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1. RESUMEN 

En los pacientes diagnosticados con trastorno bipolar (TB) o con esquizofrenia (EZ) 

se ha observado un volumen de tejido menor en el hipocampo, la amígdala, la 

corteza prefrontal, los bulbos olfatorios, entre otras regiones. Además, en estos 

pacientes se ha encontrado una disminución en la complejidad de las arborizaciones 

dendríticas, en el número de las espinas dendríticas y de los contactos sinápticos, 

así como en el diámetro de los tractos nerviosos. Lo anterior se ha asociado con una 

menor cantidad de proteínas asociadas al citoesqueleto (MAPs), cuya función es de 

estabilizar y promover el alargamiento de los microtúbulos. Evidencia obtenida 

postmortem indica que la disminución de las MAPs se asocia con la desorganización 

de los microtúbulos y la pérdida de dendritas, lo que a su vez puede reducir el 

volumen de las estructuras cerebrales mencionadas. Los microtúbulos, además de 

conferirle estructura a las proyecciones neuronales, modulan la funcionalidad de 

distintos tipos de corrientes iónicas, incluidas las corrientes de Ca2+ activadas por 

voltaje. En este sentido, en los pacientes con TB o EZ se ha observado una 

reducción en su capacidad para percibir sustancias odoríferas. Recientemente se 

implementó un método para aislar y cultivar células precursoras de estirpe neuronal 

del epitelio olfatorio, parte de las cuales maduran espontáneamente en neuronas 

olfatorias. En este trabajo se caracterizó la organización de los microtúbulos y la 

funcionalidad de la corriente de Ca2+ tipo L en células de estirpe neuronal en cultivo, 

obtenidas por exfoliación de la cavidad nasal de pacientes con TB tipo I o con EZ 

paranoide. Para caracterizar la organización de los microtúbulos de los precursores 

neuroepiteliales, esta estructura del citoesqueleto se tiñó con un anticuerpo que 

reconoce a la tubulina  III mediante la técnica de inmunofluorescencia. Además, la 

tubulina ensamblada en los microtúbulos se separó de la tubulina globular mediante 
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centrifugación diferencial y se cuantificó por densitometría después de detectarla por 

Western blot y ECL. Las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje (CCAV) se 

estudiaron en las neuronas olfatorias diferenciadas espontáneamente en el cultivo, 

mediante la técnica de patch-clamp. La corriente tipo L se evaluó perfundiendo las 

neuronas con nifedipina. En las células precursoras de linaje neuronal obtenidas de 

sujetos sanos (SS), se observó que los microtúbulos se distribuyen en el citoplasma 

como una red homogénea que emerge desde un centro organizador, tal como ocurre 

típicamente en otras células. En cambio, en las células obtenidas de pacientes con 

TB o con EZ, se observaron microtúbulos cortos y áreas sin teñir. Al cuantificar el 

cociente área total citoplasmática/área sin teñir se observó que en los pacientes con 

EZ hubo una diferencia significativa en este cociente que fue 5 veces mayor 

respecto de los SS y dos veces mayor respecto de los pacientes con TB. No se 

observó diferencia al comparar la cantidad total de tubulina  III o las fracciones de 

tubulina polimerizada y globular entre los SS y los pacientes con EZ, aunque en los 

pacientes con TB se encontraron una menor cantidad total de tubulina  III y de la 

tubulina globular contenida en la fracción citosólica. Al cuantificar la CCAV tipo L, se 

encontró que ésta fue 50% menor en las neuronas olfatorias obtenidas de los 

pacientes con EZ respecto de la registrada en las neuronas de los SS y de los 

pacientes con TB. Los resultados obtenidos en este trabajo, apoyan la idea de que la 

organización de los microtúbulos y la CCAV tipo L tienen un alto potencial para ser 

considerados como biomarcadores de rasgo útiles en el diagnóstico del TB y de la 

EZ.  
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2. ABSTRACT 

In schizophrenia (SZ) and bipolar disorder (BD), common structural alterations have 

been described in different brain regions including the hippocampus, prefrontal 

cortex, olfactory bulbs and amygdale, among other. Elsewhere, decrease in the 

complexity of dendritic arborizations, in the number of dendritic spines and in the 

number of synapses has been reported. Neuronal polarization into axonal and 

somatodendritic domains is determined by cytoskeletal structure and organization, 

which in turn depends on its interactions with Microtubule-associated proteins 

(MAPs). MAPs are high molecular-weight proteins that bind to microtubules and 

microfilaments, modulating their stability and polymerization. In addition, microtubule 

disruption causes a decrease in the functionality of ionic channels, such as those of 

L-type voltage-activated Ca2+ channels. In this regard, in TB and EZ patients have 

been reported a reduction in their odor detection threshold sensitivity. Diminished 

MAPs expression might lead to aberrant microtubular organization and which in turn 

may affect Ca2+ voltage-activated currents. Olfactory neuroepithelial cells in culture 

have been proposed as a model to study the physiopathology of psychiatric disorders 

and biomarker characterization for diagnosis. In this regard, we recently developed a 

non-invasive method to obtain viable olfactory neuroepithelial cells by nasal 

exfoliation from ambulatory patients and under culture conditions that promote 

neuronal progenitor-cell proliferation and their spontaneous morphofunctional 

polarization and differentiation into olfactory sensory neurons. The aim of this work 

was to characterize of microtubule organization as well as of the L-type Ca2+ current 

in cells of neuronal lineage obtained from nasal exfoliates of patients with paranoid 

type of SZ and BD type I. Microtubule organization was studied by 

immunofluorescence with a specific anti-III β-tubulin antibody and by quantification of 
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globular and assembled tubulin by Western blot. L-type Ca2+ current recording was 

performed by whole-cell patch-clamp technique and nifedipine superfusion. The 

results showed differential altered microtubular organization in neuronal precursors of 

SZ and BD. Short microtubules were observed in BD neuronal precursors, while 

extensive, unstained subcellular areas and disorganized microtubules were evident 

in SZ precursors. Patients with BD showed a decrease in amounts of tubulin in total 

homogenates and 40% decrease in the globular fraction. L-type Ca2+ current in 

olfactory neurons from BD was similar to that in healthy subjects. In contrast, this 

current in SZ was 50% lower than in the other groups. This reduction in L-type Ca2+ 

current in SZ together with differential microtubule alterations observed in DB and SZ 

are potential biomarkers that may differentiates these psychiatric disorders. 
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3. INTRODUCCION 

A nivel mundial, los trastornos neuropsiquiátricos son un problema de salud pública. 

Incluso en el año 2001, la Organización Mundial de la Salud dedicó su reporte anual 

a la salud mental con el título: “Salud mental: Nuevos conocimientos, nuevas 

esperanzas” (OMS, 2001). En México, los trastornos mentales ocupan el quinto lugar 

entre los problemas de salud al medir la carga socio-económica que representan las 

enfermedades (Medina-Mora et al., 2003). La carga de la enfermedad es un 

indicador que se ha utilizado para evaluar el impacto de las enfermedades crónicas 

o de sintomatología de largo plazo, que incluye para su cuantificación el número de 

casos de muerte prematura y la cantidad de días vividos con discapacidad (Gómez 

et al, 2011). En este sentido, 4 enfermedades neuropsiquiátricas: la depresión 

mayor, el trastorno obsesivo compulsivo, la esquizofrenia y el alcoholismo, están 

entre las diez enfermedades más discapacitantes (OMS, 2001; Medina-Mora et al., 

2003). Otro dato que nos permite dimensionar el problema que representan las 

enfermedades neuropsiquiátricas, es el resultado de la encuesta nacional de 

epidemiología psiquiátrica, en la que se encontró que uno de cada 5 mexicanos ha 

presentado un trastorno mental en algún momento de su vida (Medina-Mora et al., 

2003). 

 

El trastorno bipolar (TB) es uno de los trastornos afectivos con mayor prevalencia a 

nivel mundial, en México es del 1.3% de la población en edad productiva. Según el 

manual diagnóstico y estadístico de los trastornos mentales (DSM-IV, por sus siglas 

en inglés “Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders”), este trastorno se 

caracteriza por la presencia alternada de episodios de manía y de episodios de 

depresión mayor. Se ha clasificado en dos subtipos, el trastorno bipolar tipo I que se 
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caracteriza por la presencia de al menos un episodio de manía o bien por la 

alternancia de un episodio de manía y de un episodio depresivo mayor. El otro 

subtipo es el trastorno bipolar tipo II, caracterizado por la presencia de al menos un 

evento depresivo mayor seguido de al menos un episodio de hipomanía (Asociación 

Americana de Psiquiatría, 2000).  

 

La esquizofrenia (EZ) es un trastorno psiquiátrico caracterizado por la presencia de 

alteraciones del pensamiento, de las percepciones, las emociones, el movimiento y 

el comportamiento. Su prevalencia en México es de 0.7% y a nivel mundial de 1% en 

la población mayor a 17 años. Los signos y los síntomas observados en los 

pacientes con EZ son el delirio, las alucinaciones, el pensamiento desorganizado, el 

lenguaje desestructurado, alteraciones del comportamiento social, movimientos 

discordantes, dificultad para iniciar actividades con un propósito definido, el 

empobrecimiento del discurso y la creatividad así como el aplanamiento afectivo, 

entre otros. Se ha dividido en varios subtipos, entre ellos se incluye a la 

esquizofrenia paranoide, que se caracteriza por el predominio de ideas delirantes y 

de alucinaciones principalmente de tipo auditivo (Asociación Americana de 

Psiquiatría, 2000). 

 

El desarrollo del TB o de la EZ se ha asociado con alteraciones anatómico-

estructurales y funcionales en distintas regiones del sistema nervioso central (SNC), 

que se agudizan con el curso de la enfermedad en ausencia de un tratamiento 

adecuado (Brewer et al., 2003; Turetsky et al., 2003b; Takahashi et al., 2009; Wood 

et al., 2010). Además, en estos pacientes se ha detectado una disminución en su 

capacidad olfatoria (Turetsky et al, 2003a; Turetsky et al., 2009a), que ha sido 
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asociada con alteraciones en las estructuras del SNC que participan en la 

integración de la señal olora, aunque al parecer el déficit observado en esta 

capacidad depende también de una disfunción en la transducción olfatoria que 

ocurre en las neuronas olfatorias de los pacientes (Arnold et al., 2001; Hahn et al., 

2005; Sawa et al., 2009; Turetsky et al., 2009a; Turetsky et al., 2009c). 

 

Un gran reto en el estudio de la fisiopatología del TB y de la EZ, ha sido la búsqueda 

de biomarcadores de rasgo en células periféricas que reflejen los cambios 

estructurales y moleculares de las neuronas del SNC (Heinze et al., 1990). Por 

ejemplo, en los linfocitos y las plaquetas obtenidos de los pacientes con EZ se han 

estudiado los receptores a dopamina, serotonina (Singh et al., 2003) y glutamato 

(Baier et al., 2009) así como los trasportadores de serotonina (Govitrapong et al., 

2002). Por su parte, en los pacientes con TB se ha estudiado la señal de Ca2+ en las 

plaquetas (Dubovsky et al., 1989 y 1991), los linfocitos (Hough et al., 1999) y los 

linfoblastos (Emamghoreishi et al., 1997). 

 

Recientemente se ha propuesto que las células del epitelio olfatorio son un buen 

modelo para el estudio de la etiología del TB y de la EZ, ya que parte de las células 

que constituyen este epitelio son de estirpe neuronal y establecen conexiones 

sinápticas directamente con las neuronas del SNC (Roisen et al., 2001; Borgmann-

Winter et al., 2009; Sawa et al., 2009; Turetsky et al., 2009b). Estas células 

neuronales, en cultivo, mantienen su funcionamiento y son susceptibles de proliferar 

para incrementar su número (Benitez-King et al., 2011). Otra razón que apoya su 

utilización en el estudio de las enfermedades psiquiátricas, es el hecho de que los 

pacientes con estos trastornos presentan una disminución en la percepción de los 
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olores así como anomalías funcionales en las células que conforman el epitelio 

olfatorio (Turetsky et al., 2009b). 

  

3.1 Alteraciones anatómicas y estructurales en el sistema nervioso central en 

los pacientes con trastorno bipolar o con esquizofrenia 

Como se mencionó anteriormente, los pacientes diagnosticados con TB y con EZ 

presentan alteraciones en distintas regiones del SNC. En el hipocampo, la amígdala, 

la corteza prefrontal, los bulbos olfatorios, entre otras regiones, se ha observado una 

disminución en el volumen por medio de imágenes obtenidas con resonancia 

magnética cerebral (Gur et al., 1999; Gur et al., 2000; Baiano et al., 2008; Agarwal et 

al., 2008; Fornito et al., 2009; Ellison-Wright and Bullmore, 2010; Nguyen et al., 

2010; Brambilla et al., 2013). Esta evidencia ha sugerido la presencia de anomalías 

en la densidad de las neuronas o en la complejidad de sus proyecciones (Zatorre et 

al., 2012). 

 

La hipótesis de la presencia de disfunciones en la arquitectura neuronal se ha 

validado en estudios en los que se ha obtenido tejido cerebral postmortem de 

pacientes diagnosticados con estos trastornos. En este sentido, se ha encontrado 

una disminución en la complejidad de las arborizaciones dendríticas, en el número 

de espinas dendríticas y en el número de contactos sinápticos (Glantz and Lewis, 

2000 y 2001; White et al., 2007; Kolomeets et al., 2007; Meyer and Feldon, 2010). 

Además, se ha observado una disminución en el diámetro de los tractos nerviosos, 

los cuales están constituidos por axones (Glantz and Lewis, 2000; Brambilla y 

Tansella, 2007; Ellison-Wright and Bullmore, 2010; Connor et al., 2011). El 

establecimiento de la arquitectura neuronal y el mantenimiento de la complejidad de 
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sus proyecciones dependen de la estructura y la dinámica del citoesqueleto (Daniels, 

1975; Ledesma and Dotti, 2003; Halpain and Dehmelt, 2006; Montenegro-Venegas 

et al., 2010; Gonzalez-Billault, 2012; Vignaud, 2012). Esto sugiere que las 

alteraciones en la citoarquitectura neuronal y en las estructuras del SNC son 

causadas, entre otros factores, por un desarreglo del citoesqueleto (Benítez-King, 

2006). 

 

3.2 El citoesqueleto y las enfermedades psiquiátricas 

El citoesqueleto es una estructura citosólica constituida por filamentos de tres tipos 

de biopolímeros proteicos: Los microfilamentos, los filamentos intermedios y los 

microtúbulos. El citoesqueleto determina el establecimiento y mantiene la morfología 

y la polarización celular, regula el transporte vesicular intracelular, constituye a los 

husos mitóticos que permiten el movimiento de los cromosomas durante la mitosis, 

posibilita la migración y la adherencia celular (Alberts et al., 2002) y además modula 

la funcionalidad de algunos tipos de proteínas integrales de membrana como los 

receptores heptahelicoidales acoplados a proteínas G o los canales iónicos 

(Johnson and Byerly, 1993; Pascarel et al., 1999; Malan et al., 2003), entre otras 

funciones. 

 

Los microtúbulos están constituidos por las subunidades  y  de la tubulina, una 

proteína que se ha conservado con la evolución y que tiene un peso molecular de 50 

kDa (Olmsted et al., 1970; Borisy et al., 1972; Alberts et al., 2002). La formación de 

los microtúbulos se lleva a cabo por medio de la polimerización de las subunidades 

de tubulina. Este proceso es dinámico, depende de la hidrolización de GTP (Borisy 

et al., 1972) e inicia con la conformación de protofilamentos que se ensamblan a 
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partir de un centro organizador o centrosoma (Borisy y Olmsted, 1972; Baas, P.W., 

Lin  et al., 2011; Dráber et al., 2012; Subramanian y Kapoor, 2012). Cada 

protofilamento está constituido por heterodímeros de tubulina  y tubulina  (Alberts 

et al., 2002). Los protofilamentos se ensamblan longitudinalmente para alargar los 

microtúbulos e interactúan lateralmente para conformar la pared cilíndrica de estas 

estructuras del citoesqueleto (Subramanian y Kapoor, 2012).  

