas et al., 2021), y que la subunidad α9 se ensambla en 

receptores funcionales en ausencia de α10, proponemos que el nAChR que 

media la transmisión sináptica entre el sistema eferente colinérgico de la línea 

lateral del pez cebra y las CCs de los neuromastos es del tipo α9 homomérico.  

  

Figura 29 | Los nAChRs α9 y α9α10 de pez cebra son bloqueados de manera reversible 
por la tricaína. 

Respuestas representativas a la aplicación de soluciones de concentración 10 µM (α9, negro, 

arriba) o 300 µM (α9α10, rojo, abajo) de ACh (izquierda), ACh más tricaína (centro), o luego del 

lavado por 5 minutos con solución extracelular de Ringer (derecha). Los oocitos fueron pre-

incubados durante 1 minuto con tricaína 100 µM antes de la aplicación de ACh. 
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Caracterización in vivo del receptor nativo de la 

sinapsis eferente de la línea lateral posterior. 

Imaging de calcio 

Una vez obtenido el perfil farmacológico y biofísico de los receptores 

recombinantes conformados por las subunidades α9 y α10 de pez cebra, 

buscamos analizar las propiedades del receptor nativo presente en la sinapsis 

eferente de la llp.  

Si bien se han realizado registros electrofisiológicos de patch clamp en la 

modalidad whole-cell en las CCs de los neuromastos (Olt et al., 2016, 2014; Ricci 

et al., 2013), esta técnica no puede ser reproducida de manera rutinaria y 

robusta. Debido a ello, para estudiar las propiedades del receptor nativo de la 

sinapsis eferente de la llp, realizamos estudios de imágenes de calcio in vivo 

utilizando la línea transgénica de pez cebra Tg[(Brn3c:Gal4;UAS:GcAMP7a)] 

que expresa GcAMP7a, un sensor fluorescente de calcio, en forma específica en 

las células ciliadas. Estimulamos mecánicamente las células ciliadas de los 

neuromastos de la llp mientras registramos la señal de fluorescencia. La base 

lógica que impulsa estos experimentos es la de utilizar las señales de calcio 

derivadas de la despolarización de las CC en respuesta a la activación de los 

canales mecanotransductores y la consecuente entrada de Ca2+ a través de los 

canales Cav1.3a, como una aproximación al estado eléctrico de las CC. De 

acuerdo con lo descrito para el sistema eferente de las células ciliadas del oído 

interno, si la aplicación de ACh deriva en la apertura de un receptor nicotínico 

acoplado funcionalmente a la activación de un canal de potasio (Figura 6 en 

“Introducción”), esto debería traducirse en una hiperpolarización de la CC y 

consecuentemente en una menor entrada de Ca2+ a través de los canales Cav1.3 

y, por lo tanto, en un descenso en la intensidad del pico de fluorescencia 

generada por el GcAMP7a cuando las CC son estimuladas mecánicamente. 

Para lograr dicha estimulación mecánica de las CCs, utilizamos una pipeta de 

vidrio estirada y cargada con solución de registro extracelular a través de la cual 

se aplicó presión positiva o negativa para lograr la deflexión de los cilios en 

sentido anteroposterior o viceversa (Figura 30). 
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Al igual que lo reportado en un estudio previo (Wong et al., 2019), las células 

ciliadas de la llp presentan niveles variables de calcio basal (655.9 土 544.05 

Unidades Arbitrarias (U.A.), n=45) (Figura 33, “Extra”). Ha sido reportado que las 

CCs varían en función y en sus propiedades de transducción de señales (Pichler 

and Lagnado, 2019, 2018; Zhang et al., 2018). Por lo tanto, decidimos utilizar 

como unidad experimental células ciliadas individuales que fueran selectivas 

únicamente para una polaridad, es decir, aquellas células claramente activadas 

por deflexiones en una sola orientación y que no se activan cuando reciben un 

estímulo en la dirección contraria (ej., células 1,2,3,4,5,8 y 9 en Figura 30-B). 

Figura 30 | La estimulación mecánica genera una señal robusta de Ca2+ en las células 
ciliadas. 

A. Imágenes representativas de un neuromasto perteneciente a un pez transgénico que expresa 

el sensor de calcio GcAMP7a en las CCs: i. imagen basal previa al estímulo en escala de grises 

(se dibujaron ROIs alrededor de cada CC visible), ii. y iii. patrones espaciales de las señales de 

GCaMP7a durante un estímulo mecánico de 2 segundos de duración en la dirección anterior-

posterior (→) o posterior-anterior (←). La escala de colores está dada por el ratio ΔF/F0. B. 

Curvas temporales de las señales de Ca2+ (ΔF/F0) representativas de las CCs numeradas en A. 

Para cada célula se normalizó la respuesta en cada punto al pico de la misma. Las regiones 

sombreadas indican el momento en el cual el neuromasto fue estimulado mecánicamente. 
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Con el fin de determinar si nuestro sistema de estimulación era capaz de generar 

un estímulo robusto de manera reproducible, en primer lugar realizamos dos 

estimulaciones sucesivas en presencia de la solución de registro extracelular, sin 

la aplicación de droga alguna, con un minuto de separación entre ambas. Como 

se puede observar en la Figura 31, bajo estas condiciones control, el pico en la 

intensidad de fluorescencia (∆F/F0) provocado por el estímulo mecánico no 

cambió significativamente entre los estímulos sucesivos (1° est: Mdn ΔF/F0= 

0.858 RIC: 0.472-1.504 Vs. 2° est: Mdn ΔF/F0= 0.876 RIC: 0.475-1.503, n= 113, 

W= -835, p= 0.2317, Correlación Biserial de Rangos Pareados (CBRP)= 0.129; 

Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para muestras pareadas).  

 

Al igual que en resultados previos de otros grupos (Sheets et al., 2012; Zhang et 

al., 2018), bajo nuestras condiciones experimentales, la aplicación de isradipina 

Figura 31 | La señal de Ca2+ no difiere entre estimulaciones mecánicas sucesivas. 

Izquierda, curvas temporales de las señales de Ca2+ representativas de 4 células ciliadas a lo 

largo de dos ensayos sucesivos con la misma estimulación, separados por un minuto (1° 

estímulo rojo claro, 2° estímulo rojo oscuro). Las curvas están alineadas al inicio del estímulo 

mecánico. Derecha, distribución de los picos de ΔF/F0 para CCs individuales (n = 113, cada una 

en su orientación de preferencia) a lo largo de dos ensayos sucesivos con la misma estimulación 

separados por un minuto. Escala horizontal: 1.5 seg, escala vertical: 25% ΔF/F0. La duración 

del estímulo se indica con líneas grises debajo de cada curva temporal. 
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10 µM (un bloqueante de los canales Cav1.3) redujo significativamente la 

intensidad del pico de fluorescencia con respecto a una situación control (Figura 

32, Ctrl: Mdn ΔF/F0= 0.743 RIC: 0.249-1.086 Vs. Isr: Mdn ΔF/F0= 0.209 RIC: 

0.079-0.433, n = 23, W= -258, p = 8.726e-05, CBRP= 0.935; Prueba de los 

rangos con signo de Wilcoxon para muestras pareadas), indicando que una gran 

proporción del cambio en la intensidad de fluorescencia luego de la estimulación 

mecánica de las CCs, se debe   al flujo de Ca2+ a través de canales de Ca2+ 

voltaje activados del tipo Cav1.3. Debido a que la microscopía utilizada es de 

campo amplio, la señal de Ca2+ restante luego del bloqueo de los canales 

Cav1.3, muy probablemente se deba a la entrada de calcio a través del canal 

mecanotransductor localizado en el ápex de las CCs (Zhang et al., 2018). 

 

 

Figura 32 | La isradipina inhibe las señales de Ca2+ evocadas mecánicamente. 

Izquierda, curvas temporales de las señales de Ca2+ representativas de 4 células ciliadas en 

respuesta a la estimulación mecánica, antes (rojo) y después (violeta) de una pre-incubación con 

isradipina 10 µM. Las curvas están alineadas al inicio del estímulo mecánico. Derecha, 

distribución de los picos de ΔF/F0 antes y después de la pre-incubación con isradipina 10 µM, 

que redujo drásticamente la intensidad de fluorescencia de las respuestas mecanosensoriales 

(n = 23, W= -258, *p = 8.726e-05, CBRP= 0.935; Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon 

para muestras pareadas) Extra: solución extracelular de imaging, Isr: isradipina. Escala 

horizontal: 1.5 seg, escala vertical: 25% ΔF/F0. La duración del estímulo se indica con líneas 

grises debajo de cada curva temporal. 
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En ausencia de estimulación mecánica de los cilios, la aplicación de ACh, no 

produjo cambio en los niveles basales de fluorescencia de las CCs (Figura 33, 

ctrl: 655.9 土 81.1 U.A. vs. ACh: 652.2 土 78.55 U.A., n = 45, t= 0.7816, df= 44, 

p = 0.4386, prueba t de dos colas para muestras pareadas). 

