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Ya en la conferencia de apertura de la British Royal Society en 1884, Ramón y 

Cajal sugirió por vez primera que los procesos de aprendizaje podrían provocar 

cambios morfológicos permanentes en las conexiones sinápticas. Desde entonces uno 

de los grandes retos de la Neurociencia ha sido desentrañar los mecanismos que 

subyacen a estos cambios sinápticos. 

El SNC es capaz de experimentar cambios estructurales y funcionales para 

minimizar los efectos de alteraciones normales o patológicas que pueden ocurrir en 

cualquier momento del desarrollo o de la vida adulta (Zilles, 1992). Se conoce como 

plasticidad neural a la capacidad para desarrollar una reorganización estructural y/o 

funcional de los elementos del SNC para adaptarse a una nueva situación o adquirir 

nuevas capacidades. 

Según la literatura, una de las regiones del SNC de mayor plasticidad es el 

sistema olfatorio (para una revisión ver Brennan y Keverne, 1997; Wilson y cols., 

2004; Elvsåshagen y Malt, 2008). La vía olfatoria de mamíferos es excepcionalmente 

plástica debido a que presenta unas ciertas características de “inmadurez” a lo largo 

de toda la vida. En este sentido, el bulbo olfatorio sufre un permanente recambio de 

los axones procedentes de las neuronas receptoras olfatorias y, a la vez, un continuo 

aporte de nuevas neuronas que llegan a él, a través de la cadena migratoria rostral, 

desde la zona subventricular de los ventrículos laterales, donde se generan (Graziadei 

y Graziadei, 1979; Luskin, 1998; Lois y Álvarez Buylla, 1994). Pero además son muchas 

las observaciones experimentales que han demostrado que la circuitería del bulbo 

olfatorio está sometida a un alto grado de plasticidad en respuesta a la entrada de 

nuevos odorantes (Mandairon y cols., 2008; rev. Mandairon y Linster, 2009; Migliore y 

cols., 2010). El bulbo olfatorio es considerado un sistema neural inherentemente 

plástico, que se ve modificado por la experiencia sensorial (Johnson y cols., 1995; 

Hamilton y Coppola, 2003; Wilson y cols., 2004). En resumen, el bulbo olfatorio tiene 

una gran capacidad plástica no sólo por su “inmadurez” sino también porque es una 

estructura plástica per se. 

Todo esto implica un continuo reordenamiento sináptico en gran parte de los 

elementos que integran esta estructura. Debido a ello, el bulbo olfatorio representa 
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un modelo perfecto donde estudiar los mecanismos de plasticidad desencadenados a 

partir de modificaciones exógenas a las que un sistema neural responde de modo 

adaptativo. 

Los paradigmas experimentales utilizados para estudiar estos fenómenos de 

plasticidad suelen apoyarse en la modificación de la tasa de actividad sensorial 

aferente bien conseguida a través de modelos funcionales (deprivación sensorial 

olfatoria), o bien a través de modelos genéticos en los que tiene lugar la pérdida 

selectiva de algún/os tipos celulares del bulbo olfatorio. 

El estudio de las consecuencias fisiológicas, neuroquímicas y/o 

neurohistológicas que tienen lugar en un determinado sistema sensorial tras la 

modificación de la cantidad o calidad de la información sensorial que se procesa a 

través de él, constituye un buen modelo experimental no sólo para el estudio del 

desarrollo y de la capacidad de readaptación de sus componentes, sino también para 

el conocimiento de los circuitos neuronales y la fisiología de sistema sensorial. El 

análisis de los cambios observados en la situación experimental comparada con la 

control, ha proporcionado información muy valiosa para el conocimiento de la 

estructura, desarrollo y capacidad de adaptación de sistemas sensoriales como el 

olfatorio (para una revisión ver Brunjes, 1994). 

Existen diferentes formas de llevar a cabo la manipulación de la información 

sensorial que llega a un determinado sistema. Estos métodos, de forma general, se 

agrupan en dos basándose en el grado de preservación física de la vía sensorial para 

conseguir la deprivación de estimulación aferente. Así, los métodos de 

deaferenciación consisten en interrumpir físicamente la vía (mediante seccionamiento 

de tractos o eliminación de algunas estructuras integrantes de la misma). Se habla de 

deprivación, cuando la vía sensorial permanece intacta, pero se limita la cantidad de 

información que accede al sistema sensorial. En el caso del sistema olfatorio el 

método más usual de deprivación consiste en suturar una de las narinas para impedir 

el acceso de odorantes a la mucosa olfatoria. 

Los fenómenos de plasticidad en el sistema olfatorio han sido demostrados 

tanto por métodos de deaferenciación como de deprivación, revelando la existencia 
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de llamativos cambios adaptativos por parte de este sistema, como veremos más 

adelante. 

De los estudios de plasticidad, hay muchos dirigidos a tratar de dilucidar los 

mecanismos que median la potenciación o debilitación de la “fuerza” sináptica, así 

como otros mecanismos de plasticidad que tienen lugar en respuesta a cambios en las 

condiciones normales del medio. Todos los estudios sobre plasticidad convergen en un 

concepto común: el sistema glutamatérgico está implicado en numerosos procesos 

plásticos, y el glutamato y sus receptores son esenciales para la inducción y 

mantenimiento de diferentes formas de plasticidad sináptica, como por ejemplo los 

conocidos fenómenos de potenciación y depresión a largo plazo (Roche y cols., 1994; 

Bortolotto y cols., 1999a, b; Zamanillo y cols., 1999; Liu y cols., 2004; Sala y cols., 

2005; Sobczyk y Svoboda, 2007; MacDonald y cols., 2006; Holbro y cols., 2009; Fu y 

Zou, 2011). La mayoría de estos estudios se han realizado en el hipocampo y han sido 

especialmente informativos para desentrañar el papel del glutamato en estos 

procesos de plasticidad sináptica (Lisman, 2003). 

El glutamato, actuando a través de canales ionotrópicos AMPA provoca la 

despolarización de la membrana mediante una entrada masiva de Na+, K+ y Ca2+ y, a su 

vez, desencadena la activación de receptores NMDA que incrementa la entrada de 

Ca2+ (Rao y Finkbeiner. 2007). A través de los receptores metabotrópicos, que se 

encuentran acoplados a proteínas G, se produce la activación de la fosfolipasa C con la 

consecuente producción de inositol trifosfato que desencadena un incremento añadido 

de Ca2+ intracelular por su salida desde el retículo endoplamático y la activación de 

diferentes elementos de la cascada de señalización, entre otras, proteín kinasas 

(Gerber y cols., 2007). 

Esta elevación de Ca2+ mediada por efecto del glutamato activa tanto kinasas 

como fosfatasas que actúan sobre una gran variedad de sustratos que incluyen 

canales iónicos y proteínas del citoesqueleto que median en el remodelado local de las 

espinas postsinápticas y factores de transcripción, como CREB y NF-κB, que 

promueven fenómenos que van desde la supervivencia celular, hasta muy variadas 
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formas de plasticidad neural (Mattson y Meffert, 2006; Miyamoto, 2006; Wu y 

Lynch, 2006). 

En estos procesos, como hemos apuntado anteriormente, están implicados 

tanto receptores ionotrópicos como metabotrópicos de glutamato. Dentro de estos 

últimos, un tipo que es de especial importancia es el mGluR1a, ya que se ha 

demostrado que interviene en la regulación de procesos de plasticidad sináptica en el 

cerebelo y en el hipocampo (Aiba y cols., 1994a, b; Conquet y cols., 1994) y que los 

incrementos de Ca2+ intracelular mediados por él, están implicados en muchos 

procesos neuromodulatorios entre los que podemos destacar cambios a largo plazo en 

la función sináptica en variadas regiones del SNC (Aiba y cols., 1994a, b; Lapointe y 

cols., 2004). 

 

LA NEUROTRANSMISIÓN GLUTAMATÉRGICA 

1. EL GLUTAMATO COMO NEUROTRANSMISOR 

Clásicamente se consideraba que los neurotransmisores por excelencia eran 

moléculas relativamete complejas como la 

acetilcolina o las catecolaminas. 

Posteriormente, en los años 50, se comprobó 

la gran importancia en la funcionalidad del 

SNC de moléculas más sencillas, como el caso 

del L-glutamato o L- aspartato. 

La acción excitatoria del L-glutamato 

en el cerebro fue descubierta en 1952 

(Hayashi, 1952), desde entonces, el 

glutamato, en su forma de sal sódica (fig. 1), 

ha sido considerado el principal mediador de 

señales excitatorias en el SNC de mamíferos. 

Este aminoácido no es capaz de cruzar la barrera hematoencefálica, por lo que debe 

ser sintetizado en las neuronas y células gliales del SNC y, posteriormente, ser 

 
Figura 1.- En la parte superior se muestra 
la estructura tridimensional de varillas de 
la molécula de glutamato sódico, y en la 
parte inferior la fórmula química 
correspondiente. 
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almacenado en vesículas situadas en los terminales sinápticos, mediante un proceso 

dependiente de ATP y Mg2+. 

Las sinapsis glutamatérgicas constituyen el sistema de neurotransmisión 

excitatoria rápida más abundante en el SNC de los mamíferos. En los últimos años se 

ha producido un avance espectacular en el conocimiento molecular, bioquímico, 

farmacológico y funcional de estas sinapsis, cuyo interés obedece fundamentalmente 

a dos razones. Por un lado, porque cambios perdurables en la eficacia de la 

transmisión glutamatérgica constituyen un aspecto esencial en los fenómenos de 

plasticidad sináptica, tanto durante el desarrollo como en el adulto, (entre ellos se 

pueden incluir los procesos de aprendizaje y memoria). En segundo lugar, porque una 

elevación anormal de la liberación de glutamato en la sinapsis es la causa de la 

degeneración y muerte neuronal asociada a determinadas patologías, tanto de 

aparición aguda (como las derivadas de situaciones de hipoglucemia, hipoxia e isquemia 

cerebrales), como de evolución crónica, asociadas a algunos procesos 

neurodegenerativos (enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington) (Monaghan 

y cols., 1989; Meldrum y Garthwaite, 1990; Schoepp y cols., 1990). 

 

2. LOS RECEPTORES DE GLUTAMATO 

Durante muchos años, la comprensión de la actividad del glutamato fue 

dominada por la fisiología de los receptores ionotrópicos, los cuales, como receptores 

asociados a canales catiónicos, median una transmisión sináptica excitatoria rápida 

(Hollmann y Heinemann, 1994; Ehlers, 1999). Los receptores ionotrópicos se clasifican 

en función de la farmacología de su ligando específico y la homología en la secuencia 

de sus subunidades. Así, se dividen en receptores sensibles a N-metil-D-aspártico 

(receptores NMDA), receptores sensibles a α-amino-3-hidroxi-5metilisoxazolil-4-

propionato (receptores AMPA) y receptores sensibles a kainato (receptores kainato). 

La localización de los receptores AMPA y NMDA es fundamentalmente postsináptica, 

mientras que los de kainato se localizan tanto a nivel postsináptico como presináptico. 

La unidad funcional de los receptores ionotrópicos está formada por un 

complejo de 4 subunidades que se ordenan alrededor de un poro permeable a cationes. 
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Todas las subunidades presentan una estructura común formada por 4 dominios 

transmembrana, un dominio amino-terminal largo y uno carboxilo corto (fig. 2 y 3) 

(Hollman y Heinemann, 1994). Los receptores AMPA activan canales iónicos 

permeables a Na+ y K+, y en algunos casos a Ca2+, e intervienen principalmente en la 

transmisión glutamatérgica rápida. 

Los receptores NMDA son complejos 

proteicos heteroméricos que 

constituyen canales regulados por 

ligando y por voltaje que son 

permeables a Na+, K+ y Ca2+. Requieren 

la presencia de glutamato y la previa 

despolarización de la membrana para 

liberar el Mg2+ que los bloquea. Éstos 

parecen tener un papel más 

especializado en los procesos de 

plasticidad neural. El papel fisiológico 

de los receptores de kainato es 

menos conocido, aunque parecen implicados, a nivel presináptico, en la modulación de 

la transmisión GABAérgica (Nakanishi, 1992). 

Sin embargo, en 1985, Sladeczek y colaboradores demostraron la presencia de 

receptores de glutamato insensibles a AMPA, kainato y NMDA, y que, sin embargo, 

estimulaban la actividad de fosfolipasa C y la formación de inositol trifosfato a 

través de la activación de proteínas G. Estas evidencias llevaron a pensar que, al igual 

que otros muchos neurotransmisores, el L-Glutamato no sólo activaba canales iónicos, 

sino que también era capaz de actuar a través de proteínas G, mediante su unión a 

receptores metabotrópicos (mGluRs). 

El descubrimiento de los mGluRs distorsionó la visión tradicional de la 

neurotransmisión glutamatérgica, ya que podían modular la actividad en los circuitos 

de una manera sólo asociada hasta entonces con neuromoduladores no-

glutamatérgicos como dopamina, acetilcolina, serotonina o noradrenalina. A diferencia 

 
Figura 2.- Representación de la estructura de un 
receptor de glutamato ionotrópico. El dominio de 
unión al ligando aparece enmarcado. 
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de los receptores para estos neuromoduladores, los mGluRs proporcionan un 

mecanismo por el cual, el mismo 

ligando, puede regular la 

actividad neuronal a largo plazo 

en la misma sinapsis en la cual 

provoca una respuesta sináptica 

rápida (Conn y Pin 1997). 