 

En las células neuronales se expresa la isoforma III de la tubulina , la cual se ha 

caracterizado como un marcador de estirpe neuronal (Berghuis et al., 2007; Attems 

et al., 2012; Theocharatos et al., 2013), debido a que únicamente estas células la 

expresan (Lee et al., 1990). Los protofilamentos se ensamblan espontáneamente 

para formar oligómeros cortos, aunque estos polímeros son inestables y se 

desensamblan continuamente (Kerssemakers et al., 2006; Margolin et al., 2012; 

Gardner et al., 2013). La velocidad de polimerización de los protofilamentos y el 

tamaño de los microtúbulos dependen, entre otros factores, de la concentración de 

las subunidades disponibles de la tubulina globular (Zhang  et al., 2011; Margolin et 

al., 2012). Por lo anterior, la cuantificación de la fracción de tubulina despolimerizada 

se ha considerado como un indicador de la dinámica de los microtúbulos. La 

estabilidad de estas estructuras del citoesqueleto depende de las proteínas 

asociadas a los microtúbulos (MAPs, por sus siglas en inglés Microtubule-Associated 

Proteins) (Weingarten et al., 1975; Halpain y Dehmelt, 2006), aunque estas 

estructuras se polimerizan o despolimerizan continuamente manteniendo una 

estabilidad dinámica (Margolin et al., 2012; Gardner et al., 2013). 
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En estudios postmortem realizados en pacientes diagnosticados con EZ, se ha 

observado que está disminuida la cantidad de MAPs en el subiculum (Rosoklija et 

al., 2000), en la corteza entorrinal (Arnold et al, 1991), el hipocampo (Cotter et al., 

1997), la corteza prefrontal (Jones et al, 2002) y los bulbos olfatorios (Rioux et al, 

2004), lo que sugiere que los microtúbulos de las células neuronales en estos 

pacientes son inestables (Benítez-King et al., 2011). La disminución en las MAPs 

podría generar una pérdida de la polaridad y la complejidad neuronal y esto a su vez 

podría causar las alteraciones estructurales observadas en el SNC, así como 

alteraciones funcionales en la comunicación neuronal (Benitez-King, 2006). 

 

Por su parte, los filamentos intermedios proporcionan la estabilidad en las células 

que son sometidas continuamente a un estrés mecánico (Alberts et al., 2002). En las 

neuronas maduras, estos filamentos están constituidos principalmente por 

neurofilaminas (Lee y Cleveland, 1996; Gotow, 2000; Liu et al., 2012), aunque en el 

epitelio olfatorio se ha observado que aún las células de estirpe neuronal tienen 

filamentos intermedios constituidos por vimentina (Schwob et al., 1986; Gorham et 

al., 1991; Aoki et al., 1995). La detección de esta proteína, junto con la detección de 

la tubulina  III, permite identificar a las células neuronales provenientes del epitelio 

olfatorio. 

 

3.3 Alteraciones en la vía de integración de la información olfatoria en los 

pacientes con trastorno bipolar o con esquizofrenia 

Además de las alteraciones estructurales en el SNC, los pacientes diagnosticados 

con TB o con EZ presentan una disminución en la capacidad olfatoria que se 

agudiza con el curso de la enfermedad (Turetsky et al, 2003a; Turetsky et al., 
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2009a). En estos pacientes, el umbral de detección de los olores aumenta, su 

capacidad para identificarlos disminuye y se modifica su capacidad para realizar 

tareas de memoria asociadas con los olores. Este déficit se asoció con la 

disminución en el volumen de las estructuras del SNC implicadas en la integración 

de la información olfatoria por lo que se sugirió que la deficiencia olfatoria era 

causada por las anomalías anatómico-estructurales del SNC (Turetsky et al., 1995; 

Turetsky et al., 2000; Shenton et al., 2001). 

 

En los pacientes con EZ se ha detectado una disminución en el volumen de los 

bulbos olfatorios (Turetsky et al., 1995; Turetsky et al., 2000), correlacionada con 

alteraciones funcionales en la amplitud y la latencia de los potenciales evocados por 

estimulación olora, registrados mediante electroencefalografía (Turetsky et al., 

2003a). Además, estos dos parámetros se asociaron con un aumento en el umbral 

para percibir olores (Turetsky et al., 2003a). Se ha observado que los pacientes con 

EZ presentan también una diminución en el volumen de la corteza entorrinal, del 

hipocampo y de la amígdala, las cuales son regiones del SNC que participan en la 

integración de la información olfatoria y que están implicadas con la identificación de 

los olores, así como con otros parámetros de la capacidad olfatoria que están 

alterados en estos pacientes (Shenton et al., 2001). Estas evidencias en su conjunto 

permitieron sustentar la hipótesis de que el déficit olfatorio observado en los 

pacientes, depende de una alteración estructural y funcional del SNC. 

 

Otro conjunto de evidencias ha permitido asociar la disminución de la percepción 

olora con anomalías detectadas a nivel sensorial. En los pacientes con EZ se han 

caracterizado anomalías en la respuesta eléctrica de las neuronas olfatorias 
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estimuladas con sustancias odoras mediante el registro del olfatograma (Turetsky et 

al., 2009a). En estos experimentos, la aplicación de una sustancia odora a un 

paciente causa un incremento significativo en la amplitud del potencial de campo, lo 

que sugiere que el déficit en la percepción de los olores podría ser causado por un 

desacoplamiento en la transducción olfatoria ocurrida en las neuronas olfatorias de 

los pacientes (Turetsky et al., 2009a; Turetsky et al., 2009c). Además, en estudios 

postmortem en que se obtienen células del epitelio olfatorio de pacientes con EZ, se 

ha observado una disminución en la proporción de las células que maduran en 

neuronas olfatorias y también una alteración en la migración celular, proceso 

indispensable para que las neuronas olfatorias maduras se integren adecuadamente 

en el epitelio (Arnold et al., 2001). Por su parte, en los pacientes con TB se han 

obtenido neuronas olfatorias por biopsia de sujetos anestesiados y se han disociado 

para probar su capacidad de transducir señales oloras al estimularlas con mezclas 

de olores. Cuando las neuronas olfatorias de estos pacientes son estimuladas no se 

observa el incremento en la concentración intracelular de Ca2+ que ocurre en las 

neuronas olfatorias obtenidas de sujetos sanos (Hahn et al., 2005). Estas evidencias 

sugieren, que en las neuronas olfatorias de los pacientes diagnosticados con TB o 

con EZ, ocurre un desacoplamiento en la transducción olfatoria que podría explicar, 

al menos en parte, el déficit en la percepción de los olores. 

  

3.4 Mecanismo neurobiológico implicado en la transducción olfatoria  

En los mamíferos, la percepción de las sustancias odoras inicia en las neuronas 

olfatorias localizadas en el epitelio olfatorio (Figura 1). Este epitelio cubre las 

paredes y el septum de la cavidad nasal, en las zonas turbinadas media y superior. 

Es de tipo pseudoestratificado columnar y está constituido principalmente por las 
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células sustentaculares de estirpe glial, por las neuronas olfatorias y por las células 

precursoras basales (Morrison y Costanzo, 1990; Leopold et al., 2000), las cuales 

son multipotenciales y permiten el recambio de las células gliales o neuronales del 

epitelio olfatorio aún en la etapa adulta (Krolewski et al., 2013; Rawson y Ozdener, 

2013; Suzuki et al., 2013).  

 

 

Figura 1. Esquema del mecanismo neurobiológico implicado en la olfación. Las 
sustancias odoríferas presentes en el medio ambiente difunden en la mucosa nasal. Al llegar 
al epitelio olfatorio, se unen a los receptores de membrana específicos localizados en los 
cilios de las neuronas olfatorias. La información química se transduce en actividad eléctrica 
que a su vez se propaga por los axones de las neuronas olfatorias que cruzan por la placa 
cribiforme hacia las neuronas mitrales y en penacho de los glomérulos del bulbo olfatorio. 
Los axones de estas neuronas establecen contactos sinápticos con neuronas piramidales de 
la corteza olfatoria primaria. 
 
 
 

Las neuronas olfatorias tienen una morfología bipolar, poseen una dendrita que 

termina en una protuberancia, a partir de la cual se proyectan de 10 a 25 cilios que 

están en contacto con el fluido nasal  y poseen un axón que se proyecta hacia el 

bulbo olfatorio (Leopold et al., 2000). Las membranas citoplasmáticas de los cilios 
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tienen receptores heptahelicoidales acoplados a proteínas G (Mombaerts, 1999)  a 

los cuales se unen las moléculas odoras (a la fecha se han secuenciado 350 genes 

que codifican a las proteínas receptoras de olores en el ser humano). Cada neurona 

olfatoria expresa un solo tipo de receptor odorífero y cada sustancia odora activa 

una variedad limitada de receptores (Schild y Restrepo, 1998). Las neuronas 

olfatorias que expresan el mismo tipo de receptor se distribuyen aleatoriamente en 

una de las cuatro zonas en las que se divide la superficie del epitelio olfatorio 

(Vassar et al., 1993). 

 

Para que las sustancias odoras sean percibidas, la información química captada por 

los receptores a nivel de la membrana plasmática, es transformada en actividad 

eléctrica mediante la generación de un cambio en el potencial de la membrana 

conocido como potencial de receptor, el cual se propaga desde los cilios de las 

neuronas olfatorias hasta su axón (Schild y Restrepo, 1998). La fase de inicio o 

despolarizante del potencial de receptor se genera cuando las sustancias odoras se 

unen con su receptor de membrana específico, activando la subunidad alfa tipo Golf
 

de la proteína G (Belluscio et al., 1998). Esta subunidad alfa se une y activa a su vez 

a la enzima adenilato ciclasa tipo III (ACIII) que incrementa la concentración 

intracelular de adenosín monofosfato cíclico (AMPc). Este compuesto se une a los 

canales dependientes de nucleótidos cíclicos (llamados CNG por sus siglas en 

inglés, Cyclic Nucleotide-Gated) que permiten la entrada de Na+ y Ca2+ a los cilios 

(Bönigk et al., 1999; Pifferi et al., 2006). Con el aumento intraciliar de Ca2+, se activa 

la salida de iones de Cl- a través de los canales tipo ANO2 (nombrados así por 

Anoctamina 2), con lo que se amplifica la despolarización de la membrana por la 
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disminución de las cargas negativas en el interior de los cilios (Stephana et al., 

2009).  

 

En los cilios, la fase de terminación del potencial de receptor o fase de repolarización 

depende del amortiguamiento del Ca2+ entrante. La concentración de este catión 

disminuye debido a que el AMPc sintetizado en respuesta a la estimulación olora es 

hidrolizado por las enzimas fosfodiesterasas (PDE) PDE1C2 y PDE4A, reduciendo 

entonces el nivel de activación de los canales CNG (Cygnar y Zhao, 2009). Además, 

el Ca2+ entrante activa a la calmodulina (CaM) quien se une a los canales CNG 

disminuyendo sinérgicamente su permeabilidad (Bradley et al., 2009). El complejo 

Ca2+-CaM se une también a las fosfodiesterasas para aumentar alostéricamente su 

actividad hidrolítica del AMPc (Cygnar y Zhao, 2009). Simultáneamente con lo 

anterior, el Ca2+ es transportado hacia el espacio extracelular a través del 

antiportador NCX1 (intercambiando Na+ por Ca2+) y una ATPasa membranal 

(Restrepo, 2005; Pyrski et al., 2007; Antolin  et al., 2010; Castillo et al., 2010). 

 

La propagación de la despolarización del potencial de receptor se lleva a cabo desde 

los cilios hacia la protuberancia, mediante la activación de los canales de Ca2+ tipo T 

y desde esta estructura se propaga hacia la dendrita y el soma hasta llegar al cono 

axonal de las neuronas olfatorias (Gautam et al., 2007). En la dendrita y el soma, la 

propagación y la amplificación de la despolarización del potencial de receptor 

ocurren por la entrada de Ca2+ a través de canales activados por voltaje, 

principalmente de los tipos L y N (Gomez et al., 2000; Shiraiwa et al., 2007). La fase 

de repolarización del potencial de receptor en estas estructuras, depende 

principalmente de la salida de K+ a través de dos tipos de canales, unos activados 
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por voltaje de tipo rectificador tardío (Rawson et al., 1997) y otros activados por el 

Ca2+ entrante (Delgado et al., 2003). 

 

Cuando el potencial de receptor alcanza el cono axonal de las neuronas olfatorias, 

se generan los potenciales de acción por la activación de los canales de Na+ 

activados por voltaje (Schild y Restrepo, 1998). Los potenciales de acción se 

propagan a través del tracto olfatorio hacia los glomérulos de los bulbos olfatorios 

(Schild y Restrepo, 1998). La transducción de la señal química en eléctrica ocurrida 

en las neuronas olfatorias, es muy compleja y la integridad de los elementos 

moleculares para generar, propagar y modular los potenciales de receptor y de 

acción, repercuten directamente en la capacidad de los sujetos para percibir las 

sustancias odoras. 

 

Las neuronas olfatorias que expresan el mismo tipo de receptor odorífero convergen 

en uno o dos glomérulos del bulbo olfatorio ipsilateral, conformando microcircuitos 

con las neuronas mitrales, las neuronas en penacho y con interneuronas 

periglomerulares (Figura 1) (Mori et al., 1999; Murphy et al., 2005). La aplicación de 

una sustancia odora, activa el conjunto de neuronas olfatorias que expresan el 

mismo tipo de receptor a olor y estas a su vez activan únicamente los glomérulos a 

los que proyectan sus axones. Este patrón espacial de activación conocido como 

mapa olfatorio, permite separar la información olfatoria de acuerdo con las 

características químicas de las moléculas reconocidas por cada tipo de receptor 

(Mori et al., 1999; Mombaerts et al., 1996). Las neuronas olfatorias son 

reemplazadas continuamente aún en la etapa adulta y para mantener la 

configuración del mapa olfatorio, el axón de la neurona reemplazante se extiende 
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hasta insertarse en el glomérulo que le corresponde en el mapa, según el tipo de 

receptor a olor que expresa (Mombaerts et al., 1996). La conformación y el arreglo 

continuo del mapa olfatorio repercuten en la capacidad de los individuos para 

percibir e identificar los olores. El mapa olfatorio se puede restablecer incluso 

después de una lesión severa del epitelio olfatorio, debido a que las células 

precursoras basales proliferan, se diferencian y maduran en células de estirpe glial y 

neuronal (Blanco-Hernández et al., 2012). 

 

Los axones de las neuronas mitrales y en penacho se proyectan desde el bulbo 

olfatorio hasta las estructuras de la corteza olfatoria primaria, integrada por la 

corteza piriforme, parte de la amígdala y parte del giro parahipocampal anterior 

(Figura 1). De esta corteza, la información olfatoria se transmite hacia la corteza 

olfatoria secundaria, integrada por parte de la amígdala, la corteza entorrinal, el 

hipocampo y el tálamo. Como se mencionó, estas estructuras que presentan una 

disminución en su volumen en los pacientes con TB o con EZ, están involucradas en 

la identificación de los olores y en otros parámetros asociados con la capacidad 

olfatoria (Nguyen et al., 2010; Rupp, 2010). 