 

La aplicación exógena de ACh (1 mM) durante la estimulación mecánica de las 

CC, generó una reducción estadísticamente significativa en la cantidad de Ca2+ 

que entra a las células con respecto al control (Figura 34-A, Ctrl: ΔF/F0 Mdn= 

0.818 RIC: 0.341-1.479 Vs. ACh: ΔF/F0 Mdn= 0.573 RIC: 0.315-1.101, n = 114, 

W= -3493, p = 7.89e-07, CBRP = 0.532; Prueba de los rangos con signo de 

Wilcoxon para muestras pareadas). Este efecto fue revertido mediante el lavado 

con solución de registro extracelular durante un minuto (Figura 34-B, n= 37, Q= 

18.54, p=9.418e-05. Test de Friedman. Extra Vs. ACh: p=0.000705, Extra Vs. 

Lavado: p=0.608054. Procedimiento de comparación múltiple de Dunn). Este 

resultado indica que la acetilcolina disminuye la entrada de calcio a través de los 

canales CaV1.3 que se produce en respuesta a la estimulación. Este resultado 

puede ser explicado por la hiperpolarización de las CCs que se produce tras la 

activación de un receptor colinérgico nicotínico acoplado a un canal de potasio 

activado por calcio. 

Figura 33 | Los niveles basales de fluorescencia de las CCs no muestran diferencias 
significativas antes y después de la aplicación de ACh. 

Intensidad de fluorescencia media para cada célula en condiciones basales antes (rojo) y luego 

(azul) de la aplicación de ACh 1 mM (n= 45 células, t= 0.7816, df= 44, p= 0.4386, prueba t de 

dos colas para muestras pareadas). 
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Estudios recientes sugieren que en la llp la modulación de la actividad de las 

neuronas aferentes por parte del sistema eferente depende de la polaridad de 

las células ciliadas que éstas inervan (Pichler and Lagnado, 2020). En particular, 

la inhibición sólo se observa en la actividad de las fibras aferentes que contactan 

CCs con orientación anterior-posterior. Con el objetivo de evaluar si esta 

selectividad también se observa a nivel de las CCs, analizamos el efecto 

inhibitorio de la ACh dividiendo a las células por su orientación de preferencia. 

La aplicación de acetilcolina generó una disminución estadísticamente 

significativa del pico de fluorescencia tanto en las células con selectividad 

anterior-posterior como en aquellas con selectividad posterior-anterior (Figura 

35-A, Ant-Post, Extra ΔF/F0 Mdn= 0.783 - ACh ΔF/F0 Mdn= 0.559, n= 62, W= -

1227, p= 1.698e-05, CBRP= 0.628; Post-Ant, Extra ΔF/F0 Mdn= 0.831 - ACh 

Figura 34 | La ACh inhibe las señales de Ca2+ evocadas mecánicamente. 

A. Izquierda, curvas temporales de las señales de Ca2+ representativas de 4 células ciliadas en 

respuesta a la estimulación mecánica, antes (rojo) y después (azul) de la aplicación de ACh 1 mM. 

Las curvas están alineadas al inicio del estímulo mecánico. Derecha, distribución de los picos de 

ΔF/F0 en respuesta a la estimulación mecánica, antes y después de la aplicación de ACh 1 mM. 

Se observa una reducción en la intensidad de fluorescencia de las respuestas mecanosensoriales 

(n = 114, W=3493, *p = 7.89e-07, CBRP= 0.532; Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon 

para muestras pareadas).  Extra: solución extracelular de imaging, ACh: Acetilcolina. Escala 

horizontal: 1.5 seg, escala vertical: 25% ΔF/F0. La duración del estímulo se indica con líneas 

grises debajo de cada curva temporal. B Intensidad de fluorescencia de las señales de Ca2+ 

evocadas mecánicamente antes y durante la aplicación de ACh y luego de un lavado de un minuto 

con solución extracelular de imaging (n=37, Q= 18.54, p=9.418e-05. Test de Friedman. Extra Vs. 

ACh: p=0.000705, Extra Vs. Lavado: p=0.608054. Procedimiento de comparación múltiple de 

Dunn). 
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ΔF/F0 Mdn= 0.653, n= 52, W= -582, p=0.008, CBRP= 0.422; Prueba de los 

rangos con signo de Wilcoxon para muestras pareadas). Además, no 

encontramos diferencias significativas en la magnitud del efecto mediado por la 

ACh sobre células con polaridades opuestas (Figura 35-B, Ant-Post Dif ΔF/F0 

rel. Mdn = -0.2003 RIC: -0.424-0.051 Vs. Post-Ant Dif ΔF/F0 rel. Mdn = -0.241 

RIC: -0.497-0.118, U= 1560, p = 0.7687; test de Mann-Whitney). Teniendo en 

cuenta estos resultados podemos concluir que, al menos a nivel de las células 

ciliadas, el efecto inhibitorio del sistema eferente colinérgico no afecta de manera 

diferencial a las células según su orientación de preferencia. 

 

Es interesante observar que, si bien el efecto global de la ACh es el de disminuir 

la entrada de Ca2+ en las CCs evocada por una estimulación mecánica de los 

cilios, este efecto no es homogéneo. Como se observa en la Figura 34, algunas 

células no presentaron cambios en la intensidad de fluorescencia al ser 

estimuladas, e incluso en algunos pocos casos se observó un aumento de la 

Figura 35 | El efecto inhibitorio de la ACh no presenta diferencias según la orientación 
de preferencia de las CC. 

A. Distribución de los picos de ΔF/F0 antes y después de la aplicación de ACh 1 mM para células 

con orientación de preferencia Anterior-posterior (izquierda) y posterior-anterior (derecha).  La 

aplicación de ACh genera una reducción en los picos de fluorescencia en ambos tipos de célula 

(Ant-Post, n= 62, W= -1227, p= 1.698e-05, CBRP= 0.628; Post-Ant, n= 52, W= -582, p=0.008, 

CBRP= 0.422; Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para muestras pareadas). B. 

Diferencias relativas de ΔF/F0 entra la estimulación en condiciones control y en presencia de 

ACh 1 mM para células con preferencia de orientación anterior-posterior (Ant-Post) y posterior-

anterior (Post-Ant) (U= 1560, p = 0.7687; test de Mann-Whitney). 
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misma. Por lo tanto, podemos concluir que el efecto de la ACh en las señales de 

Ca2+ en respuesta a la estimulación mecánica es heterogéneo. Para cuantificar 

el grado de inhibición provocado por la ACh, utilizamos una métrica ad-hoc, el 

índice de inhibición (II). Si ΔF/F0Extra es el pico del cambio en la intensidad de 

fluorescencia para un estímulo mecánico bajo condiciones control y ΔF/F0ACh es 

el pico del cambio en la intensidad de fluorescencia para un segundo estímulo 

mecánico en presencia de ACh, definimos el II como: 

 

𝐼𝐼 =  

∆𝐹
𝐹0𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎 −

∆𝐹
𝐹0𝐴𝑐ℎ

∆𝐹
𝐹0𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎

 

 

De esta manera, un II con un valor de 0 indica ausencia de inhibición, II=1 indica 

una inhibición total y un índice con un valor entre 0 y 1 indica una inhibición 

parcial. En la Figura 36-B se muestra la distribución del II para las células ciliadas 

tratadas con ACh. Como era de esperarse, en la mayoría de los casos, los 

valores del II fueron mayores a 0. Sin embargo, una subpoblación de CC 

presentaron un II cercano a 0, lo que implica la ausencia de inhibición mediada 

por acetilcolina. La ausencia de células con II=1 es una consecuencia de nuestro 

criterio de selección, que implica la utilización de células con señales de calcio 

evocadas mecánicamente que puedan ser medidas tanto en condiciones control, 

como durante la aplicación de ACh. Por este mismo motivo es posible que el 

efecto inhibitorio de la acetilcolina esté siendo subestimado. 

De manera similar, para las condiciones control, calculamos un índice de cambio 

(IC) definido como: 

 

𝐼𝐶 =  

∆𝐹
𝐹0𝐸1

−
∆𝐹

𝐹0𝐸2

∆𝐹
𝐹0𝐸1

 

 



106 
 

Donde ΔF/F0E1 es el pico del cambio en la intensidad de fluorescencia para un 

estímulo mecánico en condiciones control (únicamente en presencia de solución 

extracelular) y ΔF/F0E2 es el pico del cambio en la intensidad de fluorescencia 

para un estímulo subsiguiente bajo las mismas condiciones. Se puede observar 

que, de acuerdo con lo esperado, la distribución del IC está alrededor del 0 (es 

decir los dos pulsos generan un pico de fluorescencia de intensidad similar). Sin 

embargo, un pequeño número de células (~10%) presenta valores negativos 

considerables, lo que indica que el segundo estímulo generó una señal de 

fluorescencia mucho mayor que el primero (Figura 36-A). Este fenómeno nos 

permite descartar la posibilidad de que los valores negativos observados al 

calcular el II se deban a un efecto de la ACh, y sugiere que es debido a la 

heterogeneidad funcional de las células ciliadas de la línea lateral posterior del 

pez cebra. 

 

Para poder determinar si el efecto inhibitorio provocado por la acetilcolina está 

efectivamente mediado por un receptor compuesto por las subunidades α9 y/o 

Figura 36 | El efecto inhibitorio mediado por la ACh es heterogéneo. 

