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RESUMEN 

Los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos y sincrónicos se producen en diferentes 

tipos celulares durante la comunicación de las redes celulares del bulbo olfatorio de la rata.  En 

este trabajo, se investigó si los movimientos intracelulares de Ca2+ se sincronizaban en tiempo 

y espacio entre la capa plexiforme interna, la capa de las células mitrales y la capa plexiforme 

externa del bulbo olfatorio de rata (P7-21). Para ello, primero se registraron los movimientos 

intracelulares de Ca2+ espontáneos en la capa plexiforme externa e interna y en la capa mitral de 

cortes coronales del bulbo olfatorio de rata. El análisis de los resultados mostró que el 13% (n 

= 59/456) de las células del bulbo olfatorio generó movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos de 3.75 ± 1.28 mHz con 2 mM de Ca2+ extracelular. Mientras que, la remoción de 

éste generó que solamente el 4% (n = 5/132) de las células tuvieran movimientos intracelulares 

de Ca2+ espontáneos de 1.21 ± 0.44 mHz. La sincronización temporal de los movimientos 

intracelulares de Ca2+ se generó en el 47% (n = 28/59) de las células en presencia de Ca2+ 

extracelular mientras que, en ausencia de éste, el 72% (n = 15/22) de las células sincronizó 

temporalmente los movimientos intracelulares de Ca2+ con distancias de 67 ± 45 µm (n = 28) 

de separación entre las células. Los estudios farmacológicos con 2-APB sugieren la 

participación de receptores de IP3 en la generación de movimientos intracelulares de Ca2+. 

Asimismo, se encontró que 5% de astrocitos en el bulbo olfatorio generó movimientos 

intracelulares de Ca2+ espontáneos. 
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ABSTRACT 

Spontaneous and synchronous Ca2+ transients are produced in different cell types during the 

communication of the cellular networks of the rat olfactory bulb. In this work, it was 

investigated whether the Ca2+ transients were synchronized in time and space between the inner 

plexiform layer, the mitral cell layer, and the external plexiform layer of the rat olfactory bulb 

(P7-21), during the processing of the olfactory information. To do this, spontaneous Ca2+ 

transients were recorded in the external and inner plexiform layer and in the mitral layer of 

coronal slices of the rat olfactory bulb. The analysis of the results showed that 13% (n = 59/456) 

of the olfactory bulb cells generated spontaneous Ca2+ transients of 3.75 ± 1.28 mHz using 2 

mM extracellular Ca2+. Meanwhile, the removal of the extracellular calcium generated that only 

4% (n = 5/132) of the cells produced spontaneous Ca2+ transients of 1.21 ± 0.44 mHz. The 

temporal synchronization of the Ca2+ transients was generated in 47% (n = 28/59) of the cells 

in the presence of extracellular Ca2+ while, in the absence of this one, the 72% (n = 15/22) of 

the cells temporally synchronized Ca2+ transients with distances of 67 ± 45 µm (n = 28) of 

separation between cells. Pharmacological studies using 2-APB suggest that Ca2+ transients are 

induced by activation of IP3 receptors. Moreover, we found that the 5% of the cells that 

generated spontaneous Ca2+ transients are astrocytes.  
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INTRODUCCIÓN 

 

El sistema nervioso central (SNC) está formado por diferentes estructuras como los bulbos 

olfatorios, las cortezas cerebrales, el cerebelo, el tallo cerebral y la médula espinal. Todas éstas 

compuestas por una amplia gama de células, principalmente por neuronas y células gliales. Las 

primeras se consideran células excitables ya que tienen la capacidad de despolarizar sus 

membranas celulares (activando canales de Na+ y Ca2+ voltaje-dependientes en milésimas de 

segundo durante la transmisión sináptica). Este fenómeno de comunicación celular es exclusivo 

del sistema nervioso (SN) en vertebrados e invertebrados y caracteriza la función de las células 

neuronales en el cerebro.  

Las células gliales (astrocitos, oligodendrocitos y microglía) son las más abundantes en el 

SN y desempeñan funciones especializadas de comunicación celular (Shepherd et al., 2011; 

Mombaerts et al., 1996; Araque et al., 2010). Por ejemplo, las células gliales son consideradas 

como células no excitables eléctricamente, debido a que no expresan en cantidad los mismos 

tipos de canales de Na+ y Ca2+ voltaje-dependientes en sus membranas celulares, en 

comparación con las neuronas. Sin embargo, estas células son responsables de mantener la 

homeostasis de K+ extracelular en el SN, de modular el desarrollo y migración de neuronas, 

modular la concentración de neurotransmisores en el espacio sináptico y el flujo local de sangre 

en la unión neurovascular en el SN (Schousboe, 2003; Zonta et al., 2003; Montiel-Herrera et 

al., 2019). Particularmente, los astrocitos se caracterizan por generar olas intracelulares de Ca2+ 

[1-100 µM] que pueden propagarse de manera oscilatoria por 5-30 min en frecuencias de 10-

110 mHz a través del SN (Imai, 2014).  

Las células gliales del bulbo olfatorio (BO), propagan movimientos intracelulares de Ca2+ 

de una célula a otra a través de uniones comunicantes (uniones gap) para formar una red de 

comunicación celular. Está demostrado que la comunicación de Ca2+ entre astrocito-

oligodendrocito a través de uniones intercelulares, regula el diámetro de los vasos sanguíneos 

lo que conlleva a la modulación del flujo local de sangre en el BO (Deitmer et al., 1998; 

Stavermann et al., 2015). Los movimientos intracelulares de Ca2+ son mediados por diferentes 

macromoléculas, como los receptores para el ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
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isoxazolpropiónico (AMPA), bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico (SERCA), 

molécula de interacción estromal (STIM1) y la proteína 1 del canal de Ca2+ activado por la 

liberación de Ca2+ expresado por el gen ORA1 (Beiersdorfer et al., 2019; Beck et al., 2004; 

Hogan et al., 2010; Soboloff et al., 2012). También participan segundos mensajeros como el 

inositol trifosfato (IP3) y Ca2+, para generar los movimientos intracelulares de Ca2+ (Galione y 

Ruas, 2005; Hamilton, 2005). Este tipo de señalización por Ca2+ está implicada en la apoptosis 

y la expresión de genes (Metea y Newman, 2006; Xu et al., 2007; Berridge et al., 2003). 

Asimismo, los movimientos intracelulares de Ca2+ pueden generar patrones espaciotemporales 

de sincronización, que son utilizados por las células del BO para decodificar los olores. 

Particularmente, cuando se detecta un olor por las NSO la información viaja hacia el glomérulo 

olfativo, donde la sincronización se realiza entre las interneuronas (células mitrales/penacho) 

del BO que se comunican con un mismo glomérulo, funcionando como una comunicación 

excitatoria-inhibitoria capaz de regular el procesamiento de la información y su transferencia 

hacia las diferentes regiones del cerebro asociadas con el olfato (Chen et al., 2009). Por ello, se 

cuestiona si la información electroquímica generada por sinapsis específicas es detectada por 

las células que rodean los circuitos celulares a través de códigos de señalización celular como, 

por ejemplo, los movimientos intracelulares de Ca2+ que generan las neuronas y las células 

gliales (Stobart et al., 2018). En particular, los distintos tipos de células que componen 

estructuras como el BO, la corteza cerebral y el hipocampo, entre otras más, se comunican 

básicamente a través de transmisión electroquímica. Martín-Fernández et al., (2017), han 

mostrado en preparaciones de hipocampo y amígdala, que los astrocitos son capaces de liberar 

gliotransmisores como adenosina trifosfato (ATP) y glutamato para modular la comunicación 

sináptica. Adicionalmente, se ha mostrado que subpoblaciones de astrocitos en el estriado dorsal 

de los roedores, responden de manera selectiva a la señalización sináptica de neuronas 

específicas (Martín et al., 2015). 

Stuart y Sakmann (1994), mostraron que una neurona piramidal computa información 

sináptica en su dendrita apical y es modulada por el soma neuronal para decidir si se inicia un 

potencial de acción en el segmento inicial del axón. Posteriormente, las investigaciones 

realizadas por Jonas y Bischofberger (1997), demostraron que las células mitrales del BO de 

rata mantienen una propagación activa del potencial de acción mediante canales de Na+ 
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dependientes de voltaje, mostrando que los canales de K+ dependientes de voltaje son 

mediadores para una rápida repolarización de los potenciales de acción dendríticos, esto 

favorece la comunicación del BO ya que se puede desencadenar la liberación rápida de 

transmisores en las sinapsis dendrodendríticas.  

En el BO, las neuronas sensoriales olfativas (NSO) detectan olores mediante receptores 

específicos a sustancias volátiles y transforman dicha información sensitiva a neurotransmisión 

glutamatérgica hacia la postsinapsis para generar estímulos excitantes (Murphy et al., 2005). 

Posteriormente, se genera una “sinapsis recíproca” que conlleva a una liberación de ácido gama-

aminobutírico (GABA) para interrumpir la comunicación sináptica entre las neuronas (Murphy 

et al., 2005; Covelo y Araque, 2018), evento que se repite tras la activación de un receptor 

olfativo. En este contexto, se propone estudiar un modelo celular in situ de BO que involucre a 

neuronas cerebrales y células gliales que resulte accesible para evaluar los movimientos 

intracelulares de Ca2+ espontáneos y los movimientos de Ca2+ sincronizados en tiempo y espacio 

durante la comunicación celular del BO.   
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I. ANTECEDENTES 
 

El BO, se origina por la elongación de las células en la parte interna del ectodermo. El 

engrosamiento del ectodermo produce la plácoda olfativa, la cual da lugar al epitelio olfativo y 

a la formación de células gliales (Park y Saint-Jeannet, 2010; Shiau et al., 2011; Duque, 2003). 

Las células neuroepiteliales se forman a partir del ectodermo, convirtiéndose en células 

multipotenciales que posteriormente se pueden diferenciar en distintos tipos de células gliales y 

neuronas (Sadler, 2010). Las células multipotenciales se dividen en tres tipos: los neuroblastos, 

neuro-glioblastos y glioblastos (Figura 1). Los neuroblastos se diferencian a neuronas, mientras 

que los neuro-glioblastos y los glioblastos forman neuronas y células gliales (Ortuño-Sahagún 

et al., 2011). La glía radial, es un precursor importante ya que puede diferenciarse tanto a 

neuronas y astrocitos. Además, las células neuroepiteliales pueden producir células 

ependimarias cuando la producción y diferenciación de glioblastos y neuroblastos se detiene 

(Sun et al., 2003).  

 

Figura 1. Diferenciación en el sistema nervioso central: neuronas y glía 
(modificado de Ortuño-Sahagún et al., 2011). 
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I.1. Bulbo Olfatorio 

El BO se caracteriza por ser dos prominencias de tejido que se encuentran en la parte frontal del 

cerebro de la rata. Esta estructura presenta diferentes capas de organización celular, 

representadas en la Figura 2 (Paxinos y Watson, 2018). La capa más externa del BO se conoce 

como glomerular, caracterizada por estructuras esféricas denominadas glomérulos y que sirven 

como mediadores de la comunicación celular entre las NSO y las interneuronas del BO; además 

cuenta con la presencia de células juxtaglomerulares (células de axón corto y las células 

periglomerulares) que mantienen la comunicación inhibidora y excitadora con las células 

mitrales/penacho. Además, éstas producen la inhibición lateral en la capa glomerular gracias a 

que estas células mantienen contacto con diferentes glomérulos a la vez, favoreciendo la 

comunicación con las interneuronas (Whitesell et al., 2013). 

 

Figura 2. Morfología del BO en corte coronal (modificado de Paxinos y Watson, 2018). 

 

La capa plexiforme externa se caracteriza por contener células gliales, periglomerulares y 

en penacho, estas últimas regulan la comunicación sináptica proveniente de las NSO. La 

comunicación entre las células mitrales y las células en penacho es recíproca, se produce en las 

dendritas secundarias de estas interneuronas y mantienen la comunicación con las células 
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granulares (Mori et al., 1983). La capa mitral caracterizada por contener células mitrales, son 

las encargadas de llevar la información olfativa hacia diferentes regiones del cerebro que están 

asociadas al olfato (Jonas y Bischofberger, 1997). Dentro de la capa granular, se encuentran las 

células granulares que regulan la comunicación con las células mitrales, liberando ácido gamma-

aminobutírico (GABA) hacia las interneuronas (Orona et al., 1983). Las células profundas de 

axón corto mantienen la comunicación con la corteza olfatoria y son las encargadas de regular 

la actividad de las células mitrales, en penacho y granulares (Price y Powell, 1970; Markopoulos 

et al., 2012).  

El BO cuenta con una vía rostral migratoria y ventrículo olfatorio, que se encargan de la 

migración de las células nuevas hacia el BO y del flujo del líquido cefalorraquídeo, 

respectivamente. La vía rostral migratoria es de suma importancia a lo largo de la vida de la 

rata, ya que cada día en ratas adultas, se produce un estimado de 10,000 células que servirán de 

reemplazo para las células granulares que se encuentran acopladas en el “circuito olfativo” y 

que son separadas de la red celular cuando inician la apoptosis (Petreanu y Alvarez, 2002). Las 

células nuevas se producen en la zona subventricular y después viajan a través de la vía rostral 

migratoria hasta llegar al BO. Se estima que solamente la mitad de las células que llegan al BO 

logran formar una conexión eficiente con las células (Merkle et al., 2007). Dentro del BO, las 

células gliales se encuentran distribuidas ampliamente por todo el tejido, realizando diferentes 

funciones que se van a detallar en las siguientes secciones. 

 

I.2. Astrocitos 

Los astrocitos son las células más abundantes del sistema nervioso central (Tower y Young, 

1973; Kastanenka et al., 2020) y se estima que un tercio de la masa del cerebro pertenece a este 

tipo de células (Kandel, 2000; Verkhratsky y Nedergaard, 2018). Estas células realizan diversas 

funciones dentro del SNC (Figura 3), como proporcionar apoyo metabólico captando glucosa 

del medio extracelular y almacenándola en forma de glucógeno. La glucosa se degrada a través 

de la glucólisis aeróbica, donde la enzima lactato deshidrogenasa 5 (LDH-5 exclusiva de 

astrocitos) convierte lactato a piruvato. Este último es liberado al medio extracelular para ser 

captado por las neuronas, y una vez dentro de ellas, el lactato se convierte a piruvato para dar 
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comienzo al ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Pellerin y Magistretti, 1994; Alberini et al., 

2018).  