 

3.5 Las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje 

Los canales de Ca2+ activados por voltaje son proteínas integrales de la membrana 

que pertenecen a una superfamilia de genes que codifican a los canales iónicos 

activados por voltaje que incluye a los canales permeables a K+ y Na+ (Ertel et al., 

2000). Estos canales tienen un poro selectivo y su activación está regulada por los 

cambios en el potencial que se genera a través de la membrana (Fatt y Katz, 1953; 

Hagiwara et al., 1975; Llinas y Yarom, 1981). Los canales de Ca2+ activados por 
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voltaje están clasificados en dos tipos considerando como criterios de identificación 

sus propiedades biofísicas: Los canales con alto umbral de activación (HVA por sus 

siglas en inglés, “High-Voltage-Activated”) y los canales con bajo umbral de 

activación (LVA por sus siglas en inglés, “Low-Voltage-Activated”). En el tipo HVA 

están incluidos los canales de los subtipos L, N, P/Q y R, que se han identificado por 

sus características biofísicas y principalmente por sus perfiles farmacológicos. Los 

canales del subtipo T son los únicos dentro de los LVA (Hofmann et al., 1994; 

Randall y Tsien,  1995; Nicholls et al., 2001). 

 

La nomenclatura de las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje derivó 

principalmente de sus propiedades biofísicas y del tipo de células donde fueron 

caracterizadas. La corriente de los canales T es transitoria porque se inactiva 

rápidamente (T de “Transient”), a diferencia de la corriente de los canales L que 

regularmente es sostenida porque su nivel de inactivación es menor que en los otros 

subtipos (L de “Long-lasting”). La corriente N tiene una cinética intermedia entre la 

corriente T y la corriente L y se caracterizó en neuronas (N de “Neither T or L” o de 

“Neuron”). La corriente P/Q se caracterizó en células de Purkinje y las corrientes R 

son resistentes a los fármacos que bloquean el resto de las corrientes (R de 

“Resistent”). El estudio de los subtipos se ha facilitado con el uso de fármacos y 

toxinas que se unen selectivamente a los canales para bloquearlos. Las corrientes T 

se bloquean con kurtoxina y se inactivan con prepulsos despolarizantes; las 

corrientes L se bloquean principalmente con dihidropiridinas, las corrientes N con -

conotoxina-GVIA y las corrientes P/Q con -agotoxina-IVA (Randall y Tsien, 1995; 

Wakamori et al., 1998). 
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La caracterización bioquímica de los canales ha permitido determinar que los HVA 

son complejos heterooligoméricos formados por varias subunidades proteicas, una 

subunidad 1, una subunidad , una subunidad 2 y en algunos casos una 

subunidad , manteniendo una estequiometria 1:1:1:1 (Dolphin, 2009). La subunidad 

1 es la responsable de las propiedades biofísicas de los canales y en los mamíferos 

se han secuenciado 10 genes que la codifican. Se han clonado cuatro isoformas de 

los canales tipo L, nombradas según Ertel et al. (2000) como Cav1.1 a 1.4, una 

isoforma de los P/Q llamada Cav2.1, una de los N (Cav2.2) y una de los R (Cav2.3). 

Además, se han clonado tres isoformas de los canales T, los Cav3.1 a 3.3. El resto 

de las subunidades son accesorias y modulan las propiedades de los canales 

(Dolphin, 2009). Los canales LVA aparentemente solo están formados por las 

subunidades 1. 

 

El análisis de hidrofobicidad de las secuencias de las subunidades 1  han permitido 

establecer que estas poseen cuatro dominios transmembranales homólogos 

(Dolphin, 2009). Cada uno está conformado por seis segmentos transmembranales 

de 20 residuos de aminoácidos nombrados S1 a S6, unidos por asas intra y 

extracelulares (Lacinová, 2005). Los segmentos S5 y S6 de los cuatro dominios 

forman el poro del canal y los segmentos S4 tienen de cuatro a seis residuos 

básicos de arginina y/o lisina que en un pH fisiológico se mantienen cargados 

positivamente por lo que este segmento puede actuar como un sensor de voltaje de 

la membrana (Beyl et al., 2012). La región del poro contiene un filtro de selectividad 

de los iones de Ca2+ (Kim et al., 1993; Kuo y Hess, 1993; Yang et al., 1993) aunque 

para estudiar las corrientes activadas por de este catión, el Ca2+ se ha sustituido por 

iones divalentes como el Ba2+ (McNaughton y Randall, 1997; Wakamori et al., 1998). 
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La subunidad 1 tiene además dominios de unión que le permite su interacción con 

las subunidades accesorias y otras proteínas moduladoras (Van Petegem et al., 

2004; Dolphin, 2009). 

 

Los canales del subtipo T, L y N son los que tienen una mayor participación en la 

amplificación de la señal de Ca2+ en las neuronas olfatorias (Shiraiwa et al., 2007). 

Los canales T están localizados principalmente en los cilios y posibilitan una 

despolarización transitoria para que el potencial de receptor se propague a la 

protuberancia de la dendrita (Gautam et al., 2007). Los canales L y N se localizan 

principalmente en la dendrita y el soma de las neuronas y posibilitan que el Ca2+ 

entre a estos compartimentos para amplificar el nivel de despolarización de la 

membrana durante la transducción olfatoria (Gautam et al., 2006). Además, el Ca2+ 

que entra a través de estos canales regula la apertura de canales permeables a K+ 

que están implicados en el establecimiento de la tasa de disparo de las neuronas 

olfatorias y por lo tanto en la codificación de la señal odora que se propaga hacia los 

glomérulos de los bulbos olfatorios (Delgado et al., 2003; Kurt et al., 2012). La 

importancia de los canales de Ca2+ activados por voltaje en la tranducción olfatoria 

se determinó al reducir su función por la manipulación del gen que codifica la 

subunidad  que los conforma. En los ratones homocigóticos nulos, se observó un 

incremento en el umbral de percepción de las sustancias odoras y una disminución 

de la amplitud de la respuesta evocada por la estimulación olora en las neuronas 

olfatorias disociadas (Shiraiwa et al., 2007). 

 

Además de las evidencias anteriores, en los pacientes con TB o con EZ se ha 

detectado una mutación en la subunidad alfa que constituye a los canales de Ca2+ 
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activados por voltaje tipo L (Bigos et al., 2010; Green et al., 2010; Liu et al., 2011), lo 

que sugiere que las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje y en particular la 

corriente tipo L de las neuronas olfatorias de sujetos con estas enfermedades 

neuropsiquiátricas, podría presentar alteraciones en su funcionalidad. 

 

3.6 Las neuronas olfatorias y sus precursoras como un modelo para el estudio 

del trastorno bipolar y de la esquizofrenia 

Como ya se mencionó, en el TB y la EZ se observa un déficit en la capacidad para 

percibir olores así como alteraciones en las células del epitelio olfatorio. Lo anterior 

ha sugerido que el estudio de este tejido pudiera evidenciar algunas de las causas 

que permitan explicar la deficiencia en la olfación en estos pacientes, aunque 

también, dado que en el epitelio olfatorio hay células de estirpe neuronal que tienen 

conexión directa con las neuronas del bulbo olfatorio, este tejido también podría 

constituir un modelo que refleje los cambios moleculares presentes en las 

estructuras del SNC de los pacientes diagnosticados con estos trastornos 

neuropsiquiátricos. 

  

El epitelio olfatorio humano se ha estudiado en cultivo a partir de células disociadas 

obtenidas postmortem o de sujetos vivos por biopsia bajo el efecto de anestésicos 

(Roisen et al., 2001; Jafek et al., 2002; Borgmann-Winter et al., 2009; Tajinda et al., 

2010). Recientemente, se obtuvieron precursores neuronales a partir de un cultivo 

heterogéneo generado por el raspado de la cavidad nasal para exfoliar las células 

del epitelio olfatorio (Figura 2) (Benítez-King et al., 2011). Esta técnica 

implementada, a diferencia de la biopsia, no es invasiva ni requiere de la aplicación 

de anestésicos para la obtención de las células. Además, las condiciones en las que 
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las células del epitelio olfatorio son cultivadas después de ser obtenidas por 

exfoliación, propician que las precursoras neuronales se seleccionen y amplifiquen 

hasta alcanzar un número considerable, para abordar el estudio de la fisiopatología 

de los trastornos psiquiátricos incluso desde el ámbito de la proteómica y la biología 

molecular (Benítez-King et al., 2011).  

 

 

Figura 2. Células en cultivo obtenidas del epitelio olfatorio de humano. El Panel A 
(amplificación 200X) y el panel B (amplificación 400X) muestran células mitóticas señaladas 
con una flecha y células semejantes a neuronas sensoriales olfatorias señaladas con una 
punta de flecha. 
 

En el cultivo de las células del epitelio olfatorio obtenidas por exfoliación de la 

cavidad nasal, se encuentra una población que expresa la proteína nestina, la cual 

forma los filamentos intermedios en las células progenitoras multipotenciales que a 

través de su amplificación transitoria posibilitan la presencia de células 

comprometidas para diferenciar y madurar en células de estirpe neuronal o de 

estirpe glial (Roisen et al., 2001; Jafek et al., 2002; Borgmann-Winter et al., 2009; 

Benítez-King et al., 2011). 
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En otros grupos de trabajo se ha podido establecer la presencia de neuronas 

olfatorias maduras en el cultivo de las células del epitelio olfatorio. Estas células 

neuronales se han identificado mediante la detección específica de la proteína OMP 

(Danciger et al., 1989), la cual se ha caracterizado como un marcador desde que fue 

descubierta por Margolis et al. (1982). Esta proteína tiene un peso molecular de 19 

kDa y se distribuye en la dendrita, el soma y el axón de las neuronas olfatorias 

(Rogers et al., 1987; Krishna et al., 1995). Debido a que los axones de estas 

neuronas sensoriales hacen contacto sináptico con neuronas del bulbo olfatorio, la 

OMP se puede detectar también en los homogenados de este tejido (Kream y 

Margolis, 1984). 

 

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los pacientes diagnosticados con TB o con EZ presentan alteraciones estructurales 

en las neuronas del SNC. Además, estos pacientes tienen una disminución en la 

expresión de las proteínas asociadas a los microtúbulos (MAPs). Dado que las 

MAPs estabilizan a los microtúbulos y esta estructura del citoesqueleto participa a su 

vez en el mantenimiento de la arquitectura neuronal, en este proyecto estudiamos la 

organización de los microtúbulos en las células precursoras neuronales obtenidas 

mediante la exfoliación de la cavidad nasal de los pacientes con TB o con EZ.  

 

Además, los pacientes diagnosticados con TB o con EZ presentan una alteración en 

la transducción olfatoria que está basada en la señal de Ca2+. Dado que los canales 

de Ca2+ activados por voltaje permiten la amplificación de la señal generada por 

estimulación olora en la dendrita y el soma de las neuronas olfatorias y dado que en 

estos pacientes se han detectado alteraciones genéticas en los canales de Ca2+ 
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activados por voltaje tipo L, en este proyecto estudiamos esta corriente de Ca2+ en 

neuronas olfatorias diferenciadas en el cultivo primario de los precursores 

neuronales, obtenidos del epitelio olfatorio de los pacientes con TB o con EZ. 

 

Dado que las células obtenidas del epitelio olfatorio son de estirpe neuronal y se 

diferencian y maduran en neuronas olfatorias, estas células podrían ser un modelo 

experimental para probar las hipótesis de la presencia de alteraciones en el 

citoesqueleto y la funcionalidad de las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje, en 

particular la tipo L, en los pacientes diagnosticados con TB tipo I o con EZ tipo 

paranoide. La estrategia experimental que planteamos, nos permite abordar el 

estudio de la neurobiología del TB y la EZ mediante la evaluación del estado 

funcional de las células de estirpe neuronal en dos etapas de su desarrollo: como 

células precursoras de amplificación transitoria y como neuronas olfatorias maduras. 

El estudio nos permite también detectar marcadores biológicos que puedan ser 

utilizados en el diagnóstico clínico de estas enfermedades. 

 

 

5. HIPOTESIS 

Si los pacientes diagnosticados con trastorno bipolar o con esquizofrenia presentan 

una alteración en la arquitectura neuronal y una disminución en su capacidad 

olfatoria, entonces en las células neuroepileliales obtenidas de ellos, será deficiente 

la organización de los microtúbulos y habrá alteraciones en las corrientes de Ca2+ 

activadas por voltaje. 
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6. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la funcionalidad de las células precursoras neuronales del epitelio olfatorio y 

de las neuronas olfatorias maduras en cultivo, obtenidas por exfoliación de la 

cavidad nasal de pacientes diagnosticados con trastorno bipolar tipo I o con 

esquizofrenia tipo paranoide. 

 

7. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Caracterización de la estirpe de las células de los cultivos heterogéneos, 

obtenidas por raspado de la cavidad nasal de pacientes diagnosticados con TB o 

con EZ, mediante la detección de dos marcadores de linaje celular, la tubulina  III y 

la vimentina. 

 

2. Caracterización de la organización de los microtúbulos en las células 

precursoras neuronales de los cultivos heterogéneos obtenidos por el raspado de la 

cavidad nasal de pacientes diagnosticados con trastorno bipolar o con esquizofrenia.  

 

3. Identificar a las neuronas olfatorias maduras en los cultivos heterogéneos 

de las células del epitelio nasal obtenidas de pacientes diagnosticados con trastorno 

bipolar o esquizofrenia, mediante la detección de la proteína OMP. 

 

4. Caracterizar las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje mediante registros 

de patch-clamp, en neuronas olfatorias diferenciadas espontáneamente en los 

cultivos obtenidos de los pacientes diagnosticados con trastorno bipolar o con 

esquizofrenia.  
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8. METODOLOGÍA 

8.1 Obtención y cultivo de los precursores neuronales del epitelio olfatorio 

Los cultivos del epitelio olfatorio se obtuvieron del banco de células criopreservadas, 

del Departamento de Neurofarmacología del Instituto Nacional de Psiquiatría 

“Ramón de la Fuente Muñiz”. Los bancos se generaron con las células disociadas 

del tejido nasal, obtenidas por exfoliación de la cavidad nasal como se ha descrito 

detalladamente por Benítez-King et al. (2011). 

 

La exfoliación de las células se realizó raspando con un cepillo la zona turbinada 

media anterior y el septum de 9 sujetos sanos (SS) y de 9 pacientes con diagnóstico 

de trastorno bipolar (TB) tipo I o de esquizofrenia (EZ) tipo paranoide. Para cultivar 

las células exfoliadas, el cepillo se sumergió en medio DMEM (por sus siglas en 

inglés, Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado con 10% de suero fetal 

bovino (SFB), 2 mM de L-glutamina y 1% de una solución de estreptomicina con 

penicilina. Las células se desprendieron del cepillo por agitación mecánica y se 

disociaron haciéndolas pasar varias veces a través de la punta de una micropipeta. 

Posteriormente, las células se sembraron y se cultivaron en monocapa con medio 

DMEM suplementado de la manera mencionada, en una incubadora con inyección 

de aire para regular la temperatura en 37°C y el CO2 en 5%. 

 

Para criopreservar las células obtenidas del epitelio nasal, cuando éstas alcanzaron 

la confluencia se levantaron del sustrato incubándolas durante 3 a 5 min a 37°C con 

una solución de tripsina (0.03%) y EDTA (0.25%) disueltos en PBS (en mM): 137 

NaCl, 2.7 KCl,  10 Na2HPO4 y 2 KH2PO4 ajustada a un pH de 7.3. Las células 

suspendidas se sedimentaron por centrifugación a 1000 rpm durante 5 min. El medio 
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de cultivo se retiró para ser sustituido por un medio de criopreservación que 

contenía: medio DMEM, 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina, 1% de una solución de 

estreptomicina con penicilina y 8% de DMSO. Las células resuspendidas fueron 

colocadas en viales de criopreservación en una densidad de 1x106 células/mL. Los 

viales se mantuvieron durante dos horas a 4°C y luego se congelaron gradualmente 

primero a -20°C durante dos horas, luego a -70°C durante dos días para finalmente 

almacenarlos en tanques de nitrógeno en fase líquida. 