Poco después fue 

clonado el primer receptor 

metabotrópico de glutamato 

por expresión funcional, en dos 

laboratorios simultáneamente, y fue denominado mGluR1 (Houamed y cols. 1991; Masu 

y cols., 1991). La secuencia del mGluR1 fue utilizada tanto para el diseño de 

oligonucleótidos generados para la técnica de PCR, como para la generación de sondas 

para el rastreo de genotecas de cDNA. Estos estudios dieron como resultado la 

aparición de siete nuevos genes relacionados y algunas variantes resultantes del 

distinto procesamiento del mismo mRNA que como veremos más adelante generan 

diferentes isoformas proteicas (Abe y cols., 1992, Pin y cols., 1992, Tanabe y cols., 

1992 Minakami y cols., 1993, Nakajima y cols., 1993, Okamoto y cols., 1994, Saugstad 

y cols., 1994, Duvoisin y cols., 1995). 

 

3. LOS RECEPTORES METABOTRÓPICOS DE GLUTAMATO 

(mGluRs) 

Los mGluRs constituyen un conjunto de receptores acoplados a proteínas G que 

realizan sus funciones a través de cascadas de segundos mensajeros intracelulares 

que promueven la regulación de la actividad de diferentes proteínas, o bien a través 

de la modulación directa, o indirecta, de canales iónicos. De este modo permiten la 

transducción de señales excitatorias relativamente cortas, en cambios a largo plazo 

en la actividad sináptica a través de sistemas de activación de segundos mensajeros 

 
Figura 3.- Representación de estructura de los receptores 
de glutamato ionotrópicos, que forman canales catiónicos, y 
metabotrópicos, que no forman canales. 
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(Bockaert y Pin, 1999; Costantino y cols., 2001; De Blasi y cols., 2001; Hermans y 

Challiss, 2001; Jingami y cols., 2003). Como consecuencia de esto, los mGluRs juegan 

un papel decisivo en procesos relacionados con el desarrollo neural, plasticidad 

sináptica e, incluso, en procesos neurodegenerativos (Anwyl, 1991; Aiba y cols., 1994a, 

b; Conquet y cols., 1994; Nakanishi y Masu, 1994; Riedel, 1996; Bordi y Ugolini, 1999; 

Dale y cols., 2000). 

 

4. LOS RECEPTORES METABOTRÓPICOS DE GLUTAMATO COMO 

RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEÍNAS G 

Los receptores acoplados a proteínas G (RAPGs) constituyen la familia de 

proteínas más numerosa y diversa conocida, representada por más de 1000 miembros 

en vertebrados (Bockaert y Pin, 1999; Hermans, 2003). Su nombre deriva de la 

capacidad de estos receptores para reclutar y regular la actividad intracelular de las 

proteínas G. Estos receptores se localizan en la superficie celular y su principal 

función es transducir el estímulo extracelular (unión del ligando) en una señal 

intracelular (activación de efectores o segundos mensajeros) a través de su 

interacción con proteínas G heterotriméricas (Hermans, 2003; Kroeze y cols., 2003; 

Moepps y Fagni, 2003). 

 
Figura 4.- Estructura proteica de los receptores acoplados a proteína G. A la izquierda se muestra 
una simulación de la disposición que adoptan estas hélices en la membrana. A la derecha se muestra 
una representación de las 7 α-hélices transmembrana característica de estos receptores. El extremo 
amino–terminal se localiza en la región extracelular y el extremo carboxilo en la región intracelular. 
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Los RAPGs son proteínas integrales de membrana formadas por una sola 

cadena proteica, en cuya secuencia primaria se pueden identificar siete regiones de 

marcada hidrofobicidad que atraviesan la membrana adoptando, cada una de ellas, una 

estructura de α-hélice (fig. 4). El conjunto de las siete hélices forma un núcleo 

transmembrana muy estable y, a la vez, flexible, que determina la principal 

característica de esta familia de receptores (Hamm y Gilchrist, 1996; Jingami y cols., 

2003; Kroeze y cols., 2003). 

En los RAPGs el dominio amino-terminal es extracelular, permitiendo la unión 

del ligando y siendo susceptible a procesos de glicosilación. Por su parte, el segmento 

carboxi-terminal queda dispuesto intracelularmente, y contiene los sitios de unión a 

efectores, así como lugares de fosforilación y palmitoilación que permiten la 

desensibilización e internalización del receptor (Hermans, 2003; Kroeze y cols., 

2003). 

Se han establecido diferentes 

clasificaciones de las RAPGs en función de 

su filogenia (Fredriksson y cols., 2003) o 

de sus secuencias y funciones conocidas 

(Kroeze y cols., 2003), pero suelen ser 

clasificaciones extremadamente complejas 

debido a la abundancia de miembros en 

esta familia de receptores, como evidencia 

la complejidad del diagrama que se 

muestra en la figura 5. La clasificación más 

simple agrupa a los RAPGs en 3 clases de 

acuerdo a su secuencia y características estructurales (Moepps y Fagni, 2003). De 

este modo se diferencian los receptores con un corto dominio extracelular y que son 

activados por ligandos molecularmente pequeños (clase I), los que poseen un largo 

dominio extracelular y activados por grandes péptidos (clase II), y los receptores de 

la clase III, a la que pertenecen los mGluRs, el receptor sensor de calcio extracelular 

(RCa) y el receptor GABAB, se caracterizan por presentar un segmento extracelular 

 
Figura 5.- Clasificación filogenética de los 
RAPGs realizada por Fredriksson y 
colaboradores (2003). 
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considerablemente largo que se pliega para formar un característico dominio 

bilobulado de unión al ligando (fig. 6) 

Los mGluRs presentan la típica estructura de 7 α-hélices transmembrana y 

están acoplados a proteínas G, pero, excepto estos rasgos generales, pocas 

características más 

comparten con el resto 

de RAPGs. De hecho, el 

porcentaje más alto de 

homología de secuencia 

con los mGluRs se ha 

descrito para el RCa, y 

tan sólo alcanza el 30% 

(Brown y cols., 1993; 

Conn y Pin, 1997). 

Con respecto a 

los miembros de su 

clase, los mGluRs 

comparten que su 

capacidad de unión al 

ligando reside en el dominio extracelular, por lo que algunos autores también incluyen 

en esta clase III varios receptores de odorantes y del gusto, mientras que el resto 

de RAPGs unen el ligando en un “bolsillo” formado por residuos integrantes de las 

hélices transmembrana (Jingami y cols., 2003). 

Además de la forma de unión al ligando, algunos miembros de la clase III 

presentan 19 residuos de cisteína conservados en la región extracelular. Esta 

estructura supone una organización común entre los mGluRs y el RCa (Brown y cols., 

1993; Pin y Duvoisin, 1995; Jingami y cols., 2003), que como veremos más adelante, es 

importante en los procesos de dimerización y activación del receptor. 

Las proteínas G acopladas a estos receptores son proteínas heterotriméricas 

formadas por las subunidades Gα (45-47 kDa), Gβ (35-37 kDa) y Gγ de (7-9 kDa) 

 
Figura 6.- En la parte superior de la figura se representan las tres 
clases de RAPGs según la clasificación simplificada descrita por 
Moepps y Fagni (2003). En la parte inferior se muestra la diferencia 
en cuanto a los dominios de unión al ligando de los receptores de las 
clases I y II en comparación con los de la clase III. 
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(Hamm y Gilchrist, 1996). La unión del agonista es seguida por un cambio de 

conformación del receptor que facilita la activación de la proteína G disparando el 

intercambio GTP-GDP en la subunidad Gα (Moepps y Fagni, 2003). En función de las 

características de la subunidad Gα, las proteínas G han sido agrupadas en cuatro 

familias: Gs, Gi/o, Gq y G12. Mientras que las proteínas Gs (estimuladora) y Gi/o 

(inhibidora) están implicadas en la regulación de la adenilato ciclasa y de canales 

iónicos, las proteínas Gq activan la fosfolipasa Cβ. Las proteínas G12 están 

relacionadas con el acoplamiento de los RAPGs a la activación de las GTP-asas Rho 

(Moepps y Fagni, 2003). 

 

5. LA CLASIFICACIÓN DE LOS RECEPTORES METABOTRÓPICOS 

DE GLUTAMATO 

Hasta la fecha se han identificado 8 subtipos de mGluRs (mGluR1-8). 

Posteriormente se han descrito diferentes isoformas por splicing alternativo, 

fundamentalmente para el extremo carboxi-terminal en algunos de ellos (Tanabe y 

cols., 1992; Pin y cols., 1992; Minakami y cols., 1994; Iversen y cols., 1994; Flor y cols, 

1997). 

Todos ellos son proteínas largas, de entre 854 y 1199 aminoácidos, con un 

extremo amino-terminal de aproximadamente 500 aminoácidos, donde se encuentra la 

secuencia de un posible péptido-señal que, junto con secuencias consenso para 

glicosilación, indican su naturaleza extracelular. A continuación, siete segmentos 

hidrofóbicos, muy cercanos entre sí, que constituyen los dominios helicoidales 

transmembranales, que quedan unidos por horquillas intra y extracelulares (fig. 6). 

Las regiones más conservadas entre los diferentes subtipos, corresponden a: i) 

un segmento hidrofóbico en el dominio extracelular, que constituiría el dominio de 

unión a ligando y las zonas que rodean a este fragmento, ii) un grupo de 21 residuos de 

cisteínas, que están principalmente distribuidas en el dominio amino-terminal (19 de 

éstos) o en las horquillas extracitoplasmáticas, que forman puentes disulfuro y 

dirigen su conformación tridimensional, así como en la posibilidad de dimerización de 
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algunos mGluRs, iii) las horquillas intracitoplasmáticas i1 e i3, que posiblemente estén 

implicados en la unión a proteína G, y iv) el séptimo fragmento transmembranal 

(Romano y cols., 1995, 2001; Tsuji y cols., 2000) 

Por su parte, el extremo carboxi-terminal, intracelular, con varias secuencias 

consenso de fosforilación, es variable en cuanto a longitud y es, probablemente la 

región menos conservada en la familia. 

La clasificación de los mGluRs (fig. 7) se realizó en función del grado de 

homología de sus secuencias, los mecanismos de transducción de señales y el perfil 

farmacológico. De este modo se han definido tres grupos: I, II y III, con una 

homología del 70% entre los miembros del mismo grupo, bajando a un 45% cuando se 

trata de homología intergrupo (Nakanishi, 1992; Nakanishi y Masu, 1994; Pin y 

Duvoisin, 1995; Conn y Pin, 1997; Alagarsamy y cols., 2001; De Blasi y cols., 2001; 

Coutinho y Knopfel, 2002; Gerber y cols., 2007). 

 

Los receptores del grupo I (que incluye los tipos mGluR1 y mGluR5) están 

acoplados preferentemente, aunque no exclusivamente, a proteínas G del tipo Gαq/11 

que provocan incrementos en la concentración intracelular de IP3 y, secundariamente, 

 
Figura 7.- Esquema de la clasificación de los receptores metabotrópicos de glutamato. 
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la liberación de Ca 2+ intracelular por activación de la fosfolipasa C (Masu y cols., 

1991; Abe y cols., 1992; Aramori y Nakanishi, 1992; Tanabe y cols., 1992; Conn y Pin, 

1997). No obstante, se ha detectado el acoplamiento a otros mecanismos de 

señalización intracelular que incluyen, por ejemplo, mecanismos en los que está 

implicado AMPc (Hermans y Challiss, 2001). 

Los mGluRs de los grupos II (mGluR2 y mGluR3) y III (mGluR4, mGluR6, 

mGluR7 y mGluR8) están primariamente acoplados a proteínas G del tipo GαI y ambos 

grupos de receptores se encuentran acoplados negativamente a la adenilato ciclasa, 

aunque cada grupo muestra propiedades farmacológicas diferentes (Conn y Pin, 1997; 

Bordi y Ugolini, 1999). 

Los miembros de cada uno de los grupos de mGluRs pueden ser identificados 

en localización pre- o postsináptica. No obstante, mientras los integrantes de los 

grupos II y III se encuentran principalmente en lugares presinápticos, donde actúan 

regulando la tasa de liberación de neurotransmisor (Libri y cols., 1997; Cartmell y 

Schoepp, 2000; Alagarsamy y cols., 2001), los mGluRs del grupo I se encuentran, casi 

exclusivamente, en el elemento postsináptico (Luján y cols., 1996; 1997; Libri y cols., 

1997; Shigemoto y cols., 1997; Jaarsma y cols., 1998), donde frecuentemente 

participan regulando la excitabilidad neuronal (Bordi y Ugolini, 1999; Gerber y cols., 

2007). 