 

Figura 3. Función de los astrocitos en el SNC (modificado de Simard y Nedergaard, 2004). 

 

Los astrocitos modulan el diámetro de los vasos sanguíneos secretando diferentes 

sustancias como vasodilatadores (ácido araquidónico) y vasoconstrictores (ciclooxigenasa, 

prostaglandina F2, tromboxano A-II), estas sustancias se transmiten gracias a la interacción que 

existe entre los astrocitos y las células epiteliales de los vasos sanguíneos (Zonta et al., 2003; 

Iadecola y Nedergaard 2007). Una función importante en los astrocitos es mantener la 

homeostasis local de iones como el K+ mediante canales de rectificación tardía (Kir4.1) o 
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canales de K+ de alta conductancia (Bk), intercambiadores de iones (Na+/ Ca2+), bombas que 

hidrolizan ATP para transportar iones al interior y exterior de las células. Los astrocitos expresan 

receptores para ácido gamma-aminobutírico de tipo A (GABAA) que, al activarse, favorecen la 

entrada de Cl- hacia el interior de la célula (Schousboe 2003; Huang y Bergles 2004; Serrano et 

al., 2006).  

Los astrocitos participan en la sinapsis, este fenómeno se conoce como “sinapsis tripartita” 

(Figura 4), que es la interacción entre la neurona presináptica, el astrocito y la neurona 

postsináptica (Araque et al., 1999), esta interacción es favorecida gracias a que liberan diferentes 

gliotransmisores como el ATP, glutamato, IP3, Ca2+, GABA y D-serina para comunicarse con 

otras células (Bezzi et al., 2004; Perea y Araque, 2007; Savtchouk y Volterra, 2018). Los 

astrocitos también expresan en su membrana diferentes receptores que reconocen moléculas que 

liberan otras células. Para glutamato, expresan receptores ionotrópicos como los receptores 

AMPA, ácido N-metil-D-aspártico (NMDA) y kainato, también expresan receptores 

metabotrópicos de glutamato (mGluR) como mGluR1, mGluR3 y mGluR5 (Parpura et al., 2011). 

La D-serina se une al sitio de glicina de los receptores NMDA, produciendo la apertura del canal 

y permitiendo el paso de iones de Ca2+ al medio intracelular. El ATP es captado mediante 

receptores de nucleótidos (P2X). Por ello, estas células juegan un papel importante en la 

actividad y el desarrollo neuronal (Baudoux y Parker, 2008; Perea y Araque, 2010). 

Los astrocitos expresan diversos tipos de canales y receptores que intervienen en la 

homeostasis y el paso del Ca2+ desde el medio extracelular hacia el medio intracelular (Figura 

5), como canales de Ca2+ dependientes de voltaje (CCDV) de tipo N, L, R y T (Latour et al., 

2003), receptores de potencial transitorio (TRP) de tipo TRPA1, TRPC1, TRPC4, TRPC5 y 

TRPV, aunque los TRP no son canales específicos para el Ca2+, también permiten la entrada de 

Na+ hacia el interior de la célula (Verkhratsky et al., 2013a; Owsianik et al., 2006). Los TRP 

responden a la estimulación mecánica, el cambio de temperatura y la activación de estos 

receptores puede generar movimientos intracelulares de Ca2+ en los astrocitos (Butenko et al., 

2012).  
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Figura 4. Sinapsis tripartita (modificado de Allen y Barres, 2009). 

 

 

Figura 5. Canales de Ca2+ en la membrana de los astrocitos (modificado de Marbán, 2002). 
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Dentro de las células, el Ca2+ se mantiene en un rango de concentración de 30-300 

nanomolar (nM) para evitar que se aglomeren proteínas en el medio intracelular y que éstas se 

vean alteradas o pierdan funcionalidad (Verkhratsky et al., 1998). Por ello, los astrocitos tienen 

mecanismos para expulsar Ca2+ mediante bombas que hidrolizan ATP, las cuales aprovechan el 

gasto energético para liberar Ca2+ en contra de su gradiente electroquímico como lo hace la 

bomba Ca2+/ATPasa de membrana plasmática (PMCA), expresando en su membrana las 

isoformas 1 y 2. La bomba PMCA, expulsa un ion de Ca2+ por cada molécula de ATP hidrolizada 

(Fresu et al., 1999; Blaustein et al., 2002). Otro de los mecanismos de los astrocitos para 

expulsar el Ca2+ hacia el medio extracelular, es el intercambiador de Na+/ Ca2+ (NCX) en el que 

por cada tres iones de Na+ que entran, sale un ion de Ca2+, pero el intercambio puede ser 

reversible dependiendo del gradiente electroquímico, esto produce la entrada de Ca2+ y la salida 

de Na+. Los astrocitos expresan las isoformas 1, 2 y 3 del intercambiador NCX (Minelli et al., 

2007; Verkhratsky et al., 2018; Rose et al., 2020). 

Los canales activados por ligando que expresan los astrocitos son los receptores 

ionotrópicos que se activan por diversas sustancias como la acetilcolina, GABAA, glicina, 

glutamato y ATP (Verkhratsky et al., 2013b). Por otra parte, expresan receptores 

metabotrópicos, como los receptores acoplados a proteínas G que se encargan de activar a la 

proteína G y a su vez, ésta activa a la enzima fosfolipasa C para hidrolizar el fosfatidilinositol 

4,5 bifosfato para producir diacilglicerol (DAG) e IP3. Este último, se une a receptores de IP3 

(IP3R2) del retículo endoplásmico (RE) lo que conlleva a la apertura del canal iónico, liberando 

Ca2+ fuera del retículo produciendo incrementos en la concentración de Ca2+ citosólico (Temple 

y Jones, 2007; Hamilton et al., 2008). Cuando el RE libera Ca2+, se activa el complejo 

STIM1/ORAI1 para evitar que el RE se quede sin Ca2+, este mecanismo se da mediante canales 

de Ca2+ activados por vaciamiento de almacenes intracelulares (SOCE). La proteína STIM, 

funciona como un sensor cuando el RE comienza a liberar Ca2+, esto conlleva a que STIM forme 

una interacción de tipo proteína-proteína con ORAI1, el cual es un canal de Ca2+ de membrana, 

lo que produce la entrada de iones de Ca2+ hacia el interior de la célula. Hay evidencia que 

sugiere que la activación de ORAI1 y ORAI3 con STIM1, participa mayoritariamente en la 

entrada de Ca2+ a los astrocitos (Kraft, 2015; Kwon et al., 2017). Una vez activado el SOCE, el 



11 
 

Ca2+ del medio intracelular es introducido al RE por diversos mecanismos, los cuales se 

describen en la siguiente sección. 

 

I.3. Reservorios intracelulares de Ca2+ 

Las células tienen la capacidad de almacenar Ca2+ dentro de los organelos celulares (Figura 6), 

esta una de las formas que tienen las células para regular la concentración intracelular de Ca2+. 

Dentro de las estructuras que forman parte de los reservorios intracelulares de Ca2+, se encuentra 

el RE y en su interior la concentración de este ion se encuentra entre 600-800 µM. Para poder 

introducir el Ca2+ hacia el interior del RE, se necesita de la acción de la bomba SERCA. Esta 

bomba tiene la capacidad de introducir 2 iones de Ca2+ por cada molécula de ATP hidrolizada 

y está mostrado que, en el SNC, se expresa la bomba SERCA tipo 2. Para liberar Ca2+ del 

retículo, se necesita la activación de receptores ionotrópicos como los de rianodina (RyR) y de 

IP3 (Yamada et al., 1970; Baba-Aissa et al.,1998; Kovacs et al., 2005). 

 

Figura 6. Reservorios intracelulares de Ca2+ en células gliales (modificado de Camello et al., 
2000). 
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Las mitocondrias también almacenan Ca2+ a través de las interacciones de las proteínas 

mitofusina 2, expresadas en las membranas tanto de los RE y las mitocondrias. De este modo, 

cuando el RE libera Ca2+, éste es captado por las mitocondrias. Además, cuentan con un 

uniportador que introduce Ca2+ a la mitocondria. Este organelo libera Ca2+ utilizando 

intercambiadores, como el de Na+/Ca2+ y el Ca2+/H+ (Reyes y Parpura, 2008; Bakowski et al., 

2012; Verkhratsky et al., 2018).  

 

I.4. Movimientos intracelulares de Ca2+ en células gliales 

Los movimientos intracelulares de Ca2+ pueden ser generados por efecto de la actividad 

extracelular, ya sea por la acción de neurotransmisores, ATP, variaciones en la concentración 

extracelular de Ca2+ y de K+, produciendo la activación de receptores ionotrópicos y 

metabotrópicos que consecuentemente aumentan la concentración intracelular de Ca2+. Los 

movimientos intracelulares de Ca2+ generados por acción del glutamato, pueden ser inducidos 

por neuronas y astrocitos (Verkhratsky et al., 1998; Hsia et al., 1999; Beck et al., 2004; Reyes 

y Parpura, 2008; Verkhratsky et al., 2009; Fischer et al., 2020). Hay evidencia que sugiere que 

los TRPA1 participan en la generación de los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos 

y se considera que junto con la bomba SERCA, mantienen dicha actividad espontánea (Scemes 

y Giaume, 2006; Palygin et al., 2010; Shigetomi et al., 2013). Los movimientos intracelulares 

de Ca2+ también pueden ser generados por la actividad intracelular, producida por la bomba 

SERCA, la activación de receptores ionotrópicos como STIM1/ORAI1 y ORAI3, receptores de 

IP3. Los receptores metabotrópicos, son receptores acoplados a proteínas G y cuando son 

activados, desencadenan la producción de IP3 y DAG por acción de la enzima fosfolipasa C 

(PLC), el IP3 interactúa con sus receptores presentes en la membrana del RE y produciendo la 

liberación de Ca2+ (Kovacs et al., 2005; Kraft, 2015).   

Los movimientos intracelulares de Ca2+ pueden modular la actividad y plasticidad 

neuronal. De este modo, en preparaciones de hipocampo se demostró que los movimientos 

intracelulares de Ca2+ pueden ser independientes de la actividad neuronal y de la activación de 

receptores de glutamato (Spitzer et al., 1995; Parri et al., 2001; Nett et al., 2002). En áreas 

corticales, los movimientos intracelulares de Ca2+ favorecen el desarrollo de circuitos 
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neuronales y regulan el crecimiento axonal (Garaschuk et al., 2000; Mao et al., 2001; Tang et 

al., 2003). Los movimientos intracelulares de Ca2+ en astrocitos se pueden mantener aun cuando 

los receptores NMDA, AMPA, GABAB, P2XR y P2YR están bloqueados farmacológicamente, 

ya que cuentan con otros receptores que producen la movilización de Ca2+ en las células, así 

como los TRPA1 como se describió previamente (Wu et al., 2014; Wu et al., 2019). En la 

Figura 7 se observan los mecanismos que producen la movilización del Ca2+ en el interior de 

la célula y los mecanismos que utilizan éstas para transmitir el Ca2+ de una célula a otra.  

 

 

Figura 7. Movimientos intracelulares de Ca2+ en células gliales. Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 
(PIP2); Receptor ionotrópico activado por ligando (RIAL); Receptor metabotrópico activado por 
ligando (RMAL); Fosfolipasa C (PLC). 

 

I.5. Movimientos intracelulares de Ca2+ en neuronas 

Al igual que las células gliales, las neuronas poseen diversos mecanismos que le permiten 

generar movimientos intracelulares de Ca2+. Particularmente, éstos pueden producirse por efecto 

de la comunicación extracelular iniciada por células gliales o neuronas, o bien, por la activación 

de vías de señalización intracelular (Reyes-Haro et al., 2010; Fischer et al., 2020). Publicaciones 
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recientes muestran que la SERCA es el mecanismo que regula las características de los 

movimientos intracelulares de Ca2+ en las neuronas, funcionando como un regulador del tiempo 

de crecimiento de las respuestas de Ca2+, mientras que la PMCA, incrementa la amplitud y 

latencia de los movimientos intracelulares de Ca2+ (Walters et al., 2019). La comunicación 

glutamatérgica entre las neuronas desempeña un papel fundamental en las redes celulares, ya 

que se activan receptores de tipo NMDA y AMPA (McDonough et al., 2017).  

En neuronas, se ha identificado que los canales de Ca2+ dependientes de voltaje de tipo L, 

tienen un rol principal en los movimientos intracelulares de Ca2+ y que éstos, pueden ser 

modulados por la activación de canales de Na+ dependientes de voltaje. Además, estos canales 

de Ca2+ están identificados como uno de los mecanismos principales que utilizan las neuronas 

para producir movimientos intracelulares de Ca2+ (Tang et al., 2003). En células mitrales y 

células granulares, la activación de canales de tipo TRP produce movimientos intracelulares de 

Ca2+ espontáneos en las neuronas, estos canales iónicos no específicos están asociados con la 

activación de receptores de NMDA, funcionando como receptores sensibles al flujo de Ca2+. El 

TRPM1, TRPC1 y TRPC4 participan en la modulación de los movimientos intracelulares de 

Ca2+ y la activación de los NMDA para generar un influjo de Ca2+ (Stroh et al., 2012; Egger y 

Stroh, 2009; Shpak et al., 2015). Estos mecanismos son utilizados por las neuronas para realizar 

procesos de inhibición/excitación lateral con las neuronas que están formando el circuito 

olfativo, donde principalmente se realizan contactos dendrodendríticos para activar mecanismos 

de regulación en células granules o de excitación en células mitrales (Ona-Jodar et al., 2020). 

 

I.6. Movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos 

Dentro de la comunicación celular en el SN, los movimientos intracelulares de Ca2+ tienen un 

gran impacto, sobre todo para aquellas células que no poseen las mismas propiedades de 

excitabilidad eléctrica que las neuronas. En este sentido, se ha observado en diversas 

publicaciones que los movimientos intracelulares de Ca2+ pueden ocurrir de manera sincrónica 

en corteza, hipocampo y BO. Además, este tipo de actividad de Ca2+ sincrónica puede modular 

la comunicación celular, haciendo que se generen corrientes de excitación o inhibición 

posináptica y que, se activen cascadas de comunicación intercelular dependentes de Ca2+ (Chen 
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et al., 2009; McDonough et al., 2017). Aún más, existe evidencia que muestra que la 

sincronización de los movimientos intracelulares de Ca2+ entre dos astrocitos favorece la 

modulación de los vasos sanguíneos y, por lo tanto, la unión neurovascular (Gu et al., 2018).  