A. Distribución del índice de cambio (IC, calculado como (ΔF/F0estim1 - ΔF/F0estim2) / 

ΔF/F0estim1) para dos estímulos mecánicos sucesivos en condiciones control (solución 

extracelular de imaging). Se puede observar que, si bien la distribución se centra en 0, un número 

reducido de células (<10%) exhiben valores negativos que ocurren cuando la señal de 

fluorescencia es mayor durante el segundo estímulo. B. Distribución del índice de inhibición (II, 

calculado como (ΔF/F0extra - ΔF/F0ACh) / ΔF/F0extra) para un estímulo en presencia de ACh 1 

mM luego de un estímulo en condiciones control (solución extracelular de imaging). Nuevamente 

se puede observar la presencia de los mismos puntos experimentales con valores negativos. 
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α10 utilizamos un antagonista de estos receptores, la α-bungarotoxina. En primer 

lugar, controlamos que esta toxina no tuviera un efecto per se en el cambio de la 

intensidad de fluorescencia generado por la estimulación mecánica. Para esto 

realizamos dos estimulaciones sucesivas: sin aplicación de la toxina en la 

primera (solo en presencia de solución de registro extracelular) y con la pre-

incubación y aplicación de la α-Btx en la subsiguiente. Pudimos comprobar que 

la toxina por sí sola no tiene ningún efecto sobre la intensidad de fluorescencia 

(Figura 37-A, Extra: ΔF/F0 Mdn= 0.509 RIC: 0.252-1.134 Vs. α-Btx: ΔF/F0 Mdn= 

0.534 RIC: 0.331-1.325, n = 25, W= -45, p= 0.5449, CBRP= 0.138; Prueba de 

los rangos con signo de Wilcoxon para muestras pareadas). En la Figura 37-B 

se puede observar que al realizar una preincubación con α-Btx 10 uM y co-

aplicarla con ACh, la toxina bloquea el efecto inhibitorio de este agonista (α-Btx: 

ΔF/F0 Mdn= 0.534 RIC: 0.3308-1.325 Vs. ACh-α-Btx: ΔF/F0 Mdn= 0.4015 RIC: 

0.203-0.816, n = 25, W= -87, p= 0.2541, CBRP = 0.268, Prueba de los rangos 

con signo de Wilcoxon para muestras pareadas). Este resultado apoya la 

hipótesis de la presencia de un receptor colinérgico nicotínico funcional 

conformado por, al menos, la subunidad α9 en la sinapsis eferente de la llp del 

pez cebra. 
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Figura 37 | La inhibición de las señales de Ca2+ mediada por ACh es bloqueada por α-
bungarotoxina. 

A. Izquierda, curvas temporales de las señales de Ca2+ representativas de 4 células ciliadas en 

respuesta a la estimulación mecánica, antes (rojo) y después (verde) de la aplicación de α-Btx 

10 µM. Las curvas están alineadas al inicio del estímulo mecánico. Derecha, distribución de los 

picos de ΔF/F0 antes y después de la aplicación de α-Btx 10 µM, que no mostraron diferencias 

significativas. Esto indica que la α-Btx no tiene un efecto per se sobre las señales evocadas de 

Ca2+ (n = 25, W= -45, p= 0.5449, CBRP= 0.138; Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon 

para muestras pareadas). B. Izquierda, curvas temporales de las señales de Ca2+ representativas 

de 4 células ciliadas en respuesta a la estimulación mecánica, durante la aplicación de α-Btx 10 

µM (verde) y durante la co-aplicación de ACh 1 mM y α-Btx 10 µM (azul). Las curvas están 

alineadas al inicio del estímulo mecánico. Derecha, distribución de los picos de ΔF/F0 en 

presencia únicamente de α-Btx 10 µM y durante la co-aplicación de ACh 1 mM y α-Btx 10 µM, 

que no mostraron diferencias significativas. Esto implica que la inhibición mediada por ACh es 

bloqueada por α-Btx (n = 25, W= -87, p= 0.2541, CBRP = 0.268, Prueba de los rangos con signo 

de Wilcoxon para muestras pareadas). Extra: Solución extracelular de imaging, α-Btx: α-

bungarotoxina, ACh: Acetilcolina. Escala horizontal: 1.5 seg, escala vertical: 25% ΔF/F0. La 

duración del estímulo se indica con líneas grises debajo de cada curva temporal. 
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Se ha demostrado que, en aves y mamíferos, la sinapsis que se establece entre 

las células ciliadas y las fibras eferentes debe su naturaleza inhibitoria al acople 

funcional del receptor colinérgico nicotínico α9α10 con el canal de potasio 

activado por calcio SK2 que al activarse genera la hiperpolarización de las CC 

(Elgoyhen and Katz, 2012; Gómez-Casati et al., 2005; Hiel et al., 2000; Matthews 

et al., 2005; Oliver et al., 2000). Para evaluar si el mismo acople funcional existe 

en las células ciliadas de la línea lateral posterior del pez cebra, utilizamos un 

bloqueante de los canales SK, la apamina. Para ello realizamos un esquema 

experimental similar al que utilizamos para evaluar el efecto de la α-Btx. Como 

se muestra en la Figura 38-A la apamina por sí sola no modificó la intensidad de 

fluorescencia (Extra: ΔF/F0 Mdn= 0.599 RIC: 0.243-1.216 Vs. Apa: ΔF/F0 Mdn= 

0.567 RIC: 0.191-1.040, n = 41, W= -91, p= 0.5554, CBRP = 0.106; Prueba de 

los rangos con signo de Wilcoxon para muestras pareadas). Sin embargo, en 

presencia de apamina, el efecto inhibitorio de la ACh fue bloqueado (Figura 38-

B, Apa: ΔF/F0 Mdn= 0.470 RIC: 0.176-0.818 Vs. Apa-ACh: ΔF/F0 Mdn= 0.508 

RIC: 0.192-0.718, n = 60, W= -322, p= 0.2359, CBRP = 0.1759; Prueba de los 

rangos con signo de Wilcoxon para muestras pareadas). Este resultado sugiere 

que el nAChR nativo de la sinapsis eferente de la llp está acoplado 

funcionalmente a canales de potasio del tipo SK que al activarse e hiperpolarizar 

las CCs genera, en última instancia, una entrada menor de Ca2+ cuando las CC 

son estimuladas mecánicamente. 

 



110 
 

  

Figura 38 | La inhibición de las señales de Ca2+ mediada por ACh es bloqueada por 
Apamina. 

A. Izquierda, curvas temporales de las señales de Ca2+ representativas de 4 células ciliadas en 

respuesta a la estimulación mecánica, antes (rojo) y después (naranja) de la aplicación de 

apamina 10 µM. Las curvas están alineadas al inicio del estímulo mecánico. Derecha, 

distribución de los picos de ΔF/F0 antes y después de la aplicación de apamina 10 µM, que no 

mostraron diferencias significativas. Esto indica que la apamina no tiene un efecto per se sobre 

las señales de Ca2+ evocadas por estímulo mecánico (n = 41, W= -91, p= 0.5554, CBRP = 

0.106; Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para muestras pareadas). B. Izquierda, 

curvas temporales de las señales de Ca2+ representativas de 4 células ciliadas en respuesta a 

la estimulación mecánica, durante la aplicación de apamina 10 µM (naranja) y durante la co-

aplicación de ACh 1 mM y apamina 10 µM (azul). Las curvas están alineadas al inicio del 

estímulo mecánico. Derecha, distribución de los picos de ΔF/F0 en presencia únicamente de 

apamina 10 µM y durante la co-aplicación de ACh 1 mM y apamina 10 µM, que no mostraron 

diferencias significativas. Esto implica que la inhibición mediada por ACh es bloqueada por 

apamina (n = 60, W= -322, p= 0.2359, CBRP = 0.1759; Prueba de los rangos con signo de 

Wilcoxon para muestras pareadas). Extra: Solución extracelular de imaging, Apa: apamina, 

ACh: Acetilcolina. Escala horizontal: 1.5 seg, escala vertical: 25% ΔF/F0. La duración del 

estímulo se indica con líneas grises debajo de cada curva temporal. 
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Conclusión 

Del conjunto de los experimentos in vivo podemos concluir que un receptor 

conformado por subunidades α9 (α9* según la nomenclatura establecida en 

(Lukas et al., 1999) media la transmisión sináptica entre las fibras eferentes de 

la línea lateral posterior del pez cebra y las CCs de los neuromastos. Por otro 

lado, y al igual que en otros sistemas eferentes colinérgicos, el efecto inhibitorio 

proviene de un acople funcional entre el receptor nicotínico y un canal de baja 

conductancia de K+ dependiente de Ca2+ de tipo SK. 
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DISCUSIÓN 

Los sistemas sensoriales de vertebrados que contienen células ciliadas son 

inervados por fibras eferentes que modulan su respuesta a estímulos externos 

(Bricaud et al., 2001; Guinan and Stankovic, 1996; Metcalfe et al., 1985; Russell, 

1971). En la línea lateral de anfibios y peces, la excitación de las fibras eferentes 

colinérgicas inhibe la actividad aferente a través de la generación de potenciales 

postsinápticos inhibitorios en las CC (Flock and Russell, 1976, 1973; Russell, 

1971). Además, se ha demostrado la existencia de efectos excitatorios eferentes, 

mediados por dopamina actuando a través de receptores D1b (Toro et al., 2015), 

cuando la transmisión colinérgica es bloqueada (Flock and Russell, 1973). Hasta 

la realización del presente estudio los actores moleculares que median los 

efectos inhibitorios de la acetilcolina en la línea lateral del pez cebra eran 

desconocidos. Los resultados presentados en este trabajo de análisis de la 

expresión génica, clonado molecular, expresión de receptores en un sistema 

heterólogo y experimentos in vivo de imágenes de Ca2+, indican que un receptor 

colinérgico conformado por subunidades α9 (α9* según la nomenclatura 

establecida en Lukas et al., 1999), está presente en la base de las CCs y opera 

en la sinapsis eferente de la línea lateral posterior del pez cebra (Figura 39). Más 

aún, la entrada de Ca2+ a través de estos receptores activa canales cercanos del 

tipo SK2, lo cual finalmente lleva a una hiperpolarización de las células ciliadas. 