La importancia diferencial de los receptores del grupo I reside en que, a 

través del uso de agonistas específicos, se ha demostrado que estos receptores 

ejercen múltiples y muy variados efectos, desde la activación de canales de K+ 

activados por Ca2+ y de canales catiónicos no-selectivos, hasta la potenciación de las 

respuestas mediadas por receptores NMDA, la inhibición o potenciación de las 

respuestas de receptores AMPA, la regulación de canales de Ca2+ y su propia 

autorregulación. De este modo, la activación de estos receptores conducirá, no sólo a 

la liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares, sino también a un incremento 

de la entrada de Ca2+ mediado por la despolarización. Estos efectos son críticos en la 

inducción de los fenómenos de plasticidad neural (Pin y Bockaert, 1995), y de ahí, en 

cierta medida, la importancia de los mGluRs del grupo I. 
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Los mGluRs del grupo I también presentan algunas características 

estructurales que no comparten con 

los demás grupos. Sólo los miembros 

del grupo I (aunque no todos) son los 

únicos que presentan un dominio 

carboxi-terminal muy largo (fig. 8 y 

9), y dado que es este dominio el de 

unión al efector que va a 

desencadenar la respuesta 

intracelular, probablemente sea 

responsable, al menos en parte, de 

las diferencias funcionales del grupo 

I con el resto de mGluRs (Nakanishi, 

1992; Bockaert y cols., 1993; Pin y 

Duvoisin, 1995; Fagni y cols., 2004).  

 

Ya que este extremo carboxilo contiene los dominios de unión a proteínas es 

también responsable de la diferencia entre los mGluRs del grupo I y los otros grupos, 

 
Figura 8.- Esquema representativo de la estructura 
del prototipo de mGluR del grupo I, que a diferencia 
del resto de los miembros de los grupos II y III 
pueden presentar un extremo carboxilo terminal 
considerablemente largo. 

 
Figura 9.- Esquema representativo de las diferencias en el extremo carboxilo de los diferentes 
mGluRs. Como se muestra en la figura sólo los miembros del grupo I, aunque no todos, presentan un 
extremo carboxilo largo, mientras que el resto de grupos poseen un extremo carboxilo 5-6 veces más 
corto. Tomado de Fagni y colaboradores (2004). 
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en cuanto a la unión de determinados ligandos que intervienen en los mecanismos de 

señalización en la sinpasis (Fagni y cols., 2004). Sólo los mGluRs del gruo I son 

capaces de unirse a las proteínas adaptadoras de la familia Homer, que como veremos 

más adelante intervienen en el tráfico de estos receptores a la superficie celular y 

además de estar implicados en otros aspectos funcionales (De Bartolomies y Iasevoli., 

2003). 

 

6. LOS RECEPTORES METABOTRÓPICOS DE GLUTAMATO DEL 

GRUPO I  

El grupo I lo conforman el mGluR1 y el mGluR5, los cuales presentan, además, 

algunas variantes por splicing alternativo (al menos 4 tipos para el mGluR1 y 2 para el 

mGluR5) (Shigemoto y cols., 1993; Baude y cols, 1997; Shigermoto y cols, 1997). Estos 

receptores del grupo I actúan estimulando la fosfolipasa C, dando como resultado un 

aumento de IP3 y la liberación de Ca2+ de los reservorios intracelulares (Conn y Pin, 

1997) aunque, en algunos casos, pueden acoplarse a la adenilato ciclasa (Aramori y 

Nakanishi, 1992). De hecho, estudios complementarios demostraron que la producción 

de IP3, inducida por agonistas, es sensible a la toxina botulínica en algunas células 

(Nicoletti y cols, 1988), mientras que es insensible en otras (Sladeczek y cols, 1985) 

datos que indicarían que, en su entorno natural, estos receptores podrían acoplarse a 

proteínas G tanto del tipo Gi/Go como del tipo Gq. 

Aunque su expresión fundamentalmente tiene lugar en el SNC, los mGluRs del 

grupo I también se expresan en terminales de aferentes sensoriales amielínicos de la 

piel, donde juegan un papel importante en la sensación dolorosa (Bhave y cols., 2001). 

También se ha descrito su expresión en melanocitos (Frati y cols., 2000), 

osteoblastos (Gu y Publicover, 2000), cardiomiocitos (Gill y cols., 1999), y hepatocitos 

(Storto y cols, 2000). 

En el SNC su expresión suele ser diferente y normalmente complementaria 

(Bordi y Ugolini, 1999). Así, mientras mGluR5 se expresa abundantemente en el 

córtex, el estriado y el núcleo accumbens de los ganglios basales y en las células 
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piramidales de la CA1 del hipocampo, el mGluR1 tiene sus mayores niveles de 

expresión en las células piramidales de la CA3 del hipocampo, las células de Purkinje 

del cerebelo, y el bulbo olfatorio, región objeto de nuestro estudio. Es por ello que 

nos centraremos en la descripción de las características del mGluR1. 

Funcionalmente, existen evidencias que sugieren que los mGluR1 y mGluR5 

ejercen efectos opuestos. En presencia de determinados agonistas selectivos el 

mGluR1 provoca despolarización ejerciendo efectos excitatorios, mientras que el 

mGluR5 tiene un papel inhibitorio ya que induce hiperpolarización (Guerineau y cols., 

1994; Takeshita y cols., 1996; Heinbockel y cols., 2007b; Jian y cols., 2010). 

 

7. EL RECEPTOR METABOTRÓPICO DE GLUTAMTO TIPO 1 

Se han identificado diversas variantes de splicing que generan diferentes 

isoformas de mGluR1 (fig. 10). La primera de ellas en ser clonada fue denominada 

mGluR1α o  mGluR1a (Houamed y cols, 1991; Masu y cols, 1991). Posteriormente se han 

identificando nuevas isoformas, aunque en algunos casos, no hay evidencias claras 

para asegurar la existencia real de algunas de éstas (Ferraguti y cols., 2008). 

La isoforma mGluR1α, conocida como isoforma larga, está compuesta por un 

péptido de 1.199 aminoácidos, con una masa molecular de 133 kDa. La proteína tiene 

tres dominios estructurales, un dominio amino-terminal de 593 aa y un dominio 

carboxi-terminal de 367 aa, separados ambos por un dominio central de 239 aa que 

contiene los siete dominios transmembrana (Houamed y cols, 1991 y Masu y cols, 

1991). 

La isoforma mGluR1β (o mGluR1b) presenta un extremo carboxi-terminal 

deleccionado (Tanabe y cols, 1992). Deriva de dos diferentes transcritos, 

denominados mGluR1β1 y  mGluR1β2 (anteriormente mGluR1f) generados por splicing 

alternativo. En estos casos se produce la inserción de un exón de 85 pb posterior a 

los 7 dominios transmembrana (Tanabe y cols., 1992) que incluye un codón de 

terminación. De este modo se produce la sustitución de los últimos 318 aa del mGluR1a 

por sólo 20 residuos, originando así una proteína de 906 aa con un dominio intracelular 
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corto. La isoforma RMGlu1β2, (Soloviev y cols., 1999) se produce por la inserción del 

mismo exón que en el caso anterior, con alguna variación postranscripcional adicional. 

 

Se han descrito otras formas de mGluR1 caracterizadas por presentar 

también un extremo carboxi-terminal corto. Una isoforma denominada inicialmente 

mGluR1d (Laurie y cols., 1996), actualmente denominada mGluR1γ, que deriva de una 

pequeña variación en el splicing del mGluR1β2 originando un receptor de 908aa.  

La isoforma mGluR1c fue aislada de una librería de cDNA de cerebelo de una 

rata (Pin y cols., 1992) y se pensó que derivaría de un splicing alternativo de un exón 

insertado tras los 7 dominios transmembrana, y que daba lugar también a otra forma 

de receptor con extremo carboxi-terminal corto. Sin embargo no se encontraron 

similitudes entre la secuencia del mGluR1c y la genoteca de rata, lo que sugiere que 

esta “supuesta” variante del mGluR1 derivaría de un evento de recombinación 

producido en la propia librería de cDNA. 

Figura 10.- Esquema representativo de las principales isoformas de los mGluRs del grupo I. En la 
parte superior de la figura se representa la región N-terminal (en verde) y los 7 segmentos 
transmembrana (en marrón) comunes para las diferentes variantes En la parte inferior de la figura 
aparecen representadas las diferentes variantes del extremo carboxilo. El mGluR1a es la única 
isoforma larga del tipo 1, el resto de isofromas están trucadas. Los isoformas del mGluR5 también 
tienen un extremo carboxilo largo, pero a diferencia del extremo del mGluR1a, la mayor parte de su 
secuencia es conservada (en color naranja), mientras que el carboxilo del mGluR1a es 
mayoritariamente constituido por secuencia divergente (en color rosa), no homóloga. 
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Otra isoforma denominada mGluR1g (Makoff y cols., 1997) ha sido clonada de 

una librería de cDNA del cerebelo humano que da lugar a una proteína de 887 aa. A 

pesar de haber localizado esta isoforma también en riñón, los propios autores no 

descartan la posibilidad de que los transcritos subclonados de mGluR1g puedan 

derivar de un pre-mRNA parcialmente procesado. 

Ha sido también identificada, en ratón, una variante de splicing más, que se 

denominó inicialmente mGluRE55 (Zhu y cols., 1999) y actualmente mGluR1δ. El 

transcrito genera una proteína truncada de 321 aa que sólo contiene parte del dominio 

extracelular, por lo que podría tratarse de una proteína de secreción. 

El hecho de que el mGluR1a posea un extremo carboxi-terminal largo establece 

unas claras diferencias respecto a las otras isoformas. Estas diferencias incluyen la 

existencia de dominios adicionales que le permiten la interacción con diversos 

elementos integrantes de las rutas de señalización, lo cual le confiere capacidades 

particulares respecto al resto de isoformas. 

 

LA ISOFORMA a DEL RECEPTOR: mGluR1a 

La longitud del dominio carboxi-terminal en las diferentes isoformas del 

mGluR1 determina las diferencias en cuanto a las propiedades de señalización (Pin y 

Duvoisin, 1995) y en su localización subcelular en neuronas (Ferraguti y cols., 1998). 

Así, aunque todas las variantes del mGluR1 activan la fosfolipasa C, las señales 

intracelulares de calcio generadas por los receptores de extremo carboxi-terminal 

corto tienen cinéticas más lentas (Pin y Duvoisin, 1995). Por otra parte, mientras que 

la distribución de mGluR1a es típicamente somatodendrítica, en la periferia de la 

densidad postsináptica (Baude y cols., 1993; Pin y Bockaert, 1995), las isoformas 

cortas se presentan, principalmente, en elementos presinápticos (Fotuhi y cols., 1993; 

Pin y Bockaert, 1995). 

Además, la presencia de este extremo carboxi-terminal largo confiere al 

mGluR1a toda una serie de lugares de interacción para muy diversas proteínas que 

determinan algunas de sus propiedades funcionales. Así, este extremo presenta una 

secuencia de lugares de fosforilación Serina/Treonina (Masu y cols., 1991), sobre las 
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que actúa PKC (protein kinasa C) en un proceso decisivo para su desensibilización 

(Francesconi y Duvoisin, 2000). También presenta una secuencia PPSPFR, que no está 

presente en otras isoformas, y que es capaz de interaccionar con las proteínas de la 

familia Homer, al igual que otras secuencias consenso sobre las que interaccionan 

proteínas del andamiaje postsináptico como PSD-95 (Tu y cols., 1998, 1999), así como 

dos sitios de unión para calmodulina (Ishikawa y cols., 1999). 

 

DIMERIZACIÓN DEL mGluR1a 

A mediados de los años 70 aparecieron las primeras evidencias que indujeron a 

pensar en la posibilidad de que los RAPGs puedan actuar como complejos diméricos 

(Limbird y cols, 1975; Wreggett y Wells, 1995). Pero no fue hasta mediados de los 90 

cuando esta teoría tomó fuerza con el estudio de diferentes RAPGs (Maggio y cols., 

1993; Hebert y cols, 1996; Bai y cols., 1998; Bouvier, 2001). La mayoría de 

receptores de membrana funcionan como dímeros en la superficie celular. Éste 

también es el caso del mGluR1a. Los estudios de Romano y colaboradores (1996a) 

demostraron que mGluR1a existe como homodímero en la membrana plasmática. El 

dominio amino-terminal de mGluR1a está compuesto por un dominio de unión al ligando 

(DUL-m1) y por un dominio rico en cisteínas (DRC) (Jingami y cols., 2003; Kniazeff y 

cols., 2004). El dímero se forma por la unión covalente, a través de puentes disulfuro, 

que se establecen entre residuos de cisteínas presentes en el DRC (fig. 11). 

La dimerización parece tener lugar en el retículo endoplasmático (Hermans y 

Challiss, 2001) y es crucial en la activación del receptor y por tanto jugará un papel 

clave en su capacidad de señalización (Romano y cols., 1996a; Sato y cols., 2003). Las 

primeras evidencias que indicaban que las formas diméricas son críticas para el 

mantenimiento de la transducción de la señal fueron aportadas por los estudios 

realizados por Vignes y colaboradores (1992). Estos autores demostraron que la 

producción de IP3 estimulada por glutamato es bloqueada bajo condiciones 

reductoras, que rompen los puentes disulfuro, inestabilizando así los dímeros. 

Estudios posteriores, a través de mutagénesis puntual en la secuencia aminoacídica 
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del receptor, corroboraron esta relación entre la unión del ligando al dímero y la 

transducción de la señal glutamatérgica (Sato y cols., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En conjunto, los diferentes estudios realizados sobre la dimerización del 

receptor no sólo concluyen que la capacidad de dimerización del mGluR1a reside en el 

extremo amino-terminal, y que en ella es decisiva la cisteína localizada en la posición 

140, aunque parece que también participan uniones no covalentes (Ray y Hauschild, 

2000), sino que, además, descartan la formación de heterodímeros entre mGluR1a y 

otros tipos de mGluRs (Romano y cols., 1996a, b; Robbins y cols., 1999; Jingami y cols., 

2003). 