Las células del SN están comunicadas entre ellas a través de uniones comunicantes, que 

utilizan para transmitir moléculas pequeñas como segundos mensajeros (AMPc, Ca2+, IP3 y 

ATP). Las uniones comunicantes, están formadas por proteínas de membrana llamadas 

“conexinas”, en astrocitos se expresan las conexinas Cx30, Cx40, Cx43 y la Cx45 (Figura 7). 

Cuando hay movimientos intracelulares de Ca2+ en una neurona o célula glial, éste tiene la 

capacidad de transmitir el Ca2+ a través de las uniones comunicantes. Sin embargo, hay 

evidencia que muestra que las células gliales forman una estrecha red de comunicación celular 

entre ellas, capaces de generar puentes de comunicación y de transporte de sustancias a través 

de las conexinas (Deitmer et al., 1998; Orellana y Stehberg, 2014). En el BO, las NSO se 

comunican con las células mitrales/penacho dentro del glomérulo olfativo, dentro de esta 

estructura se realiza el intercambio de información, esto produce que las células del BO generen 

movimientos intracelulares de Ca2+ y particularmente, la sincronización de éstos entre las 

células mitrales/penacho, quienes pueden sincronizarse en distancias de hasta 200 µm (Chen et 

al., 2009).  

Debido a la importancia que tienen los movimientos intracelulares de Ca2+ en el SN, nos 

preguntamos si las células del BO generan movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos y 

sincrónicos durante el procesamiento de la información olfativa dentro del BO, ya que el olfato 

es un sentido muy importante que activa e interviene en la generación de conductas en los 

animales al estar coordinado con diferentes regiones del cerebro. Actualmente, la investigación 

en torno al procesamiento de la información olfativa no está comprendida celularmente. Por lo 

tanto, la información que se genere de este proyecto de investigación contribuirá a comprender 

si los movimientos intracelulares de Ca2+ en las redes de comunicación celular del BO de la rata 

se generan espontánea y sincrónicamente durante el procesamiento de los olores. 
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II. HIPÓTESIS 

 

Las células producen movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos y sincrónicos en las redes 

de comunicación del bulbo olfatorio de la rata.  
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III. OBJETIVOS 

 

III.1. Objetivo general 

Estudiar los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos, sincrónicos e inducidos en las 

redes de comunicación celular del bulbo olfatorio de la rata. 

 

III.2. Objetivos particulares 

1. Estudiar los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos generados por las células 

de la capa plexiforme externa e interna y en la capa mitral del bulbo olfatorio de la rata. 

2. Identificar la sincronización de los movimientos intracelulares de Ca2+ entre la capa 

plexiforme externa e interna y en la capa mitral del bulbo olfatorio de la rata. 

3. Identificar la vía de señalización y la participación de reservorios intracelulares en los 

movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos de las células de bulbo olfatorio.  
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Este proyecto de investigación está aprobado por el Comité de Ética en Investigación de la 

Universidad de Sonora con registro oficial CEI-UNISON 012/2020. 

Un grupo de 6 ratas Wistar P7-21 fue utilizado para realizar este trabajo de investigación. 

Los animales se mantuvieron en ciclos de luz-oscuridad de 12 h y tuvieron acceso a agua y 

comida ad libitum. Los animales se obtuvieron del bioterio del Departamento de Medicina y 

Ciencias de la Salud, de la Universidad de Sonora. Se trabajó de acuerdo con la NOM-062-

ZOO-1999.  

 

IV.1. Disección de bulbo olfatorio  

Los animales se anestesiaron con una inyección intraperitoneal de Pentobarbital sódico (PiSA 

agropecuaria) 120 mg/1 kg de peso y se practicó la eutanasia. Rápidamente se extrajo el BO con 

material de disección (1 min/rata), durante toda la extracción el BO se perfundió constantemente 

con Fluido Cerebroespinal Artificial (aCSF) con alto Mg2+ frío (4-10˚C) compuesto de (en mM): 

125 NaCl, 25 NaHCO3, 3 KCl, 1.25 NaHPO4-2H2O, 10 C6H12O6, 6 MgCl2-6H2O, 2 CaCl2-

6H2O. Los BOs obtenidos se depositaron en una caja Petri estéril de 35 mm de diámetro con 

aCSF (alto Mg2+) frío. Con bisturí se realizaron cortes coronales de aproximadamente 500 µm 

de espesor. Se incubaron en aCSF (alto Mg2+) saturado con carbógeno (95% oxígeno, 5% 

dióxido de carbono) a 37˚C por 45 min. 

 

IV.2. Registro de movimientos intracelulares de Ca2+  

Los registros de los movimientos intracelulares de Ca2+ se realizaron en el laboratorio de 

Fisiología y Farmacología del Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud de la 

Universidad de Sonora (edificio 7D). Las rebanadas de BO se incubaron por 30 min en 

obscuridad con el indicador de Ca2+ Fluo 4-AM (15 µM, Sigma-Aldrich) solubilizado en aCSF 

(alto Mg2+) saturado con carbógeno. Una rebanada de BO se colocó sobre la cámara de perfusión 

sujeta a la platina de un microscopio Leica DM500 (Leica Microsystems, EUA), durante todo 
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el experimento la rebanada se perfundió con aCSF (4 mL/min) compuesto de (en mM): 125 

NaCl, 25 NaHCO3, 3 KCl, 1.25 NaHPO4-2H2O, 10 C6H12O6, 1 MgCl2-6H2O, 2 CaCl2-6H2O a 

37°C (Zeiter, 2017). Las células del BO se observaron con un objetivo de inmersión en agua 

20x/0.8 NA (Leica Microsystems, Alemania).  El Fluo 4-AM se excitó a 490 nm con un sistema 

de iluminación LED X-cite XYLIS™ (Excelitas technologies, EUA). La emisión a 510 nm se 

colectó utilizando un espejo dicroico con una frecuencia de muestreo de 1 imagen por segundo 

y una resolución de 512 x 512 píxeles por campo, utilizando la cámara CCD Electro-retiga 

(Teledyne Photometrics, EUA). La intensidad del sistema de iluminación LED se mantuvo al 

5% para evitar daños a las muestras. Los resultados se analizaron y se ilustraron con el programa 

de imágenes PVCAM (Teledyne Photometrics, EUA), programa de libre acceso Fiji imageJ 

(NIH, EUA) y el programa Microcal OriginPro versión 9.65 (Corporación OriginLab, EUA). 

En los experimentos de movimientos intracelulares de Ca2+ inducidos, primero se registraron 2 

min de actividad basal de las células de BO seguido de la perfusión por 10 s con 1 µM ácido 

acético (A6283; Sigma-Aldrich, EUA), 1 mM ATP (A26209; Sigma-Aldrich, EUA), 20 mM 

K+ extracelular y 1 mM D-serina (S4250; Sigma-Aldrich, China) solubilizados en aCSF, 

después se registró la actividad basal por 4 min. Una vez que se identificó el efecto de cada 

agonista (ácido acético, ATP, alto K+ y D-serina), la rebanada de BO se incubó por 3 min con 

20 µM ácido ciclopiazónico (CPA; inhibidor reversible de la bomba Ca2+-ATPasa del retículo 

endoplásmico; C1530, Sigma-Aldrich, EUA) y con 2-aminoetil difenilborato (2-APB; inhibidor 

de receptores IP3; D9754, Sigma-Aldrich, Alemania), ambos fármacos diluidos en aCSF. En los 

experimentos realizados en condiciones de 0 Ca2+ extracelular (0-Ca2+
E; el Ca2+ fue sustituido 

con 3 mM de MgCl2) se agregó 1 mM de ácido etilenglicol-bis(2-amino-etil-éter)-N, N, N’, N’-

tetraacético (EGTA; E4378; Sigma-Aldrich, EUA) para observar la influencia que tiene el Ca2+
E 

sobre los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos. Los resultados se presentan como 

porcentaje de fluorescencia (%ΔF, unidades arbitrarias, UA) y se reportaron como media ± error 

estándar de n ≥ 50 células, a menos que se indique lo contrario. Se utilizó un criterio de 

inclusión/exclusión para todos los movimientos intracelulares de Ca2+ generados por las células. 

Se promediaron las primeras 20 imágenes capturadas de cada célula y se calculó el ES para cada 

una, los movimientos intracelulares de Ca2+ que cumplieron con este criterio se tomaron como 

n. 
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IV.3. Análisis de los movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos  

Se utilizó el protocolo de análisis descrito por Müller et al. (2009) y Reyes-Haro et al. (2010) 

para estudiar los movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos en células de BO de rata. 

Primero, se utilizaron criterios inclusión/exclusión para la identificación de los movimientos 

intracelulares de Ca2+ sincrónicos. Todos aquellos eventos que tuvieran su pico máximo en un 

rango de ± 2 s de diferencia con el pico máximo de los movimientos intracelulares de Ca2+ más 

cercanos, se consideraron como un evento sincrónico. Debido a que los experimentos de 

movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos se realizaron con el mismo rango de tiempo (600 

s), se calculó la probabilidad de que ocurra un evento sincrónico entre las células del BO (en 

presencia y ausencia de Ca2+
E) en función de la siguiente expresión matemática:  

 

 

Donde: 

PS es la probabilidad de observar movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos en rebanadas 

de BO. 

n es el número total de experimentos 

x es el número de experimentos con eventos sincrónicos 

PSE es la probabilidad experimental de observar movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos. 

1 - PSE es la probabilidad experimental de no observar movimientos intracelulares de Ca2+ 

sincrónicos. 

 

IV.4. Inmunohistoquímica  

Una vez realizados los registros de movimientos intracelulares de Ca2+, las rebanadas de BO se 

reposaron 4 h en formaldehído (47608; Sigma-Aldrich, Suiza) al 4% (v/v). Los cortes de BO 

(500 µm) se incubaron en solución bloqueadora (aCSF + 10% suero fetal bovino, SFB), en 

atmósfera húmeda y en agitación durante 1 h. El tejido se lavó con aCSF y se agregó el 

anticuerpo primario anti-Proteína Acídico Glío-Fibrilar (anti-GFAP; G9269; Sigma-Aldrich, 

EUA) diluido (1:200) en solución bloqueadora, se incubó 24 h en agitación. Después se lavó 

tres veces con solución bloqueadora y se les agregó el anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo 
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conjugado con isotiocianato de fluoresceína (Anti-IgG-FITC; F0382; Sigma Aldrich, EUA) 

diluido (1:300) en solución bloqueadora, incubándose por 8 h en oscuridad (Montiel-Herrera et 

al., 2006). Finalmente se realizaron tres lavados con aCSF y se analizaron con un microscopio 

de epifluorescencia (Leica DM500).  

 

IV.5. Impregnación Golgi-Cox rápida 

Las rebanadas de BO se mantuvieron sumergidas en solución Golgi-Cox compuesta de: 

K2Cr2O7 (P5271; Sigma-Aldrich, India), HgCl2 (M1136; Sigma-Aldrich, India) y K2CrO4 

(216615; Honeywell Fluka, EUA), en completa oscuridad durante 7 días. Se realizaron lavados 

con agua destilada a cada BO y se almacenaron dentro de solución protectora de tejido 

compuesta de: NaCl (793566; Sigma-Aldrich, EUA), sucrosa (C12H22O11; S9378; Sigma-

Aldrich, EUA), polivinilpirrolidona (PVP40; Sigma-Aldrich, China), etilenglicol (C2H6O2; 

324558; Sigma-Aldrich, EUA), en oscuridad a 4˚C durante 7 días (Zaqout y Kaindl, 2016). 

Posteriormente, se lavaron con agua destilada.  

 

IV.6. Procesamiento de tejido para histología 

Las rebanadas de BO se sometieron a un tren de deshidratación con etanol 70%, 80%, 96% y 

etanol absoluto 1 h en cada uno (Ahmed, 2016). Se dejaron reposar 2 h en xileno (2389; FAGA 

Lab, México), se incubaron 6 h en parafina líquida a 60 ˚C (2296; FAGA Lab, Mexico), se 

incluyeron en moldes con parafina (Histocore Arcadia H y C, Leica Microsystems, EUA) y, ya 

solidificados, se realizaron cortes de 50 µm de espesor en un microtomo MICROM HM 355S 

(Thermo Fisher SCIENTIFIC, EUA). 

 

IV.7. Tinción hematoxilina-eosina 

Una vez realizados los cortes histológicos, se trató el tejido para eliminar el exceso de parafina 

con: Xileno (20 s), una mezcla de etanol/xileno (20 s), etanol absoluto (20 s), etanol al 96% (20 

s). Se lavó con agua destilada y se dejó reposar en hematoxilina de Gill (30 s; H3136; Sigma-

Aldrich, EUA), se lavó con agua destilada y se dejó reposar en solución de Scott (hasta que el 
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tejido presentara un viraje de color; 166.15 mM MgSO4 y 23.8 mM NaHCO3), se lavó con agua 

destilada. El tejido se deshidrató con: solución 1:1 de eosina (10 s; 318906; Sigma-Aldrich, 

EUA) / floxina B (P4030; Sigma-Aldrich, Japón), etanol al 96%, etanol absoluto, mezcla de 

etanol/xileno y xileno (20 s cada uno). Finalmente se lavó con agua destilada.  

 

IV.8. Análisis de datos 

Todos los datos obtenidos de los registros de movimientos intracelulares de Ca2+, se presentan 

como media ± error estándar de n ≥ 50, a menos que se indique lo contrario. El análisis 

estadístico para los resultados de movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos y 

movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos se realizó mediante la prueba “t de student” para 

comparar las medias de dos grupos (en presencia y ausencia de Ca2+) con un nivel de confianza 

de p ≤ 0.05. Los datos de movimientos intracelulares de Ca2+ inducidos por agonistas se 

analizaron mediante la prueba de Friedman con un nivel de confianza de p ≤ 0.05. Las 

diferencias significativas entre los movimientos intracelulares de Ca2+ inducidos por agonistas 

se analizaron con la prueba de Bonferroni para identificar entre cuales agonistas había 

diferencias significativas con un nivel de confianza de p ≤ 0.05. Los datos de las técnicas 

histológicas (inmunohistoquímica, impregnación Golgi-Cox rápida y tinción hematoxilina-

eosina) se reportan como media ± error estándar de al menos 3 réplicas. Para los datos obtenidos 

de la inmunohistoquímica, se realizó una correlación de Pearson para identificar si la cantidad 

de células GFAP positivas estaba relacionada con la cantidad de células que generaron 

movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos, con un nivel de significancia p ≤ 0.05.  
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

 

V.1. Movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos 

Los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos (Figura 8) generados por las células del 

BO de rata (P7-21) se registraron en presencia (2 mM) o ausencia de Ca2+
E. En la Figura 8A se 

muestran dichos movimientos de Ca2+ registrados entre las capas celulares CPE, CP y CPI del 

BO.  