 

8.2 Obtención de la fracción subcelular enriquecida con microtúbulos 

Las células precursoras neuronales almacenadas en el banco se descongelaron en 

pasaje 4 y se cultivaron con medio DMEM suplementado como se describió 

previamente a 37°C y 5% de CO2. Cuando las células alcanzaron la confluencia se 

desprendieron del sustrato y se resembraron en botellas de 25 cm2 con una 

densidad de 20000 células/cm2. Las células se cultivaron hasta alcanzar el 80% de 

confluencia. 

 

Los cultivos de pasaje 5 con una confluencia del 80% se lavaron dos veces con una 

solución estabilizadora del citoesqueleto (SECSK) para evitar la despolimerización 

de los microtúbulos. La SECSK contenía (en mM): 20 PIPES, 4 EGTA, 200 KCl, 2 

MgCl2, 40% glicerol, ajustado el pH a 6.9 con NaOH; inhibidores de proteasas: 

ortovanadato de sodio 0.5 mM, pirofosfato de sodio 5 mM, 20 g/ml de aprotinina, 

pepstatina y de leupeptina y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMFS) 0.5 mM. Esta 

solución se retiró por succión y se agregaron 350 L de la solución SECSK con 0.1% 

de tritón durante 1 minuto a temperatura ambiente y posteriormente las botellas se 

rasparon con un gendarme para desprender las células adheridas al sustrato. La 
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fracción citoesqueleto-membranal (CSK-M) se separó de la fracción citosólica 

siguiendo el protocolo descrito por Guillespie et al. (1989). Las células se lisaron con 

dos pulsos de sonicación (40 Hz, 30 s) y luego se centrifugaron 2 veces a 13400 g 

por 5 minutos a temperatura ambiente. Las pastillas que contenían la fracción CSK-

M, obtenidas en los dos pasos de centrifugación se resuspendieron en SECK con 

tritón, agregando el mismo volumen que había sido recuperado en el sobrenadante 

después de la primera centrifugación. Inmediatamente después, las muestras se 

almacenaron a -70°C hasta que fueron procesadas por Western blot. También se 

obtuvo la fracción CSK-M del epitelio olfatorio, los bulbos olfatorios, el hipocampo y 

el hígado de ratas Wistar. Estos órganos se lavaron y homogenaron con la solución 

SECSK como se describió anteriormente. Las muestras obtenidas se almacenaron a 

-70°C. 

 

8.3 Obtención de la fracción subcelular enriquecida con la proteína OMP 

Cuando el cultivo en pasaje 5 alcanzó el 80% de confluencia, las células se lavaron 

dos veces con PBS y luego se incubaron durante 1 minuto utilizando una solución 

RIPA que contenía (en mM): 50 Tris pH 7.5, 0.5 EDTA, 1 EGTA, 5 DTT, 1 PMSF; 

0.25% deoxicolato, 1% Nonidet P40, 1% Triton X-100; inhibidores de proteasas 20 

g/ml: aprotinina, leupeptina, pepstatina. Posteriormente la botella se raspó con un 

gendarme para obtener las fracciones de proteínas citoplasmáticas y membranales 

por centrifugación diferencial. Las células se lisaron con 2 pulsos de sonicación (40 

Hz, 30 s) y se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El 

sobrenadante se recuperó y se centrifugó a 105,000 g durante 1 hora 10 minutos a 4 

°C para sedimentar las proteínas de la membrana. Las muestras de ambas 

fracciones se almacenaron a -70°C hasta que fueron procesadas por Western blot. 
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También se obtuvieron las fracciones de proteínas citoplasmáticas y membranales 

de tejidos de ratas Wistar: del epitelio olfatorio, el bulbo olfatorio, el corazón y el 

hígado. Para obtener las fracciones se siguió el método descrito anteriormente y las 

muestras se almacenaron a -70°C. 

 

8.4 Determinación de la concentración total de proteínas 

La concentración total de las proteínas contenidas en los homogenados de los 

cultivos de los precursores neuronales del epitelio olfatorio o en los tejidos obtenidos 

de ratas Wistar, se cuantificó siguiendo el método descrito por Lowry (1951). La 

curva de calibración se obtuvo con albumina de suero bovino variando su  

concentración de 5 a 100 g/mL. A los valores de absorbancia de los estándares de 

calibración obtenidos a una longitud de onda de 700 nm por espectrofotometría, se 

les aplicó una regresión lineal con el método de los cuadrados mínimos para 

ajustarlos a una función lineal. Para medir la concentración de las proteínas 

contenidas en las muestras se tomaron 10 L para cuantificar su absorbancia por 

duplicado. La concentración total de proteínas se calculó mediante la ecuación de la 

recta. 

 

8.5 Separación de las proteínas de las fracciones subcelulares 

Las proteínas contenidas en las fracciones subcelulares, se separaron mediante la 

técnica de electroforesis unidimensional con el sistema SDS-Page de Laemmli 

(1970). Para separar la tubulina  III se utilizó geles de acrilamida al 10% y para 

separar la proteína OMP geles al 14%. Las proteínas se desnaturalizaron con calor y 

se utilizó -mercaptoetanol para desestabilizar los puentes disulfuro. 
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8.6 Detección de las proteínas con azul de Coomassie 

En algunos experimentos, las proteínas separadas en bandas por electroforesis se 

tiñeron con azul de Coomassie. Los geles se sumergieron en la solución del 

colorante durante 15 minutos y luego se lavaron con una solución que contenía 

metanol 50%, ácido acético 20% y 30% de agua desionizada. La solución de lavado 

se cambió cada 10 min. Los geles se deshidrataron manteniéndolos durante 2 h a 

una temperatura de 80°C y posteriormente se escanearon con un densitómetro. Las 

imágenes adquiridas se procesaron con el software ImagePro Plus (versión 6.3) y se 

cuantificó el área de las bandas de interés. La comparación estadística para 

determinar cambios en el área de las bandas se realizó con una prueba de ANOVA 

de una vía. 

 

8.7 Detección de las proteínas por Western blot 

Una vez separadas las proteínas por su peso molecular, se transfirieron del gel de 

acrilamida a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF por su nombre en 

inglés) mediante el sistema de transferencia húmeda. La detección de la tubulina  

III transferida a las membranas se realizó con un anticuerpo primario monoclonal 

hecho en ratón (clon 2G10 Up State, Millipore) durante 2 horas. Posteriormente se 

añadió un anticuerpo secundario hecho en conejo acoplado a peroxidasa que 

reconoce inmunoglobulinas de ratón (Jackson) y se incubó por 2 horas a 

temperatura ambiente. Para detectar la proteína OMP, las membranas fueron 

incubadas con un anticuerpo primario policlonal hecho en cabra (W-17, Santa Cruz) 

durante 24 horas a 4°C. Posteriormente las membranas se incubaron con un 

anticuerpo secundario hecho en conejo acoplado a peroxidasa que reconoce IgG´s 

de cabra (Jackson) durante 2 horas a temperatura ambiente. La dilución óptima de 
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los anticuerpos primarios y secundarios se determinó aplicando concentraciones 

crecientes de las proteínas de la fracción citoesqueleto-membranal de las células del 

epitelio olfatorio humano para detectar la tubulina  III y de la fracción citoplasmática 

del epitelio olfatorio obtenido de ratas Wistar para detectar la proteína OMP. 

 

La inmunodetección de las proteínas tubulina  III y OMP se realizó con la técnica de 

quimioluminiscencia (ECL por su nombre en inglés, “enhanced chemiluminiscence”) 

(Op De Beeck et al., 1997). Una vez incubadas las membranas con los anticuerpos, 

se incubaron con luminol (Santa Cruz) durante 1 minuto. Posteriormente, las 

membranas se expusieron a placas sensibles a rayos X (Kodak) y las membranas se 

detectaron por la reacción quimioluminiscente de la peroxidasa con el luminol. Las 

placas se escanearon con un densitómetro (G800, Bio-Rad) y se adquirieron 

imágenes con el software Quantity-One (Bio-Rad). En las imágenes se cuantificó la 

densidad óptica de cada banda de interés. Para encontrar el intervalo de variación 

lineal de la densidad óptica en las placas, se hizo una curva de calibración aplicando 

cantidades crecientes de la cantidad de proteína total cargada por carril y se calculó 

el coeficiente de correlación lineal. Cada muestra se procesó por cuadruplicado y se 

calculó la media ± el error estándar de la densidad óptica. El peso molecular de las 

proteínas de interés se obtuvo midiendo la movilidad relativa (Rf) de los estándares 

de peso molecular conocido. 

 

8.8 Inmunofluorescencia  

Las células precursoras neuronales en pasaje 4 se cultivaron bajo las condiciones ya 

mencionadas en los apartados anteriores. Cuando alcanzaron la confluencia, se 

levantaron del sustrato con tripsina y EDTA disueltos en PBS y se contaron en un 
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hemocitómetro. Las células se resembraron sobre cubreobjetos de vidrio de 3.6 cm2 

con una densidad de 10000 células/cm2 y se cultivaron por cuatro días con medio 

DMEM suplementado con suero, L-glutamina y antibióticos.  

 

En todos los experimentos, las células se fijaron después de cuatro días de cultivo. 

Las condiciones para fijar y permeabilizar las células dependieron de la proteína que 

sería teñida. Para detectar la tubulina  III o la proteína vimentina y utilizarlos como 

marcadores de linaje neuroepitelial, las células se fijaron con paraformaldehido al 

4% disuelto en una solución estabilizadora del citoesqueleto, que contenía (en mM): 

137 NaCl, 5 KCl, 1.1 Na2HPO4, 0.4 KH2HPO4, 2 MgCl2, 4 EGTA, 50 glucosa, 20 

PIPES (el pH se ajustó a 6.9) y las células se permeabilizaron incubándolas con una 

solución de PBS y tritón al 0.1% durante 10 minutos. En los experimentos para 

detectar las neuronas olfatorias maduras utilizando como marcador a la proteína 

OMP o en los experimentos para teñir los canales permeables a Ca2+ tipos L o N, las 

células del cultivo se fijaron con paraformaldehido al 4% disuelto en PBS y las 

células se permeabilizaron incubándolas durante 10 minutos con una solución de 

PBS y Tween-20 al 0.1%. La unión inespecífica de cualquiera de los cuatro 

anticuerpos utilizados se bloqueó incubando las células durante 30 minutos con una 

solución de PBS con albúmina de suero bovino al 3%.  

 

Posteriormente las células se incubaron con los anticuerpos primarios durante toda 

la noche a 4°C. El anticuerpo anti-tubulina  III (clon 2G10 Up State, Millipore) se 

incubó a una concentración de 0.5 g/ml; el anticuerpo policlonal anti-vimentina 

(Zymed) a una dilución de 1:75; el anticuerpo anti-OMP (W-17, Santa Cruz) a una 

dilución de 1:100; el anticuerpo monoclonal contra la subunidad alfa 1 de los canales 
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tipo L (Abcam) a una concentración de 20 g/ml y el anticuerpo policlonal anti-

canales tipo N (Abcam) a una concentración 1:600. 

 

Los anticuerpos secundarios se incubaron durante dos horas a temperatura 

ambiente: contra ratón hecho en cabra acoplado a fluoresceína (Molecular Probes), 

diluido 1:250; contra cabra hecho en burro acoplado a rodamina (Molecular Probes) 

con una dilución de 1:150; contra ratón hecho en cabra acoplado a rodamina 

(Jackson), diluido 1:300; contra conejo hecho en cabra acoplado a rodamina 

(Jackson) diluido 1:200. Los núcleos se tiñeron con 0.02 g/ml de 4,6-diamidino-2-

fenilindol diclorhidrato (DAPI) durante 3 minutos. Los cubreobjetos se montaron con 

medio de montaje Vectashield y las preparaciones se mantuvieron en la oscuridad 

para evitar el apagamiento de la fluorescencia de los fluorocromos. 

 

Para determinar la coexpresión de OMP y de los canales tipo L, o la coexpresión de 

los canales tipos L y N se realizaron experimentos de inmunofluorescencia de doble 

tinción simultánea. Las células se incubaron al mismo tiempo con los anticuerpos 

primarios anti-OMP y anti-Canales L o anti-canales L y anti canales N y 

posteriormente con los dos anticuerpos secundarios, siguiendo los procedimientos 

de fijación, permeabilización y bloqueo ya mencionados. Finalmente los núcleos se 

tiñeron con DAPI. 

 

Las proteínas marcadas por inmufluorescencia se observaron mediante un 

microscopio de epifluorescencia (Nikon Ti-U) acoplado a una cámara (Nikon) y a una 

tarjeta analógica/digital para obtener imágenes con el software NIS-Elements 

(Nikon). En las imágenes adquiridas se determinó el número total de núcleos 
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marcados con DAPI para cuantificar el porcentaje de células positivas a cada uno de 

los anticuerpos, en 5 campos elegidos aleatoriamente.  

 

En las células de SS y pacientes con TB o EZ en que los microtúbulos se 

estabilizaron y se tiñeron con el anticuerpo anti-tubulina  III, se midió el área total y 

el área sin teñir de 100 células por grupo elegidas al azar y se calculó el cociente 

área total/ área sin teñir. Se aplicó una prueba de ANOVA de una vía para detectar 

diferencias significativas entre los tres grupos. 

 

8.9 Registro eléctrico de las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje  

Las células en pasaje de cultivo 4 al 80% de confluencia, se levantaron del sustrato 

con tripsina y EDTA disueltos en PBS y se determinó la densidad de células en un 

hemocitómetro. Posteriormente, las células se resembraron en cubreobjetos 

previamente recubiertos con una solución de colágena de cola de rata, a una 

densidad de 10000 células/cm2 y se mantuvieron en incubación durante tres días 

con medio de cultivo DMEM suplementado con suero, L-glutamina y antibióticos. Las 

células que se registraron al cuarto día, se identificaron por los rasgos morfológicos 

característicos de las neuronas olfatorias positivas al anticuerpo anti-OMP que 

fueron teñidas con la técnica de inmunofluorescencia.   

 

Las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje se registraron en las neuronas olfatorias 

del cultivo del epitelio olfatorio, mediante la técnica de patch-clamp en la 

configuración de célula completa descrita por Hamill et al. (1981). El voltaje se fijó 

con un amplificador Axopatch 200A (Molecular Devices). Las señales eléctricas 

analógicas provenientes del amplificador se transformaron en señales digitales 
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mediante una tarjeta Digidata 1200 (Molecular Devices) para que pudieran ser 

procesadas posteriormente en una computadora con el software pClamp (versión 

9.2, Molecular Devices). Los datos fueron filtrados a 5 kHz y digitalizados a 10 kHz. 

 

Para realizar los registros se hicieron pipetas con punta de 5 a 10 M y se llenaron 

con la siguiente solución (en mM): 130 CsCl, 2 MgCl2, 10 EGTA, 10 HEPES, 3 ATP y 

1 GTP, el pH ajustado a 7.3 con CsOH. Todos los experimentos se realizaron a 

temperatura ambiente al cuarto día de cultivo después de la siembra. Los 

cubreobjetos con las células neuronales se colocaron en la cámara de registro y se 

perfundieron con una solución Ringer que contenía (en mM): 145 NaCl, 5 KCl, 1 

CaCl2, 1 MgCl2, 20 Hepes y 1 Na piruvato, pH 7.3. Después de formar el gigasello y 

con el objetivo de estudiar de modo aislado las corrientes de Ca2+ activadas por 

voltaje, se cambió la solución Ringer por una solución de registro en la que el Ca2+ 

fue sustituido por Ba2+; esta solución contenía (en mM): 136 NaCl, 6 CsCl, 5 BaCl2, 

10 HEPES, 11 Glucosa, 10.1 ácido niflúmico, el pH ajustado a 7.4 con CsOH. Las 

corrientes de Ca2+ reguladas por voltaje se evocaron con pulsos despolarizantes 

desde -60 hasta +50 mV con pasos de 10 mV y con duración de 500 ms, iniciando 

en un potencial de fijación de -70 mV. 