Por su parte, el DUL-m1 presenta dos secuencias de unión al ligando (SUL 1 y 

SUL 2), que forman una estructura bilobulada, adoptando la morfología de una “doble 

concha” (Kunishima y cols., 2000; Tsuchiya y cols., 2002; Kniazeff y cols., 2004). El 

DUL-m1 puede alcanzar una configuración “cerrada” o “abierta”, y dependiendo de la 

combinación de estas configuraciones se mantiene o no la la capacidad de estabilizar 

la interacción con el glutamato cuando se produce la dimerización (fig. 12) (Jingami y 

cols., 2003). 

 

Figura 11.- La parte superior de la figura 
corresponde a la  secuencia lineal del 
mGluR1a. El dominio de unión al ligando (DUL-
m1) está formado por dos subunidades (SUL 
1 y SUL 2), y, junto con el dominio rico en 
cisternas, constituyen la región extracelular 
del receptor. En la parte inferior izquierda 
de la figura se muestra una reconstrucción 
tridimensional del plegamiento estructural 
que adopta la secuencia de la región 
extracelular cuando el receptor se encuentra 
dimerizado. Cada una de los dominios se 
corresponde en color con los de la secuencia 
que se muestra en la parte superior de la 
figura. 
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Estudios cristalográficos han descrito dos posibles conformaciones en los 

dímeros del receptor, denominadas A (activated) y R (resting state), dependiendo de 

la configuración que adopta el promotor de cada monómero y de la interfase dimérica, 

que queda definida por las interacciones entre los promotores que dimerizan (fig. 12) 

(Jingami y cols., 2003; Sato y cols., 2003). 

-la conformación A se alcanza cuando dimerizan un promotor en conformación 

cerrada y el otro en conformación abierta (cerrado-abierto/A), y corresponde a la 

forma dimérica del receptor unido a glutamato. 

-la conformación R se define por la interacción de dos promotores abiertos 

(abierto-abierto/R). Esta conformación dimérica corresponde tanto al receptor no 

ligado a glutamato como a la forma unida a antagonistas del glutamato. 

 
Figura 12.- Esquema de las diferentes configuraciones que puede alcanzar el mGluR1a dimerizado, 
activa o en reposo, en función de la combinación de conformaciones adoptadas por los monómeros. En 
la figura, las moléculas aparecen a modo de cilindros representativos, mientras que los dominios de 
unión al glutamato muestran la conformación real que adoptan las α-hélices. Tomado de Moepps y 
Fagni (2003). 
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Se supone que ambas conformaciones se encuentran en un estado de equilibrio 

dinámico en ausencia de ligando, que se desplaza a favor de la conformación A cuando 

se produce la unión del glutamato, estabilizando el estado activo del receptor 

(Jingami y cols., 2003). 

 

EL mGluR1a EN EL ELEMENTO POSTSINÁPTICO DE LA 

SINAPSIS GLUTAMATÉRGICA 

El elemento más llamativo del elemento postsináptico está constituido por la 

densidad postsináptica (PSD), una estructura electrodensa altamente especializada y 

subyacente a la membrana postsináptica de las sinapsis excitatorias. La densidad 

postsináptica contiene todo tipo de moléculas que están involucradas en la 

transducción de señal así como en la plasticidad sináptica (Boeckers y cols, 2002). La 

alta diversidad proteica de esta región precisa de un elevado grado de estructuración 

que se consigue gracias a la presencia de una serie de proteínas adaptadoras 

(scaffolding proteins). Uno de los casos más notables de proteínas adaptadoras lo 

encontramos en las proteínas de la familia Shank, unas proteínas que juegan un papel 

primordial en la organización de las sinapsis glutamatérgicas ya que median la 

interacción de los receptores ionotrópicos y metabotrópicos de glutamato. Éstas son 

proteínas de gran tamaño y formadas por una gran variedad de dominios que median 

interacciones proteína-proteína. Un miembro prototípico de la familia Shank contiene, 

entre otros, múltiples dominios ANK (ankyrin repeats), seguidos por un dominio SH3 

(Src homology 3) un dominio PDZ (PSD-95/DLG/ZO1) y un dominio rico en prolina 

(Boeckers y cols, 2002; Sheng y Kim, 2000). 

Los dominios PDZ son característicos de una amplia familia de proteínas que les 

permiten la interacción con toda una serie de proteínas que contienen secuencias de 

aminoácidos específicas. En la densidad postsináptica de sinapsis glutamatérgicas las 

proteínas PDZ juegan un importante papel en la organización y ensamblaje de 

complejos supramoleculares de señalización, posibilitando, por ejemplo, las uniones 
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entre receptores de superficie, canales iónicos y otros elementos participantes en la 

transducción de la señal (Gerber y cols., 2007; Scannevin y Huganir, 2000). 

A través del dominio PDZ de Shank se produce la interacción con GKAP 

(guanylate-kinase-associated protein), una proteína que une la proteína PSD-95, la 

cual, a su vez, une los receptores de glutamato NMDA y kainato, sirviendo, pues, de 

puente entre estos receptores y Shank (Boeckers y cols, 2002; Kreienkamp, 2002a, 

b). La región rica en prolina permite la interacción de Shank con el domino EVH1 

(Ena/VASP homology 1) de la proteína Homer, una proteína que al igual que Shank 

también interacciona directamente con mGluR1a (Kreienkamp, 2002a, b). Esto permite 

agrupar en un mismo complejo tanto a los receptores ionotrópicos como 

metabotrópicos de glutamato. 

Como se ha comentado anteriormente, otra proteína con un papel fundamental en 

la organización de la densidad postsináptica es la PSD-95 (postsynaptic density 

protein 95). La PSD-95 pertenece a la familia de proteínas conocidas con el nombre 

de MAGUKs (membrane-associated guanylate kinases), capaz de oligomerizar y 

agrupar canales iónicos y la maquinaria de señalización asociada a las sinapsis 

excitatorias del SNC. 

mGluR1a presenta una disposición muy constante en la membrana postsináptica, 

rodeando al núcleo central de receptores ionotrópicos (Luján y cols., 1996). La 

cuestión de su localización tan específica se resolvió con la identificación del primer 

miembro de una nueva familia de proteínas denominadas Homer (o Vesl) denominado 

(Homer1a) (Brakeman y cols., 1997; Soloviev y cols., 2000). A éste le siguió la 

clonación de otros genes (Homer1-Homer3) que hasta la fecha han dado lugar a 16 

isoformas diferentes de proteínas Homer (Soloviev y cols., 2000; Fagni y cols., 2000; 

De Bartolomeis y Iasevoli, 2003; Shiraishi-Yamaguchi y Furuichi, 2007). Estas 

proteínas Homer poseen un dominio similar al PDZ, y otro, similar al EVH1, que es 

capaz de interaccionar con una región distal del extremo carboxi-terminal del 

mGluR1a, rica en prolina (PPXXFR), (Tu y cols., 1998) y que no está presente en los 

mGluRs de extremo carboxi-terminal corto. 
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Las proteínas Homer contienen un único dominio EVH1 en su extremo amino-

terminal, y por tanto, les permitiría un único punto de unión con otros elementos. Pero 

además, la mayoría de sus isoformas también contienen un dominio coiled-coil en su 

extremo carboxi-terminal que les permite oligomerizar (fig. 13) (Xiao y cols., 1998; 

Tadokoro y cols., 1999; Soloviev y cols., 2000; De Bartolomeis y Iasevoli, 2003). 

 

Esta asociación es crucial para la formación de complejos homo- y hetero-

multimerizados de Homer, y por tanto, la posibilidad de poner en relación varios 

elementos a la vez. De hecho se ha demostrado que los dímeros, incluso tetrámeros, 

de Homer interconectan el mGluR1a con receptores de IP3 y así se coordina la 

maquinaria de generación de IP3 y la liberación de Ca2+ desde el retículo 

endoplasmático (Tu y cols., 1998; De Bartolomeis y Iasevoli, 2003). 

Aunque los papeles específicos de las diferentes isoformas de Homer no están 

excesivamente claros, parece que, además de sus funciones de anclaje, regulando o 

facilitando el cross-talk entre proteínas diana, las proteínas Homer también pueden 

funcionar como chaperonas, de modo que afectan al nivel de expresión de mGluR1a en 

la superficie celular (Ciruela y cols., 1999; Roche y cols., 1999), e igualmente a su 

localización subcelular y su anclaje a membranas intracelulares. Así la expresión en 

superficie de mGluR1a (y sus respuestas a la estimulación por ligando) se incrementa 

cuando se coexpresa con Homer1a (Ciruela y cols., 1999) o Homer1c (Ciruela y cols., 

2000), mientras que la coexpresión de Homer1b/c provoca la retención del receptor 

 
Figura 13.- Esquema representativo de las secuencia de Homer 1a (isoforma corta) y de un prototipo 
del resto de isoformas y tipos de Homer, conocidas como long-Homers. Estas fomas largas contienen 
un dominio coiled-coil (en color verde) que les confiere la capacidad de autoensamblaje y así 
interaccionar con más proteínas diana. La isoforma Homer 1a es el único miembro de la familia Homer 
que no tiene capacidad de multimerizar debido a que carece de dominio coiled-coil. EVH1 (dominio de 
unión a ligando, en color rosa) y DRP (dominio rico en prolina, en color naranja). 
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en el retículo endoplásmico, y consecuentemente una disminución de su expresión en 

superficie (Roche y cols., 1999) lo que supondría un sistema de regulación de su 

actividad. 

De entre todas los Homer, Homer1a, es la única isoforma que no posee el 

dominio coiled-coil por lo que no puede oligomerizar con otros Homer (fig. 13). Otra 

diferencia respecto al resto de isoformas es que, mientras éstas se expresan 

constitutivamente (Xiao y cols., 1998), Homer1a es el producto de un gen de 

expresión temprana, que es rápidamente inducido como respuesta a actividad neuronal 

intensa. La inducción de la transcripción de Homer1a determina que éste impida la 

capacidad de autoensamblaje de las formas largas con mGluR1a por medio del 

secuestro de sus ligandos. De este modo funciona como dominante negativo 

fisiológico, compitiendo con las formas largas de Homer, regulando así las 

posibilidades de ensamblaje y señalización de éstas, y eliminando la unión de mGluR1a 

con otras proteínas intracelulares (Xiao y cols., 1998; Tadokoro y cols., 1999, De 

Bartolomeis y Iasevoli, 2003). Consecuentemente este proceso altera los mecanismos 

de señalización intracelular (Fagni y cols., 2000), lo cual parece estar relacionado con 

la regulación de circuitos y sinapsis (Shiraishi-Yamaguchi y Furuichi, 2007). 

En este sentido, Ango y colaboradores (2001a, b) demostraron que el aumento 

en la expresión de Homer1a en las neuronas granulares del cerebelo producía un 

incremento de las asociaciones mGluR1a-Homer1a y, como consecuencia de ello, una 

reducción de la asociación de mGluR1a con otros Homer y un desenmascaramiento de 

la actividad constitutiva de mGluR1a. En células de Purkinje, la despolarización induce 

la expresión de Homer1a. Esto hace que haya una mayor tasa de expresión de mGluR1a 

en la superficie celular, provocando un incremento de la respuesta mediada por este 

receptor (Minami y cols., 2003). Estos resultados indican que las formas largas y 

cortas de Homer regulan el direccionamiento y agrupación de mGluR1a en la superficie 

celular a través de acciones opuestas (Shiraishi-Yamaguchi y Furuichi, 2007). 

La localización en la sinapsis de las distintas isoformas de Homer no es 

estática, sino altamente dinámica en respuesta a la actividad sináptica. Esto, a su vez, 

determinaría las interacciones existentes entre los distintos receptores y otras 
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moléculas implicadas en el proceso de señalización. Esta interacción dinámica, por 

tanto, sugiere que estas proteínas serían decisivas en procesos tales como el 

desarrollo y maduración sináptica (Kato y cols., 1998; Foa y cols., 2001) o en la 

remodelación de las sinapsis que contribuya a cambios a largo plazo en su eficacia 

observada en las sinapsis glutamatérgicas (Sheng, 1997; Kato y cols., 1998). 
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EL SISTEMA OLFATORIO 

 

En el cerebro humano la importancia del sentido del olfato es “relativa”. Sin 

embargo, los roedores dependen del sentido del olfato para reproducirse y para 

sobrevivir. De hecho, poseen bulbos olfatorios de un tamaño relativo, respecto al 

resto del encéfalo, notablemente elevado (Ennis y cols., 2007). 

El sistema olfatorio se compone de dos sistemas paralelos, el principal y el 

accesorio o vomeronasal. Estructuralmente ambos sistemas son similares, pero 

difieren en su finalidad. El sistema vomeronasal es especialmente sensible a 

feromonas (Plendl y cols., 1999) y está implicado en el comportamiento sexual, el 

apareamiento, el reconocimiento de la madre en el proceso de amamantamiento, el 

cortejo, el reconocimiento de la progenie y otros comportamientos relacionados con el 

sistema endocrino (Firestein, 2001). El sistema olfatorio principal está más 

relacionado con la identificación de predadores, la localización de alimento, el 

comportamiento social y la territorialidad, aunque también interviene en la 

reproducción (Lin y cols., 2005; Mandiyan y cols., 2005). 