Los movimientos intracelulares de Ca2+ se han identificado en preparaciones de corteza, 

hipocampo y retina. Sin embargo, poco se han estudiado en preparaciones de BO, por lo que se 

procedió a identificar si los movimientos intracelulares de Ca2+ se presentaban en las células del 

BO, utilizando aCSF fisiológico (2 mM). Particularmente, las neuronas y células gliales 

presentan diferencias en la frecuencia de los movimientos intracelulares de Ca2+. Por ello, se 

esperaba encontrar frecuencias similares a las reportadas en diferentes regiones del cerebro, 

incluyendo el BO, en este último dichas frecuencias de los movimientos intracelulares de Ca2+ 

se generan frecuencias máximas de hasta 4000 mHz (neuronas) y 300 mHz (glía), frecuencias 

mínimas de 4-10 mHz en ausencia de un estímulo olfativo (Droste et al., 2017; Stavermann et 

al., 2015; Maslyukov et al., 2018). 

Nuestros resultados mostraron que, de un total de 456 células de BO, el 70% (n = 319) de 

las células no generaron movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos. De 91 ± 23 (n = 456) 

células por experimento, solamente 12 ± 3 (n = 59) células del BO generaron 1.13 ± 0.38 

movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos de 3.75 ± 1.28 mHz. Comparando el total de 

células que generaron movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos (n = 59) y el total de 

células analizadas (n = 456), la relación del 13% de respuesta se mantuvo constante. De las 59 

células, el 90% de las células produjo un único movimiento intracelular de Ca2+ espontáneo 

durante los 10 min de registro (Figura 8B), el 8.5% generó dos eventos (Figura 8C) y solamente 

el 1.7% generó tres eventos (Figura 8D) durante los 10 min de registro. La distribución de las 

células que generaron movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos ocurrió principalmente 

en la CPI, donde 25 de las 59 células que generaron movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos se encontraban distribuidas en esta capa. Finalmente, se observó que 20 y 14 (n = 
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59) células que generaron movimientos intracelulares de Ca2+ se encontraron en las capas CM 

y CPE, respectivamente.    

Para analizar si dichos movimientos de Ca2+ generados por las células del BO eran 

generados por efecto del Ca2+
E, por ejemplo, a través de canales iónicos, el Ca2+ de la solución 

de perfusión se sustituyó con 3 mM de MgCl2. De este modo, se esperaba que los movimientos 

intracelulares de Ca2+ espontáneos disminuyan en número, pero sin dejar de producirse, ya que 

las células deberían de activar mecanismos intracelulares para la liberación de Ca2+ de 

reservorios intracelulares, particularmente del retículo endoplásmico. El análisis de los 

resultados en ausencia de Ca2+
E, mostró que los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos 

eran generados por el 4% (n = 5/132) de las células del BO con una frecuencia de 1.21 ± 0.44 

mHz. Las 5 células generaron un único evento durante los 10 min de registro (Figura 8E). 

Asimismo, se observó que estos movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos generados por 

las células del BO en las condiciones previamente descritas, no siguió un patrón anatómico 

funcional (CPE-CM-CPI). Es decir, dichos movimientos intracelulares de Ca2+ no siguieron una 

dirección desde la capa plexiforme externa hacia la capa plexiforme interna (visto 

anatómicamente desde el eje rostro-caudal). El análisis estadístico reveló que hay diferencias 

significativas (p = 0.02) entre la cantidad de células que generaron movimientos intracelulares 

de Ca2+ espontáneos con (2 mM) y sin Ca2+
E. 
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Figura 8. Movimientos intracelulares de Ca2+
 espontáneos en células de BO. En A, se muestra 

una célula representativa que generó un movimiento intracelular de Ca2+ espontáneo (5 
rebanadas/3 ratas; P10, P16 y P20). En B, se muestra un experimento representativo donde la 
célula analizada generó un solo movimiento intracelular de Ca2+ espontáneo mientras era 
perfundida con una concentración fisiológica de Ca2+

E. En C, se muestra un experimento 
representativo de una célula que generó dos movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos. 
En D, se muestra un experimento representativo de una célula que generó tres movimientos 
intracelulares de Ca2+ espontáneos. En E, se muestra un experimento representativo de una 
célula que generó un movimiento intracelular de Ca2+ espontáneo en condiciones de 0 Ca2+

E con 
EGTA (1 mM; 3 rebanadas/2 ratas; P8 y P21). Barra de calibración = 20 µm.  
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Las células localizadas entre las capas CPE, CM y CPI del BO, mostraron diferentes tipos 

de movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos. Utilizando una concentración de 2 mM de 

Ca2+
E, las células generaron dichos movimientos de Ca2+ en diferentes intensidades relativas de 

fluorescencia. De las 59 células que generaron movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos, 

la distribución en la intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias, u.a.) se observó de la 

siguiente manera: 8 células con ΔF= 20%; 8 células con ΔF= 15%; 16 células con ΔF= 10%; 7 

células con ΔF= 7%; 9 células con ΔF= 5%, 6 células con ΔF= 4% y 5 células con ΔF= 1%. De 

este modo, los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos se analizaron para observar su 

comportamiento con respecto al tiempo y se observó que las células del BO presentaron 

crecimiento exponencial con t 2.3 ± 0.9 s y decaimiento exponencial con t 1.4 ± 0.6 s. 

En los experimentos con 0 Ca2+
E, las células generaron movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos (n = 5) en dos intensidades relativas de fluorescencia (u.a). Tres de estas células 

generaron movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos con ΔF = 10%, mientras que las 2 

células restantes con ΔF = 4%. Sin embargo, a pesar de presentar dos intensidades de 

fluorescencia diferentes, dichos movimientos de Ca2+ mantuvieron un crecimiento exponencial 

de t 1.2 ± 0.3 s y decaimiento exponencial similar con t 0.8 ± 0.2 s (n=5).  

Los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos con 2 mM de Ca2+
E resultaron de 

mayor latencia en comparación con aquellos generados en ausencia de Ca2+
E, con una latencia 

promedio de 25.2 ± 2.3 s (n = 59) y 5 ± 2 s (n = 5) respectivamente. El análisis estadístico reveló 

que existen diferencias significativas entre la latencia de los movimientos intracelulares de Ca2+ 

en presencia y ausencia de Ca2+
E (p = 0.0058). En la Figura 9 se muestra un histograma que 

ilustra latencia, crecimiento y decaimiento exponencial de los movimientos intracelulares de 

Ca2+ espontáneos de las células del BO en presencia y ausencia de Ca2+
E. En este sentido, se 

observó que las células que generaron un movimiento intracelular de Ca2+ espontáneo, 

presentaron un comportamiento similar con respecto a la intensidad de fluorescencia (%ΔF), los 

tiempos de crecimiento, decaimiento y latencia y, por lo tanto, se consideraron como iguales. 

Las células que generaban dos y tres movimientos intracelulares de Ca2+ mostraron que éstos se 

generaban con una menor latencia que cuando se generaba un solo movimiento intracelular de 

Ca2+, esto mismo sucedió con las 5 células que generaron movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos en ausencia de Ca2+
E. En este sentido, se observó que las células que generaron dos 
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y tres eventos durante los registros son similares a los movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos generados por aquellas células a las que se les removió el Ca2+
E. De acuerdo con 

esta información, se sugiere que la producción de los movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos no es dependiente de la presencia del Ca2+
E, pero la duración de éstos sí lo es.  

 

 

Figura 9. Histograma comparativo de latencia, crecimiento y decaimiento exponencial de los 
movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos de las células de BO, en presencia y ausencia 
de Ca2+ extracelular. Diferencias significativas de latencia entre los movimientos intracelulares 
de Ca2+ espontáneos en presencia y ausencia de Ca2+

E, p = 0.0058.  

 

Los movimientos intracelulares de Ca2+
 espontáneos generados por las células del BO en 

ausencia de Ca2+
E, mostraron que las células tienen la capacidad de producir movimientos 

intracelulares de Ca2+
 por vías intracelulares independientes del Ca2+

E. En el BO, las células 

tienen la capacidad de generar dichos movimientos de Ca2+
 por diversos mecanismos y éstos 

pueden ser generados sin la contribución neuronal como se ha mostrado en experimentos in 

vitro realizados por el equipo de investigación de Rui et al (2020), donde han mostrado que la 

glía tiene la capacidad de generar movimientos intracelulares de Ca2+
 en cultivo, indicando que 

la glía tiene sus propios mecanismos para movilizar el Ca2+. Uno de los mecanismos utilizados 
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por las células para generar movimientos intracelulares de Ca2+
 es la liberación de Ca2+ de 

reservorios intracelulares, la liberación de Ca2+ se puede producir en respuesta a incrementos de 

la concentración citosólica de Ca2+ generados por la misma actividad intracelular. Por ejemplo, 

aquella producida por la bomba SERCA y la activación de receptores de IP3 (Kovacs et al., 

2005; Kraft, 2015; Rui et al., 2020). Lo anterior, sugiere que las células gliales mantienen 

comunicación activa con las neuronas y que, esta comunicación no es necesaria para que la glía 

genere movimientos intracelulares de Ca2+, ya que la glía tiene sus propios mecanismos 

intracelulares para movilizar el Ca2+. Más aún, las células gliales expresan diversos tipos de 

conexinas que utilizan para formar una red de comunicación con las demás células del BO y 

éstas tienen la capacidad de transmitir moléculas como segundos mensajeros (ATP, IP3 y Ca2+) 

que activan receptores intracelulares, produciendo que se libere Ca2+ del RE y, de este modo, es 

posible que los movimientos intracelulares de Ca2+
 generados por las células del BO en ausencia 

de Ca2+
E utilicen este mecanismo de conectividad/comunicación intercelular que permite la 

transmisión de moléculas pequeñas para mover Ca2+ de una célula a otra (Deitmer et al., 1998; 

Orellana y Stehberg, 2014; Stavermann et al.,2015).  

Las células del BO presentan una menor frecuencia en la actividad espontánea con 

respecto a otras regiones del cerebro, donde las neuronas corticales pueden alcanzar frecuencias 

de hasta 4000 mHz (Maslyukov et al., 2018). Está documentado en regiones corticales en 

estudios in vitro que la glía presenta actividad en frecuencias de 120 mHz en el soma, mientras 

que en los procesos celulares los movimientos intracelulares de Ca2+ pueden variar dependiendo 

del diámetro de estos y de la concentración extracelular de Ca2+ (Wu et al., 2019).  

Las células del BO pueden generar movimientos intracelulares de Ca2+
 con un amplio 

rango de frecuencia (5-4000 mHz). Sin embargo, Shusterman et al (2011) mostraron que las 

interneuronas del BO generan actividad eléctrica de 3-100 Hz cuando se realiza la 

descodificación de los olores, esto produce que se activen mecanismos para modular la 

comunicación neuronal a través de neuromoduladores (GABA), receptores NMDA y receptores 

de glutamato (Linster y Cleland, 2010; Foncelle et al., 2018). Este proceso se genera 

principalmente por la proteína calcio calmodulina quinasa II (CaMKII), la cual es una enzima 

que interviene en los procesos de expresión génica donde, a través de la activación de cascadas 

de fosforilación de factores transcripcionales como el elemento de respuesta a AMPc (CREB, 
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por sus siglas en inglés) que genera la expresión de genes que pueden inducir la división celular 

o la liberación de neurotransmisores (Shioda y Fukunaga, 2017). En este sentido, una compleja 

cadena de activación se conforma por la activación de los receptores NMDA y receptores de 

diferentes agonistas, produciendo la entrada de Ca2+ hacia el interior de las células y 

consecuentemente, la activación de la CaMKII que funciona como una enzima moduladora de 

la señalización intracelular. De este modo, los movimientos intracelulares de Ca2+
 funcionan 

como mecanismos de regulación en el circuito olfativo. Aún más, actualmente existe 

información que siguiere que, en estados de anestesia, los movimientos intracelulares de Ca2+ 

de las células del SNC se ven afectados, pudiendo generar oscilaciones de Ca2+ o manteniendo 

al sistema en estado de inactividad (Evans et al., 2013). 

Las células que expresan receptores para GABA se encuentran distribuidas en todas las 

capas del BO, esto gracias a la múltiple distribución de células en las diferentes capas. 

Principalmente las células que expresan receptores y transportadores funcionales para GABA 

son células periglomerulares, células superficiales de axón corto (capa glomerular), células en 

penacho de la CPE, células grandes de axón corto (capa glomerular), células granulares y células 

mitrales (Panzanelli et al., 2005; Vaaga et al., 2017). Mientras que, para glutamato se expresan 

receptores y transportadores funcionales en células en penacho, células mitrales, células de axón 

corto (Tatti et al., 2014; Nagayama, 2014). Sin embargo, está evidenciado que las células gliales, 

en particular los astrocitos, presentan estos tipos de mecanismos que utilizan para reconocer y 

transportar GABA y glutamato. En este sentido, estas células son capaces de producir 

movimientos intracelulares de Ca2+ en respuesta a glutamato, debido a que los receptores de este 

agonista introducen Ca2+ hacia el citoplasma celular (NMDA y AMPA) o activan receptores de 

IP3 produciendo la liberación de Ca2+, mientras que GABA modula estas corrientes de Ca2+ 

activando canales de cloruro (GABAAR), inhibiendo la actividad de la adenilato ciclasa y 

canales de Ca2+ (GABABR), asimismo activando canales de rectificación interna de K+ de tipo 

Kir3  (Bettler et al., 2004; Mahmoud et al., 2019; Mederos y Perea, 2019; Mahan, 2019). 