 

Para analizar la contribución de la corriente de Ca2+ tipo L a la corriente total de 

Ca2+, las células fueron perfundidas con una solución extracelular de registro que 

contenía 10 M de nifedipina para el bloqueo específico de los canales tipo L. Para 

determinar el tiempo adecuado de tratamiento de las células con nifedipina, se 

realizó un curso temporal registrando las corrientes 1, 3, 5, y 7 minutos después de 

iniciar la perfusión con la solución de bloqueo. Los cambios en la corriente de Ba2+ 
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se determinaron en relación al pasaje de cultivo: se midió tanto la corriente total 

como la corriente bloqueada con nifedipina en neuronas olfatorias de los pasajes 1, 

3 y 5.   

 

La corriente evocada al fijar el voltaje de la membrana de las neuronas olfatorias se 

graficó en una curva de relación corriente-voltaje (I-V). La magnitud de la corriente 

en cada pulso comando se obtuvo calculando la corriente media de los valores 

obtenidos desde los 400 y hasta los 450 ms de cada pulso. Se determinó si ocurrían 

diferencias significativas en la corriente máxima o en la corriente remanente en 

presencia de nifedipina, aplicando una prueba de ANOVA de una vía y una prueba 

post hoc de Tukey en los siguientes casos: 1) entre los tiempos en que fue medido el 

efecto de la nifedipina en el curso temporal, 2) entre los pasajes de cultivo y 3) 

comparando entre la corriente de las neuronas olfatorias en pasaje de cultivo 5 de 

los SS y los pacientes con TB o EZ. 
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9. RESULTADOS 

9.1 Sujetos donantes de las células del epitelio olfatorio 

Las células del epitelio olfatorio se obtuvieron de 9 SS sin antecedentes familiares 

de trastornos neuropsiquiátricos (4 mujeres y 5 hombres), de 9 sujetos con TB tipo I 

(4 mujeres y 5 hombres) y de 9 sujetos con EZ tipo paranoide (4 mujeres y 5 

hombres). Los datos sociodemográficos de los donantes se muestran en la tabla 1. 

 

Tabla 1. Datos sociodemográficos de los donadores de las células 

del epitelio olfatorio. 

 

EZ= esquizofrenia, TB= trastorno bipolar, SS= sujeto sano; AA=Antipsicóticos atípicos, AT= Antipsicóticos 

típicos, AD= Antidepresivos, Li= litio, Val= Valproato, ANS= Ansiolíticos; M= masculino, F= femenino.  
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9.2 Caracterización de las células en el cultivo primario 

Con el objetivo de determinar la estirpe de las células del cultivo primario obtenido 

por exfoliación de la cavidad nasal, se detectaron marcadores proteicos específicos 

de linaje. Uno de ellos fue la isoforma III de la tubulina  que es específico de la 

estirpe neuronal. El otro marcador fue la vimentina, una proteína expresada en las 

neuronas del epitelio olfatorio. Primero se determinó la especificidad del anticuerpo 

comercial que reconoce a la tubulina  III. 

 

9.2.1 Caracterización de la especificidad del anticuerpo anti-tubulina  III 

La especificidad del anticuerpo primario se probó en homogenados obtenidos de 

diferentes tejidos de ratas Wistar constituidos por células de distinto linaje y en 

homogenados de las células del epitelio nasal obtenidas de un sujeto sano y 

mantenidas en cultivo. En estos experimentos, el citoesqueleto se estabilizó para 

obtener las fracciones citoesqueleto-membranal (CSK-M) y citosólica (Cit) por 

centrifugación diferencial y la tubulina se inmunodetectó por Western blot. 

 

La cantidad óptima de proteína total para la detección de la tubulina por Western 

blot, se determinó aplicando cantidades crecientes de proteínas totales y 

cuantificando en los fluorogramas la densidad óptica de las bandas detectadas con 

el anticuerpo primario. La densidad óptica tuvo un incremento proporcional a la 

cantidad de proteínas totales aplicadas entre 5 y 25 g (r2= 0.97) (Figura 1A). La 

cantidad óptima de proteína total se determinó en 10 g. Con el anticuerpo primario 

utilizado se marcó una banda con una movilidad relativa (Rf) de 0.52 que 

correspondió a un peso molecular de 50 kDa (Figura 1B). La densidad óptica de la 

banda detectada en los carriles de la fracción CSK-M fue similar a la detectada en la 
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fracción Cit, tanto en el hipocampo de las ratas Wistar (Figura 1C) como en los 

cultivos obtenidos del SS (Figura 1D). La isoforma III de la tubulina  sólo se detectó 

en los órganos de las ratas Wistar constituidos por células de estirpe neuronal (el 

hipocampo y el bulbo olfatorio) pero no en el hígado ni en el corazón (Figura 1C). 

 

 

FIGURA 3. Determinación de la especificidad del anticuerpo primario que reconoce a 

la isoforma neuronal de la tubulina. La especificidad del anticuerpo primario se 
caracterizó en tejidos obtenidos de ratas Wistar y en el cultivo de las precursoras neuronales 
obtenidas de un sujeto sano (SS). La tubulina  III se inmunodetectó con un anticuerpo 
monoclonal mediante Western blot. En el panel A se muestra la relación entre la cantidad 
creciente de proteína total del homogenado de las células del SS y la densidad óptica de las 
bandas detectadas con el anticuerpo anti-tubulina  III. En el panel B se muestra un 
experimento representativo de la movilidad relativa de la tubulina. En el panel C se observa 
la inmunodetección de la isoforma neuronal de la tubulina en las fracciones citoesqueleto-
membranal (CSK) y citosólica (Cit), obtenidas por centrifugación diferencial de los tejidos de 
las ratas Wistar: el hipocampo (Hp), los bulbos olfatorios (B Olf), el hígado (Hg) y el corazón 
(Cz). En el panel D se muestra la detección de la tubulina neuronal en la fracción Cit o CSK 
de los precursores del SS. Los experimentos se realizaron por cuadruplicado; Los resultados 
de A se representaron con el valor de la media (n=4). 
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9.2.2 Caracterización de las células del neuroepitelio olfatorio en el cultivo 

primario 

Después de caracterizar la especificidad del anticuerpo anti-tubulina  III, se 

caracterizó la estirpe de las células del cultivo primario por inmunofluorescencia. En 

las preparaciones de las células del epitelio nasal en pasaje 5, obtenidas de un SS y 

observadas con un microscopio de epifluorescencia, se encontró que el 98% del 

total de las células teñidas con DAPI fueron positivas al anticuerpo anti-tubulina  III 

(Figura 2A). No se observaron células teñidas en el control negativo, lo que confirmó 

la especificidad del anticuerpo secundario (Figura 2B). Estos resultados sugieren 

que en el cultivo primario de las células obtenidas por exfoliación de la cavidad nasal 

y mantenidas en cultivo durante 5 días, predominan las células de estirpe neuronal. 

 

 

Figura 4. Caracterización de la estirpe de las células del cultivo primario del epitelio 
olfatorio. Las células se obtuvieron de un sujeto sano (SS) por exfoliación de la cavidad 
nasal. Las células en pasaje 5 se mantuvieron durante cuatro días en cultivo antes de 
fijarlas. El citoesqueleto se estabilizó para teñir los microtúbulos neuronales con el método 
de inmunofluorescencia (panel A) con un anticuerpo anti-tubulina III y un anticuerpo 
secundario acoplado a rodamina (rojo). Los núcleos se tiñeron con 4,6-diamidino-2-fenilindol 
diclorhidrato (DAPI) (azul). En el control negativo (Ct-) (Panel B) las células se incubaron con 
la solución de incubación sin el anticuerpo primario. 
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Para determinar si las células de los cultivos primarios obtenidos por raspado nasal 

de los SS y de los pacientes con TB o con EZ provienen del neuroepitelio olfatorio se 

utilizó un anticuerpo que reconoce a la vimentina. Esta proteína constituye los 

filamentos intermedios de las células neuronales del epitelio olfatorio en vez de las 

neurofilaminas. Las células obtenidas de los SS y de los pacientes con TB o con EZ 

se fijaron en pasaje 5 y se observó que el 100% del total de las células teñidas con 

DAPI también fueron positivas al anticuerpo anti-vimentina (Figura 3). Esto indicó 

que las células de estirpe neuronal del cultivo primario, obtenidas raspando la 

cavidad nasal provienen del epitelio olfatorio. 

 

 

Figura 5. Caracterización de los cultivos primarios obtenidos por exfoliación de la 
cavidad nasal de sujetos sanos y de pacientes con trastorno bipolar o con 
esquizofrenia. Las células se obtuvieron de los sujetos sanos (SS) y de los pacientes con 
trastorno bipolar (TB) o con esquizofrenia (EZ). Las células en pasaje 5 se mantuvieron 
durante cuatro días en cultivo antes de fijarlas. Los filamentos intermedios se tiñeron con un 
anticuerpo anti-vimentina y un anticuerpo secundario acoplado a fluoresceína (verde) 
mediante la técnica de inmunofluorescencia. Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). 
 

9.3 Caracterización de la organización de los microtúbulos en los precursores 

neuronales del epitelio olfatorio 

Con el objetivo de determinar la organización de los microtúbulos en las células 

precursoras del neuroepitelio olfatorio obtenidas de los SS y de los pacientes con TB 

o con EZ, se caracterizó la estructura de los microtúbulos y se determinaron las 

cantidades relativas de tubulina polimerizada y globular. 
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9.3.1 Caracterización de la estructura de los microtúbulos 

La estructura de los microtúbulos neuronales se estudió en las células del epitelio 

olfatorio en el pasaje de cultivo 5. El citoesqueleto se estabilizó antes de iniciar el 

tratamiento para fijar y teñir las células. En las imágenes obtenidas por microscopía 

de fluorescencia, se observó que los microtúbulos de las células precursoras de 

linaje neuronal obtenidas de los SS se distribuyen en el citoplasma como una red 

homogénea que emerge de un centro organizador, tal como ocurre típicamente en 

otras células. En cambio, en las células obtenidas de los pacientes con TB o con EZ 

se observaron microtúbulos cortos y áreas del citoplasma sin teñir (Figura 4A). 

 

Con el objetivo de cuantificar esta diferencia observada en la estructura de los 

microtúbulos de los precursores obtenidos de los pacientes con TB o con EZ, se 

midió la superficie total de las áreas sin teñir para calcular el cociente del área total 

citoplasmática/área sin teñir. Al comparar el valor del cociente obtenido en las 

células de los SS con el obtenido en los pacientes con TB o con EZ se encontraron 

diferencias significativas (ANOVA, p< 0.05). En los precursores neuronales 

obtenidos de los pacientes con EZ se encontró el doble de la superficie sin teñir 

respecto de las células obtenidas de los pacientes con TB y 5 veces más respecto 

del área sin teñir en las células obtenidas de los SS (Figura 4B). Estos resultados 

sugieren que en las células precursoras del neuroepitelio olfatorio obtenidas de los 

pacientes con TB o con EZ ocurre una anomalía en la estructura de los 

microtúbulos. 
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Figura 6. Estructura de los microtúbulos en los precursores neuronales del epitelio 
olfatorio obtenidos de los sujetos sanos y de los pacientes con trastorno bipolar o 
con esquizofrenia. Las células del epitelio olfatorio se obtuvieron de los sujetos sanos (SS) 
y los pacientes diagnosticados con trastorno bipolar (TB) o con esquizofrenia (EZ). Las 
células en pasaje 5 se mantuvieron en cultivo durante cuatro días y los microtúbulos se 
tiñeron por inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-tubulina  III y con un anticuerpo 
secundario acoplado a fluoresceína (verde). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). En el 
panel A se muestra una imagen representativa de las células obtenidas de un SS, de un 
paciente con TB y de un paciente con EZ. Las flechas en los paneles A-SS y A-TB indican la 
longitud de los microtúbulos y en el panel A-EZ indican las áreas sin teñir. En la gráfica del 
panel B se observa el cociente del área total citoplasmática/área sin teñir. Los resultados se 
representan con la media ± el error estándar. Las determinaciones se realizaron en 100 
células de cada uno de los cuatro sujetos por grupo. 
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9.3.2 Determinación de la cantidad total de tubulina y de las cantidades 

relativas de tubulina polimerizada y globular  

 

La cantidad total de tubulina y las cantidades relativas de la tubulina polimerizada y 

globular, se determinaron mediante la inmunodetección de la isoforma neuronal de 

la tubulina  por Western blot y su cuantificación  por densitometría. Para esto, las 

células del epitelio olfatorio obtenidas de los SS y de los pacientes diagnosticados 

con TB o con EZ se lisaron en pasaje 5 para obtener tanto los homogenados totales 

como las fracciones CSK-M y Cit separadas por centrifugación diferencial. 

 

La proteína gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se utilizó como control 

de carga en la cuantificación de la tubulina de los homogenados totales. La GAPDH 

no se utilizó como control en la cuantificación de la tubulina de las fracciones CSK y 

Cit porque se detectó únicamente en la fracción Cit (Figura 5 A). La actina, que 

también se ha utilizado convencionalmente como un control de carga, se distribuyó 

de modo diferencial en las dos fracciones obtenidas de las células precursoras de 

los pacientes con TB: la cantidad de actina detectada en la fracción CSK-M fue 

mayor que la detectada en la fracción Cit (Figura 5B). Estas diferencias en la 

inmunodetección de la GAPDH y de la actina, limitaron el uso de los controles de 

carga endógenos en la cuantificación de las cantidades relativas de la tubulina 

polimerizada y globular. Por lo anterior, para descartar un error experimental en la 

cantidad de proteínas totales aplicadas en los geles de acrilamida para separar la 

tubulina por electroforesis y detectarla por Western blot, se utilizó un control de carga 

externo. 

 



58 

 

 

Figura 7. Inmunodetección de las proteínas gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa y 
actina en los precursores neuronales del epitelio olfatorio de humano. Las células del 
epitelio olfatorio en pasaje 5, obtenidas de un sujeto sano (SS) y de dos pacientes 
diagnosticados con trastorno bipolar (TB) se cultivaron hasta que se alcanzó una confluencia 
del 80%. El citoesqueleto se estabilizó para obtener las fracciones citoesqueleto-membranal 
(CSK) y citosólica (Cit) por centrifugación diferencial. La proteína gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH) y actina se detectaron mediante Western blot. 
  

 

La anhidrasa carbónica purificada de bovino se utilizó como el control de carga 

externo para cuantificar las cantidades de tubulina polimerizada y globular (figura 

6A). Primero se determinó la concentración óptima de la anhidrasa carbónica que se 

agregaría a los viales con las proteínas de las fracciones CSK y Cit previamente 

obtenidas de los homogenados de los SS y de los pacientes con TB o con EZ. Para 

esto se graficó el incremento de la concentración de la anhidrasa aplicada y el área 

de las bandas teñidas con azul de Coomassie. En la relación de estas variables se 

obtuvo un coeficiente de correlación de 0.98, lo que indicó que el área teñida 

aumentaba proporcionalmente con la cantidad de anhidrasa que se aplicó en el 

intervalo entre 2 y 6 g (Figura 6B). La cantidad óptima de esta proteína se 

determinó en 4 g. En los geles teñidos con azul de Coomassie se detectó una sola 
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banda de 0.74 de movilidad relativa (Rf) que correspondió con un peso molecular de 

32 kDa. 

 

Posteriormente, en los viales con la fracción CSK-M o Cit se agregó la anhidrasa 

carbónica en una relación de 1:4 con las proteínas totales de cada vial. Las 

proteínas se separaron por electroforesis y los geles se tiñeron con azul de 

Coomassie (Figura 7A). En los geles se identificó la banda de la anhidrasa carbónica 

utilizando como criterio la movilidad relativa (Rf) de las proteínas. El área de las 

bandas de 32 kDa (indicadas con una flecha en la Figura 7A) de las fracciones CSK-

M y Cit obtenidas de las células del epitelio olfatorio de los SS y de los pacientes con 

TB o con EZ, se comparó y no se encontraron diferencias significativas  (ANOVA p> 

0.05) (Figura 7B). Esto indicó que la cantidad de proteína total que se tomó de cada 

vial para cuantificar la tubulina de las fracciones CSK-M y Cit fue similar. 