Las regiones en las que son captados los odorantes en estos dos sistemas se 

encuentran en dos zonas 

claramente delimitadas, el 

epitelio olfatorio y el 

órgano vomeronasal, donde 

se encuentran las neuronas 

receptoras olfatorias que 

proyectan sus axones a dos 

estructuras bulbares 

diferentes: el bulbo 

olfatorio principal y el 

bulbo olfatorio accesorio, 

identificando los dos 

 

Figura 14.- Representación de la localización del sistema 
olfatorio de una rata. En la cavidad nasal los odorantes son 
recibidos por el epitelio olfatorio (EO) que proyecta al bulbo 
olfatorio principal (BOP), mientras que el órgano vomeronasal 
(OVN), localizado en el hueso vómer entre las cavidades nasal y 
bucal, detecta feromonas y proyecta al bulbo olfatorio accesorio 
(BOA). 
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sistemas olfatorios anteriormente mencionados (fig. 14) (Cajal, 1911a, b; Mori y cols., 

1999; Wachowiak y Shipley, 2006; Ennis y cols., 2007). 

A grandes rasgos el sistema olfatorio principal está compuesto por el epitelio 

olfatorio, el bulbo olfatorio y la corteza olfatoria primaria (Cajal, 1911a; Shipley y 

cols., 2004; Ennis y cols., 2007). En el epitelio se produce la transducción de la señal 

olfatoria, en los bulbos tiene lugar un primer procesado y la modulación de la misma y 

en la corteza se produce la integración de la información sensorial (Shepherd y 

Greer, 1990; Mori y cols., 1999; Wachowiak y Shipley, 2006; Ennis y cols., 2007). 

En el epitelio olfatorio de roedores se localizan entre 6 y 10 millones de 

neuronas receptoras olfatorias (NROs) que captan las moléculas odorantes que entran 

por las fosas nasales (Firestein, 2001). Las NROs extienden una serie de 

prolongaciones hacia la superficie luminal del epitelio en cuya membrana se situan los 

receptores olfatorios (Firestein, 2001). En el otro extremo, la NRO proyecta un único 

axón no ramificado y amielínico que, agrupándose con otros axones, forman el nervio 

olfatorio que atraviesa la placa cribiforme del hueso etmoides para alcanzar el bulbo 

olfatorio principal, al cual nos referiremos a partir de ahora como, simplemente, bulbo 

olfatorio (Cajal, 1911a; Pinching y Powell, 1971 b;c; Shipley y cols., 2004; Ennis y cols., 

2007). 

Los bulbos olfatorios son unas estructuras globosas, situadas en la parte 

rostral del cerebro. A su llegada al bulbo, la información transmitida por el nervio 

olfatorio es recibida por las neuronas principales del bulbo, células mitrales y 

empenachadas. Tras ser sometida a diferentes procesos de modulación por los 

circuitos bulbares, las neuronas principales dan salida a la información hacia la 

corteza olfatoria primaria a través de sus axones que se empaquetan formando el 

tracto olfatorio lateral. Desde las estructuras corticales olfatorias la información es 

integrada con otras funciones neurales y dirigida a otros centros encefálicos (De 

Olmos y cols., 1978; Shipley y cols., 2004; Ennis y cols., 2007). 
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1. ARQUITECTURA DEL BULBO OLFATORIO: 

DISTRIBUCIÓN DE CAPAS Y DE TIPOS NEURONALES 

 

El bulbo olfatorio es una estructura paleocortical aparentemente simple, y que, 

como estructura cortical, presenta una organización laminar, con las capas dispuestas 

concéntricamente en las que se distribuyen diferentes tipos de neuronas, clasificados 

inicialmente atendiendo principalmente a su localización en las capas y morfología 

somática, y que posteriormente se ha mostrado que se corresponden, en mayor o 

menor medida, con particularidades fisiológicas, neuroquímicas y de conectividad 

CAPA DE FIBRAS DEL NERVIO OLFATORIO (CFNO). Es la lámina más 

superficial del bulbo (fig. 15) y está formada por finos axones amielínicos del nervio 

olfatorio que se entrelazan al llegar al bulbo ipsilateral, acompañados, además, por 

células gliales (Cajal, 1911a; Pinching y Powell, 1971 b; Bailey y Shipley, 1993 Shipley y 

cols., 2004). La transmisión de la información sensorial desde los axones del nervio 

olfatorio es mediada por glutamato y por tanto de carácter excitatorio (Aroniadou-

Anderjaska y cols., 1997; Keller y cols., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPA GLOMERULAR (CGL). Una vez que han alcanzado el bulbo, los axones 

del nervio olfatorio finalizan su recorrido en unas formaciones esféricas llamadas 

glomérulos olfatorios, que constituyen esta capa (fig. 16). Morfológicamente tienen la 

apariencia de ovillos de neuropilo rodeados por una capa limitante astrocítica y, 

funcionalmente, se consideran unidades discretas de procesamiento de información 

 

 

Figura 15.- Representación de un 
corte coronal del bulbo olfatorio a 
partir del cual obtenemos una 
sección como la que se muestra a 
la derecha de la figura. En la 
sección, procesada con la técnica 
de Nissl, la capa más externa del 
bulbo es la capa del nervio 
olfatorio, que está identificada en 
color rojo. 
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(Lancet y cols., 1982; Shipley y cols, 1995; Hayar y cols, 2004a, b; Ennis y cols., 

2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las neuronas localizadas en el entorno glomerular (fig. 17) se denominan en 

conjunto “células yuxtaglomerulares” de las que se diferencian 3 tipos: células 

periglomerulares (cPGs), células empenachadas externas (cEEs) y células superficiales 

de axón corto (cSACs) (Pinching and Powell, 1971a). Todas estas neuronas 

yuxtaglomerulares tienen características interneuronales (Kosaka y Kosaka, 2005a; 

Ennis y cols., 2007). 

 
Figura 17.- A la izquierda se muestra un diagrama de la distribución laminar de los distintos tipos 
neuronales del bulbo olfatorio, desde la capa más superficial hacia la más profunda. La zona 
resaltada en color naranja corresponde a los tipos neuronales localizados en la capa glomerular. A 
la derecha se muestra una representación de cada uno de estos tipos: célula periglomerular 
(naranja), célula empenachada externa (rosa) y célula de axón corto (rojo). 
 

 

Figura 16.- Sección 
coronal panorámica del 
bulbo olfatorio (izda) y 
una ventana a mayor 
aumento (dcha) en la 
que se muestra la 
laminación del bulbo y 
la posición de la capa 
glomerular que está 
identificada en color 
rojo.  
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Las cPGs son la población más numerosa de células yuxtaglomerulares; sus 

somas son pequeños (5–8µm), esféricos y se sitúan a lo largo de todo el contorno 

glomerular. Su árbol dendrítico está muy ramificado, con ramas cortas, irregulares y 

muy espinosas, y queda restringido a una región discreta del glomérulo sin invadirlo en 

su totalidad (Pinching y Powell, 1971a; McQuiston y Katz, 2001; Shipley y cols., 2004). 

La población de cPGs ha sido considerada, al igual que el resto de poblaciones 

celulares bulbares, bastante homogénea, pero en la la última década numerosos 

estudios han demostrado que comparten poco más que morfología y localización, 

evidenciado una gran heterogeneidad en esta población, que comentaremos más 

adelante (Ennis y cols., 2007). 

Las cSACs son algo mayores en tamaño (10-12 µm) y tienden a localizarse en la 

parte profunda de los glomérulos, en el límite inferior de la CG. Sus somas suelen 

presentar morfología ovoide, cuyo eje mayor se encuentra orientado de forma 

paralela a la laminación bulbar. Las dendritas emergen desde los extremos del soma 

siguiendo la misma orientación, confinadas preferentemente a las zonas periféricas 

del glomérulo y presentan numerosas varicosidades (Pinching y Powell, 1971a; Shipley 

y cols., 2004). Tanto las cPG como las cSAC son poblaciones de interneuronas 

inhibitorias que contienen principalmente GABA (Ribak y cols., 1977) y/o dopamina 

(DA) (Halász y cols., 1983; Kosaka y cols., 1985; McLean y Shipley, 1988). 

El tercer tipo de célula yuxtaglomerular son las cEEs, que son las de mayor 

tamaño somático (10-15 µm) de la capa. Su soma es ligeramente piriforme y se 

distribuyen preferentemente rodeando los glomérulos por la zona más profunda de la 

capa. Sus ramificaciones dendríticas, normalmente lisas, ocupan una gran porción del 

glomérulo. A diferencia de las anteriores tienen carácter excitatorio, siendo 

principalmente glutamatérgicas (Aroniadou-Anderjaska y cols., 1999; Hayar y cols., 

2004b; Shipley y cols., 2004). 

 

CAPA PLEXIFORME EXTERNA (CPE). Se sitúa internamente a la CG (fig. 18) 

y está compuesta por un denso neuropilo formado por dendritas de células principales 

(mitrales y empenachadas) y de interneuronas localizadas en capas más profundas, 
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como las células grano (cGRs), mientras que la densidad de somas celulares es 

relativamente baja. La mayoría de los somas que encontramos en la CPE (fig. 19) 

pertenecen a células empenachadas (neuronas de proyección glutamatérgicas), pero 

también encontramos diferentes tipos de interneuronas locales. Entre ellas están las 

células de Van Gehuchten (Van Gehuchten and Martin, 1891), células satélite, células 

piriformes y células multipolares, así como células de axón corto semejantes a las que 

aparecen en la capa glomerular (Schneider y Macrides, 1978; Shipley y Ennis, 1996; 

Kratskin y Belluzzi, 2003). Todos estos tipos neuronales presentan una gran 

diversidad morfológica, que en ocasiones se solapa entre grupos, lo que hace muy 

complicada su correcta identificación. Por ello algunos autores han propuesto 

agruparlas (al menos bajo criterios estrictamente morfológicos) en una misma 

población a la que denominan “neuronas multipolares anaxónicas de la CPE” (Kosaka 

and Kosaka, 2008a; Kosaka y Kosaka, 2011). 

La mayoría de estas interneuronas son positivas a la proteína ligante de calcio 

parvalbúmina y GABAérgicas y, por tanto, inhibitorias (Mugnaini y cols, 1984a, b; Gall 

y cols, 1987; Kosaka y cols., 1987b; Ennis y cols., 2007). 

 

En esta capa también se encuentran las células empenachadas, que comparten 

muchas características morfológicas, sinápticas y fisiológicas con las células mitrales. 

De hecho, las dendritas de ambos tipos son difícilmente diferenciados 

ultraestructuralmente (Hayar y cols., 2004b; Kosaka y Kosaka, 2005a; Griff y cols., 

2008a, b). Debido a esta similitud, en la literatura se hace referencia a ellas 

 
 

Figura 18.- Sección coronal 
panorámica del bulbo 
olfatorio (izda) y una 
ventana a mayor aumento 
(dcha) en la que se 
muestra la laminación del 
bulbo y la posición que 
ocupa la capa plexiforme 
externa  que está 
identificada en color rojo. 
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generalizando las dos poblaciones como M/T (Ennis y cols., 2007). Otra característica 

que comparten las células empenachadas de la CPE con las células mitrales es que son 

neuronas de proyección, a diferencia de las cEEs de la CG, que son interneuronas 

locales (Ennis y cols., 2007). 

Las neuronas empenachadas de la CPE se han clasificado en 3 subtipos 

atendiendo a su distribución en la capa: células empenachadas superficiales (cESs), 

empenachadas medias (cEMs) y empenachadas profundas (cEPs). Aunque la morfología 

de sus somas es similar, el tamaño aumenta gradualmente a medida que aparecen más 

profundas en la capa. Estas neuronas presentan característicamente una dendrita 

apical que se adentra y ramifica en un glomérulo y una o varias dendritas laterales que 

se extienden tangencialmente por la CPE (Pinching and Powell, 1971a; Ennis y cols., 

2007). 

 

La población de células empenachadas es mucho más heterogénea de lo que se 

describió en un primer momento (Pinching y Powell, 1971a, b, c). Esta heterogeneidad 

ha sido motivo de numerosas discrepancias en la literatura. En un principio las cESs y 

las cEEs fueron consideradas conjuntamente, dada su localización en regiones 

 
Figura 19.- A la izquierda se muestra un diagrama de la distribución laminar de los distintos tipos 
neuronales del bulbo olfatorio. La zona resaltada en color azul corresponde a los tipos neuronales 
localizados en la capa plexiforme externa. A la derecha se muestra una representación de una típica 
célula empenachada. 
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próximas. Más tarde, basándose en la heterogeneidad de los penachos dendríticos y 

de las proyecciones axónicas se propuso una nueva clasificación que diferencia estas 

dos poblaciones: las neuronas empenachadas de la zona glomerular que actúan como 

interneuronas y las neuronas empenachadas de proyección situadas en la zona más 

superficial de la CPE y, que al igual que el resto de empenachadas de la CPE, 

comparten más semejanzas con las células mitrales que con las células 

yuxtaglomerulares (Macrides y Schneider, 1982; Schoenfeld y Macrides, 1985). En 

nuestro estudio hemos decidido aplicar la clasificación, en la que se denomina cEEs a 

las localizadas en la capa glomerular, mientras que con el término cM/Es nos 

referimos a las situadas en la capa plexiforme y que son similares a las mitrales. 