Si bien se ha descrito que potencialmente la subunidad α9 forma receptores 

homoméricos funcionales en células tumorales epiteliales de mama humanas 

(Lee et al., 2010), nuestro trabajo es la primera evidencia de la existencia de un 

receptor nicotínico homomérico funcional formado únicamente por la subunidad 

α9 que participa en una sinapsis eferente de un sistema sensorial. 
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Estudio de la expresión génica y clonado de las 

subunidades nicotínicas recombinantes α9 y α10 de 

pez cebra. 

Luego de recolectar los datos de expresión de varios estudios y analizar el 

enriquecimiento de los genes de interés en las células ciliadas de neuromastos 

de la línea lateral, observamos que, independientemente del control utilizado en 

cada estudio, la expresión del gen que codifica para la subunidad α9 se 

encuentra enriquecido.  

La inervación eferente mediada por receptores colinérgicos α9* es una 

característica en común de todas las células ciliadas de vertebrados estudiadas 

hasta el momento (Elgoyhen et al., 1994; Glowatzki and Fuchs, 2000; Hiel et al., 

2000; Holt et al., 2003; Parks et al., 2017). En los mamíferos, la actividad medial-

Figura 39 | Esquema de la sinapsis eferente colinérgica de la llp. 

Las CCs de la línea lateral son inervadas por fibras aferentes (rojas) y eferentes colinérgicas 

(verdes). Aún no existe evidencia contundente de la existencia de colaterales eferentes que 

contacten las fibras aferentes (verdes punteadas). El efecto neto de la actividad eferente 

colinérgica de la llp es el de hiperpolarizar las CCs. Este efecto está mediado por la activación 

de un nAChR α9* con alta permeabilidad al Ca2+ y la subsecuente activación de canales de K+ 

activados por Ca2+ del tipo SK que genera la hiperpolarización. Se ha propuesto que las cisternas 

postsinápticas (CP) que se oponen a los terminales eferentes (Dow et al., 2018) pueden participar 

en la compartimentalización del Ca2+ y/o en mecanismos de liberación de Ca2+ inducidos por 

Ca2+. 
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olivococlear eferente está mediada por receptores α9α10 (Elgoyhen et al., 2001; 

Gómez-Casati et al., 2005; Lustig et al., 2001; Sgard et al., 2002). Más aún, la 

subunidad α10 es estrictamente necesaria para la función eferente, ya que los 

receptores homoméricos α9, expresados en ratones α10 -/-, no son funcionales 

para ejercer el efecto inhibitorio del sistema eferente (Vetter et al., 2007). 

Teniendo en cuenta esto, es sorprendente que en las células ciliadas del pez 

cebra, la expresión del gen que codifica para la subunidad α10 no esté 

enriquecida. Cabe destacar que, en la mayoría de los estudios utilizados para 

este análisis de expresión génica, debido a los métodos de obtención y 

aislamiento de las células ciliadas, no se diferenciaron las células provenientes 

de la línea lateral de aquellas provenientes del oído. Por este motivo, si bien 

suponemos funcionamientos similares entre las células ciliadas de la línea lateral 

y las del oído interno, no podemos asegurar que la expresión diferencial de los 

genes mencionados provenga de uno o ambos tipos de CC. Sin embargo, el 

estudio reciente de RNAseq donde se comparan los niveles de expresión entre 

diferentes tipos celulares del neuromasto, indica claramente que chrna9, pero no 

chrna10, se expresa de manera diferencial en las células ciliadas maduras con 

respecto a cualquier otro tipo celular de la llp (Lush et al., 2019). El grupo control 

de este estudio incluyó células ciliadas inmaduras, lo que indica que la expresión 

de α9 es un marcador de maduración de células ciliadas. 

Los resultados del análisis de expresión génica realizado en el presente trabajo 

están en concordancia con un estudio de hibridación in situ realizado en el 

laboratorio de la Dra. Paola Plazas (Castagnola., 2017), el cual hemos publicado 

en colaboración (Carpaneto Freixas et al., 2021).  Utilizando sondas antisentido 

que detectan el ARNm de las subunidades α9 y α10, se observó la expresión de 

chrna9, pero no de chrna10, tanto en neuromastos de la línea lateral como en la 

vesícula ótica. En su conjunto, el análisis de expresión génica y el estudio de 

hibridación in situ, indican que la subunidad α10 no se expresa en las CC de la 

llp y que el nAChR de la sinapsis eferente de la ll resultaría del ensamblado de 

subunidades α9 formando un receptor homomérico. Sin embargo, dado que los 

estudios de expresión génica fueron realizados en larvas de entre 4 y 5 dpf y las 

hibridaciones in situ en larvas de 5 dpf, no podemos descartar la expresión 

diferencial de chrna10 en otros estadíos del desarrollo del pez cebra. 
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Dado que toda la evidencia recolectada en este trabajo indica que el nAChR que 

participa en la sinapsis eferente de la llp está compuesto únicamente por la 

subunidad α9, podría plantearse la posibilidad de que chrna10 fuera un 

pseudogen. Sin embargo, este no es el caso, dado que hemos logrado amplificar 

su ADNc mediante RT-PCR utilizando primers poli-T, lo cual implica la existencia 

de ARNm transcrito a partir de este gen. Además, la inyección del ARNc, 

obtenido a partir de este ADNc, en un sistema heterólogo demostró que α10 se 

co-ensambla con α9 para formar receptores heteroméricos funcionales.  

 

Homeostasis del calcio y analogía con las células 

ciliadas de la cóclea 

En la cóclea de los mamíferos, las células mecanosensoriales se ubican en el 

órgano de Corti y se dividen en dos tipos: las células ciliadas internas y las 

células ciliadas externas. En el sistema maduro, las CCIs constituyen el 

fonoreceptor propiamente dicho mientras que las CCEs participan de 

mecanismos de amplificación coclear que producen un refinamiento en el grado 

de discriminación de las frecuencias sonoras (sintonización fina) y un incremento 

en la sensibilidad a estímulos sonoros de baja intensidad (Ashmore, 2008). El 

pez cebra es un modelo que permite realizar estudios de imágenes a nivel de 

célula única in vivo y en un organismo intacto gracias a la simpleza y fácil 

accesibilidad de su llp en estados larvales y a la transparencia de sus embriones 

y larvas. Además, existe una amplia lista de líneas transgénicas con expresión 

de genes reporteros en distintos tejidos específicos disponible. Por lo tanto, 

surge la posibilidad de poder utilizar al pez cebra para evaluar la funcionalidad y 

propiedades mecánicas de las células ciliadas y extrapolar los resultados a las 

CCs de la cóclea que son de más difícil acceso.  Para ello es importante evaluar 

cuál de los dos tipos de CCs de la cóclea es análogo a las células ciliadas de la 

llp desde un punto de vista molecular. Con este objetivo, basándonos en una 

publicación reciente (Ranum et al., 2019), analizamos los niveles de expresión 

de un conjunto de genes involucrados en la señalización mediada por calcio y 

que tienen expresión enriquecida en CCI o CCE. Por ejemplo, mientras que en 

las CCE se expresan de manera diferencial Ocm, Sri y Slc26a5, en las CCI, se 
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expresan de manera diferencial Otof y Atp2a3. Cada uno de estos genes juega 

un rol fundamental para el funcionamiento de las células ciliadas. Ocm es el gen 

que codifica para la oncomodulina, una proteína con propiedades de 

“amortiguación” de Ca2+ que se localiza en la membrana celular lateral y es 

necesaria para la amplificación coclear (Simmons et al., 2010; Tong et al., 2016). 

Sri codifica para la sorcina, proteína que participa en la inhibición dependiente 

de calcio del fenómeno de liberación de calcio inducida por calcio a través de la 

inhibición de receptores de rianodina (Farrell et al., 2003; Lokuta et al., 1997). 

Slc26a5, codifica para la prestina, proteína fundamental para la electromotilidad 

característica de las CCE (Dallos, 2008). Otof codifica para la otoferlina, proteína 

fundamental para la audición, dado que participa en la fusión de las vesículas 

sinápticas para la liberación de glutamato hacia las fibras aferentes (Beurg et al., 

2010, 2008) y atp2a3, codifica para una de las bombas SERCA encargadas del 

transporte de Ca2+ entre el retículo endoplasmático y el citoplasma de las CCIs 

(Lioudyno et al., 2004). 

Los resultados del presente trabajo muestran que las CCs del pez cebra 

presentan un patrón de expresión “mixto” entre CCI e CCE, con niveles altos de 

expresión diferencial tanto de Ocma y Ocmb como de Otofa y Otofb, los dos 

marcadores diferenciales más importantes de CCEs y CCIs, respectivamente. 

Este hecho comienza a configurar la noción de que las células ciliadas del pez 

cebra son particulares en cuanto a sus características y propiedades. Si bien 

pueden ser utilizadas como modelo de estudio de la mecánica de las CCs de 

mamíferos y de las sinapsis en las que estas participan, su funcionamiento no 

es siempre comparable de manera lineal. 