En nuestro modelo de experimentación, la baja frecuencia de los movimientos 

intracelulares de Ca2+
 podría asociarse por la falta de activación proveniente de las NSO y 

probablemente los movimientos intracelulares de Ca2+
 generados por las células del BO se 

mantienen es estado de inactividad, manteniendo la retroalimentación de los circuitos celulares, 
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ya que, al ser una estructura sensorial, la activación de las células del BO depende 

principalmente de la comunicación con las NSO (Boyd et al., 2012). Sin embargo, los 

movimientos intracelulares de Ca2+
 se pueden generar en diferentes frecuencias por diversos 

estímulos externos que activan receptores de membrana, activación de cascadas de señalización 

intracelular y posteriormente, la expresión de genes por factores de transcripción dependientes 

de Ca2+ (Bloodgood et al., 2009; Van Den Pol et al., 1996). Esto nos indica que probablemente 

la mayor fuente de estimulación que recibe el BO es proveniente del epitelio olfativo, pero 

dentro del BO hay mecanismos que utilizan las células para generar movimientos intracelulares 

de Ca2+ para realizar diversos procesos celulares (como los que ya se mencionaron) esto podría 

provocar que las células mantuvieran estados de activación prolongados o en estados de 

inactivación. En este sentido, la vía rostral migratoria del BO desempeña un papel importante, 

ya que cada día en el cerebro de las ratas se produce un estimado de 10,000 células que utilizan 

para reemplazar a las células granulares del BO que fueron separadas del circuito celular por 

mecanismos de muerte celular programada (Petreanu y Alvarez, 2002). Las nuevas células que 

viajan por la vía rostral migratoria del BO necesitan madurar e integrarse al circuito celular, este 

proceso es favorecido por la internalización de Ca2+ por la activación de receptores AMPA, 

NMDA, mecanismos como SOCE y TRPC1.  

Los aumentos en la concentración del Ca2+
i ayudan a que la CaMKII se active para 

modular las variaciones de Ca2+, produciendo que se expresen genes que favorecen el 

crecimiento axonal y dendrítico (Smad4, factor neurotrófico derivado del cerebro) y con ello, 

que se produzcan proteínas como factores de crecimiento y factores neurotróficos para que las 

células maduren (Domenichini et al., 2018; Fomin-Thunemann et al., 2020; Naik et al., 2020). 

Sin embargo, procesos asociados a frecuencias mayores a 100 mHz no se pudieron asociar con 

nuestros resultados debido a la baja frecuencia de los movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos generados por las células del BO. 

Los movimientos intracelulares de Ca2+ ya se han estudiado en diferentes modelos 

experimentales. En la rana Xenopus, las neuronas de la médula espinal pueden generar estados 

con movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos de doble exponencial, es decir, presentan 

un incremento y un decaimiento lento, pero los movimientos intracelulares de Ca2+ se ven 

afectados con la presencia de olas de Ca2+ (Gu et al., 1994). Mientras que en células de musculo 
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liso de ratón, se encuentran dos comportamientos temporales, donde se presentan decaimiento 

exponencial lento y rápido, en los que participa activamente el RE a través de SERCA que posee 

influencia sobre las características temporales de los movimientos intracelulares de Ca2+ 

(Capote et al., 2005). En células de hipocampo CA1, los estados de activación e inactivación 

que ayudan a generar el crecimiento y decaimiento exponencial en las respuestas de Ca2+ 

dependen principalmente de la despolarización de las células, funcionando como una función 

inversa ya que, al aumentar la despolarización de las células, el decaimiento exponencial 

disminuye y viceversa (Ribeiro y Costa, 2000). Esta información podría sugerir que los 

movimientos intracelulares de Ca2+ están asociados a diferentes procesos celulares que pueden 

favorecer el desarrollo neuronal o la comunicación sináptica en el circuito celular del BO. Sin 

embargo, las características temporales observadas en los movimientos de Ca2+ registrados 

indican que dichos movimientos son generados por un solo tipo de mecanismo, el cual debería 

ser estudiado para identificar la fuente de origen de este tipo de señales producidas por las 

células del BO.      

 

V.2. Movimientos intracelulares de Ca2+ sincronizados 

Una vez analizados los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos en células del BO y 

bajo las mismas condiciones utilizadas en el apartado anterior (en presencia y ausencia de 

Ca2+
E), se estudió si dichos movimientos de Ca2+ se sincronizaban temporalmente entre las 

células y si éstos eran dependientes de la distancia a la que se encontraban las células. De 

acuerdo con la literatura, la sincronización de los movimientos de Ca2+ puede ocurrir en ausencia 

de estímulo presentándose con frecuencia de 20-60 mHz, o bien, en presencia de un estímulo 

olfativo, lo cual genera sincronización de alta frecuencia alcanzando rangos de 2-100 Hz (Inoue 

y Strowbridge, 2008; Djurisic et al., 2008). Por ello, al realizar el análisis de sincronización se 

esperaba que las células del BO presentaran una mayor sincronización a la encontrada en nuestro 

modelo de experimentación. Los movimientos intracelulares de Ca2+
 sincrónicos se muestran en 

la Figura 10A. El 47% (n = 28/59) de las células analizadas generó un único movimiento 

intracelular de Ca2+ sincrónicos de 1 ± 0.02 mHz durante 10 min de registro (Figura 10B). La 

sincronización temporal de los movimientos de Ca2+ siguió la siguiente distribución: el 54% (n 
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= 15) de las células se sincronizó entre la CM-CPI, el 32% (n = 9) de las células se sincronizó 

en CM-CPE y el 14% (n = 4) de las células se sincronizó entre la CPI-CPE.  

Para analizar si la sincronización temporal de los movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos se veían afectados por la ausencia de Ca2+
E, éste se removió del aCSF (se sustituyó 

con 3 mM de MgCl2). El 72% (n = 15/22) de las células del BO generaron una sola 

sincronización temporal de los movimientos intracelulares de Ca2+ con una frecuencia de 1.31 

± 0.60 mHz durante 10 min de registro (Figura 10C). Finalmente, se identificó entre cuales 

capas celulares del BO se realizó la sincronización de las células y se observó que, el 60 % (n = 

9) de las células se sincronizó entre la CM-CPI, el 35% (n = 5) de las células se sincronizó entre 

la CM-CPE y el 5% (n = 1) de las células se sincronizó entre la CPI-CPE. La sincronización 

temporal de los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos fue producida por células 

encontradas a una distancia de 67 ± 45 µm (n = 28) entre las células. El análisis estadístico 

mostró que hay diferencias significativas (p = 0.003) entre la cantidad de movimientos 

intracelulares de Ca2+ sincrónicos en presencia y en ausencia de Ca2+
E.   
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Figura 10. Movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos en células de BO. En A, se muestran 
dos células representativas que generaron movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos. En 
B, se muestra un experimento representativo de dos células que sincronizaron temporalmente el 
movimiento intracelular de Ca2+ generado, mientras se perfundía a las células con una 
concentración fisiológica de Ca2+ (5 rebanadas/3 ratas; P10, P16 y P20). En C, se muestra un 
experimento representativo de dos células que sincronizaron temporalmente el movimiento 
intracelular de Ca2+ en condiciones de 0 Ca2+

E + EGTA (3 rebanadas/2 ratas; P10 y P20). Barra 
de calibración = 20 µm. 
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Para observar el curso temporal de los movimientos intracelulares de Ca2+ que se 

sincronizaron entre las células del BO e identificar el número de eventos sincrónicos (datos 

presentados al inicio de esta sección) se realizó un raster plot. En la Figura 11 se muestran 

gráficas de distribución de los eventos sincrónicos con respecto al tiempo de registro (600 s) en 

presencia (Figura 11A) y ausencia de Ca2+
E (Figura 11B).  

 

 

 

 

Figura 11. Distribución de los movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos en células de BO 
en función de la amplitud contra el tiempo. En A, se muestra un gráfico de distribución de los 
movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos en presencia de 2 mM de Ca2+

E, de n = 28 
eventos sincrónicos. En B, se muestra un gráfico de distribución de los movimientos 
intracelulares de Ca2+ en ausencia de Ca2+

E, de n = 15 eventos sincrónicos. En ambas 
condiciones, todas las células solamente generaron un único evento sincrónico durante los 600 
s de registro.  
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Durante el análisis de los movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos, se observó que 

en presencia y ausencia de Ca2+ había rebanadas de BO en los que no se generaron los eventos 

sincrónicos. Por ello, se utilizó la expresión matemática propuesta en la sección de “Análisis de 

los movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos” para calcular la probabilidad de observar 

eventos sincrónicos en rebanadas de BO. La probabilidad de observar sincronicidad utilizando 

2 mM de Ca2+
E fue de PS = 0.08, un 8% de probabilidad de observar sincronización en rebanadas 

de BO. Mientras que, la probabilidad de observar estos eventos sincrónicos en ausencia de Ca2+
E 

fue de PS = 0.16, esto quiere decir que hay un 16% de probabilidad de observar sincronización 

en rebanadas de BO en ausencia de Ca2+
E. Sin embargo, se necesitan realizar más estudios en 

los cuales el tamaño muestral aumente para que los resultados sean contundentes sobre la 

probabilidad de observar eventos sincrónicos en células de BO.  

La sincronización de los movimientos intracelulares de Ca2+ generada por las células del 

BO podría deberse a que las células del BO poseen diversos tipos de conexinas que favorecen 

el transporte de moléculas pequeñas (Ca2+) de una célula a otra. Por ello, en nuestro modelo de 

experimentación la sincronización de los movimientos intracelulares de Ca2+ se observó aún en 

condiciones de 0 Ca2+
E y en presencia de un quelante de Ca2+ (para evitar que cualquier 

remanente de Ca2+ que permaneciera libre en el medio extracelular). Bajo estas condiciones, se 

estudió la influencia del Ca2+
E sobre la sincronización de los movimientos intracelulares de Ca2+ 

en las células del BO. Debido a que las neuronas y células gliales forman estrechas redes de 

comunicación en el BO y que utilizan el Ca2+ como segundo mensajero para transmitirlo y 

comunicarse con las células vecinas (Lin et al., 2019). Esto podría sugerir que una fracción de 

los movimientos intracelulares de Ca2+ sincronizados, se realiza a través de las conexinas 

expresadas en células del BO (Beiersdorfer et al., 2019). En el SNC, las conexinas comienzan 

a expresarse durante etapas embrionarias, ya que ayudan a formar las primeras conexiones entre 

las células multipotenciales durante el desarrollo del SN. Sin embargo, la cantidad de conexinas 

expresadas en las células se modifica con respecto a la edad del animal, pero existe evidencia 

que muestra que en el BO, las conexinas expresadas por las células se mantienen durante la 

etapa de desarrollo del animal y que, ciertas conexinas pueden estar asociadas a ciertos tipos 

celulares, como por ejemplo, la conexina 36 (Cx36) y la Cx45 se asocian principalmente a 

células mitrales, penacho y granulares, la Cx43 se asocia principalmente a astrocitos, la Cx32 a 
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oligodendrocitos y la Cx30 a microglía (Miragall et al., 1992; Corthell et al., 2012; Swayne y 

Bennett, 2016; Gajardo-Gómez et al., 2016). De acuerdo con esta información, estas proteínas 

son de gran importancia para las células desde etapas embrionarias hasta etapas adultas, pero la 

probabilidad de observar sincronización en las células del BO se incrementa durante procesos 

de estimulación olfativa por efecto del aumento de la actividad eléctrica durante la 

decodificación olfativa (Debarbieux et al., 2003; Soucy et al., 2009; Ung et al., 2020). 

Existe evidencia que muestra que los movimientos intracelulares de Ca2+ dentro del soma 

celular están asociados con los incrementos en la concentración de Ca2+ en las mitocondrias. 

Debido a que las mitocondrias tienen un rol principal en la bioenergética de las células, su 

participación como un reservorio intracelular de Ca2+ no debería ser subestimada. Esto debido 

a que las mitocondrias forman conexiones intracelulares con diferentes organelos a través de 

proteínas con el RE y de este modo, cuando el RE se llena de Ca2+ las proteínas de membrana 

se activan y permiten el transporte de iones de Ca2+ hacia las mitocondrias ayudando a la 

modulación de los patrones temporales de Ca2+ producidas por las células. Esto sugiere que las 

mitocondrias junto con el RE, participa en la regulación de la amplitud y duración de los 

movimientos intracelulares de Ca2+ citosólicos (Rizzuto et al., 2012; Szymański et al., 2017; 

Lin et al., 2019). Ambos fenómenos intracelulares (interacción mitocondria-RE) podrían 

participar en conjunto o independientemente para generar los patrones de comunicación de Ca2+ 

en las células del BO. 

De acuerdo con los resultados encontrados en este trabajo de investigación, cuando las 

células tienen una concentración fisiológica de Ca2+ (2 mM) mantienen una sincronización 

temporal de los movimientos intracelulares de Ca2+ en un 47%, mientras que en condiciones de 

0 Ca2+
E la sincronización temporal de los movimientos intracelulares de Ca2+ se vio 

incrementada hasta un 72%. Sin embargo, en cultivos de áreas corticales, Sakaguchi y 

colaboradores (2019) mostraron que la sincronización se daba solamente en el 14% de las 

células mientras que, en BO, la sincronización reportada es del 80% y que dicha sincronización 

se da principalmente entre las interneuronas del BO, particularmente entre células mitrales y 

células en penacho. Éstas tienen la capacidad de sincronizarse en distancias de 10-184 µm y 

formar patrones de sincronización entre al menos el 80% de las células mitrales y células en 

penacho (Chen et al., 2009). Esta información sugiere que tanto las dendritas laterales como la 
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interacción de las interneuronas del BO mantienen un rol importante en los movimientos 

intracelulares de Ca2+ en el BO, así como se observó en el análisis de sincronización entre las 

capas del BO estudiadas. Bajo condiciones de 2 y 0 mM de Ca2+
E, el 60% de las células se 

sincronizó entre la CM-CPI, esto debido a lo mencionado previamente, la comunicación que 

mantienen las células mitrales y las células en penacho para favorecer la decodificación de los 

olores y el procesamiento de la información olfativa. Esta información sugiere que la 

sincronización de los movimientos intracelulares de Ca2+ observados en este trabajo de 

investigación, se da principalmente por ensambles neuronales, donde, de acuerdo con 

Yamashita y colaboradores (2008), la actividad sincrónica se realiza de manera dependiente a 

la actividad eléctrica de las células y con ello, produciendo que las células como las neuronas 

logren sincronizar los movimientos intracelulares de Ca2+.  

La información presentada en esta sección muestra que ocurren movimientos 

intracelulares de Ca2+ sincrónicos entre las células del BO. Sin embargo, la posibilidad de que 

estos eventos se generen por coincidencia y no porque realmente estén formando comunicación 

sincrónica, no debe descartarse. Por ello, se deberían de realizar más estudios para identificar si 

las células del BO que conforman una red de comunicación producen movimientos 

intracelulares de Ca2+ sincrónicos.  