 

CAPA DE LAS CÉLULAS MITRALES (CCM). Por debajo de la CPE se localiza 

una fina capa que contiene principalmente los somas de células mitrales (fig. 20) 

(Frazier y Brunjes, 1988). Las células mitrales, cuyo soma puede llegar a alcanzar un 

tamaño medio de 25-35 µm de diámetro son, junto con las empenachadas (cM/Es) las 

principales neuronas de proyección del bulbo, y al igual que las empenachadas de la 

CPE son neuronas glutamatérgicas, de carácter excitatorio (Isaacson y Strowbridge 

1998; Schoppa y cols 1998; Aroniadou-Anderjaska y cols., 1999a, b; Ennis y cols., 

2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 20.- Sección 
coronal panorámica del 
bulbo olfatorio (izda) y 
una ventana a mayor 
aumento (dcha) en la 
que se muestra la 
laminación del bulbo y 
la posición que ocupa la 
capa de las células 
mitrales que está 
identificada en color 
rojo. 
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Éstas presentan una dendrita apical que atraviesa toda la CPE para alcanzar un 

sólo glomérulo, dentro del que se arboriza extensamente, y varias dendritas basales, 

también llamadas secundarias o laterales, que se extienden ampliamente en sentido 

tangencial por la CPE (fig. 21) (Cajal, 1911a, Ennis y cols., 2007). Según la distribución 

de sus dendritas laterales, las células mitrales han sido clasificadas en dos subtipos. 

Las mitrales tipo I extienden sus dendritas secundarias por la zona más profunda de 

la CPE, mientras que las dendritas de las de tipo II se distribuyen preferentemente 

por la zona intermedia de esta capa (Orona y cols, 1984). 

 

 

CAPA PLEXIFORME INTERNA (CPI). Es una capa relativamente fina, de 

densidad celular más bien baja (fig. 22). Las pocas neuronas que ocupan esta capa son 

algunas células profundas de axón corto (cPACs), principalmente las de tipo horizontal 

(fig. 23). Sin embargo, son realmente las dendritas de las propias células 

horizontales, las ramificaciones dendríticas de células grano, y los axones de células 

mitrales y empenachadas, los que dan identidad a esta capa (Price y Powell, 1970a; 

Kratskin y Belluzzi, 2003, Ennis y cols., 2007). 

 

 
Figura 21.- A la izquierda se muestra un diagrama de la distribución laminar de los distintos tipos 
neuronales del bulbo olfatorio. En la zona resaltada en color verde aparecen representados los 
somas característicos de las células mitrales. A la derecha se muestra una imagen de una típica 
célula mitral. 
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CAPA DE LAS CÉLULAS GRANO (CCG). Es la capa más profunda del bulbo y, 

aunque no es la de mayor densidad celular, sí es la que contiene mayor número de 

células (fig. 24). La población neuronal predominante son las células grano (cGRs) que 

dan nombre a la capa (fig. 25), aunque también podemos encontrar células profundas 

de axón corto (cPACs) como células de Golgi, verticales de Cajal y células de Blanes 

(Price y Powell, 1970b; Ennis y cols., 2007). 

La característica más destacada de las cGRs es que carecen de axón (Pinching 

y Powell, 1971a), presentan un pequeño soma esférico (5-8 µm de diámetro) del que 

surge una dendrita apical que se ramifica en la CPE en donde contacta con dendritas 

 

Figura 23.- En la parte 
superior se muestra un 
diagrama indicando la 
posición que ocupa la capa 
plexiforme interna en la 
laminación del bulbo. En esta 
capa señalada con fondo rojo 
se representan los somas de 
las células profundas de axón 
corto. En la parte inferior de 
la figura se muestra un 
dibujo de uno de los subtipos 
neuronales de esta capa, una 
célula horizontal, realizado 
por Cajal. 
 

 

Figura 22.- Sección 
coronal panorámica del 
bulbo olfatorio (izda) y 
una ventana a mayor 
aumento (dcha) en la que 
se muestra la laminación 
del bulbo y la posición que 
ocupa la capa plexiforme 
interna que está 
identificada en color rojo. 
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de cM/Es (fig. 24). De la parte opuesta del soma surgen algunas dendritas basales 

cortas que quedan restringidas a las proximidades del soma (Greer, 1987; Mori, 1987; 

Woolf y cols., 1991). Las cGRs son interneuronas inhibitorias, y casi exclusivamente 

GABAérgicas (Quinn y Cagan, 1980; 1982)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ORGANIZACIÓN SINÁPTICA DEL BULBO 

OLFATORIO 

Una vez conocidos los principales elementos del bulbo, describiremos las 

principales interacciones entre ellos, que son las responsables del procesamiento 

 
Figura 25.- A la izquierda, en el diagrama de la distribución laminar de los distintos tipos neuronales, 
la capa de los células grano aparece resaltada en color marrón. La imagen de la derecha corresponde 
a una célula grano.  

 
 

Figura 24.- Sección 
coronal panorámica del 
bulbo olfatorio (izda) y 
una ventana a mayor 
aumento (dcha) en la que 
se muestra la laminación 
del bulbo y la posición que 
ocupa la capa de los 
granos que está 
identificada en color rojo. 
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inicial de la señal olfatoria. En primer lugar comentamos brevemente como es 

seleccionada y clasificada topográficamente la entrada de la información olfatoria 

antes de llegar al bulbo. Después describimos más detalladamente la circuitería 

bulbar que regula y modula la información antes de que ésta sea transmitida a centros 

olfatorios superiores. 

En líneas generales, el circuito bulbar es activado cuando un estímulo odorante 

provoca la liberación de glutamato desde los axones terminales de las NROs, 

provocando la excitación directa de las cM/Es, a través de sus dendritas apicales. Las 

cM/Es toman la información de relevo, y llevan la señal de salida directamente a 

dianas situadas en regiones corticales olfatorias (Aroniadou-Anderjaska y cols., 1997; 

Murphy y cols., 2004; Wachowiak y Shipley, 2006; Ennis y cols., 2007). Estas cM/Es 

se encargan de integrar la información captada, pero a diferencia de las neuronas de 

proyección de otros sistemas sensoriales, hasta la fecha no hay evidencias 

ultraestructurales de contactos sinápticos directos entre cM/Es (Pinching y Powell, 

1971b, c; Toida y cols., 1996; Kosaka y cols., 1997), aunque existen algunas evidencias 

de que las cM/Es asociadas a un mismo glomérulo están acopladas eléctricamente por 

gap junctions (Schoppa y Westbrook, 2002; De Saint Jan y cols., 2009). Estas cM/Es 

interaccionan entre sí a través de las conexiones que establecen con diferentes tipos 

de interneuronas. Estos circuitos son los que permiten que la información sea 

regulada y modulada antes de que las cM/Es den salida a la información (Shipley y 

cols., 1995; Kratskin y Belluzzi, 2003). 

Los procesos de regulación tienen lugar básicamente a dos niveles, glomerular 

e infraglomerular (fig. 26). La modulación a nivel glomerular es la que se ejerce 

sobre la aferencia olfatoria, es decir, sobre la entrada de información, y tiene lugar 

por el circuito formado por axones olfatorios, neuronas principales y neuronas 

yuxtaglomerulares. La modulación a nivel infraglomerular es la que se ejerce sobre la 

eferencia olfatoria, o salida de la información, y es ejecutada por las interacciones 

establecidas entre las neuronas principales y las células grano. En ambos circuitos de 

regulación hay un alto porcentaje de interacciones de tipo dendrodendrítico, a nivel 

glomerular sobre las dendritas apicales de las células principales y a nivel 
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infraglomerular sobre sus dendritas basales (Smith y Jahr, 2002; Schoppa y Urban, 

2003; Vucinic y cols., 2006). Estas sinapsis dendrodendríticas son especialmente 

abundantes y elaboradas en el bulbo olfatorio, por lo que han servido como modelo y 

referencia en diferentes estudios de sinaptología (Aroniadou-Anderjaska y cols., 

1999b; Ennis y cols., 2007). 

 

Además de éstos, existen otros mecanismos reguladores en el bulbo olfatorio, 

los cuales serán comentados brevemente: la retroinhibición del nervio olfatorio, la 

modulación centrífuga, la autoexcitación de las cM/Es y el sistema de asociación 

intrabulbar. 

Antes de pasar a describir los circuitos sinápticos de regulación del bulbo 

vamos a hacer una breve reseña a dos características peculiares del bulbo olfatorio 

en relación con la sinaptología. 

 

 
Figura 26.-Representación de los principales circuitos bulbares de modulación. La regulación de las 
aferencias olfatorias tiene lugar a nivel de la zona glomerular por medio de microcuircuitos 
intraglomerulares e interglomerulares, que se establecen entre células mitrales y neuronas 
yuxtaglomerulares. Después la señal antes de abandonar el bulbo es sometida a un segundo proceso 
de regulación que se desarrolla en la capa plexiforme externa a través de los contactos mitral-célula 
grano-mitral. 
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2.1. CIRCUITO DE ENTRADA: MAPA TOPOGRÁFICO OLFATORIO 

Cuando el nervio olfatorio alcanza el bulbo ipsilateral, cada uno de los axones 

de las NROs invade normalmente un solo glomérulo (Ressler y cols., 1994; Vassar y 

cols., 1994; Mombaerts y cols., 1996; Treloar y cols., 2002), y lo hacen de manera que 

sólo en un mismo glomérulo convergen los axones de aquellas NROs, dispersas por 

toda la extensión del epitelio olfatorio, que expresan un mismo receptor, es decir, que 

reconocen con máxima afinidad el mismo compuesto odorante (Buck y Axel, 1991). Por 

lo tanto, un glomérulo individual representa el perfil odorante del receptor expresado 

por los cientos de NROs que lo inervan (fig. 27) (Mori y cols., 1999; Bozza y cols., 

2002; Shepherd y cols., 2004; Wachowiak y Shipley, 2006). Estos estudios han 

servido para corroborar que cada glomérulo constituye una unidad anatómico-

funcional de procesamiento de la entrada de información olfatoria (Wachowiak y 

Shipley, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teniendo en cuenta que las cM/Es, proyectan una sola dendrita apical a un sólo 

glomérulo (Shipley y cols., 1995; Krastin y Belluzzi, 2003), se puede decir que la 

excitación de una determinada cM/E responde con máxima intensidad sólo a un 

determinado compuesto odorante (Mori y cols., 1999; Lledo y cols., 2005). 

 

2.2. COMPARTIMENTALIZACIÓN DE LOS GLOMÉRULOS 

Aunque aparentemente los procesos axónicos y dendríticos se entremezclan en 

el glomérulo al azar, su distribución está espacialmente segregada, quedando unos y 

 

Figura 27.- Esquema representativo de la 
topografía de la información olfatoria. El 
odorante verde activa sólo las NROs 
verdes, y éstas aunque puedan localizarse 
distantes en el epitelio olfatorio van a 
proyectar sus axones de manera que 
converjan en un mismo glomérulo y 
diferente del que recibe los axones de 
las NROs rojas que reconocen el 
odorante rojo. 
Esquema tomado de Mori y cols., 1999. 
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otros restringidos a determinadas áreas (Hálasz y Greer, 1993). Kosaka y 

colaboradores (1997) identificaron estos compartimentos denominándolos como zona-

NO, ocupada por terminales axónicos del nervio olfatorio, y zona no-NO a la ocupada 

por procesos dendríticos. Estas zonas se distribuyen a modo de isletas o parches 

interdigitados entre sí (fig. 28). Posteriormente se observó que esta 

compartimentalización es reflejo de la segregación o distribución de sinapsis en el 

glomérulo, de tal manera que las interacciones axodendríticas que establecen las 

NROs sobre sus dianas quedan restringidas al dominio axonal, mientras que las 

sinapsis dendrodendríticas, que se producen principalmente entre interneuronas 

locales y dendritas de neuronas de proyección, tienen lugar en el dominio dendrítico 

(Kosaka y cols., 1998; Kasowski y cols., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3. REGULACIÓN RETROINHIBITORIA DEL NERVIO 

OLFATORIO 

La entrada de información olfatoria se produce por contacto sináptico desde 

el nervio olfatorio no sólo sobre cM/Es sino también sobre neuronas 

yuxtaglomerulares, y algunas de éstas últimas, concretamente las cPGs regulan esta 

entrada del nervio olfatorio. 