 

Caracterización de los receptores recombinantes 

formados por las subunidades α9 y α10 de pez cebra. 

Tanto los receptores α9 como los α9α10 son nAChR peculiares, con 

características biofísicas y farmacológicas únicas que los distinguen del resto de 

los receptores de su tipo (Elgoyhen et al., 2001, 1994; Lipovsek et al., 2014, 

2012; Marcovich et al., 2020; Weisstaub et al., 2002). Las subunidades que los 



117 
 

conforman fueron las últimas en ser descubiertas, en parte, debido a su acotado 

patrón de expresión espacial y también, a su bajo porcentaje de homología de 

secuencia con las otras subunidades nicotínicas (Elgoyhen et al., 2001, 1994). 

Además, si bien estos receptores conforman un canal catiónico, están implicados 

en sinapsis inhibitorias por estar acoplados a un canal de K+ dependiente de Ca2+ 

(Fuchs and Murrow, 1992; Housley and Ashmore, 1991). Este es el único caso 

descrito hasta la actualidad en que la activación de un receptor nicotínico resulta 

en la hiperpolarización de la célula que lo expresa (Castellano-Muñoz et al., 

2010; Dallos et al., 1997; Fuchs and Murrow, 1992; Glowatzki and Fuchs, 2000; 

Housley and Ashmore, 1991). Por otro lado, estos nAChR epiteliales presentan 

un perfil farmacológico particular ya que son bloqueados por nicotina y por 

antagonistas nicotínicos, muscarínicos, glicinérgicos, serotoninérgicos y 

gabaérgicos (Rothlin et al., 2003, 1999; Verbitsky et al., 2000). Los resultados 

del presente trabajo demuestran que los receptores α9* del pez cebra, al igual 

que sus contrapartes en otras especies, poseen propiedades biofísicas y 

farmacológicas particulares y diferentes del resto de los nAChRs. 

El hecho de que la subunidad α9 de pez cebra pueda formar receptores 

homoméricos funcionales indica que, al igual que lo reportado para la subunidad 

α9 de rata (Elgoyhen et al., 1994), esta subunidad puede aportar tanto 

componentes principales como complementarios al sitio de unión del agonista. 

Por otro lado, el hecho de que la subunidad α10 no se ensambla en receptores 

funcionales activados por ACh, podría deberse  al aporte deficiente de 

componentes complementarios por parte de esta subunidad, como ha sido 

descrito para su contraparte murina (Boffi et al., 2017; Marcovich et al., 2020). 

Sin embargo, son necesarios más estudios a nivel de secuencia para poder 

validar esta teoría. 

A diferencia de lo reportado para el receptor homomérico α9 de rata, el cual 

presenta corrientes muy pequeñas en respuesta a ACh que se potencian de 

manera significativa cuando la subunidad α9 es co-expresada con la subunidad 

α10 (Elgoyhen et al., 2001, 1994; Sgard et al., 2002), en el caso del receptor α9 

homomérico del pez cebra las corrientes evocadas por el agonista son de una 

magnitud considerable. Más aún, estas corrientes no se potencian al co-expresar 

en el mismo oocito las subunidades α9 y α10. Por otro lado, para el ensamblado 
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del receptor heteromérico α9α10 se requiere forzar la expresión de la subunidad 

α10 mediante la inyección de ARNc en una relación α10: α9/2:1. Estos resultados 

funcionales, en conjunto con los de expresión génica, indicarían que el 

ensamblado del receptor α9α10 heteromérico podría verse muy desfavorecido 

en la línea lateral del pez cebra. En otras palabras, de estas evidencias se puede 

concluir que el nAChR que media la transmisión sináptica entre fibras eferentes 

y las células ciliadas de los neuromastos de la línea lateral es un receptor α9 

homomérico. 

La tasa de desensibilización del receptor α9 homomérico del pez cebra (ver 

Figura 18 en “resultados”) es muy superior a la reportada para los receptores α9 

de rata (Elgoyhen et al., 1994; Katz et al., 2000) y de pollo (Lipovsek et al., 2012). 

Cabe destacar que, a pesar de que los receptores homoméricos formados por la 

subunidad α9 del pez cebra presentan una tasa de desensibilización 

considerable, el co-ensamblado con la subunidad α10 genera un aumento 

significativo en la desensibilización del receptor. Estas cinéticas diferenciales 

podrían cobrar importancia funcional si en alguna etapa del desarrollo del pez, el 

perfil de expresión del gen chrna10 se viese alterado en las células del 

neuromasto o en otros órganos no estudiados en este trabajo.  Si bien existen 

diferencias en la abundancia, localización y la distribución anatómica de los 

terminales eferentes que contactan a las CCs de la línea lateral del pez y la 

cóclea en los mamíferos, la homeostasis del Ca2+ es, probablemente, una de las 

características clave de este tipo de sinapsis. El hecho de que los receptores α9* 

de pez cebra presentan una cinética de desensibilización tan marcada, 

probablemente resulta en una autolimitación en la entrada de calcio a través de 

este receptor (permeable para este catión) en su contexto fisiológico y, 

consecuentemente, en la auto-regulación de la activación del canal SK y la 

hiperpolarización de la célula. En las CCIs internas de la cóclea en desarrollo, se 

ha reportado que la limitación en la entrada de Ca2+ es clave para prevenir la 

interacción entre los sistemas eferente y aferente, que coexisten en la misma 

célula (Moglie et al., 2018). Lo mismo sucede en las CC de la llp, donde coexisten 

ambos sistemas. Por lo tanto, la regulación de la apertura del receptor α9* y, 

consecuentemente, de la entrada de calcio podría resultar importante para 

prevenir dicha interacción. De no limitarla, el Ca2+ que ingresa a través del 
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sistema eferente podría difundir y gatillar la liberación de glutamato con la 

consecuente activación de las fibras aferentes. En el caso de los receptores 

α9α10 de rata, la  desensibilización del receptor es aportada por la presencia de 

la subunidad α10 (Elgoyhen et al., 2001). Dado que, según los resultados 

obtenidos, la respuesta eferente en la llp del pez cebra depende de receptores 

α9 homoméricos, se podría proponer que, de acuerdo al camino evolutivo 

descrito  para los nAChRs α9α10 (Franchini and Elgoyhen, 2006; Lipovsek et al., 

2014, 2012; Marcovich et al., 2020), sustituciones no sinónimas en la secuencia 

codificante de la subunidad α9 resultaron en un receptor adaptado para poder 

“auto-limitar” la entrada de Ca2+ a las CCs.  

La afinidad aparente de la ACh por los receptores α9 y α9α10 de pez cebra tiene 

un comportamiento particular y diferente a lo descrito para sus contrapartes de 

otros vertebrados (Elgoyhen et al., 2001, 1994; Lipovsek et al., 2012; Marcovich 

et al., 2020). Por un lado, si bien la CE50 del receptor homomérico α9 es similar 

en magnitud a la que presentan sus contrapartes de pollo y rata, a diferencia de 

lo que sucede en estas dos especies o incluso en las ranas (donde la CE50 del 

receptor homomérico α9 es un orden de magnitud mayor), en el caso del pez 

cebra la co-expresión con α10 provoca un corrimiento de la curva dosis 

respuesta a la ACh hacia la derecha, disminuyendo marcadamente la afinidad 

aparente por el agonista.  Estos resultados indican que la ACh posee una 

potencia 30 veces menor sobre el receptor α9α10 que sobre el α9 de pez cebra. 

Lo cual podría sugerir que el nAChR de las CCs de los neuromastos es un 

homomérico α9 ya que, en experimentos realizados sobre nAChRs nativos de 

CCs se ha demostrado que la CE50 de los mismos en varias especies es del 

orden de 10 uM (Chen et al., 1996; Fuchs and Murrow, 1992). Una CE50 órdenes 

de magnitud más alta (como es el caso del receptor nAChR α9α10 de pez cebra) 

podría ubicarse en el rango de desensibilización de los receptores y por lo tanto 

posibilitaría un rango dinámico muy acotado de respuestas sinápticas. 

Se ha propuesto que la evolución de las subunidades de receptores nicotínicos 

está determinada por el sitio de expresión de cada subunidad, así como también 

por su capacidad de co-ensamblarse con otras subunidades nicotínicas. Además 

se comprobó que las secuencias codificantes de los genes de las subunidades 

de receptores nicotínicos neuronales están muy conservadas, mientras que las 
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secuencia de subunidades epiteliales divergen entre especies de vertebrados, 

con un menor porcentaje de identidad de secuencia entre los ortólogos de no-

mamíferos (Lipovsek et al., 2012; Marcovich et al., 2020). Al igual que estos 

trabajos previos, hemos demostrado que la identidad de secuencia de los 

nAChRs α9 y α10 del pez cebra es baja y, por lo tanto, proponemos que la poca 

conservación en la identidad de secuencia que presentan las proteínas α9 y α10 

de pez cebra podría explicar las diferencias en funcionalidad detectadas para los 

receptores de esta especie. Las diferencias observadas en los patrones de 

desensibilización y afinidad aparente por ACh entre los nAChRs α9 y α9α10 del 

pez cebra, sumado a las diferencias funcionales observadas entre los nAChRs 

α9 y α9α10 de las especies de vertebrados estudiadas hasta el momento, 

apoyan la teoría de que los receptores formados por subunidades α9 y α10 

sufrieron un proceso de selección positiva durante la evolución, adquiriendo 

cambios no sinónimos en sus secuencia aminoacídicas (Franchini and Elgoyhen, 

2006; Lipovsek et al., 2014, 2012; Marcovich et al., 2020). 