 

 

Figura 8. Caracterización de la anhidrasa carbónica como un control de carga externo. 
La anhidrasa carbónica comercial purificada de bovino se disolvió en una solución que 
contenía SDS y -mercaptoetanol. La anhidrasa se movilizó en el gel de acrilamida 
mediante la técnica de electroforesis unidimensional y se tiñó con azul de Coomassie. Los 
geles se deshidrataron con calor y se obtuvieron las imágenes con un densitómetro (panel 
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A). En las imágenes obtenidas se determinó el área de las bandas de cada concentración de 
la anhidrasa mediante el software ImagePro y se graficó para calcular el coeficiente de 
correlación (panel B). En la gráfica se muestra el valor de la media ± el error estándar (n=4). 
 

 

 

 

FIGURA 9. Detección de la anhidrasa carbónica agregada en los viales con las 
fracciones citoesqueleto-membranal y citosólica. Se cultivaron las células precursoras 
neuronales del epitelio olfatorio obtenidas de un sujeto sano (SS), de un paciente con 
trastorno bipolar (TB) y de un paciente con esquizofrenia (EZ). El citoesqueleto se estabilizó 
para obtener las fracciones citoesqueleto-membranal (CSK) y citosólica (Cit) por 
centrifugación diferencial. A los viales con las proteínas de cada fracción se les agregó la 
anhidrasa carbónica en una relación 4:10 con las proteínas totales. Las proteínas se 
separaron por electroforesis unidimensional y los geles teñidos con azul de Coomassie se 
deshidrataron para escanear las imágenes con un densitómetro (panel A); con las flechas se 
indica la banda que correspondió con la movilidad relativa de la anhidrasa. En las imágenes 
obtenidas se determinó el área de las bandas mediante el software ImagePro y se comparó 
con una prueba de ANOVA de una vía. En el panel B se muestra la gráfica del área de las 
bandas de la anhidrasa en las fracciones CSK-M y Cit de los SS y de los pacientes con TB o 
con EZ; se muestra el valor de la media ± el error estándar (n=4). 
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Una vez que se caracterizó el control de carga externo, se midió la cantidad de 

tubulina  III en los homogenados totales o en las fracciones CSK-M y Cit de las 

células precursoras en pasaje 5 obtenidas de los SS y de los pacientes 

diagnosticados con TB o con EZ. En las células obtenidas de los pacientes con TB 

se encontró menor cantidad de tubulina en los homogenados totales. No se 

obtuvieron diferencias comparando la cantidad del control de carga (la GAPDH) 

entre los tres grupos (Figura 8A).  

 

En la Figura 8B se observa un ejemplo representativo de un fluorograma en el que 

se detectó la tubulina en las fracciones CSK-M y Cit por Western blot. No se 

encontraron diferencias al comparar el área de las bandas de la anhidrasa carbónica 

en las fracciones CSK-M y Cit (Figura 8 C), lo que indicó que las diferencias en la 

cantidad de tubulina entre las fracciones subcelulares no fue dependiente de un 

error experimental (Figura 8C).  

 

En el panel D se muestra la comparación de la cantidad de tubulina  III detectada 

en las fracciones CSK-M y Cit de los precursores neuronales. No se encontraron 

diferencias significativas comparando la tubulina contenida en las dos fracciones 

entre los SS y los pacientes con EZ (Figura 8C). En las células lisadas que se 

obtuvieron de los pacientes con TB se encontró una cantidad de tubulina en la 

fracción Cit 40% menor que en los SS y los pacientes con EZ (Figura 8C).  

 

Estos resultados indican que en las células precursoras neuronales obtenidas de los 

pacientes con TB se presenta una disminución en las cantidades de tubulina total y 

de la tubulina en su forma globular. Los resultados sugieren también que la ausencia 
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de microtúbulos en las áreas sin teñir observadas por inmunofluorescencia, 

principalmente en las células de los pacientes con EZ, no depende de una 

disminución en la cantidad de tubulina polimerizada. 

 

 

Figura 10. Organización de los microtúbulos en los precursores neuronales del 
epitelio olfatorio obtenidos de sujetos sanos y pacientes con trastorno bipolar o con 
esquizofrenia. Se cultivaron las células precursoras del neuroepitelio olfatorio obtenidas de 
4 sujetos sanos (SS) y de 8 pacientes con trastorno bipolar (TB) o con esquizofrenia (EZ). 
En el panel A se muestra la tubulina  III detectada en los homogenados totales de las 
precursoras; la proteína gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se utilizó como 
control de carga. Para cuantificar las cantidades relativas de tubulina polimerizada y 
globular, el citoesqueleto se estabilizó para obtener las fracciones citoesqueleto-membranal 
(CSK) y citosólica (Cit) por centrifugación diferencial. En el panel B se muestra un 
fluorograma representativo de la detección de la tubulina neuronal en las fracciones CSK-M 
y Cit. En el panel C se muestra la tinción de las proteínas con azul de Coomassie después 
de aplicar la anhidrasa carbónica. En la gráfica del panel D se cuantificó por cuadruplicado 
la densidad óptica de la tubulina detectada en las fracciones Cit y CSK. El asterisco indica 
diferencia significativa aplicando una prueba de ANOVA de una vía (p< 0.05). Se muestra el 
valor de la media ± el error estándar. 
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9.4 Caracterización de las neuronas olfatorias en el cultivo primario 

Con el objetivo de identificar a las neuronas olfatorias en los cultivos primarios de las 

células precursoras del epitelio olfatorio, se detectó a la proteína “Olfactory Marker 

Protein” (OMP, por sus siglas en inglés). La OMP se expresa únicamente en las 

neuronas olfatorias maduras, por lo que se ha considerado como un marcador 

específico de este tipo neuronal. Antes de caracterizar a las neuronas olfatorias en el 

cultivo primario se corroboró la especificidad del anticuerpo comercial que reconoce 

a la OMP. 

 

9.4.1 Caracterización de la especificidad del anticuerpo anti-OMP 

La proteína OMP es citoplasmática y se distribuye en la dendrita, el soma y a todo lo 

largo del axón de las neuronas olfatorias. Para caracterizar la especificidad del 

anticuerpo que reconoce a la OMP, se obtuvo la fracción subcelular de las proteínas 

del citoplasma de los dos tejidos de las ratas Wistar que contienen a las estructuras 

mencionadas de las neuronas olfatorias: el epitelio olfatorio y los bulbos olfatorios y 

de dos tejidos que no las contienen: el hipocampo y el hígado. Además, se utilizó a 

las células precursoras neuronales del epitelio olfatorio obtenidas de un SS. 

 

La cantidad óptima de proteína total para detectar a la OMP por Western blot se 

determinó mediante la aplicación de cantidades crecientes de proteínas totales y la 

cuantificación de la densidad óptica de las bandas detectadas en los fluorogramas 

con el anticuerpo anti-OMP. La densidad óptica tuvo una relación lineal con la 

cantidad de proteína total aplicada en el intervalo entre 10 y 25 g (r2= 0.99) (Figura 

9A). La cantidad óptima de proteína total se determinó en 15 g. Con el anticuerpo 

comercial utilizado que reconoce a la OMP, se detectó una proteína de 19 kDa 
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(Figura 9B) en la fracción de las proteínas citoplasmáticas de las células del epitelio 

olfatorio y los bulbos olfatorios de las ratas Wistar (Figura 9C). La OMP no se 

detectó en las fracciones subcelulares obtenidas del hipocampo ni del hígado de las 

ratas (Figura 9C).  

 

La especificidad del anticuerpo primario se determinó también utilizando el cultivo de 

los precursores neuronales del epitelio olfatorio de un SS. El anticuerpo primario se 

preadsorbió con un péptido de bloqueo y la banda de la OMP ya no fue detectada 

después del ensayo de preadsorción (Figura 9D). Estos resultados indican que el 

anticuerpo primario utilizado reconoce a las neuronas olfatorias y que este tipo 

neuronal está presente en los cultivos de las células precursoras neuronales del 

epitelio olfatorio obtenidos por el raspado de la cavidad nasal. 

 

 

FIGURA 11. Caracterización del anticuerpo primario que reconoce a la proteína OMP. 
La especificidad del anticuerpo primario se determinó en homogenados de tejidos obtenidos 
de ratas Wistar y en el cultivo de las células obtenidas de un sujeto sano en pasaje 5. Los 
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tejidos o las células se lisaron por sonicación y se obtuvieron las fracciones de proteínas 
membranales (Mem) y citoplasmáticas (Cit) por centrifugación diferencial. La proteína OMP 
se detectó por ECL con un anticuerpo policlonal y un anticuerpo secundario acoplado a 
peroxidasa. En el panel A se muestra la relación entre las densidades ópticas obtenidas por 
densitometría y las cantidades crecientes de proteína total aplicadas al gel; se muestra el 
valor de la media (n=4). En el panel B se muestra la movilidad relativa de la proteína 
detectada con el anticuerpo anti-OMP. En el panel C se muestra la detección de la OMP en 
las fracciones Cit y Mem del epitelio olfatorio (E Olf), los bulbos olfatorios (B Olf), el 
hipocampo (Hp) y el hígado (Hg) obtenidos de las ratas Wistar. En el panel D se muestra un 
ensayo de preadsorción del anticuerpo primario anti-OMP con un péptido de bloqueo y la 
detección de esta proteína en los homogenados de las células del epitelio olfatorio del SS. 
 

 

9.4.2 Identificación de las neuronas olfatorias en el cultivo primario 

Después de caracterizar la especificidad del anticuerpo anti-OMP con los 

homogenados de los tejidos o del cultivo celular, las neuronas olfatorias maduras se 

identificaron en el cultivo primario de los precursores neuronales del epitelio olfatorio 

con la técnica de inmunofluorescencia. 

 

Las células olfatorias en pasaje 5 obtenidas de los SS y de los pacientes 

diagnosticados con TB o con EZ, se mantuvieron en cultivo con medio DMEM 

suplementado con 10% de SFB durante 4 días. El 2% del total de las células del 

cultivo detectadas con DAPI fueron inmunopositivas al anticuerpo anti-OMP (Figura 

10A-C). En los controles negativos no se observaron células teñidas (Figura 10D). 

Este resultado sugiere que en los cultivos de los precursores del epitelio olfatorio, 

una parte de las células se diferencian y maduran como neuronas olfatorias sin 

agregar al medio ningún factor trófico. Las células marcadas con el anticuerpo anti-

OMP tenían una morfología diferenciable en el microscopio de luz, eran células 

bipolares con el soma redondo o elíptico. Estos criterios morfológicos se utilizaron 

para el registro de las corrientes iónicas de Ca2+ de las neuronas olfatorias. 
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FIGURA 12. Identificación de las neuronas olfatorias en el cultivo primario del epitelio 
olfatorio obtenido de sujetos sanos y pacientes con trastorno bipolar o esquizofrenia. 
Las células del epitelio olfatorio se obtuvieron de sujetos sanos (SS) y de pacientes 
diagnosticados con trastorno bipolar (TB) o con esquizofrenia (EZ). Las células precursoras 
neuronales en pasaje 5 se cultivaron durante cuatro días. Posteriormente las células se 
fijaron y se incubaron con un anticuerpo anti-OMP y con un anticuerpo secundario acoplado 
a fluoresceína (verde). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). En el panel D se muestra el 
control negativo (Ct-) obtenido incubando las células con la solución de incubación que no 
contenía el anticuerpo primario. 
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9.5 Registro de las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje en neuronas 

olfatorias 

 

9.5.1 Estandarización del protocolo de registro 

Con el objetivo de evaluar el funcionamiento de las neuronas olfatorias provenientes 

de los pacientes diagnosticados con TB o con EZ, se realizaron registros de las 

corrientes de Ca+2 activadas por voltaje con la técnica de patch-clamp. Estas 

corrientes se aislaron sustituyendo el Ca2+ con Ba2+ y controlando el potencial de la 

membrana con pulsos comando despolarizantes. La corriente tipo L se estudió con 

el bloqueo selectivo de este tipo de canales con nifedipina. 

 

Para estandarizar el protocolo del registro de las corrientes de Ca2+ activadas por 

voltaje y las condiciones experimentales para registrar las corrientes tipo L, se 

realizaron experimentos en neuronas olfatorias del cultivo de las células obtenidas 

de un SS. En la figura 11A, se muestra un registro representativo de la corriente 

entrante sostenida evocada al fijar el voltaje de la membrana. En la curva I-V se 

observa que la corriente máxima de Ba2+ se obtuvo a los -10 mV y el potencial de 

inversión se observó alrededor de los +20 mV (Figura 11B). La nifedipina bloqueó el 

66% de la corriente máxima de Ba2+ y no modificó ni el voltaje de la corriente 

máxima ni el potencial de inversión (Figura 11B). Tanto los valores de la corriente 

máxima total como los valores de la corriente remanente registrada en presencia de 

nifedipina, fueron independientes del pasaje de cultivo (ANOVA, p> 0.05) (Figura 

11C).  
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FIGURA 13. Caracterización del registro de las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje 
en neuronas olfatorias obtenidas de un sujeto sano. Las células del epitelio olfatorio, 
obtenidas de un sujeto sano se registraron al cuarto día de cultivo. Las corrientes de Ca2+ 
activadas por voltaje se registraron mediante patch-clamp en su configuración de célula 
completa y la sustitución de Ca2+ con Ba2+. Para estudiar la corriente tipo L, las células se 
perfundieron con nifedipina (10 M). En el panel A se muestra a la izquierda, un registro 
representativo de la corriente total entrante de Ba2+ y a la derecha, un registro de la corriente 
remanente en presencia de nifedipina de células en pasaje 5. En el panel B se representa el 
cambio en la corriente cuando el voltaje de la membrana se fijo desde -60 mV hasta +50 mV 
en pasos de 10 mV. En el panel C se muestra la comparación de la corriente de Ba2+ total o 
remanente, registrada manteniendo el voltaje en -10 mV en células en pasaje de cultivo 1, 3 
o 5. La corriente total está representada con cuadros negros y la corriente remanente con 
círculos blancos; se muestra el valor de la media ± el error estándar de 5 neuronas 
registradas. 
 

 

Posteriormente, se determinó si el estado funcional de las neuronas olfatorias 

obtenidas de los pacientes con TB o EZ, se modificaba en distintos pasajes de 

cultivo. Las células en pasaje 1 o 5 obtenidas de tres pacientes con TB y 3 con EZ, 

se mantuvieron durante 4 días con medio DMEM suplementado y se registró la 

corriente total y la corriente remanente en presencia de nifedipina (Figura 12). No se 

detectaron diferencias significativas al comparar las corrientes de Ba2+ registradas 
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en las neuronas olfatorias obtenidas de los pacientes, ni en la corriente máxima total 

ni en la corriente remanente (ANOVA, p> 0.05) (Figura 12A). Tampoco se encontró 

diferencia al comparar la corriente remanente al bloquear la corriente total de Ba2+ 

con 1 o 10 M de nifedipina (t de Student, p> 0.05) (Figura 12B). Estos resultados 

indicaron que la funcionalidad de las corrientes de Ca2+ en las neuronas olfatorias de 

los cultivos de los pacientes con TB o EZ no se modifica entre los primeros pasajes. 