Las cPGs contienen mayoritariamente neurotransmisores de carácter 

inhibitorio como dopamina y/o GABA (Halász y Shepherd, 1983; Gall y cols., 1987; 

McLean y Shipley, 1988; Kosaka y cols., 1985, 1987a, b, c,, 1988; Ennis y cols., 2007), 

 

Figura 28.- Compartimentalización glomerular. 
Imagen tomada de Kasowsky y cols., (1999). En 
este estudio los autores localizan los dominios 
NO y no-NO utilizando como marcadores OMP 
(olfactory marker protein) y MAP2 (proteína 
asociada a microtúbulos). Posteriormente 
identifican los procesos axónicos (OMP-
positivos) con sinaptofisina (una proteína 
presináptica) y los dendríticos (positivos a 
MAP2) con sinapsina 1 (que está asociada a 
sinapsis dendrodendríticas). 
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que actúan a través de receptores presinápticos GABAB y D2, respectivamente, 

localizados en los terminales axónicos del nervio olfatorio (Mansour y cols., 1990; 

Coronas y cols., 1997; Aroniadou-Anderjaska y cols., 2000; Berkowicz y Trombley, 

2000; Smith y Jahr, 2002; Murphy y cols, 2005; Vucinic y cols., 2006). Ante la 

entrada de un estímulo excitatorio, las cPGs liberan ambos neurotransmisores 

produciendo una inhibición presináptica sobre el nervio olfatorio, impidiendo (o 

reduciendo) la liberación de glutamato desde el mismo (Nickell y cols. 1991; Coronas y 

cols. 1997; Koster y cols. 1999; Berkowicz y Trombley, 2000; Maher y Westbrook, 

2008). 

 

2.4. MODULACIÓN DE LA SEÑAL AFERENTE OLFATORIA: EL 

CIRCUITO GLOMERULAR 

De forma muy escueta se puede decir que cada glomérulo incorpora un circuito 

modulatorio que consiste básicamente en unos elementos de entrada, los axones de 

las NROs, unas neuronas de proyección, las cM/Es, y unas interneuronas locales, las 

neuronas yuxtaglomerulares, que interaccionan a través de una intrincada red 

dendrodendrítica, entre ellas y con el resto de elementos (Pinching and Powell, 1971b, 

c; Kosaka y cols, 2005a; Chen y Shepherd, 2005; Ma y Lowe, 2010). Este circuito 

glomerular regula la transmisión de la señal principalmente sobre las dendritas 

apicales de las cM/Es, junto con la modulación retroinhibitoria de los axones del NO, 

que, a diferencia de la anterior, no se produce a través de contactos sinápticos 

(Aroniadou-Anderjaska y cols., 2000; Ennis y cols 2001; Hsia y cols 1999; Berkowicz y 

Trombley, 2000; Smith y Jahr, 2002; Murphy y cols, 2005; Vucinic y cols., 2006). 

El árbol dendrítico de las neuronas yuxtaglomerulares, así como las dendritas 

apicales de las cM/Es invaden un solo glomérulo, excepto las cSACs que pueden 

presentar 2-3 dendritas que alcanzan glomérulos adyacentes (Hayar y cols, 2004b). 

En un mismo glomérulo confluyen varias cM/Es y numerosas neuronas 

yuxtaglomerulares (Pinching and Powell, 1971a, b; Ennis y cols., 2007; Kiyokage y cols, 

2010). El nervio olfatorio hace contacto directo principalmente sobre las cM/Es 
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mediante sinapsis excitatorias glutamatérgicas, pero también sobre cEEs y algunas 

cPGs (Liu y cols, 1989; Christie y cols., 2001; Hayar y cols., 2004b), mientras que el 

resto de cPGs junto con las cSACs, reciben la señal de forma indirecta por contactos 

dendrodendríticos desde las anteriores (fig. 29) (Pinching y Powell, 1971a; Hayar y 

cols., 2004b; Wachowiak y Shipley, 2006; Liu y Shipley, 2008). En general las 

neuronas yuxtaglomerulares, excepto las cEEs, utilizan como neurotransmisor GABA y 

por tanto son inhibitorias (Mugnaini y cols., 1984a;  Halász y cols, 1983., 1985; Halász 

y Shepherd, 1983; Gall y cols., 1987; McLean y Shipley, 1988; Kosaka y cols., 1985, 

1987a, b, c,, 1988; Ennis y cols., 2007). 

Como vemos, en relación a la entrada del nervio olfatorio, las cPGs muestran 

parte de su heterogeneidad. De hecho han sido diferenciadas dos subpoblaciones, las 

cPGs tipo I que reciben entrada directa del nervio olfatorio y las cPGs tipo II que no 

establecen sinapsis directa con el nervio olfatorio (Toida y cols., 1998, 2000; Kosaka 

y Kosaka, 2005a, b). 

 

 
Figura 29.- El esquema (a) representa la entrada directa del NO sobre una parte de la población de 
células yuxtaglomerulares, las cEEs y las cPGs de tipo I, además de toda la población de neuronas 
principales, cM/Es. En el esquema (b) las neuronas que reciben esta entrada directa establecen 
contacto sobre las que no la reciben y así les proporcionan la información de entrada.  
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La compleja red de sinapsis excitatoria e inhibitorias que se establecen en el 

glomérulo es responsable de la modulación intraglomerular de la señal olfatoria a 

nivel de las dendritas apicales de las cM/Es. En esta regulación juegan un papel muy 

importante las sinapsis dendrodendríticas, y más concretamente las llamadas sinapsis 

recíprocas (fig. 30). Éstas son sinapsis dendrodendríticas excitatorias que 

establecen las cM/Es sobre las cPGs del mismo glomérulo y que están apareadas con 

sinapsis dendrodendríticas inhibitorias de retorno, 

que actúan en sentido inverso desde las cPGs hacia 

las cM/Es (Sheperd y Greer, 1990; Kosaka y cols., 

1998; Toida y cols., 1998, 2000; McQuiston y 

Katz, 2001). De esta forma las neuronas 

principales pueden autorregularse, ya que al 

activar a las cPGs, promueven su propia inhibición 

(Shipley y Ennis, 1996; Mori y cols., 1998). 

La aparición de las sinapsis recíprocas está 

segregada en las cPGs, y esta segregación es 

complementaria a la de la entrada del nervio 

olfatorio. Las cPGs tipo I, que reciben entrada 

directa del nervio olfatorio, apenas establecen sinapsis recíprocas, mientras que las 

cPGs tipo II, que no reciben sinapsis directa del nervio olfatorio, son las que 

mayoritariamente establecen sinapsis recíprocas con las cM/Es (Toida y cols., 1998, 

2000,; Kosaka y Kosaka, 2005a, b). 

Los glomérulos son unidades funcionales por sí mismas y como hemos visto se 

modulan internamente, pero esto no implica que actúen de forma individualizada. Es 

más, entre los diferentes glomérulos se establece una extensa red de conexiones que 

es responsable de la modulación interglomerular de la señal olfatoria. A diferencia 

del anterior, en el circuito interglomerular sólo participan interneuronas y se 

establece por proyecciones axónicas. Los axones de neuronas yuxtaglomerulares 

nunca abandonan la zona glomerular, pero pueden proyectar localmente en la propia 

capa, alcanzando glomérulos vecinos (Pinching y Powell, 1972a, b; Shipley y Ennis, 

 
 

Figura 30.- Representación de una 
sinapsis dendrodendrítica recíproca 
entre una cM/E y una cPG. 
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1996; Hayar y cols, 2004a; Ennis y cols., 2007; Kiyokage y cols., 2010). El recorrido 

de estos axones es variable en función del tipo neuronal, y normalmente proyectan 

una distancia media de 4-12 glomérulos (Pinching y Powell, 1971a, b), excepto las 

cSACs que pueden llegar a recorrer distancias equivalentes de hasta 100 glomérulos 

(Aungst y cols., 2003; Shao y cols., 2009, Kiyokage y cols., 2010). Las principales 

dianas de estos axones en el glomérulo de destino son, tanto dendritas de otras 

neuronas yuxtaglomerulares, como dendritas apicales de las neuronas de cM/Es 

Una muestra más de la heterogeneidad de las cPGs es que, de forma similar a 

lo que ocurre en el circuito de entrada del nervio olfatorio al glomérulo, no toda la 

población de cPGs participa en esta red ya que no todas las cPGs poseen axón, 

pudiéndose diferenciar dos subpoblaciones de cPGs: axónicas y anaxónicas (Pinching y 

Powell, 1971a, 1972c). 

Recientemente se ha demostrado que el principal elemento de este circuito 

son las cSACs, conocidas también como “yuxtaglomerulares de largo alcance” (Aungst 

y cols., 2003). Aunque las cSACs fueron clásicamente consideradas como inhibitorias, 

algunos estudios concluyen que el circuito interglomerular formado por las cSACs 

actúa a través de conexiones excitatorias glutamatérgicas (Aungst y cols., 2003; 

Wachowiak y Shipley, 2006). Las cSACs, una vez activadas por las células 

empenachadas que reciben contacto directo del nervio olfatorio, hacen sinapsis sobre 

cPGs de otros glomérulos y éstas, a través del circuito intraglomerular, ejercen su 

inhibición sobre las cM/Es de su mismo glomérulo. De esta manera se impide la 

transmisión de la señal en los glomérulos vecinos, y por tanto se incrementa el 

contraste de actividad entre glomérulos que procesan información olfatoria diferente 

(Aungst y cols., 2003; Wachowiak y Shipley, 2006). 

 

2.5. REGULACIÓN CENTRÍFUGA DEL CIRCUITO GLOMERULAR 

El SNC controla y ajusta la fisiología bulbar mediante proyecciones 

centrífugas. El bulbo olfatorio, a diferencia de otros centros sensoriales primarios, 

recibe una densa inervación centrífuga (Davis y cols., 1978; Davis y Macrides, 1981; 

Shipley y Ennis, 1996). Esta inervación procede, tanto de centros relacionados con la 
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vía olfatoria, como de estructuras subcorticales no-olfatorias, y son de diferente 

naturaleza. Los más importantes tienen naturaleza colinérgica, GABAérgica, 

serotoninérgica y noradrenérgica (Zaborszky y cols., 1986; Onteniente y cols., 1986; 

McLean y Shipley, 1987; McLean y cols., 1989). Estos sistemas de inervación 

centrífuga alcanzan todas las capas bulbares, aunque la inervación es especialmente 

densa en la CGL, donde modulan tanto los circuitos intraglomerulares como los 

interglomerulares. En este sentido, una de las características más importantes de 

estos terminales axónicos centrífugos es que inervan fundamentalmente el dominio 

dendrítico, mientras que están prácticamente ausentes del compartimento axonal 

(Chao y cols., 1997; Kasa y cols, 1995; Wachowiak y Shipley, 2006, Gracia-Llanes y 

cols., 2010). 

 

2.6. MODULACIÓN DE LA SEÑAL EFERENTE OLFATORIA: EL 

CIRCUITO INFRAGLOMERULAR 

La circuitería de la CPE se establece entre las dendritas laterales de cM/Es, 

que se extienden tangencialmente por la capa, y las dendritas apicales de las cGRs y 

de otras interneuronas de la capa (Kratskin y Belluzzi, 2003). Como ya hemos 

comentado las cM/Es son similares tanto en la morfología dendrítica a nivel 

ultraestructural como en la sinaptología (Ennis y cols., 2007) por lo que en este 

apartado, al igual que cuando hemos descrito la circuitería glomerular, también 

describiremos su circuitería de manera conjunta, sin hacer diferencia entre células 

mitrales y empenachadas. Por otro lado, y a diferencia de las interneuronas 

glomerulares, las cGRs son una población neuronal más homogénea que las cPGs (Griff 

y cols., 2008a, b). 

La característica más llamativa, a diferencia de los circuitos glomerulares, es 

que el circuito de la CPE presenta una organización laminar en función de la 

distribución de las dendritas laterales de las cM/Es por las zonas superficial, media y 

profunda de la capa (Harrison y Scott, 1987; Orona y cols., 1984; Ennis y cols., 2007). 

Por su parte las ramificaciones dendríticas de las cGRs también siguen un patrón 
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laminar en este circuito (Orona y cols., 1983; Greer, 1987; Wolf y cols., 1991). Esta 

organización facilita, a su vez, la segregación de las sinapsis, de manera que las cGRs 

superficiales contactan fundamentalmente con los subtipos de empenachadas que se 

localizan en la mitad superficial, y las cGRs profundas sinaptan preferentemente con 

dendritas de células mitrales y empenachadas más profundas (Wolf y cols., 1991, 

Sassoé-Pogneto, 2011). 

De nuevo los contactos mayoritarios en el circuito modulatorio de la CPE son 

sinapsis dendrodendríticas. Estas fueron las primeras sinapsis dendrodendríticas 

descritas en el SNC (Hirata, 1964; Rall y cols., 1966). Los datos fisiológicos muestran 

que las cM/Es ejercen una acción excitatoria glutamatérgica sobre las cGRs, mientras 

que el contacto de las cGRs sobre lascM/Es es GABAérgico, de carácter inhibitorio 

(Christie y cols., 2001; 

Jahr y Nicoll, 1982; 

Schoppa y cols., 1998; 

Chen y cols., 2000; Ennis 

y cols., 2007). La 

microscopía electrónica 

ha permitido comprobar 

que la mayoría de estos 

contactos están 

organizados, también, 

como pares recíprocos 

(fig. 31) (Hirata, 1964; 

Price y Powell, 1970b; Jackowski y cols., 1978; Woolf y cols., 1991; Shepherd, 1972, 

2009; Shepherd y Greer, 1990). 

Por medio de estas sinapsis dendrodendríticas apareadas las células de 

proyección intensamente activadas inhiben lateralmente a otras más débilmente 

activadas. Parece ser que este proceso facilita e incrementa la discriminación 

olfatoria a nivel de las eferencias (Mori y cols., 1999; Kratskin y Belluzzi, 2003). 