Una de las características distintivas de los receptores homomérico α9 y 

heteromérico α9α10 de pez cebra es que, a diferencia de lo reportado para el 

mismo receptor en otras especies (Elgoyhen et al., 2001; Lipovsek et al., 2014, 

2012; Marcovich et al., 2020; Weisstaub et al., 2002), la magnitud de las 

respuestas ante la aplicación de ACh es insensible a los cambios en el Ca2+ 

extracelular. Esto podría deberse a que, si bien estos receptores se encuentran 

en un microambiente con concentraciones controladas de iones, la línea lateral 

está directamente expuesta al medio líquido donde el pez se mueve y por lo tanto 

a merced de cambios en la composición del mismo. Por otro lado, se ha 

demostrado que la activación de receptores de glutamato de alta permeabilidad 

al Ca2+, como los receptores NMDA, produce una disminución significativa de la 

concentración del Ca2+ extracelular (Pumain et al., 1987). Dada la alta 

permeabilidad que parecen presentar los nAChR del pez cebra por el Ca2+ 

(extrapolada a partir de la contribución de la corriente de este ion a la corriente 

total), resulta lógico que estos receptores no sean modulados por este catión 

divalente, ya que un aumento en la actividad eferente conllevaría a una 

disminución en la concentración del Ca2+ extracelular y, por consiguiente, a un 

cambio en la funcionalidad del receptor. 
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La falta de modulación por calcio extracelular de las respuestas de los receptores 

homomérico α9 de pez cebra difiere de lo reportado en la línea lateral de otras 

especies, ya que en experimentos realizados en Xenopus laevis, se ha 

demostrado que la inhibición de los impulsos aferentes generados por la 

estimulación eléctrica de las fibras eferentes desaparece al disminuir la 

concentración de calcio extracelular (Dawkins et al., 2005), lo que sugiere que 

las respuestas a ACh de los nAChR de esta especie sí son moduladas por la 

concentración extracelular de cationes divalentes. 

 

Caracterización del receptor nativo de la sinapsis 

eferente de la línea lateral del pez cebra. 

Los sistemas eferentes colinérgicos poseen efectos modulatorios en la actividad 

de la línea lateral y en otros sistemas sensoriales, como ser el auditivo y el 

vestibular. Esto ha sido demostrado mediante la estimulación eléctrica de las 

fibras eferentes, la aplicación de agonistas en el baño en sistemas ex vivo y la 

manipulación genética. En todos los casos el efecto observado es el mismo: una 

disminución de la actividad aferente de neuronas que contactan las células 

ciliadas (Dawkins et al., 2005; Flock and Russell, 1973; Roberts and Russell, 

1972; Russell, 1971; Sewell and Starr, 1991; Vetter et al., 2007). En este trabajo 

demostramos en un animal entero con su circuito neuronal intacto, compuesto 

por las células ciliadas y sus neuronas aferentes y eferentes, la inhibición que la 

ACh produce en la actividad de las células ciliadas. Las señales de calcio que 

detectamos en los experimentos presentados en este trabajo se deben a una 

despolarización de las CC dada por la activación de canales iónicos 

mecanosensitivos debido a la deflexión de los cilios (Corey and Hudspeth, 1979; 

Fettiplace, 2009; Zhang et al., 2018) y la subsecuente activación de canales de 

Ca2+ voltaje dependientes (Moser and Beutner, 2000; Sheets, 2017; Zhang et al., 

2018). El hecho de que la aplicación de ACh resulte en una reducción de estas 

señales indica muy probablemente una despolarización reducida de la 

membrana. Por este motivo, se podría proponer que la ACh inhibe la entrada de 

Ca2+ debido a una hiperpolarización neta de las células ciliadas de la llp (ver 

Figura 4 en “introducción”). Esta hiperpolarización se debe a la activación de 
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canales de K+ de tipo SK, dado que el efecto es bloqueado por apamina, un 

antagonista selectivo de estos canales (Köhler et al., 1996; Shah and Haylett, 

2000; Stocker, 2004; Strøbaek et al., 2000). Por lo tanto, los resultados del 

presente trabajo demuestran que el receptor presente en las células ciliadas de 

la línea lateral del pez es un receptor homomérico α9, con alta permeabilidad al 

calcio. Como ha sido descrito en otros sistemas eferentes, el Ca2+ que entra a 

través de los nAChRs activa canales cercanos del tipo SK, lo que a su vez  lleva 

a una hiperpolarización de la CC. (Blanchet et al., 1996; Dawkins et al., 2005; 

Doi and Ohmori, 1993; Glowatzki and Fuchs, 2000; Gómez-Casati et al., 2005; 

Holt et al., 2003; Katz, 2004; Nenov et al., 1996; Oliver et al., 2000; Parks et al., 

2017; Yuhas and Fuchs, 1999) Tanto en aves (Matthews et al., 2005) como en 

mamíferos (Dulon et al., 1998; Oliver et al., 2000), los receptores α9* están 

acoplados funcionalmente a canales de K+ del tipo SK2. Sin embargo, nuestro 

estudio de expresión génica reveló que tanto los genes que codifican para el 

canal SK2 (kcnn2), como para el canal SK1b (kcnn1b), se expresan de manera 

enriquecida en las células ciliadas. Esto es consistente con un trabajo de Cabo 

y colegas (2013) que demuestra la expresión del receptor SK1 en CC de la llp 

del pez cebra. Es interesante remarcar que los canales SK1 y SK2 generalmente 

se co-expresan en el cerebro de peces (Ellis et al., 2008) y mamíferos (Stocker 

and Pedarzani, 2000). Además, la subunidad SK1 de rata forma canales 

heteroméricos con subunidades SK2 (Autuori et al., 2019; Benton et al., 2003). 

El hecho de que la apamina haya bloqueado los efectos mediados por la ACh 

sugiere que en particular los canales de tipo SK2 juegan un rol fundamental en 

la hiperpolarización de las CC de la llp del pez cebra, ya que, dentro de los 

canales del tipo SK, estos son los canales con mayor sensibilidad por este 

antagonista (Köhler et al., 1996; Shah and Haylett, 2000; Stocker, 2004; 

Strøbaek et al., 2000). 

En el estudio de RNAseq analizado en este trabajo donde se observan los 

niveles de expresión génicos en las diferentes células del NM (Lush et al., 2019) 

se puede observar que, además de los genes que codifican para los canales SK, 

el gen que codifica para la subunidad a de los canales BK se expresa de manera 

diferencial en las CC maduras dentro de los neuromastos. Se ha demostrado 

que en el pez cebra, el knockdown de los genes que codifican para las 
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subunidades α de los canales BK incrementa los umbrales de audición, 

sugiriendo que la expresión de este canal es esencial para la codificación de 

diferentes frecuencias en vertebrados no mamíferos (Rohmann et al., 2014). 

Estos canales son dependientes tanto de Ca2+ como de voltaje y se ha 

demostrado que se acoplan a los nAChRs α9α10 en las CCE de la cóclea de 

mamíferos en las regiones basales que codifican para frecuencias altas 

(Rohmann et al., 2015; Wersinger et al., 2010). Adicionalmente, se ha 

demostrado que la subunidad α9 presenta un gradiente longitudinal de expresión 

en la cóclea, con el máximo de expresión detectado en la región basal (Simmons 

and Morley, 2011). Sería interesante estudiar si este fenómeno se replica en las 

CC a lo largo de la línea lateral del pez cebra o en las diferentes células dentro 

de un mismo neuromasto. Los canales BK presentan mayor conductancia y 

menor afinidad al Ca2+ que los SK2 (Fakler and Adelman, 2008). Por lo tanto, 

podría postularse que la alta permeabilidad al Ca2+ que presentan los receptores 

α9* de pez cebra, podría permitir también una efectiva activación de canales de 

tipo BK. Sin embargo, a diferencia de los canales SK, los canales BK no son 

bloqueados por apamina (Lingle et al., 1996; Vergara et al., 1998). Dado que 

nuestros resultados demuestran que la aplicación de apamina es capaz de 

bloquear la inhibición mediada por la ACh, podemos concluir que los canales BK 

no participan de la misma. Aun así, todos los registros de este trabajo fueron 

realizados sobre neuromastos de la zona medial del tronco del pez (neuromastos 

L2 a L4). Por lo tanto, no podemos descartar que, al igual que lo que sucede en 

la cóclea de mamíferos, el nivel de expresión del canal BK varíe a lo largo de los 

diferentes NM de la llp y/o entre las líneas laterales anterior y posterior. Por otro 

lado, es posible que el voltaje de reposo de las CC varíe entre los diferentes 

neuromastos o incluso entre células dentro de un mismo NM, y en consecuencia 

que los canales BK se encuentren inactivos debido a que no alcanzan su 

potencial de activación (Wersinger et al., 2010).  Estudios con bloqueantes 

específicos de este tipo de canales serían necesarios para evaluar estas 

hipótesis. 