 

 

FIGURA 14. Corriente de Ca2+ dependiente de voltaje registrada en neuronas olfatorias 
obtenidas de sujetos sanos y pacientes con trastorno bipolar o esquizofrenia, en 
distintos pasajes de cultivo. Las células del epitelio olfatorio obtenidas de sujetos sanos 
(SS) y de pacientes con trastorno bipolar (TB) o esquizofrenia (EZ) se cultivaron durante 
cuatro días. En el panel A se muestra la amplitud de la corriente de Ba2+ registrada al fijar el 
voltaje en -10 mV, en neuronas olfatorias en el pasaje de cultivo 1 o 5. La corriente de Ca+2 
tipo L se bloqueó con nifedipina y la corriente total o la corriente remanente se comparó 
entre pasajes con una prueba de ANOVA de una vía. En el panel B se observa la amplitud 
de la corriente remanente cuando las neuronas olfatorias se perfundieron con 1 o 10 M de 
nifedipina. El efecto de la nifedipina se comparó con una prueba t de Student. La corriente 
total de Ba2+ está representada con cuadros negros y la corriente remanente con círculos 
blancos. Los resultados se representan con el valor de la media ± el error estándar de 5 
células por cada uno de tres sujetos de cada grupo. 
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9.5.2 Registro de las corrientes de Ca2+ y de la corriente tipo L en 

neuronas olfatorias de sujetos sanos y de pacientes con trastorno bipolar 

o con esquizofrenia 

 

El funcionamiento de las neuronas olfatorias en el cultivo de los 9 SS, los 9 

pacientes diagnosticados con TB y los 9 con EZ, se determinó en células de pasaje 

5 mantenidas en cultivo durante 4 días. No se encontraron diferencias en los 

parámetros obtenidos con la relación I-V, ni en el voltaje en que se alcanzó la 

corriente máxima, ni en el potencial de inversión (Figura 13). Tampoco se 

encontraron diferencias al comparar la capacitancia de las neuronas registradas o la 

resistencia de entrada (ANOVA, p> 0.05). Al comparar la corriente sensible a 

nifedipina obtenida fijando el voltaje de la membrana en -10 mV entre los SS y los 

pacientes con TB no se encontraron diferencias significativas (ANOVA y Tukey, p> 

0.05) (Figura 14A, B y C). Respecto de los pacientes con EZ, la corriente bloqueada 

con nifedipina fue significativamente menor que en los otros dos grupos (ANOVA y 

Tukey, p< 0.05) (Figura 14A y C). Estos resultados sugieren que en las neuronas 

olfatorias en pasaje 5 registradas en el cultivo de las células de los SS y de los 

pacientes con TB, la corriente de Ca2+ tipo L es la predominante, pero no en las 

neuronas olfatorias del cultivo de los pacientes con EZ. 
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FIGURA 15. Registro de las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje en neuronas 
olfatorias de sujetos sanos y pacientes con trastorno bipolar o esquizofrenia. Las 
células del epitelio olfatorio se obtuvieron de sujetos sanos (SS) y de pacientes con trastorno 
bipolar (TB) o esquizofrenia (EZ). Los precursores neuronales en el pasaje de cultivo 5 se 
incubaron durante cuatro días. Se representa el cambio de la corriente de Ba2+ fijando el 
voltaje desde -60 mV hasta +20 mV con pasos de 10 mV y un potencial de fijación de -70 
mV. Los cuadrados negros representan la corriente total de Ba2+ y los símbolos vacíos 
representan los valores de la corriente remanente registrada en presencia de nifedipina. La 
corriente total de Ba2+ está representada con cuadros negros y la corriente remanente con 
las figuras blancas. Los resultados representan la media ± el error estándar de 5 células 
registradas por cada uno de los 9 sujetos por grupo. 
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FIGURA 16. Registro de la corriente de Ca2+ tipo L en neuronas olfatorias de sujetos 
sanos y pacientes con trastorno bipolar o con esquizofrenia. Las células del epitelio 
olfatorio se obtuvieron de sujetos sanos (SS) y de pacientes con trastorno bipolar (TB) o con 
esquizofrenia (EZ). Las células en el pasaje de cultivo 5 se mantuvieron en cultivo durante 
cuatro días. En la solución extracelular el Ca2+ se sustituyó con Ba2+ y las células se 
perfundieron con nifedipina 10 M para bloquear la corriente tipo L. Panel A: Registro 
representativo de la corriente total de Ba2+ (línea negra) y de la corriente remanente 
registrada en presencia de nifedipina (línea gris). Panel B: Valores de la corriente máxima 
obtenida al fijar el voltaje en -10 mV. Panel C: Porcentaje de la corriente sensible a 
nifedipina. El 100% correspondió a la corriente total de Ba2+. Los asteriscos indican 
diferencias significativas determinados aplicando una prueba de ANOVA de una vía. Los 
resultados se representan con el valor de la media ± el error estándar. De cada grupo se 
obtuvieron las células de 9 sujetos y de cada sujeto se registraron 5 neuronas.  
  
 

 

Para determinar si los cambios observados en la corriente tipo L variaban con el 

género, se compararon los valores de la corriente máxima total de Ba2+ o de la 

corriente remanente registrada en presencia de nifedipina entre los sujetos de 

género masculino o femenino. No se observaron diferencias significativas ni en los 

pacientes con esquizofrenia (4 mujeres y 4 hombres) ni en los sujetos con trastorno 

bipolar (5 mujeres y 3 hombres) (ANOVA, p> 0.05) (Figura 15). 
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FIGURA 17. Corriente de Ca2+ activada por voltaje tipo L en neuronas olfatorias de 
pacientes con trastorno bipolar o esquizofrenia de género masculino o femenino. Las 
células del epitelio olfatorio se obtuvieron de sujetos sanos (SS) y pacientes con trastorno 
bipolar (TB) o esquizofrenia (EZ). Las células en el pasaje 5 se cultivaron durante cuatro 
días. Las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje se registraron mediante la técnica de 
“Patch-clamp” en su configuración de célula completa, controlando el voltaje de la 
membrana con pulsos comando despolarizantes. La corriente tipo L se bloqueó con 
nifedipina. En los paneles A y B se muestran los valores de la corriente de Ba2+ cuando el 
voltaje de la membrana se controló en -10 mV. Se comparó la corriente total o la corriente 
remanente entre los sujetos de género masculino (M) o femenino (F) mediante una prueba t 
de Student. La corriente total de Ba2+ se representó con cuadrados negros y la corriente 
remanente en presencia de nifedipina se representó con los círculos blancos. Los resultados 
se representan con el valor de la media ± el error estándar de cinco células registradas por 
cada uno de los sujetos. 

 

 

9.6 Marcaje de los canales de Ca2+ tipos L y N en las células del cultivo 

primario 

La presencia de los canales tipo L en las células del epitelio olfatorio obtenidas de 

los SS y de los pacientes diagnosticados con TB o con EZ, se corroboró con la 

tinción de la subunidad alfa1 de los canales mediante la técnica de 

inmunofluorescencia. Con el objetivo de determinar si otro tipo de canales de Ca2+ 

activados por voltaje son expresados en estas células, también se tiñeron los 
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canales de Ca2+ tipo N. En las imágenes obtenidas se observó que el 2% de las 

células teñidas con DAPI fueron positivas a los anticuerpos anti-canales L y anti-

canales N, tanto en los SS como en los pacientes con TB o con EZ (Figura 17). 

 

La densidad de las células teñidas con los anticuerpos anti-OMP y anti-canales tipo 

L fue similar. Esta evidencia nos llevo a plantear la hipótesis de que los canales tipo 

L se expresan específicamente en las neuronas olfatorias maduras del cultivo. Para 

confirmar esta hipótesis se realizó una inmunofluorescencia de doble tinción 

incubando las células simultáneamente con los anticuerpos anti-OMP y anti-canales 

tipo L. En las imágenes obtenidas con esta tinción, se observó que la OMP y los 

canales tipo L son expresados en las mismas células (Figura 18). Esta evidencia 

confirmó nuestra hipótesis y sugiere que los canales L no son expresados en los 

precursores neuronales. Al parecer, nos confirma también que los rasgos 

morfológicos observados en las células positivas al anticuerpo anti-OMP, permitieron 

identificar a las neuronas olfatorias del cultivo para realizar los registros eléctricos. 

 

La densidad de las células teñidas con el anticuerpo anti-canales N fue similar a la 

de las células teñidas con el anticuerpo anti-canales L. Para determinar si los dos 

tipos de canales se expresan en las mismas células, se realizaron experimentos de 

inmunofluorescencia simultánea de doble tinción con un anticuerpo que reconoce la 

subunidad alfa1 de los canales tipo L y otro anticuerpo que reconoce a los canales 

tipo N (Figura 19). En las imágenes obtenidas se confirmó que los dos tipos de 

canales se expresan en las mismas células. Este resultado sugiere que la corriente 

de Ba2+ remanente registrada en presencia de nifedipina, depende al menos de los 

canales de Ca2+ activados por voltaje tipo N. 
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FIGURA 18. Inmunodetección de los canales tipo L en células del epitelio olfatorio 
obtenidas de los sujetos sanos y de los pacientes con trastorno bipolar o con 
esquizofrenia. Las células del epitelio olfatorio se obtuvieron de los sujetos sanos (SS) y de 
los pacientes con trastorno bipolar (TB) o con esquizofrenia (EZ). Las células en pasaje 5 se 
cultivaron durante cuatro días y se fijaron con paraformaldehido al 4%. Después de 
permeabilizar las células, se incubaron con un anticuerpo primario policlonal anti-canales L y 
posteriormente con un anticuerpo secundario acoplado a rodamina (rojo). Los núcleos se 
tiñeron con DAPI (azul). En el panel D se muestra el control negativo (Ct-) obtenido 
incubando las células durante 2 h con la solución de incubación que no contenía el 
anticuerpo primario. 
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FIGURA 19. Inmunodetección de los canales tipo N en células del epitelio olfatorio 
obtenidas de los sujetos sanos y de los pacientes con trastorno bipolar o con 
esquizofrenia. Las células del epitelio olfatorio se obtuvieron de los sujetos sanos (SS) y de 
los pacientes con trastorno bipolar (TB) o con esquizofrenia (EZ). Las células se incubaron 
con un anticuerpo policlonal anti-canales N, con un anticuerpo secundario acoplado a 
rodamina (rojo) y con DAPI para teñir los núcleos (azul). En el control negativo (Ct-), las 
células se incubaron con la solución de incubación sin el anticuerpo primario. 
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FIGURA 20. Inmunodetección de los canales de Ca2+ tipo L en las neuronas olfatorias 
del cultivo primario. Las células de un sujeto sano (SS) se cultivaron durante cuatro días y 
después de fijarlas se incubaron simultáneamente con un anticuerpo anti-OMP y con otro 
anti-canales tipo L durante toda la noche. La OMP se tiño con un anticuerpo acoplado a 
fluoresceína (verde) y los canales con un anticuerpo acoplado a rodamina (rojo). Los 
núcleos se tiñeron con DAPI (azul). En el control negativo (Ct-) se omitió la incubación con 
los anticuerpos primarios. 
 

 

FIGURA 21. Detección de los canales tipos L y N en el cultivo primario. Las células del 
epitelio olfatorio de un sujeto sano (SS) se fijaron y se incubaron simultáneamente con el 
anticuerpo anti-canales tipo L y con un anticuerpo anti-canales tipo N. Los canales L se 
tiñeron con un anticuerpo acoplado a fluoresceína (verde) y los canales N con un anticuerpo 
acoplado a rodamina (rojo). Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). En el control negativo 
(Ct-) se omitió la incubación con el anticuerpo primario.  
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10. DISCUSIÓN 
 
En este estudio se demostró que las células precursoras de estirpe neuronal del 

epitelio olfatorio obtenidas de los pacientes con TB tipo I o con EZ tipo paranoide, 

tienen una alteración en la organización de los microtúbulos. En las células 

obtenidas de los pacientes con TB se observaron microtúbulos con una longitud 

menor en relación a las células de los SS. Por su parte, en las células obtenidas de 

los pacientes con EZ se encontró que la red microtubular ocupa un espacio 

citoplasmático 5 veces menor comparada con la red de los precursores neuronales 

de los SS. Adicionalmente, en las células de los pacientes con TB se encontró una 

menor cantidad de tubulina  III total y también una menor cantidad de tubulina 

globular, mientras que en las células de los pacientes con EZ no se encontraron 

diferencias en la cantidad de esta proteína en relación a los SS. En las neuronas 

olfatorias de los mismos pacientes con EZ, diferenciadas espontáneamente en el 

cultivo, se encontró una disminución en la amplitud de la corriente de Ca2+ activada 

por voltaje tipo L. Estos resultados indican que la desorganización del citoesqueleto 

observada en las células precursoras de los pacientes con TB tuvo características 

distintas de la encontrada en las células de los pacientes con EZ, lo que sugiere que 

los factores que la causan son distintos en cada uno de los trastornos. Además, en 

las células de estirpe neuronal de los pacientes con EZ ocurre una asociación entre 

la organización de los microtúbulos y la funcionalidad de los canales tipo L. 

 

10.1 Caracterización del linaje de las células del cultivo primario 

Las neuronas sensoriales del epitelio olfatorio expresan la proteína vimentina para 

constituir los filamentos intermedios y la isoforma III de la tubulina para polimerizar 

los microtúbulos (Schowb, et al 1986; Roskams et al., 1998). En este estudio se 
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demostró que las células obtenidas por exfoliación de la cavidad nasal de los SS y 

de los pacientes con TB o con EZ son de linaje neuro-olfatorio, ya que las dos 

proteínas fueron detectadas con el método de inmunofluorescencia en los cultivos 

primarios: el 100% de las células fueron inmunopositivas a la vimentina y el 98% a la 

tubulina  III. Además de estas dos proteínas, en un estudio previo se demostró que 

las células del cultivo primario obtenido por raspado nasal expresan las proteínas 

nestina (>80% del total de las células), GFAP (por sus siglas en ingles “Glial fibrillary 

acidic protein”)  (<1% del total) y Neu-N (por su nombre en inglés “Neuronal Nuclei”) 

(16% del total) aún en el pasaje de cultivo 11 (Benítez-King et al., 2011). 

 

La nestina se ha caracterizado como un marcador de las células precursoras 

pluripotenciales del giro dentado hipocampal y de la zona subventricular del SNC. A 

partir de estas células se generan nuevas neuronas maduras en la etapa adulta, que 

se integran a los circuitos del hipocampo y de los bulbos olfatorios, respectivamente 

(Lagace et al., 2007; Giachino y Taylor, 2009; Decarolis et al., 2013; Logan et al., 

2013). La proteína GFAP es un marcador de las células de estirpe glial (Babu et al., 

2011; Logan et al., 2013) y la proteína Neu-N es un marcador de las neuronas 

maduras (Mullen et al., 1992; Ransome y Hannan, 2013). Los resultados obtenidos 

en este trabajo y los encontrados previamente, sugieren que las células mitóticas de 

linaje neuronal detectadas en el cultivo primario, provienen del epitelio olfatorio y 

tienen la característica de ser precursoras pluripotenciales, ya que al parecer se 

pueden diferenciar y madurar en células neuronales o gliales (Roisen et al., 2001; 

Zhang et al., 2004; Zhang et al., 2006; Benítez-King et al., 2011).  
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Lo anterior nos indica que la caracterización de la organización de los microtúbulos, 

se realizó predominantemente en la población de células precursoras neuronales del 

epitelio olfatorio, tanto en el cultivo obtenido de los SS como en el obtenido de los 

pacientes con TB tipo I o con EZ tipo paranoide. 

 

10.2 Caracterización de la organización del citoesqueleto en los precursores 

neuronales olfatorios 

La estructura y la dinámica de los microtúbulos se modulan, entre otros factores, por 

el equilibrio entre las concentraciones de la tubulina polimerizada  y de la tubulina en 

forma globular. En este sentido se ha determinado que el incremento en la longitud 

de los microtúbulos al parecer depende del aumento en la concentración de la 

tubulina globular (Hyman et al., 1992; Margolin et al., 2012). Otro factor que modula 

la organización microtubular es la interacción de las proteínas MAPs con los 

protofilamentos de tubulina o con la pared externa de los microtúbulos ensamblados 

(Cleveland and Havercroft, 1983; Katz et al., 1990; Halpain and Dehmelt, 2006). La 

unión de las MAPs al citoesqueleto es dependiente de los dominios de unión a 

tubulina localizados cerca de la región carboxilo terminal y disminuye la frecuencia 

de aparición de los eventos de despolimerización de los microtúbulos, conocidos 

como episodios de catástrofe y con ello se favorece el mantenimiento de la 

estabilidad de la longitud de los túbulos ensamblados.  