 

V.3. Farmacología de los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos 

Los resultados mostrados en el apartado de movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos 

dieron pie para estudiar el mecanismo utilizado por las células del BO para producir dichos 

movimientos de Ca2+. Por ello, las células del BO se incubaron con 2-APB, el cual es un 

inhibidor de receptores de IP3 en el RE, para estudiar si los movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos producidos por las células del BO se generaban por la activación de estos 

receptores. Los movimientos intracelulares de Ca2+ no deberían de dejar de producirse en las 

células del BO, ya que está evidenciado que éstas activan mecanismos intracelulares que utilizan 

para mover Ca2+ y, además, los receptores de membrana como NMDA y AMPA, introducen 

Ca2+ hacia el citosol por activación glutamatérgica, una de las vías de señalización más 

importantes para comunicación neuronal y glial. Por esta razón, nosotros esperábamos que los 
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movimientos intracelulares de Ca2+ no se abolieran en presencia de 2-APB. Al incubar el BO 

con 2-APB, solamente el 10% (n = 8/82) de las células del BO generaron movimientos 

intracelulares de Ca2+ de 1.31 ± 0.60 mHz durante 10 min de registro. Sin embargo, los 

movimientos intracelulares de Ca2+ observados en presencia de 2-APB no siguieron las mismas 

características de latencia, crecimiento y decaimiento exponencial que los movimientos 

intracelulares de Ca2+ espontáneos observados en el apartado “Movimientos intracelulares de 

Ca2+espontáneos” y por ello, se consideraron como movimientos intracelulares de Ca2+ 

inducidos por el 2-APB (Figura 12).  

 

 
Figura 12. Farmacología de los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos en BO P11 (1 
rebanada/1 rata). En A, se muestra una célula representativa que generó un movimiento 
intracelular de Ca2+ inducido por 2-APB. En B, se muestra un experimento representativo donde 
la célula analizada generó un movimiento intracelular de Ca2+ inducido por 2-APB.  
 

Una vez identificado que las células del BO generan movimientos intracelulares de Ca2+ 

inducidos por 2-APB, se observó que estos movimientos intracelulares de Ca2+ inducidos eran 

distintos. Por ello, se realizó el análisis para observar el comportamiento que tenían estos 

movimientos intracelulares de Ca2+. En la Figura 13 se observan los diferentes tipos de 

movimientos intracelulares de Ca2+ inducidos por 2-APB generados por las células del BO con 
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una concentración fisiológica de Ca2+. De las 8 células que generaron dichos movimientos de 

Ca2+, se encontraron 5 tipos de respuestas diferentes. El 50% (n = 4) de los movimientos 

intracelulares de Ca2+ producidos por las células del BO tuvieron un decaimiento exponencial 

(Figura 13A) con t 16.63 ± 1.18 s y una latencia de 71 ± 5 s. Se observó que 1 célula (12.5%) 

(Figura 13B) con un decaimiento exponencial con un valor de t 3.32 s y latencia de 100 s. De 

igual manera, 1 (12.5%) célula presentó doble decaimiento rápido (Figura 13C) ya que generó 

dos movimientos intracelulares de Ca2+ y ambos, con un valor de t 6.63 ± 0.41 s y una latencia 

de 48 ± 3 s; 1 (12.5%) célula presentó doble decaimiento rápido-lento (Figura 13D), el 

decaimiento rápido con t 4.79 s con latencia de 30 s y el decaimiento lento con t 30.64 s y 

latencia de 165 s. Finalmente, se observó que 1 (12.5%) célula presentó un crecimiento 

exponencial (Figura 13E) con t 55.14 s y una latencia de 120 s. 
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Figura 13. Movimientos intracelulares de Ca2+ inducidos por 2-APB en células de BO de rata 
P11 (1 rebanada/1 rata). En A, se muestra una fracción del trazo de una célula que generó un 
movimiento intracelular de Ca2+ con decaimiento exponencial de t 16.63 ± 1.18 s y una latencia 
de 71 ± 5 s. En B, se muestra una fracción del trazo de una célula que generó un movimiento 
intracelular de Ca2+ con un decaimiento exponencial de t 3.32 s y latencia de 100 s. En C, se 
muestra una fracción del trazo de una célula que generó dos movimientos intracelulares de Ca2+ 
con decaimiento exponencial en ambos eventos con un valor de t 6.63 ± 0.41 s y una latencia 
de 48 ± 3 s. En D, se muestra una fracción del trazo de una célula que generó dos movimientos 
intracelulares de Ca2+, el primero con decaimiento exponencial rápido de t 4.79 s con latencia 
de 30 s y el segundo con decaimiento exponencial lento de t 30.64 s y latencia de 165 s. En E, 
se muestra una fracción del trazo de una célula que generó un movimiento intracelular de Ca2+ 
con crecimiento exponencial t 55.14 s y una latencia de 120 s.  
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Para identificar si los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos son generados por 

la actividad de la SERCA, las células del BO se incubaron durante 3 min con CPA para inhibir 

a esta bomba y producir que el RE libere el Ca2+ hacia el citosol. En este sentido, se creía que 

los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos no serían abolidos ya que al utilizar aCSF 

con 2 mM de Ca2+, las células deberían de activar canales iónicos de membrana para introducir 

Ca2+ hacia el citosol. En nuestros resultados, se observó que ninguna célula del BO generó 

movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos durante los 3 min de incubación con el CPA y, 

asimismo, no se observaron movimientos intracelulares de Ca2+ durante los 10 min de registro. 

Por esta razón, la falta de movimientos intracelulares de Ca2+ no se puede asociar con 

mecanismos intracelulares (SERCA) debido a la baja frecuencia en la que se generan los 

movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos en las células del BO.  

Los resultados encontrados en esta sección dan pie a proponer que los movimientos 

intracelulares de Ca2+ espontáneos generados por las células del BO son activados por el 2-APB, 

éste al ser un antagonista del IP3, bloquea los IP3R del RE evitando que el Ca2+ se libere hacia 

el citosol. Sin embargo, en bajas concentraciones (<10 µM) activa el mecanismo SOCE, 

generando la liberación de Ca2+ de reservorios intracelulares (Bootman et al., 2002; Peppiatt et 

al., 2003; Sherwood et al., 2021). Esta información es importante, ya que las células forman 

conexiones intercelulares a través de uniones comunicantes y con las cuales transmiten 

moléculas como el IP3 y el Ca2+
 (Orellana y Stehberg, 2014). El RE al ser un reservorio 

intracelular de Ca2+, participa junto con otros mecanismos en la generación de los movimientos 

intracelulares de Ca2+ en las células gracias a que el retículo mantiene una estrecha relación con 

diferentes organelos formando una red de comunicación intracelular con el núcleo, el aparato 

de Golgi y las mitocondrias (Szymański et al., 2017; Parry et al., 2006; Vandecaetsbeek et al., 

2011). Como se describió previamente, la estrecha comunicación que mantienen las células del 

BO podría ser subestimada, ya que el Ca2+ es transmitido de una célula a otra a través de estas 

uniones comunicantes, lo que sugiere que la participación de las conexinas en la comunicación 

celular del BO es importante. Una posible explicación para esto sería que actualmente hay 

evidencia que sugiere que los movimientos intracelulares de Ca2+ generados por astrocitos 

permanecen cuando los receptores NMDA, AMPA, GABAB, P2X y P2Y son bloqueados 

farmacológicamente (Wu et al., 2014; Wu et al., 2019), mostrando que los mecanismos 
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intracelulares juegan un papel importante para la homeostasis del Ca2+ y para la generación de 

los movimientos intracelulares de Ca2+. 

El CPA, al ser un inhibidor reversible de la SERCA produce el vaciamiento del RE, esto 

puede activar mecanismos dependientes de STIM1/ORAI1 y de TRP, este fenómeno de 

movilización de Ca2+ se conoce como SOCE (Cheng et al., 2013; Prakriya y Lewis, 2015; Kraft, 

2015; Kwon et al., 2017). Sin embargo, en nuestro modelo experimental estos mecanismos no 

se pueden asociar a la generación de movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos gracias a 

la baja frecuencia de éstos durante los experimentos. En cultivos corticales de astrocitos, se 

produjo la inhibición de los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos cuando las células 

se incubaron con un inhibidor de la SERCA (Rodríguez-Prados, 2017; Rodríguez-Prados et al., 

2020). Esta información podría indicar que los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos 

generados por las células del BO son dependientes de reservorios intracelulares de Ca2+ como 

el RE y que la SERCA podría desempeñar un papel más importante en la generación de los 

movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos, funcionando como un mediador de estos. 

 

V.4. Movimientos intracelulares de Ca2+
 inducidos por agonistas   

Los resultados descritos previamente dieron pie a estudiar si los movimientos intracelulares de 

Ca2+ espontáneos y sincrónicos generados por las células del BO se veían afectados cuando éstas 

son estimuladas con ATP (1 mM), D-serina (1 mM), K+ (20 mM) o ácido acético (1 µM), en 

condiciones fisiológicas de Ca2+
 (2 mM). Los movimientos intracelulares de Ca2+ generados por 

las células del BO en respuesta a la aplicación de las substancias mencionadas se muestra en la 

Figura 14.  

Debido a que las células del BO poseen mecanismos a través de los cuales producen 

movimientos intracelulares de Ca2+, se decidió utilizar diferentes agonistas que ayuden a 

identificar si dicha actividad de Ca2+ se interrumpía por la estimulación con agosnitas. Los 

receptores purinérgicos constituyen una de las principales vías de señalización en el SN. 

Particularmente, el ATP es una molécula que puede disociarse a ADP y Adenosina, debido a 

esto, los transmisores purinérgicos derivados del ATP pueden activar una gama de receptores 

de membrana en las células del BO. Además, el ATP se conoce como un co-transmisor, 
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liberándose de vesículas sinápticas o viajando a través de uniones comunicantes (panexinas y 

conexinas). El ATP activa receptores de tipo P2Y y P2X que intervienen en la señalización de 

Ca2+, introduciendo iones de Ca2+ hacia el citosol (P2X) o bien, activando vías de señalización 

intracelular dependientes de la activación de la PLC y, por lo tanto, la producción de IP3 

generando la liberación de Ca2+ del RE (Rotermund et al., 2019). Por ello, se esperaba que más 

del 50% de las células respondieran a la aplicación de ATP. Se observó que el 50% (n = 10/20) 

de las células del BO generaron movimientos intracelulares de Ca2+ que mantuvieron una 

duración prolongada, en respuesta a la aplicación de 1 mM de ATP (Figura 14B).  

La D-serina, es una molécula que activa presenta agonismo en los receptores NMDA, 

estos receptores constituyen una de las principales vías de señalización de Ca2+ en neuronas y 

células gliales, produciendo que aumente la concentración de Ca2+ intracelular. Está 

documentado que la D-serina efectúa la apertura del poro de los receptores NMDA 

particularmente en células gliales. Por ello, se utilizó D-serina para identificar indirectamente si 

los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos dependían de la contribución glial, ya que 

los receptores NMDA pueden estar asociados a procesos de regulación celular y 

particularmente, las células gliales poseen funciones de regulación neuronal en el SN (Lee et 

al., 2016; Sandini et al., 2020). En este sentido, se esperaba que entre el 30-50% de las células 

produjeran respuestas a la estimulación con D-serina. En nuestros experimentos, se observó que 

el 50% (n = 18/39) de las células del BO respondieron con movimientos intracelulares de Ca2+ 

a la aplicación de 1 mM de D-serina (Figura 14C).  

El mecanismo de la despolarización se ha estudiado ampliamente y está evidenciado que 

participa en diversos mecanismos que favorecen la comunicación celular. Los incrementos en 

la concentración de K+ extracelular produce que las células activen canales iónicos no 

específicos y que se produzca la internalización no solo de K+, sino también de Ca2+ 

(Maksimova et al., 2019). Por ello, se decidió estudiar el efecto de la despolarización sobre los 

movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos y con ello, observar si se identificaban células 

que seguían generando dichos movimientos de Ca2+ aún en presencia del agonista. De acuerdo 

con esto, se esperaba que, de acuerdo con la edad del animal utilizado, al menos el 70% de las 

células generaran movimientos intracelulares de Ca2+ en respuesta al alto K+. En nuestros 
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resultados se observó que el 85% (n = 12/14) de las células del BO generaron movimientos 

intracelulares de Ca2+ en respuesta a la aplicación de 20 mM de K+ (Figura 14D).  

Debido a que poco se sabe sobre el efecto de los ácidos grasos de cadena corta en el SNC 

y más aún sobre las células del BO, se decidió a utilizar ácido acético para identificar si las 

células generaban movimientos intracelulares de Ca2+ evocados por el ácido acético, ya que en 

áreas corticales está documentado que las células poseen receptores que reconocen a estos 

ácidos grasos y que este proceso, produce la liberación de Ca2+ del RE (Kimura et al., 2020). 

Por esta razón, se esperaba que una pequeña población de células menor al 20% y distribuidas 

entre la CPE, CM y CPI, generaran movimientos intracelulares de Ca2+ en respuesta a la 

aplicación de ácido acético. Sin embargo, en nuestros resultados se observó que solamente el 

4% (n = 7/170) de las células generaron movimientos intracelulares de Ca2+ en respuesta a la 

aplicación de 1 µM de ácido acético (Figura 14E).  

Interesante, los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos ya no fueron generados 

por las células del BO después de la aplicación de los estímulos. De este modo, la estimulación 

de las células generó estados de inactividad después de la estimulación, a excepción de las 

células estimuladas con ATP, ya que éstas generaron movimientos intracelulares de Ca2+ de 

duración prolongada. Lo cual podría deberse a que posiblemente las células se encuentren en un 

periodo refractario en el que intentan mantener las condiciones fisiológicas intracelulares y con 

ello, inhibiendo ciertos mecanismos utilizados para generar flujos de Ca2+. Posiblemente por 

esta razón, durante el tiempo del registro, las células no generaron movimientos intracelulares. 

Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que, en un tiempo mayor a 5 min, las células 

recuperen la capacidad para producir movimientos intracelulares de Ca2+.  
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Figura 14. Movimientos intracelulares de Ca2+ inducidos por agonistas. En A, se muestra una 
célula representativa que generó un movimiento intracelular de Ca2+ en respuesta a las 
substancias utilizadas. De B-E se muestran experimentos representativos de células que 
respondieron con movimientos intracelulares de Ca2+ a la aplicación de: B, 1 mM de ATP (1 
rebanada/1 rata P15); C, 1 mM de D-serina (1 rebanada/1 rata P16); D, 20 mM de K+ (1 
rebanada/1 rata P11) y E, 1 µM de ácido acético (6 rebanadas/4 ratas; P8, P12, P15 y P20). 
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Se realizó un análisis estadístico no paramétrico mediante la prueba de Friedmann para 

observar si existen diferencias significativas entre las células que generaron movimientos 

intracelulares de Ca2+ en respuesta a las substancias utilizadas para estimular a las células. De 

acuerdo con dicho análisis, existe suficiente evidencia estadística para mostrar que las respuestas 

generadas por las células tienen diferencias significativas (p = 0.039). Sin embargo, al ser un 

grupo de cuatro parámetros (ATP, D-serina, 20 mM de K+ y ácido acético), se realizó la prueba 

de Bonferroni para identificar entre cuales grupos de células existían diferencias significativas 

(Tabla 1). Se observó que el grupo de células estimuladas con 20 mM de K+ y ácido acético 

presentaron diferencias significativas (p = 0.025) entre ellos, con respecto al número de células 

que respondieron a la aplicación de dichos agonistas. Los grupos de células estimuladas con D-

serina y ATP, no presentaron diferencias significativas debido a que el número de respuestas es 

similar. 

Tabla 1. Prueba de Bonferroni para identificar diferencias significativas entre los grupos de 
células que respondieron a 1 mM de ATP, 20 Mm de K+, 1 mM de D-serina y 1 µM de ácido 
acético. Se muestran diferencias significativas entre el grupo de células estimulado con 20 mM 
de K+ y el grupo de células estimulado con ácido acético. 

          ATP         K+     D-SERINA   ACÉTICO 

ATP 1 0.486 1.000 0.486 

K+ 0.486 1 0.486 0.025 

D-SERINA 1.000 0.486 1 0.486 

ACÉTICO 0.486 0.025 0.486 1 

 

 

Al analizar los movimientos intracelulares de Ca2+ evocados por agonistas, se observó que 

las células generaron respuestas a la aplicación de las substancias con diferentes características 

temporales. Sin embargo, los movimientos intracelulares de Ca2+ evocados por ATP siguieron 

una distribución similar y por ello se consideraron como respuestas sin variación. En la Figura 

14 se mostraron trazos representativos de los movimientos intracelulares de Ca2+ inducidos por 

agonistas. En los movimientos intracelulares de Ca2+ inducidos por D-serina (n = 18), se observó 

que las células tuvieron un crecimiento exponencial con t 6.62 ± 0.93 s y decaimiento 

exponencial con t 2.41 ± 0.63 s. Los movimientos intracelulares de Ca2+ inducidos por 20 mM 
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de K+, se observó que el 75% (n = 9) de los movimientos intracelulares de Ca2+ tuvieron 

decaimiento exponencial con t 9.32 ± 0.39 s y el 25% (n = 3) generó 2 movimientos 

intracelulares de Ca2+ (ambos) con decaimiento exponencial con t 46.24 ± 8.38 s. Las células 

que generaron movimientos intracelulares de Ca2+ inducidos por ácido acético tuvieron un 

crecimiento exponencial de t 10.5 ± 2.1 s y decaimiento exponencial de t 18.44 ± 3.21 s (n = 

4). 

Los movimientos intracelulares de Ca2+ en respuesta a diferentes agonistas se han 

estudiado ampliamente en células del SNC. En el BO, está documentado qué tipo de receptores 

purinérgicos expresan las neuronas y las células gliales, dentro de ellos se encuentran los de tipo 

P2Y y P2X. En particular, los astrocitos de BO expresan receptores de tipo P2Y1 y responden a 

la aplicación de ATP con movimientos intracelulares de Ca2+. Estas respuestas se producen por 

la liberación de Ca2+ de reservorios intracelulares de los astrocitos, ya que los receptores P2Y1 

al ser receptores acoplados a proteínas G, inducen la producción de IP3 y con ello, la activación 

de los receptores de IP3 del RE y generando la liberación de Ca2+ hacia el citosol (Doengi et al., 

2008; Droste et al., 2017). Debido a que aproximadamente el 60% de las células del SNC son 

células gliales y que los astrocitos componen una gran parte de las células gliales, el porcentaje 

de respuesta de las células del BO encontradas en este trabajo de investigación es similar al 

porcentaje de células reportada en diversos estudios (Tower y Young., 1973; Verkhratsky y 

Nedergaard, 2018; Kastanenka et al., 2020). Beiersdorfer y colaboradores (2019) han descrito 

que no todos los astrocitos del BO responden con movimientos intracelulares de Ca2+ a la 

aplicación de ATP. Actualmente hay evidencia de que las neuronas del BO no generan 

movimientos intracelulares de Ca2+ en respuesta a la aplicación de ATP, esto puede ser causa 

de la degradación del mismo ATP produciendo el nucleótido adenosina, el cual activa receptores 

de tipo A1 en las interneuronas del BO, particularmente en las células mitrales. La activación de 

receptores de adenosina de tipo A1 inhibe canales de Ca2+ dependientes de voltaje de tipo N, Q 

y P (Schulz et al., 2018). Por esta razón, se considera que la mayoría de las células que 

respondieron al ATP son de origen glial.    

Dentro de la comunicación celular del BO, las células estudiadas en este trabajo de 

investigación generaron movimientos intracelulares de Ca2+ cuando se aplicó D-serina. Este 

fenómeno se produce debido a que las células utilizan D-serina para estimular los receptores 
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NMDA, ya que éstos poseen un sitio especifico de glicina capaz de responder a D-serina, 

produciendo la apertura del canal iónico y, por lo tanto, permitiendo el paso de iones como el 

Ca2+ al interior de la célula. Está evidenciado que las principales células del SNC que utilizan 

D-serina son las neuronas, astrocitos y microglía, favoreciendo procesos como la plasticidad 

sináptica y a su vez, fungiendo como un generador de oscilaciones de Ca2+ en las células gliales. 

La actividad de los receptores NMDA puede ser modulada por la D-serina y que ésta juega un 

papel importante en el desarrollo temprano del cerebro, así como en procesos patológicos del 

SNC (Van Horn et al., 2013; Perez et al., 2017; Droste et al., 2017). En este sentido, las células 

que respondieron a la D-serina pudieran encontrarse en un periodo de inactividad después de la 

estimulación y esto probablemente produjo que ya no se generara movimientos intracelulares 

de Ca2+.  

De acuerdo con los resultados obtenidos estimulando con 20 mM de K+, el 85% de las 

células generaron movimientos intracelulares de Ca2+ en respuesta al alto K+, esto podría 

deberse a que las células del SNC tienen la capacidad de responder a variaciones en la 

concentración extracelular de iones como en aumento o disminución en la concentración 

extracelular de K+ (Verkhratsky et al., 2009; Fischer et al., 2020). En altas concentraciones de 

K+ se produce la despolarización de las células, específicamente en astrocitos, se expresan 

diferentes canales de K+ como de tipo BK y Kir que están relacionados con canales de Ca2+ de 

tipo TRP (Doupnik et al., 1995). Sin embargo, hay evidencia que sugiere que la activación de 

receptores de adenosina de tipo A1 en células mitrales, produce la activación de canales de K+, 

produciendo la despolarización de las células. Actualmente hay información que sugiere que 

eventos despolarizantes en el BO, favorecen al procesamiento de la información olfativa para 

que ésta sea transmitida a otras regiones del cerebro que están asociadas con el olfato 

(Rotermund et al., 2018).  

Cuando se utilizó ácido acético para estimular a las células del BO, se encontró que 

solamente en el 4% de las células se generaron movimientos intracelulares de Ca2+, pero 

actualmente el impacto que tiene este ácido en el SNC no está bien estudiado. Existe evidencia 

que sugiere en mamíferos, que los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) son reconocidos por 

dos tipos de receptores, el GPR41 y GPR43, ambos ya descritos en diversas estructuras del 

sistema nervioso central y del sistema nervioso periférico. La interacción de estos receptores 
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con su agonista desencadena mecanismos intracelulares para provocar movimientos 

intracelulares de Ca2+. Actualmente, existe información que muestra que algunas neuronas de 

ciertas áreas del SN expresan estos receptores, por ejemplo, la glándula pituitaria y en el sistema 

nervioso autónomo (Nøhr et al., 2013; Nøhr et al., 2015). El GPR41 y GPR43 son receptores 

acoplados a proteínas G, éstos desencadenan reacciones intracelulares al ser activados por el 

ácido acético (Miyamoto et al., 2016; Kimura et al., 2020). A diferencia de los estudios 

publicados sobre la acción del ácido acético en las células del SN, en células del BO la respuesta 

a la aplicación de ácido acético generó movimientos intracelulares de Ca2+ diferentes a las 

reportadas previamente en células mesentéricas celiacas y en la pituitaria, esto podría deberse a 

los diferentes modelos de experimentación y a las diferentes células que se analizaron ya que en 

las demás estructuras, las células se mantenían en un estado “activado” donde solamente 

aumentaban la concentración intracelular de Ca2+ durante los experimentos, mientras que en 

nuestro modelo experimental, las células generaban movimientos intracelulares de Ca2+ 

evocados y volvían al estado basal. De este modo, una posible causa que pudiera explicar este 

fenómeno sería que la concentración utilizada de ácido acético permitió que las células no 

entraran en estados de sobre estimulación, ya que en las publicaciones consultadas se utilizaban 

concentraciones de hasta 4 mM de AGCC, como butirato y propionato (Miletta et al., 2014; 

Colina et al., 2018), mientras que en nuestros experimentos se utilizó ácido acético en una 

concentración de 1 µM, lo que podría favorecer a las células a volver a su estado basal y evitando 

que se mantuvieran en estados de activación prolongada.  

De acuerdo con estos experimentos, los movimientos intracelulares de Ca2+ dependen 

tanto de las células gliales como de las neuronas porque después de la estimulación de las células 

del BO con los agonistas previamente mencionados, las células se mantuvieron en estado basal 

y por lo tanto no generaron movimientos intracelulares de Ca2+. Una posible explicación para 

este fenómeno podría ser que las células se encuentran en un periodo refractario o bien, en un 

periodo de reposo o desensibilización en el que se mantienen inactivas durante varios minutos, 

indicando que sería necesario realizar un análisis para estudiar cuanto tiempo requieren las 

células para volver a generar movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos y sincrónicos en 

el BO de la rata. Sin embargo, se necesitan realizar más estudios para observar la actividad 

celular durante la post aplicación de agonistas.  



50 
 

V.5. Inmunohistoquímica  

Una vez realizados los registros de los movimientos intracelulares de Ca2+ en las células del BO, 

el tejido se cortó para aislar el área del BO donde se realizó el registro, se fijó y se realizaron 

estudios de inmunohistoquímica para identificar a la proteína acídico gliofibrilar (GFAP) en las 

células que generaron movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos. En la Figura 15A se 

muestra una célula cargada con Fluo 4-AM que generó movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos y en la Figura 15B, la misma célula donde se observa que es GFAP positiva. De 

las células (n = 64) que generaron movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos, 

aproximadamente el 5% (n = 3.2/64) de dichas células son positivas para la GFAP. De este 

modo, se realizó un conteo de células positivas para GFAP para observar la distribución de los 

astrocitos/mm2 en BO (Figura 15C). La mayor cantidad de células positivas para GFAP se 

obtuvo en la CPI con 33 ± 3 (n = 197) células/mm2 que expresaron la GFAP. En la CM, se 

obtuvo que 16 ± 3 (n = 93) células/mm2 eran positivas para GFAP. Finalmente, en la CPE 

solamente 9 ± 2 (n = 56) células/mm2 resultaron positivas para GFAP. De acuerdo con estos 

datos, se estimó que el 20% de las células positivas para GFAP, generaron movimientos 

intracelulares de Ca2+ espontáneos. Por ello, se observó que la cantidad de células positivas para 

GFAP y que además generaban movimientos intracelulares de Ca2+ se encontraban distribuidas 

de la siguiente manera, en la CPI 7.1, CM 4.1 y CPE 4.8 células.  

 



51 
 

 

Figura 15. Inmunohistoquímica para la identificación de la GFAP en BO (3 rebanadas/3 ratas; 
P10, P16 y P20). En A, se muestra una célula presentativa que generó movimientos 
intracelulares de Ca2+ espontáneos. En B, se muestra la célula que generó movimientos 
intracelulares de Ca2+ espontáneos en A positiva para GFAP. En C, se muestra un área de 1 mm2 
donde se realizó el conteo de células positiva para GFAP/mm2. En A y B, barra de calibración 
= 10 µm. En C, barra de calibración = 50 µm. 
  

Una vez identificado que una fracción (5%) de los movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos son generados por los astrocitos, se realizó una correlación de Pearson para 

identificar si existe una relación entre el número de células que generaron movimientos 

intracelulares de Ca2+ espontáneos con las células GFAP positivas. El análisis mostró que existe 

una correlación lineal entre ambas variables de estudio con un coeficiente de Pearson r = 0.984 

y un nivel de significancia de p = 0.04. Esta información muestra que si aumenta el número de 

células que producen movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos en una rebanada, la 

cantidad de células positivas para GFAP también lo haría, produciendo que ambas variables 

incrementen de manera lineal. En la Tabla 3 se muestra que existe correlación positiva entre el 

número movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos producidos y el número de astrocitos 

identificados mediante la inmunohistoquímica. 
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Tabla 2. Correlación positiva entre las células que generan movimientos intracelulares de Ca2+ 
espontáneos y las células identificadas como astrocitos (GFAP+), con un nivel de significancia 
de p = 0.04. 

Variables 
Células que generan movimientos 

intracelulares de Ca2+ Astrocitos 

Células que generan movimientos 
intracelulares de Ca2+ 

1 0.984 

Astrocitos 0.984 1 
 

De acuerdo con las investigaciones realizadas por Beiersdorfer y colaboradores (2019), 

las células gliales, en particular los astrocitos del BO mantienen comunicación activa con las 

demás células del BO través de una estrecha red de comunicación bidireccional para movilizar 

el Ca2+ de una célula a otra. Está información previamente publicada sugiere que los astrocitos 

participan en la comunicación olfativa con la generación de movimientos intracelulares de Ca2+, 

que son necesarios para el procesamiento de la información olfativa y que, además, 

probablemente podrían intervenir en la unión neurovascular secretando diversos 

gliotransmisores (Fischer et al., 2020; Huang et al., 2020). Sin embargo, el BO al estar 

compuesto de diferentes tipos de células, se deberían de realizar más estudios para identificar la 

influencia de los diferentes tipos de interneuronas, células gliales y células endoteliales sobre 

los movimientos intracelulares de Ca2+ producidos en las redes de comunicación del BO.      