Es interesante observar que aun cuando las CC fueron estimuladas 

mecánicamente en presencia de una concentración alta de isradipina, se 

detecta una señal de fluorescencia remanente. La isradipina, al bloquear la 
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entrada de calcio a través de los canales CaV1.3, ubicados en la zona basal de 

las CC, debería haber anulado toda señal de calcio. Sin embargo, debido a la 

técnica de microscopía que utilizamos, microscopía de fluorescencia de campo 

amplio, es muy probable que esta señal de fluorescencia remanente provenga 

del Ca2+ que está entrando a través del canal mecanotransductor, ubicado en la 

zona apical de las CC. En un estudio publicado en el año 2018, Zhang y colegas 

demostraron utilizando microscopía confocal que, efectivamente, la isradipina 

bloquea la entrada de calcio a través de los CCDV ubicados en la base de las 

células ciliadas, pero no el ingreso de Ca2+ a través de los canales de 

mecanotransducción ubicados en el ápice de las CC.  

Cabe mencionar que varios factores inherentes a nuestro modelo experimental 

podrían generar una subestimación del efecto inhibitorio de la ACh. Por un lado, 

la ACh y el resto de las drogas fueron aplicadas en larvas intactas y enteras. 

Aunque se siguieron las prácticas comunes en el campo al utilizar DMSO para 

favorecer la accesibilidad de las drogas (Sheets, 2017; Sheets et al., 2012; Toro 

et al., 2015; Trapani and Nicolson, 2011; Wong et al., 2019; Zhang et al., 2018), 

éstas tienen que atravesar distintas barreras antes de alcanzar su biofase. 

Además, estudios en la línea lateral de Xenopus laevis (Roberts and Russell, 

1970) demostraron la necesidad del agregado de un inhibidor de la 

acetilcolinesterasa para demostrar el efecto de la ACh.  Por lo tanto, es altamente 

probable que parte de la ACh agregada en forma exógena sea degradada antes 

de activar al receptor. Por otro lado, como se mencionó previamente estamos 

utilizando microscopía de campo amplio y no solo registramos el calcio que entra 

a través de los canales CaV1.3 cuando estimulamos mecánicamente las CC, 

sino también al Ca2+ que entra a través del canal mecanotransductor. Dado que 

la hiperpolarización producida por la ACh sólo bloquea el calcio que entra a 

través de los VGCC y no aquel que lo hace a través del canal 

mecanotransductor, los registros presentan un “ruido de base” elevado que 

podría llevar a subestimar el efecto inhibitorio de la ACh. Asimismo, se ha 

demostrado que la expresión de transgenes bajo el promotor Brn3c (como es 

nuestro caso) afecta la mecanotransducción (Monroe et al., 2016). Esto tiene un 

efecto dual en nuestros experimentos. Por un lado, y para nuestra ventaja, si hay 

una menor cantidad de Ca2+ entrando a través del canal mecanotransductor, el 
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mencionado “ruido de base” involucrado en la medición del calcio que entra a 

través de los CCVD se verá disminuido. Por otro lado, el hecho de que exista 

una mecanotransducción defectuosa genera una menor despolarización de las 

CC cuando éstas son estimuladas mecánicamente, consecuentemente una 

menor entrada de Ca2+ a través de los CCDV y, por lo tanto, una relación 

señal/ruido menor que puede llevar a una subestimación del efecto inhibitorio de 

la aplicación de la ACh. 

Al igual que en las células ciliadas internas de la cóclea de ratones en desarrollo, 

en la base de las células ciliadas de la línea lateral del pez cebra el calcio cumple 

dos funciones. Por un lado, este ion juega un rol fundamental en la liberación de 

vesículas glutamatérgicas presentes en la sinapsis en cinta de las células 

ciliadas hacia la brecha sináptica con las neuronas aferentes (función sensorial). 

Por otro lado, la entrada de Ca2+ a través de los receptores nicotínicos α9*, 

genera la activación de los canales SK que, finalmente, deriva en la 

hiperpolarización de las células ciliadas, la disminución de la activación de los 

CCVD (ver Figura 34 en “resultados”) y una consecuente menor liberación de 

glutamato. Por lo tanto, cabe preguntarse si el calcio que ingresa a la CC a través 

del nAChR α9 podría difundir a la cercanía de las sinapsis en cinta y facilitar (en 

vez de inhibir por activación del SK y la consecuente hiperpolarización) la 

liberación de glutamato hacia las neuronas aferentes. Estudios previos de 

registros de imágenes de calcio en CCIs de la cóclea de mamíferos han 

demostrado que las señales de calcio aferentes y eferentes están 

compartimentalizadas gracias a mecanismos celulares de “amortiguación” del 

calcio y a las cisternas subsinápticas que se encuentran presentes en las 

inmediaciones de las sinapsis eferentes (Moglie et al., 2018). Un estudio 

ultraestructural reciente ha demostrado que, en las células ciliadas de la llp del 

pez cebra, las cisternas subsinápticas también se encuentran presentes y estas 

podrían restringir la difusión del calcio (Dow et al., 2018).  

Los resultados del presente trabajo indican la presencia de un nAChR α9* 

permeable al calcio (y la subsecuente activación de canales SK) en la base de 

las CCs del pez cebra. Cabe preguntarse entonces por qué la aplicación de ACh 

no resultó en un aumento de los niveles de calcio basal de las células ciliadas. 

Este fenómeno puede deberse a la acción de los mecanismos de amortiguación 
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y compartimentalización del calcio mencionados previamente, que evitan la 

activación cruzada entre los sistemas eferente y aferente. Esta 

compartimentalización del calcio haría que esta fuente de entrada de calcio a 

través del nAChR no sea registrada efectivamente por el sensor de calcio 

genéticamente codificado GCaMP7. Otra evidencia en favor de la efectividad con 

la cual se encuentran compartimentalizadas las señales aferente y eferente en 

la base de las CCs es que durante la co-aplicación de apamina y ACh, al estar 

bloqueado el canal SK2, el Ca2+ entrante a través del nAChR podría contribuir a 

una despolarización de la CCs y, consecuentemente, generar una mayor entrada 

de Ca2+ a través de los CCDV ante una estimulación mecánica. Sin embargo, 

esto no sucede. En su conjunto estos resultados indican la existencia de 

mecanismos de compartimentalización del ion calcio en la base de las CC de la 

línea lateral. Cabe destacar que, bajo nuestras condiciones experimentales, 

todos los sistemas de “amortiguación” de calcio internos de las CCs permanecen 

intactos. 

Los neuromastos del pez cebra contienen dos poblaciones de células ciliadas 

que son activadas por deflexiones en el sentido anterior o en el sentido posterior 

(Flock and Wersall, 1962; Ghysen and Dambly-Chaudiere, 2007). Sin embargo, 

se ha demostrado que solo una fibra eferente contacta a todas las CCs de un 

mismo neuromasto (Dow et al., 2018). Además, se demostró que durante un 

periodo de locomoción ficticia, la actividad presináptica a lo largo de todas las 

sinapsis eferentes de un neuromasto se activa de manera sincronizada (Pichler 

and Lagnado, 2020). De manera similar, en nuestros experimentos observamos 

que los efectos inhibitorios mediados por la ACh ocurren indistintamente sin 

importar la orientación de preferencia de la CCs. Más aún, la mediana de la 

magnitud de la inhibición no es significativamente diferente entre ambas 

poblaciones (ver Figura 35 en “resultados”). Sin embargo, recientemente Pichler 

y Lagnado (2020) reportaron que la modulación eferente tiene preponderancia 

sobre las neuronas aferentes que contactan aquellas CCs que se activan durante 

el movimiento del pez hacia adelante. La discrepancia entre estos resultados y 

los presentados en este trabajo puede deberse a que los experimentos del 

presente trabajo fueron realizados mediante la aplicación local de ACh y no 

mediante estimulación de los terminales eferentes como en Pichler y Lagnado 
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(2020). Otras posibles explicaciones a esta discrepancia podrían ser la 

existencia de diferencias en la eficiencia de la liberación presináptica de ACh en 

los terminales eferentes y/o en el número de terminales eferentes por CC de 

diferentes polaridades.  

Una peculiaridad del sistema sensorial de la línea lateral es que las CCs dentro 

del mismo neuromasto poseen heterogeneidad funcional. Por ejemplo, los 

estímulos que son capaces de abrir los canales mecanosensitivos son 

insuficientes para evocar la fusión de vesículas a nivel basal en la mayoría de 

las células ciliadas (Zhang et al., 2018). Además, las CCs activas sinápticamente 

presentan niveles menores de K+ intracelular (Kin) que aquellas que permanecen 

inactivas. En este trabajo, al igual que como fuera reportado por Wong y colegas 

(2019), encontramos niveles basales de Ca2+ intracelular heterogéneos entre 

distintas células ciliadas. Esta variabilidad podría deberse tanto a diferencias en 

los niveles de expresión de GCaMP7 como a la heterogeneidad intrínseca que 

poseen las células ciliadas. Células con un Kin menor podrían tener el potencial 

de membrana lo suficientemente despolarizado como para generar la activación 

de los canales CaV1.3 en respuesta a la apertura espontánea de los canales de 

mecanotransducción, lo que resultaría en niveles más altos de Ca2+ durante el 

reposo. De manera opuesta, aquellas CCs con niveles más altos de K in, 

presentarían niveles de Ca2+ basal menores. Esta heterogeneidad funcional 

también se observa en la respuesta de las fibras aferentes de la llp ante la 

actividad eferente (Lunsford et al., 2019). En sintonía con estos hallazgos, en el 

presente trabajo demostramos que el efecto mediado por la ACh sobre las 

señales de Ca2+ intracelular de las CCs es, también, heterogéneo. Más aún, no 

encontramos ninguna relación entre la posición relativa de una célula dentro del 

NM y la magnitud o cinética de sus respuestas ante un estímulo mecánico, como 

tampoco en los niveles de inhibición que cada una presenta ante la aplicación de 

ACh. Los resultados presentados en este trabajo agregan complejidad adicional 

al funcionamiento de las CCs de la llp in vivo. La explicación más simple detrás 

de este fenómeno de heterogeneidad en respuestas a la ACh podría ser la 

existencia de diferencias en la densidad de nAChRs α9* o canales SK. De 

manera alternativa, la accesibilidad diferencial de la ACh a las CCs dentro de un 

neuromasto dependiendo de su ubicación, también podría contribuir a la 
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mencionada variabilidad. Los fundamentos fisiológicos de la heterogeneidad 

funcional de las distintas CCs de los NM todavía no son conocidos. Dado que 

una sola fibra eferente contacta a todas las CCs de un mismo neuromasto (Dow 

et al., 2018; Odstrcil, 2018), es probable que las diferencias entre las CCs les 

otorguen la capacidad de responder de manera diferencial ante una activación 

del sistema eferente. 