 

Adicionalmente, la unión de las MAPs regula la separación entre los microtúbulos 

que se polimerizan siguiendo una dirección paralela (Chen et al., 1992; Hirokawa, 

1994) y de esta forma regula la organización tridimensional de la red microtubular. 

En ausencia de las MAPs generada por modificaciones genéticas, la distancia entre 
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los microtúbulos es irregular y ocurre una desorganización de la red microtubular, 

modificando incluso la arquitectura celular (Teng et al., 2001). También, la unión de 

las MAPs con los microtúbulos es dependiente de su estado de fosforilación, cuando 

las MAPs son fosforiladas cambia alostéricamente la afinidad de los dominios de 

unión a tubulina (Cassimeris y Spittle, 2001; Halpain and Dehmelt, 2006; Wang y Liu, 

2008). 

 

En este estudio se encontró que los microtúbulos de los precursores neuronales de 

los pacientes con TB o con EZ, teñidos con el anticuerpo que reconoce a la isoforma 

neuronal de la tubulina , tienen una organización alterada. Esto podía ser debido a 

una disminución en la cantidad de tubulina polimerizada. Sin embargo, cuando se 

separó la tubulina ensamblada en microtúbulos de la tubulina globular por 

centrifugación diferencial y se cuantificó la tubulina contenida en éstas dos 

fracciones subcelulares mediante Western blot y densitometría, se observó que en 

los precursores obtenidos de los pacientes con EZ el contenido de tubulina 

polimerizada y globular, e incluso de la tubulina total, fue similar respecto del 

cuantificado en los SS. 

 

Lo anterior, nos indica que la causa que explica la alteración de la organización de 

los microtúbulos en las células de los pacientes con EZ no es debida a que las 

subunidades de tubulina son escasas sino a una deficiencia en su organización 

tridimensional, posiblemente debida a una menor expresión de las MAPs. En este 

sentido, se ha descrito una expresión baja de las MAPs en el subiculum (Rosoklija et 

al., 2000), en la corteza entorrinal (Arnold et al, 1991), el hipocampo (Cotter et al., 
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1997), la corteza prefrontal (Jones et al, 2002) y los bulbos olfatorios (Rioux et al, 

2004) de los pacientes con esta enfermedad neuropsiquiátrica. 

 

En el caso de los precursores neuronales obtenidos de los pacientes con TB, se 

encontró una menor cantidad de tubulina total y de tubulina globular, sugiriendo que 

la menor longitud de los microtúbulos ensamblados en estos precursores, está 

asociada con la menor concentración de tubulina disponible para el proceso de 

polimerización (Hyman et al., 1992; Margolin et al., 2012). 

 

Los resultados indican que los precursores obtenidos de los pacientes con TB tipo I 

o con EZ tipo paranoide presentan una desorganización en los microtúbulos aunque 

con características diferentes, lo que sugiere que en cada trastorno neuropsiquiátrico 

es causada por factores distintos. En las células de los pacientes con EZ la 

desorganización microtubular está asociada con cambios estructurales a nivel de la 

organización tridimensional de los microtúbulos en tanto que en las células de los 

pacientes con TB la desorganización está asociada con la accesibilidad de tubulina 

para construir los microtúbulos. 

 

10.3 Caracterización de la corriente de Ca2+ dependiente de voltaje tipo L en 

neuronas olfatorias 

El estudio de la corriente de Ca2+ dependiente de voltaje tipo L se abordó con una 

estrategia farmacológica, al sustituir el Ca2+ por el Ba2+ y con la utilización de un 

bloqueador selectivo de los canales tipo L, la nifedipina. El bloqueador se probó en 

dos concentraciones (1 y 10 M) en las que previamente se ha demostrado un 

bloqueo efectivo de la corriente tipo L (Rane et al., 1987; Kohlmeier et al., 2008; Ma 
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et al., 2009). No se detectaron diferencias significativas en el efecto provocado por la 

perfusión de estas dos concentraciones de nifedipina sobre la corriente de Ba2+ 

evocada por los pulsos despolarizantes, lo que sugiere que la nifedipina utilizada 

bloqueó específicamente la corriente de Ba2+ a través de los canales tipo L. Además, 

la corriente entrante de Ba2+ evocada por los pulsos despolarizantes fue sostenida 

tal como se ha reportado en otros estudios (Rane et al., 1987; Randall, 1995; 

Wakamori et al., 1998). 

 

Los registros de la corriente de Ca2+ activada por voltaje se llevaron a cabo en las 

neuronas olfatorias que se caracterizaron con criterios morfológicos, a partir de la 

tinción de las células del cultivo primario con un anticuerpo que reconoce a la 

proteína OMP. Esta proteína se ha utilizado como un marcador de las neuronas 

olfatorias maduras tanto en cortes histológicos como en células disociadas o en 

cultivo obtenidas del neuroepitelio olfatorio por biopsia (Margolis et al. 1982; Rogers 

et al., 1987; Danciger et al., 1989; Krishna et al., 1995). En estos estudios se ha 

encontrado que las neuronas olfatorias son de tipo bipolar tal como las células que 

se tiñeron en nuestros cultivos y que se seleccionaron para determinar la 

funcionalidad de la corriente de Ca2+. 

 

Además del registro de la actividad eléctrica, la expresión de los canales de Ca2+ 

activados por voltaje tipos L y N se corroboró mediante ensayos de 

inmunofluorescencia en las neuronas olfatorias maduras. En estos ensayos se 

encontró que los canales solo se expresan en las células OMP-positivas de los SS y 

de los pacientes con TB o con EZ. Estos resultados nos confirman que las células 
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seleccionadas por su morfología para realizar los registros eléctricos son las 

neuronas sensoriales maduras del epitelio olfatorio. 

 

En otros estudios se ha observado que la amplitud de la corriente de Ca2+ puede 

variar respecto del número de días que las neuronas aisladas se mantienen en 

cultivo (Randall, 1995). Como los experimentos en este trabajo se realizaron en 

neuronas olfatorias en pasaje 5, primero se determinó que la amplitud de la corriente 

de Ca2+ no presentara diferencias significativas entre pasajes. Todos los registros de 

la actividad eléctrica se realizaron después de tres días de iniciado el cultivo del 

quinto pasaje. No se detectó variación en la corriente al compararla entre pasajes, 

debido posiblemente a que las neuronas olfatorias registradas en cada pasaje 

maduraron después de que las células precursoras se resembraron. En este sentido, 

se ha demostrado que las neuronas olfatorias maduran espontáneamente en el 

cultivo de las células precursoras olfatorias obtenidas por biopsia, incrementando su 

número a partir del tercer día después de que son sembradas. Para comprobar que 

estas neuronas maduran en el cultivo se añade en el medio una molécula análoga 

del nucleótido uridina trifosfato, la bromodesoxiuridina (BrdU) que se inmunodetecta 

con un anticuerpo específico. El BrdU se incorpora al ADN de las células mitóticas 

durante la fase S del ciclo celular y este nucleótido se ha detectado en las células 

OMP-positivas, lo que indica que las neuronas olfatorias maduraron bajo las 

condiciones del cultivo (Hahn et al., 2005; Rawson y Ozdener, 2013). En los trabajos 

donde se ha detectado variación en la amplitud de la corriente, las neuronas en 

estado maduro se han disociado para ser cultivadas y registradas. 
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En otros trabajos en los que se ha registrado la corriente de Ca2+ activada por voltaje 

en neuronas olfatorias maduras, obtenidas por biopsia de humanos o de ratas, se ha 

encontrado que la corriente tipo L es la predominante (Rawson et al, 1997; Shiraiwa 

et al., 2007). En este trabajo se encontró que en las neuronas olfatorias de los SS y 

de los pacientes con TB, la corriente sensible a nifedipina aportó el 66% de la 

corriente total de Ba2+, aunque en las neuronas olfatorias obtenidas de los pacientes 

con EZ la corriente sensible a nifedipina fue del 33% del total, es decir fue 50% 

menor que la registrada en las neuronas de los SS o de los pacientes con TB. No se 

encontraron diferencias en la amplitud de la corriente entre pasajes de cultivo, lo que 

sugiere que las diferencias encontradas en la corriente de Ca2+ tipo L no dependen 

del pasaje ni de otras condiciones del cultivo. 

 

En otros estudios se ha observado que la organización de los microtúbulos modula 

distintos tipos de canales iónicos como los canales de Na+ activados por voltaje 

(Casini et al., 2010), los canales TRPV4 (por sus siglas en inglés “transient receptor 

potential vanilloid 4”) (Goswami et al., 2010) y los canales de Ca2+ activados por 

voltaje tipo L (Johnson and Byerly 1993, 1994; Pascarel et al., 1999; Malan et al., 

2003). La despolimerización de los microtúbulos con concentraciones crecientes de 

colchicina está asociada con una disminución gradual en la corriente de Ca2+ tipo L 

en miocitos cardiacos (Pascarel et al., 1999; Malan et al., 2003) o en neuronas 

(Johnson and Byerly, 1993, 1994), en tanto que la estabilización de los microtúbulos 

con taxol restablece la magnitud de la corriente. 

 

En este trabajo se encontró una asociación entre la disminución de la amplitud de la 

corriente de Ca2+ dependiente de voltaje tipo L y la desorganización de la estructura 



86 

 

tridimensional de los microtúbulos en las células neuronales obtenidas de los 

pacientes con EZ. Esta evidencia sugiere de manera indirecta que los microtúbulos 

podrían modular la funcionalidad de los canales tipo L. En las células de estos 

pacientes, el espacio celular en que se extiende la red microtubular fue 5 veces 

menor que en los SS y dos veces menor que en los pacientes con TB. A pesar de 

que en las células de los pacientes con TB se observaron microtúbulos cortos, no se 

detectaron diferencias en la amplitud de la corriente tipo L. Esto puede explicarse 

por la diferencia en la magnitud de la desorganización tridimensional del 

citoesqueleto, o por alguna causa adicional como una reducción en la densidad de 

los canales debido a un tráfico anormal de las proteínas (Tuckwell, 2011). 

 

En este estudio, la organización de los microtúbulos se caracterizó en las células 

precursoras de estirpe neuronal debido a que al adoptar una morfología extendida 

en el cultivo es posible observar claramente la red microtubular en el microscopio de 

fluorescencia, a diferencia de las neuronas olfatorias maduras en las que la red es 

compacta. La corriente de Ca2+ tipo L no se estudio en las células precursoras 

porque no se obtuvieron registros electrofisiológicos. Por esto se analizó la 

expresión de los canales detectándolos con anticuerpos específicos mediante el 

método de inmunofluorescencia. En las imágenes obtenidas con esta técnica se 

observó que los canales de Ca2+ tipos L y N sólo se expresan en células OMP-

positivas, lo que indica que su expresión es dependiente del estado de desarrollo de 

las células, tal como se ha observado en otros tipos neuronales (Montaño et al., 

2008; Yamashita, 2012).  
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10.4 La organización del citoesqueleto y la corriente tipo L como 

biomarcadores de diagnóstico del trastorno bipolar y la esquizofrenia 

En las células precursoras de los pacientes con TB se encontró una menor cantidad 

de tubulina globular, mientras que en las células neuronales de los pacientes con EZ 

se encontró una alteración en la organización tridimensional de la red de 

microtúbulos y una disminución en la corriente de Ca2+ tipo L. Estas diferencias que 

resultaron ser específicas de cada trastorno neuropsiquiátrico, abren la posibilidad 

de que la organización microtubular y la corriente tipo L puedan ser caracterizadas 

en un número mayor de casos, con el objetivo de establecer un conjunto de 

biomarcadores que permitan realizar un diagnóstico diferencial de los pacientes con 

TB o con EZ. 

  

Al parecer, estas características biológicas permitirían establecer un protocolo de 

detección adecuado puesto que se encontraron diferencias significativas con un 

tamaño de muestra reducido, tanto en una aproximación al comparar entre casos y 

controles, como entre sujetos con dos trastornos distintos pero que presentan 

cuadros clínicos semejantes. Además, la dispersión de los valores obtenidos al 

medir estas dos características biológicas es baja, lo que posibilita el establecimiento 

de criterios numéricos para la detección de los pacientes tales como los límites 

mínimo o máximo, así como el intervalo en las funciones de los SS para 

contrastarlos con los valores de los sujetos que presentan un trastorno 

neuropsiquiátrico.  
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11. CONCLUSIONES 
 
La exfoliación de la cavidad nasal de los SS y de los pacientes con TB tipo I o con 

EZ tipo paranoide, permite aislar células de linaje neuronal provenientes del epitelio 

olfatorio. En el cultivo primario de estas células predominan los precursores 

neuronales y una parte de las células postmitóticas se diferencian y maduran 

espontáneamente en neuronas olfatorias. 

 

La organización del citoesqueleto de las células precursoras neuronales obtenidas 

de los pacientes con TB tipo I o con EZ tipo paranoide está alterada, aunque de 

modo diferencial. En los pacientes con TB se encontró que la red microtubular ocupa 

un espacio citoplasmático menor que en los SS, al parecer debido a la menor 

concentración de tubulina globular disponible para el proceso de polimerización. En 

cambio, en las células de los pacientes con EZ se encontró que el menor espacio 

citoplasmático ocupado por la red microtubular respecto de los pacientes con TB, al 

parecer se debe a una deficiencia en su organización tridimensional. 

 

Las neuronas olfatorias diferenciadas espontáneamente en el cultivo primario, 

expresan canales de Ca2+ activados por voltaje. No se encontraron diferencias 

significativas en la amplitud máxima de las corrientes de Ca2+ activadas por voltaje, 

ni en el potencial de inversión entre las neuronas olfatorias de los SS y las neuronas 

de los pacientes con TB tipo I o con EZ tipo paranoide. 

 

En las neuronas olfatorias diferenciadas en el cultivo obtenido de los pacientes con 

EZ tipo paranoide, se presenta una disminución en la amplitud de la corriente de 
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Ca2+ tipo L que es independiente del género de los sujetos. Esta disfunción no se 

presenta en las neuronas olfatorias de los pacientes con TB tipo I. 

 

La organización de los microtúbulos y la corriente de Ca2+ activada por voltaje tipo L, 

tienen un alto potencial para ser considerados como biomarcadores de rasgo útiles 

en el diagnóstico del TB tipo I y de la EZ tipo paranoide. 

 

12. PERSPECTIVAS 

Se han planteado diversas hipótesis para explicar la etiología de las enfermedades 

neuropsiquiátricas, en las que se asocia la presencia de estos trastornos con 

anomalías en el neurodesarrollo o con la disfunción de algunos mecanismos 

involucrados en la comunicación neuronal. El epitelio olfatorio, al igual que la zona 

subventricular y el giro dentado hipocampal, es una estructura en la que se ha 

demostrado la proliferación y diferenciación de las neuronas aún durante la etapa 

adulta. En el cultivo de las células del epitelio olfatorio se observan células en 

distinto estadio de desarrollo, lo que posibilitará el estudio del impacto de la 

desorganización del citoesqueleto en la fisiología de las células precursoras 

neuronales así como la repercusión de las alteraciones en las corrientes iónicas en 

la comunicación de las neuronas maduras. Adicionalmente, este modelo 

experimental posibilitará la detección de otras disfunciones que permitan establecer 

un conjunto de signos útiles al realizar un diagnóstico diferencial de las 

enfermedades neuropsiquiátricas y la detección temprana de los sujetos con alto 

riesgo de presentar una enfermedad de este tipo. 
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