 

V.6. Histología del BO 

Después de la identificación de los astrocitos (inmunohistoquímica-GFAP), se estudió la 

distribución celular en las rebanadas de BO utilizadas para registrar los movimientos 

intracelulares de Ca2+ espontáneos. La Figura 16 muestra cortes coronales de BO de rata con 

impregnación Golgi Cox rápida y hematoxilina-eosina. La primera, impregna en color negro a 

las células mitrales/penacho que llegan a tener un tamaño de hasta 30 µm en el BO (Nagayama 

et al., 2014). La tinción hematoxilina eosina se utilizó para obtener un contraste de células que 

se impregnan en color negro. Esta tinción tiñe de color morado el núcleo de las células y el 

citoplasma de un color rosado (Chan, 2014). Por esta razón, en la Figura 16 se observan los 
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somas celulares de las células mitrales/penacho en color negro, mientras que el resto de las 

células están en color morado. La distribución de las células en la CPE, CPM y CPI permitió 

identificar el arreglo estructural característico del BO. Con ello, se realizó el conteo de 

células/mm2 en la CPE, CM y CPI del BO. Con la tinción hematoxilina-eosina, se realizó el 

conteo de los núcleos que se encontraban entre las capas del BO previamente mencionadas. La 

CPE presentó una densidad celular de 37 células/mm2, la CM presentó una densidad celular de 

78 células/mm2 y la CPI tuvo una densidad celular de 92 células/mm2.  

 

 
 
Figura 16. Histología de BO de rata en corte coronal con impregnación Golgi-Cox rápida y 
hematoxilina-eosina.  En A, se observa un corte coronal de BO de rata P7. En B, se observa un 
corte coronal de BO de rata P16. En C, se observa un corte coronal de BO de rata P21. Capa 
Glomerular (CGL), Capa Plexiforme Externa (CPE), Capa Mitral (CM), Capa Plexiforme 
Interna (CPI). Barra de calibración = 50 µm. 
 

De acuerdo con los resultados obtenidos con las técnicas histológicas 

(inmunohistoquímica, impregnación Golgi-Cox rápida y tinción hematoxilina-eosina), se 

realizó una estimación del porcentaje que representan los astrocitos dentro de las capas del BO. 

Se observó que, en la CPE el 24% (n = 9/37), en la CM el 21% (n = 16/78) y en la CPI el 35% 

(n = 33/92) de las células presentes en son GFAP-positivos (astrocitos). Esta información es 

similar a la publicada por Klein et al (2020) donde se muestra que, en ratones, aproximadamente 

el 30% de las células del BO son astrocitos y que el porcentaje de estas células varía 

dependiendo de la edad del ratón.  
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La distribución celular del BO se ha estudiado ampliamente y se ha observado que el BO 

presenta diferentes tipos de capas que albergan a diferentes tipos de células. Sin embargo, estas 

capas del BO pueden contener células que deberían pertenecer a otra capa. En la CPE, se 

encuentran principalmente células en penacho, pero actualmente se sabe que esta capa de células 

presenta células de axón corto de gran tamaño, células de Van Gehuchten y células multipolares 

(Lepousez et al., 2010). Asimismo, en la CM se observan dos distintos tipos de células mitrales, 

las de tipo-l y de tipo-ll (Fukunaga et al., 2012). En la CPI, se encuentran las células granulares 

de tipo-III y células de axón corto profundas, pero las células granulares también tienen 

distribución en la CM, donde habitan células granulares de tipo-V (Merkle et al., 2014, 

Nagayama et al., 2014). Estos tipos de células que se encuentran distribuidas en las diferentes 

capas del BO pudieran estar generando y contribuyendo a los movimientos intracelulares de 

Ca2+. Sin embargo, se deberán realizar más estudios para comprobar que tipos de células están 

involucradas en este proceso.         

Está evidenciado en el atlas de histología de Paxinos y Watson (2018) y por el grupo de 

investigación de Khazipov (2015), que el BO presenta una organización similar de sus capas 

durante el desarrollo postnatal, manteniendo características anatómicas similares en diferentes 

planos coronales en bregma (5.0-5.8 mm). En cuanto a la composición celular, Maslyukov y 

colaboradores (2018) han mostrado que se observan células inmaduras aún en etapas adultas y 

que, la expresión de receptores de membrana puede variar debido a los efectos producidos por 

el desarrollo del BO. En etapas de P0-7, las células del BO presentan menos especificidad por 

la información olfativa y un mismo grupo de células puede responder a diferentes estímulos 

(diferentes olores) en comparación con una rata P21. La actividad de receptores NMDA puede 

modificarse dependiendo de la edad del animal (Wenzel et al., 1997; Díaz-Guerra et al., 2013). 

A pesar de que las células inmaduras presentan menos especificidad, esta propiedad de 

inespecificidad se mantiene durante la vida de los mamíferos, ya que diariamente llegan células 

nuevas a través de la vía rostral migratoria, para formar nuevas conexiones celulares (Lim y 

Alvarez-Buylla, 2016).     

De acuerdo con los resultados encontrados en este trabajo de investigación, la frecuencia 

de los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos generados por las células del BO es 

diferente a las reportadas en otras áreas del cerebro (hipocampo y corteza) y que cuando se 
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utilizaron condiciones de 0 Ca2+
E, las células del BO tenían la capacidad para seguir generando 

movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos. De acuerdo con las investigaciones realizadas 

por Rodríguez-Prado (2017), astrocitos corticales en condiciones de 0 Ca2+
E, ya no generaban 

movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos, indicando que la generación de éstos es 

dependiente del Ca2+
E. Sin embargo, una posible explicación de este fenómeno serían los 

modelos experimentales, ya que son distintas áreas del cerebro y en condiciones experimentales 

diferentes, en este trabajo de investigación se realizaron experimentos in situ. Por ello, haría 

falta realizar más estudios para comprobar si los movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos dependen principalmente de los astrocitos o si éstos, son contribuidos por los 

movimientos intracelulares de Ca2+ generados por el resto de las neuronas y células gliales que 

conforman los ensambles celulares, ya que existe evidencia que muestra que los 

oligodendrocitos y la microglía, tienen la capacidad para generar movimientos intracelulares de 

Ca2+ (Korvers et al., 2016; Rui et al., 2020). Para ello, se deberían de realizar experimentos para 

inhibir a cada uno de los tipos celulares del BO para identificar si los movimientos intracelulares 

de Ca2+ espontáneos son generados por la cooperación de la red células o si existe un mediador 

principal en la comunicación olfativa.  

En el BO, las células tienen diversos mecanismos para la homeostasis del Ca2+ como ya 

se ha descrito en secciones anteriores. Sin embargo, las espinas dendríticas de las células del 

BO tienen receptores que movilizan Ca2+, como por ejemplo, los receptores NMDA, que están 

asociados con la comunicación posináptica ya que la activación de estos receptores produce la 

entrada de Ca2+
 hacia las dendritas de las células y con ello, activando mecanismos reguladores 

de las células vecinas, principalmente mecanismos de las células granulares ya que éstas 

mantienen funciones reguladores en la comunicación de las células mitrales/penacho (Spruston, 

2008; Lage-Rupprecht et al., 2020). 

Debido a que en el BO la cantidad de conexiones dendro-dendríticas es mayor en 

comparación que en otras regiones del cerebro, gran parte de estas conexiones formadas en el 

BO pertenecen a circuitos inhibidores capaces de generar movimientos intracelulares de Ca2+ y 

transmitirlos a las células vecinas para generar corrientes de inhibición, este proceso crea 

corrientes inhibitorias de Ca2+. La inhibición producida en el circuito olfativo tiene un rol 

principal en el BO, particularmente en el procesamiento de la información olfativa y en la 
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discriminación de los olores, ya que dentro del BO las células forman redes de comunicación 

que se activan específicamente cuando se reconocen los olores y que dependiendo del olor 

detectado, las células que generen movimientos intracelulares de Ca2+ van a ser las que estén 

formando conexión con el glomérulo que es activado por las NSO que reconocieron un olor en 

específico (Egger et al., 2003; Bartel et al., 2015; Arnson y Strowbridge, 2017). Gracias a que 

las corrientes inhibitorias generadas en el BO mantienen la regulación del circuito celular, 

posiblemente los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos y sincrónicos pudieron ser 

generados por estos mecanismos de regulación tan importantes que tiene el BO.   

En el BO, la organización anatómica tradicional está apegada a la clasificación de las 

capas que presenta el BO, pero hoy en día existe una amplia información sobre los diferentes 

tipos de células que se encuentran en el BO y que estas células, se encuentran distribuidas en el 

BO y no solamente en ciertas capas (Nagayama et al., 2014). La organización anatómica de las 

células podría favorecer la comunicación en el BO, esto debido a que en el BO se crean arreglos 

de células para favorecer la activación de éstas durante el procesamiento de los olores. Dentro 

del circuito olfativo, las células mitrales y células en penacho forman comunicaciones laterales 

con las células vecinas, pudiendo generar movimientos intracelulares de Ca2+ sincrónicos en 

respuesta a la estimulación o inhibición causada por dicha comunicación (Geramita y Urban, 

2016). Las células mitrales y las células en penacho generan proyecciones a otras regiones del 

cerebro que están asociadas con el olfato y, cada una de estas células se comunica en regiones 

diferentes de estas estructuras como, por ejemplo, las células mitrales se comunican en 

diferentes regiones de la corteza olfativa para lograr diferentes mecanismos de regulación y de 

almacenamiento de la información (Zeppilli et al., 2021; Schlegel et al., 2021). Sin embargo, 

estas conexiones que se forman con el epitelio y las demás regiones del cerebro se pierden 

cuando se extrae el BO, generando que solamente se activen mecanismos celulares del BO, 

principalmente de corrientes inhibitorias que pueden generar sincronización de los movimientos 

intracelulares de Ca2+ para regular a las células e intentar mantenerlas en un estado de 

inactividad. Además, diversos mecanismos están implicados en la señalización de Ca2+ del BO 

y por ello, diferentes vías de comunicación se deberían de estudiar para comprender la 

comunicación celular del BO.  
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La espontaneidad y la sincronicidad de los movimientos intracelulares de Ca2+ se vio 

afectada cuando las células recibían un estímulo externo como la aplicación de ATP, D-serina, 

20 mM de K+ y ácido acético. Estas substancias generan movimientos intracelulares de Ca2+, 

activando mecanismos intracelulares que favorecen la liberación de reservorios intracelulares 

de Ca2+ (Fischer et al., 2020). La razón por la cual las células pierden la capacidad de generar 

movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos y sincrónicos, es debido a que a estas 

substancias están involucrados en respuestas similares y necesitan de los mecanismos 

intracelulares para generar y mantener los movimientos intracelulares de Ca2+. Muchos de estos 

mecanismos necesitan de la actividad del RE y en el caso del ATP y ácido acético, se pueden 

activar receptores acoplados a proteínas G que activan a la PLC para producir IP3, éste se une a 

los IP3R del RE y genera la liberación de Ca2+ desde el interior del retículo hacia el citosol. Sin 

embargo, los receptores NMDA y P2X al ser canales catiónicos, producen la entrada de iones 

desde el medio extracelular hacia el interior de la célula, mientras que la despolarización por la 

aplicación de alto K+ activa a canales de K+ y de tipo TRP que no son específicos y con ello, 

generando movimientos intracelulares de Ca2+ en las células del BO (Rotermund et al., 2018; 

Wu et al., 2019). En la Figura 17 se representan los mecanismos que pudieran estar generando 

los movimientos intracelulares de Ca2+ en las células del BO. 
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Figura 17. Representación de distintas vías de activación de los movimientos intracelulares de 
Ca2+ en células del BO de la rata postnatal. Concentración de Ca2+ extracelular [Ca2+]E. Receptor 
P2Y (P2YR). Receptor P2X (P2XR). Fosfolipasa C (PLC). Fosfatidilinositol bifosfato (PIP2). 
Receptor acoplado a proteínas G de tipo 43 (GPR43) para ácidos grasos de cadena corta. Inositol 
trifosfato (IP3). Receptor de IP3 (IP3R). 2-aminoetildifenilborato (2-APB). Ácido ciclopiazónico 
(CPA). Concentración de Ca2+ intracelular [Ca2+]i. Concentración de Ca2+ mitocondrial [Ca2+]M. 
Concentración de Ca2+ nuclear [Ca2+]N. 
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VI. CONCLUSIÓN 

 

Las células encontradas entre la capa plexiforme externa, capa plexiforme interna y la capa 

mitral del bulbo olfatorio de la rata postnatal producen movimientos intracelulares de Ca2+ 

espontáneos y sincrónicos de baja frecuencia. La remoción del Ca2+ extracelular disminuyó el 

número de células que generaron movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos. 

Adicionalmente, se observó sincronización de los movimientos intracelulares de Ca2+ en los 

ensambles celulares de BO en presencia y ausencia de Ca2+
 extracelular. La aplicación de ATP, 

D-serina, alto K+ y ácido acético produjo movimientos intracelulares de Ca2+ en las células del 

bulbo olfatorio. El 2-APB evocó movimientos intracelulares de Ca2+, mientras que el efecto del 

CPA no se pudo asociar a los movimientos intracelulares de Ca2+ espontáneos, debido a la baja 

frecuencia de éstos. Aproximadamente el 5% de los astrocitos generó movimientos 

intracelulares de Ca2+ espontáneos y sincrónicos encontradas en la capa plexiforme externa, 

capa mitral y capa plexiforme interna del bulbo olfatorio de la rata. 
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VII. RECOMENDACIONES 

 

Con base a los resultados presentados anteriormente, se recomienda: 

· Estudiar el efecto de la participación neuronal sobre los movimientos intracelulares de 

Ca2+ de las células del BO. 

· Profundizar en la farmacología asociada a la generación de los movimientos 

intracelulares de Ca2+ espontáneos y sincrónicos en las redes celulares del bulbo olfatorio 

de la rata.  

· Evaluar la expresión molecular y la participación de los receptores de ácido acético en 

el bulbo olfatorio de la rata que conduzcan a entender su fisiología en el cerebro de la 

rata. 
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