A todo lo expuesto anteriormente, se le agrega otro nivel de complejidad a la 

fisiología de la línea lateral. Se ha demostrado que en larvas de pez cebra, las 

células ciliadas de los neuromastos maduros sufren un recambio continuo, 

proceso en el cual una subpoblación de CCs ubicada en el centro del neuromasto 

sufre apoptosis mientras que otra subpoblación de células ubicadas en la 

periferia se dividen y diferencian de manera continua (Williams and Holder, 

2000). Este último conjunto de células está compuesto en su mayoría por células 

de soporte y del manto. Estos procesos de recambio se ven acelerados cuando 

un agente externo (como por ejemplo la aplicación del antibiótico neomicina) 

genera la muerte de algunas o todas las CCs de un neuromasto. (Williams and 

Holder, 2000). Si bien se sabe que la inervación aferente también se regenera y 

las fibras vuelven a contactar a las células de la polaridad adecuada (Pujol-Martí 

et al., 2014), se desconoce si esto mismo sucede con la re-inervación eferente. 

Por lo tanto, es posible que aun cuando todos los componentes moleculares 

necesarios para establecer una sinapsis eferente estén presentes, algunas CCs 

no posean una inervación eferente completamente funcional.  

 

Interacción entre los sistemas eferentes colinérgico y 

dopaminérgico. 

Además de la inervación eferente colinérgica, los neuromastos de la llp reciben 

una inervación eferente dopaminérgica que actúa de manera paracrina a través 

de receptores D1b. Se ha descrito que, si bien tanto las neuronas eferentes que 

poseen sus núcleos en el NOE (colinérgicas) como aquellas que proyectan 

desde el DELL (dopaminérgicas) exhiben actividad correlacionada con la 

actividad motora, las neuronas del DELL también responden a movimientos de 
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flujo en el ambiente y a estímulos acústicos en ausencia de actividad motora 

(Odstrcil, 2018). Esto podría implicar que las neuronas dopaminérgicas 

provenientes del DELL cumplen una función de modulación positiva sobre la 

sensibilidad de las CCs durante los momentos de desplazamiento pasivo 

posteriores a la locomoción o luego de estímulos mecánicos muy fuertes 

independientemente del movimiento del pez. 

No se puede descartar la posibilidad de que la dopamina liberada por las 

neuronas que provienen del DELL contrarreste en cierta medida los efectos 

inhibitorios de la ACh para prevenir una inhibición total. Esto podría explicar, en 

parte, la diferencia en los niveles de inhibición que genera la aplicación de ACh 

demostrados en este trabajo cuando las células son estimuladas mecánicamente 

(ver Figura 36 en “resultados”). Esta hipótesis cobra fuerza sobre todo cuando 

se tiene en cuenta el hecho de que los efectos excitatorios que genera el sistema 

dopaminérgico se dan a través de receptores metabotrópicos y, por lo tanto, en 

periodos temporales más extensos. Otra posibilidad que podría explorarse en el 

futuro es si la misma dopamina posee algún tipo de efecto modulatorio sobre los 

receptores α9* o los canales SK. 

 

Funcionalidad del sistema eferente. 

Cuando los peces se mueven, sus receptores sensoriales deberían, en teoría, 

responder a un estímulo si este proviene del entorno exterior e independizarse 

de aquellos generados por el propio movimiento del animal. Estos últimos 

pueden crear una sobrecarga sensitiva durante la locomoción y, potencialmente, 

enmascarar estímulos de importancia elemental para la supervivencia del pez, 

como aquellos generados por una presa o un depredador. Una posible solución 

sería que el pez ajuste la sensibilidad de sus propios receptores sensoriales con 

anticipación al movimiento del cuerpo (Crapse and Sommer, 2008; Sperry, 1950; 

von Holst and Mittelstaedt, 1950). Para permitir la mayoría de los 

comportamientos mencionados, la inhibición dada por el sistema eferente no 

debería ser total y de la misma magnitud en todas las células ciliadas.  Este 

fenómeno puede observarse tanto en nuestro trabajo (ver “Resultados”), como 

en trabajos recientes en el área (Lunsford et al., 2019; Pichler and Lagnado, 
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2020). Las diferencias en la actividad del sistema eferente en las distintas CCs 

del neuromasto podría deberse por ejemplo a diferencias presinápticas en la 

eficiencia con la cual un potencial de acción gatilla la liberación de ACh, a 

fenómenos de plasticidad sináptica y/o a diferencias postsinápticas en la 

densidad de receptores α9* que median la entrada de calcio o de canales SK. 

Sin embargo, son necesarios más estudios para poder responder a estas 

preguntas. 

Por otro lado, cuando se monitorea la actividad del nervio motor con el pez 

paralizado (movimiento “ficticio”), se evidencia que la reducción de las tasas de 

disparo aferentes persiste durante un “período refractario” aún después de la 

finalización del nado, lo cual implica que la influencia eferente no está confinada 

únicamente a periodos de comandos motores activos. Este “período refractario” 

correlaciona con la duración y frecuencia del nado (Lunsford et al., 2019). La 

existencia de dicho período puede explicarse dado que, luego de la activación 

del sistema eferente colinérgico que hiperpolariza a las CCs, las mismas deben 

volver a su estado eléctrico basal para que la actividad aferente pueda volver a 

darse con normalidad. 

Holst y Mittelstaedt en 1950 propusieron por primera vez la existencia de una 

señal descendente desde áreas centrales, de igual duración que los comandos 

motores, que se transmitiría al aparato sensorial para dar cuenta de la 

información sensorial generada por el propio organismo (descarga corolaria). Al 

día de hoy los mecanismos neuronales responsables de este proceso siguen en 

constante estudio tanto en vertebrados como en invertebrados (Chagnaud et al., 

2015; Kim et al., 2015). Las evidencias más recientes apuntan a que, en el caso 

de la línea lateral, el sistema eferente colinérgico sería el encargado de transmitir 

la descarga corolaria y generar un ajuste anticipatorio de la sensibilidad 

(Lunsford et al., 2019; Pichler and Lagnado, 2020; Straka et al., 2018). En 

particular, en el caso del pez cebra, las neuronas colinérgicas del NOE aumentan 

su actividad tanto durante el nado como durante las respuestas de escape. Se 

ha demostrado que para su activación se requiere no sólo la estimulación 

mecánica de las CCs, sino también que exista una respuesta motora asociada 

al mismo (Odstrcil, 2018; Pichler and Lagnado, 2020). Dado que estos núcleos 

son colinérgicos, proponemos que la activación de los mismos resulta en una 
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inhibición de las CCs a través del nAChR α9* lo que, en última instancia, evita la 

autoestimulación de las CCs por el propio movimiento del pez. 
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CONCLUSIONES 

• El gen que codifica para la subunidad de nAChRs a9, pero no el que 

codifica para la subunidad a10, está enriquecido en las células ciliadas de 

los neuromastos de pez cebra. Además, los genes que codifican para los 

canales SK1a y SK2 también se encuentran enriquecidos en estas 

células. 

 

• Las subunidades α9 y α10 de pez cebra muestran una identidad de 

secuencia promedio de 69.8% y 62.6%, respectivamente, con respecto a 

las de otras especies estudiadas. El clonado y expresión del ARNc de α9 

y α10 en el sistema heterólogo de Xenopus laevis muestra que, estas 

subunidades se ensamblan formando receptores homoméricos α9 y 

heteroméricos α9α10, pero no homoméricos α10.  Estos nAChRs 

presentan propiedades biofísicas y farmacológicas similares (pero no 

idénticas) a los de otras especies estudiadas hasta el momento, a 

excepción de la modulación por Ca2+ extracelular. 

 

• Proponemos que el nAChR que media la transmisión sináptica entre el 

sistema eferente colinérgico de la línea lateral del pez cebra y las CCs de 

los neuromastos es del tipo α9*. 

 

• Al igual que en otros sistemas eferentes colinérgicos, en la línea lateral 

posterior del pez cebra, el efecto inhibitorio dado por la activación del 

nAChR proviene de un acople funcional entre este receptor y un canal de 

baja conductancia de K+ dependiente de Ca2+ de tipo SK. 
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