 

 

Figura 31.- Tomado de Sassoè-Pognetto, M. (2011). Fotomicrografía 
de microscopía electrónica que muestra una sinapsis recíproca 
entre la dendrita de una célula mitral (mc) y la gémula de una célula 
grano (gc). 
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2.7. AUTOEXCITACIÓN NO-SINÁPTICA DE CÉLULAS MITRALES  

Aunque no se han detectado contactos entre las propias cM/Es de un mismo 

glomérulo (Pinching y Powell, 1971b, c, White, 1972; Toida y cols., 1996; Kosaka y 

cols., 1997), los registros electrofisiológicos han demostrado que éstas están 

funcionalmente acopladas a nivel de los penachos dendríticos apicales (Carlson y cols., 

2000), de modo que se produce la autoexcitación de la propia célula (Nicoll y Jarh, 

1982) o la excitación recurrente entre células adyacentes (fig. 32) (Aroniadou-

Anderjaska y cols., 1999b; Schoppa y Westbrook, 2001, 2002; Urban y Sakmann, 

2002).  

Se ha sugerido que estos procesos de autoexcitación podrían estar mediados 

por un spillover de glutamato que actuaría sobre receptores localizados en las propias 

dendritas (Trombley y Westbrook, 1990; Isaacson, 1999; Bergles, 1999). Los estudios 

realizados por Salin y colaboradores (2001), sugieren que en este proceso estarían 

implicados, a nivel glomerular, los receptores AMPA localizados en las dendritas 

apicales, mientras que a nivel infraglomerular, en el CPE, la autoexcitación estaría 

mediada principalmente por receptores AMPA y NMDA localizados en las dendritas 

secundarias (Chen y Shepherd., 1997; Aroniadou-Anderjaska y cols., 1999a, b; 

Isaacson, 1999; Sassoè-Pognetto y cols., 2003). 

 
Figura 32.- Autoexcitación de las células mitrales mediada por spillover de glutamato, tanto en el 
glomérulo a nivel de las dendritas apicales (izquierda ) como en la CPE a nivel de las dendritas 
laterales (derecha). 
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No obstante, estudios posteriores demuestran que el mGluR1a juega un papel 

más importante que los receptores anteriormente mencionados en la autoexcitación. 

Como mencionamos al comienzo de la organización sináptica del bulbo, las cM/Es 

asociadas a un mismo glomérulo están acopladas eléctricamente por gap junctions 

(Schoppa y Westbrook, 2002; De Saint Jan y cols., 2009). Este acoplamiento 

eléctrico facilita que las cM/Es se exciten de forma concertada, causando un 

spillover de glutamato, capaz de saturar los transportadores de glutamato, y que 

resulta en una lenta despolarización que puede llegar a durar varios segundos 

(Christie y Westbrook, 2006). Estos potenciales postsinápticos, inusualmente largos 

en comparación con otros sistemas sensoriales, son debidos a la activación del 

mGluR1a mediada por el spillover generado por la liberación dendrítica de glutamato 

por parte de las cM/Es. Estas respuestas de larga duración mediadas por el mGluR1a 

parecen ser críticas no sólo para amplificar y discriminar estímulos débiles de un rico 

background olfatorio (Khan y Sobel, 2004), sino también para imponer un patrón 

temporal de sincronización de la actividad en el bulbo olfatorio (De Saint Jan y 

Westbrook, 2007). También se ha sugerido que esta actividad persistente de las 

células mitrales mediada por el spillover de glutamato puede favorecer los procesos 

de plasticidad sináptica (Dubnau y cols., 2003; De Saint Jan y Westbrook, 2007). 

 

2.8. SISTEMA DE ASOCIACIÓN INTRABULBAR 

Este sistema de proyección constituye un sistema altamente organizado que 

conecta regiones bulbares rostromediales y rostrolaterales con regiones 

cuadolaterales y caudomediales respectivamente, y viceversa (Schoenfeld y 

Macrides, 1984; Schoenfeld y cols., 1985). Este sistema está compuesto 

fundamentalmente por los axones de las cESs y cEMs que liberan colecistoquinina y 

atravesando la CPE y la CCM se agrupan en la CPI por donde viajan caudal o 

rostralmente para terminar casi exclusivamente dendritas apicales de cGRs dentro de 

la CPI (fig. 33) (Liu y Shipley, 1994). 
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2.9. PROYECCIONES A LA CORTEZA OLFATORIA PRIMARIA 

La información olfatoria se transmite desde el bulbo olfatorio hacia la corteza 

olfatoria primaria a través de los axones de las células de proyección, que se agrupan 

en la zona lateral del bulbo formando el tracto olfatorio lateral (Shipley y cols, 1995). 

A través de este tracto los axones viajan caudalmente inervando las diferentes 

regiones que conforman la corteza olfatoria primaria (Núcleo Olfatorio Anterior, 

Tubérculo Olfatorio, Corteza Piriforme, Corteza Entorrinal y Tenia Tecta 

principalmente). 

A esta proyección contribuyen los axones de cM/Es, fundamentalmente los 

axones de las cEMs, cEPs y de todas las células mitrales (Schoenfeld y cols., 1985; 

Scott, 1986). No obstante, aunque parece que todas estas células participan en la 

inervación de todas las regiones de la corteza olfatoria, algunos autores sugieren que, 

mientras las células empenachadas inervan mayoritariamente regiones rostrales, las 

células mitrales inervan de forma más extensa las regiones caudales (Schoenfeld y 

Macrides, 1984; Schoenfeld y cols., 1985; Ennis y cols., 2007). 

 
Figura 33.- Esquema representativo del sistema de asociación intrabulbar. Dentro del bulbo las 
células empenachadas superficiales y medias envían sus axones hacia la CPI y circulando por esta capa 
en dirección rostral o caudal alcanzan la CPI del lado opuesto a su origen. 
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3. GLUTAMATO EN EL BULBO OLFATORIO 

Como hemos venido describiendo, la integración sensorial en el bulbo olfatorio 

está dominada por interacciones glutamatérgicas ya que, tanto los axones 

procedentes de las neuronas receptoras olfatorias como las células principales, 

utilizan glutamato como neurotransmisor (Liu y cols., 1989; Trombley y Westbrook, 

1990; Sassoé-Pognetto y cols., 1993; Berkowicz y cols., 1994; Nakanishi, 1995; Ennis y 

cols., 1996; Schoppa y cols., 1998; Isaacson y Strowbridge, 1998; Aroniadou-

Anderjaska y cols., 1999a, b; Montague y Greer, 1999). El glutamato en el bulbo 

olfatorio es liberado en las sinapsis tanto axodendríticas como dendrodendríticas que 

se establecen respectivamente entre los terminales del nervio olfatorio y las cM/Es, 

y entre éstas y los diferentes tipos interneuronales (Shepherd y Greer, 1990; Nicoll 

y Malenka, 1999; Sassoè-Pognetto y cols., 2003). Por todo ello, el bulbo olfatorio es 

una estructura encefálica especialmente rica en receptores de glutamato y, así, se ha 

descrito la presencia, tanto de receptores ionotrópicos como mGluRs, con una 

distribución característica en las diferentes capas bulbares (Monaghan y Cotman, 

1982; Miller y cols., 1990; Petralia y Wenthold, 1992; Hayashi y cols., 1993; Martin y 

cols., 1993; Wisden y Seeburg, 1993a, b; Duvoisin y cols., 1995; Van den Pol, 1995; 

Van den Pol y cols., 1995; Giustetto y cols., 1997; Kinzie y cols., 1997; Petralia y cols., 

1997). Salvo raras excepciones, la mayor parte de los diferentes tipos de 

subunidades de receptores AMPA y NMDA conocidos (Petralia y Wenthold, 1992; 

Petralia y cols., 1994a, b, c; Giustetto y cols., 1997; Montague y Greer, 1999; Sassoè-

Pognetto y Ottersen, 2000) así como diferentes tipos de mGluRs (Abe y cols., 1992; 

Shigemoto y cols., 1992; Ohishi y cols., 1993a, b, 1995; Duvoisin y cols., 1995; Kinzie y 

cols., 1995, 1997; Van den Pol, 1995; Petralia y cols., 1997; Sahara y cols., 2001) se 

expresan en niveles que van desde moderados hasta altos en las cM/Es, así como en la 

mayor parte de las interneuronas bulbares. 
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4. EL BULBO OLFATORIO COMO REGIÓN 

EXPERIMENTAL 

El sistema olfatorio y, en particular, el bulbo olfatorio, son excelentes modelos 

donde explorar el papel que juega la experiencia sensorial en el desarrollo y 

mantenimiento de los circuitos neurales, así como para el estudio de diversas formas 

de plasticidad neural. Estas características se sustentan sobre la base de que esta 

estructura es un sistema neural con gran plasticidad intrínseca por el hecho de que: i) 

las neuronas receptoras olfatorias se encuentran en constante recambio durante toda 

la vida del animal, por lo que los nuevos axones deben llegar al bulbo olfatorio y 

restituir las conexiones perdidas, ii) hay una continua incorporación de nuevas 

neuronas al bulbo olfatorio generadas en la zona subventricular de los ventrículos 

laterales y que acceden al bulbo a través de la corriente migratoria rostral (si bien 

parte de estos nuevos neuroblastos mueren, otros muchos sobreviven y se integran en 

la circuitería bulbar), y iii) es un sistema inherentemente plástico a la experiencia 

sensorial. (Altman, 1969; Lois y Álvarez-Buylla, 1994; Shipley y Ennis, 1996; Doetsch 

y cols., 1997; Goldman y Luskin, 1998; Astic y Saucier, 2001). 

Por otra parte, este sistema presenta toda una serie de ventajas que 

permiten, de modo fácil, realizar manipulaciones dirigidas a modificar cualitativa o 

cuantitativamente la estimulación sensorial aferente ya que las neuronas receptoras 

olfatorias son accesibles desde el medio externo. En este sentido, numerosos 

estudios han demostrado que la correcta organización del sistema olfatorio está muy 

ligada a la actividad sensorial, siendo la actividad sináptica normal y la experiencia 

sensorial postnatal necesarias para el normal desarrollo de su circuitería (Katz y 

Shatz, 1996; Best y Wilson, 2003). Los inputs olfatorios son necesarios para la 

expresión de las características neuroquímicas normales (Meisami y Mousavi, 1981; 

Brunjes, 1985; Brunjes y cols., 1985; Wilson y Wood, 1992; Cho y cols., 1996; Johnson 

y cols., 1996), para los correctos patrones de proyección axónica (Brunjes, 1994; 

Matsutani y Yamamoto, 2000; Wilson y cols., 2000; Leung y Wilson, 2003), así como 

para las adecuadas características fisiológicas de las sinapsis (Guthrie y cols., 1990; 
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Wilson y Sullivan, 1995; Philpot y cols., 1997a; b; Best y Wilson, 2003; Leung y 

Wilson, 2003) tanto durante el desarrollo postnatal temprano como en la vida adulta. 

La oclusión de una de las narinas en animales recién nacidos afecta 

significativamente el desarrollo normal del bulbo olfatorio ipsilateral a la misma, de 

modo que, examinado en la etapa adulta, este bulbo olfatorio presenta una reducción 

del 25% respecto al bulbo contralateral (ver Brunjes, 1994 para una revisión). Los 

efectos globales del déficit de desarrollo normal del bulbo olfatorio ocluido se han 

explicado entre otras, por la subsecuente modificación de la expresión de 

neurotrofinas y citoquinas (Gómez-Pinilla y cols., 1989; Lim y Brunjes, 1999; McLean y 

cols., 2001). 

La deprivación olfatoria también provoca alteraciones en la expresión de un 

elevado número de neurotransmisores, sustancias neuroactivas y receptores. En el 

bulbo ipsilateral a la narina ocluida, tiene lugar una reducción de la expresión de 

tirosina hidroxilasa, el enzima limitante de la síntesis de catecolaminas, y por tanto 

de dopamina, en una importante población de las interneuronas de la CGL (Baker y 

cols., 1983; Baker, 1990; Stone y cols., 1991; Briñón y cols., 2001). Igualmente se 

produce una reducción de la expresión de proteínas ligantes de calcio tales como 

calbindina D-28k y parvalbúmina en las interneuronas de la CGL y de la CPE (Philpot y 

cols., 1997b). También se han descrito alteraciones en la expresión de receptores tal 

como ocurre para los receptores dopaminérgicos D2 (Guthrie y cols., 1991), 

adrenérgicos β1 y β2 (Woo y Leon, 1995), la subunidad GluR1 del receptor AMPA de 

glutamato (Hamilton y Coppola, 2003), la subunidad NR2B de receptores NMDA (Kim 

y cols., 2006) o las isoformas 1 y 2 de GAD65 (Hamilton y cols., 2008), entre otros. 

Igualmente se observan alteraciones en los sistemas de inervación centrífuga que 

proceden de regiones subcorticales como el sistema serotoninérgico, el 

noradrenérgico y el colinérgico (Briñón y cols., 2001; Gómez y cols., 2006, 2007a, b). 

Todos estos cambios neuroquímicos parecen ser secundarios a la reducción de 

la actividad fisiológica normal, una reducción de la estimulación que implica 

modificaciones en los contactos sinápticos y en la eficacia sináptica mediada por los 

receptores. En este sentido hay notables evidencias que implican a los receptores de 
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glutamato en todos estos acontecimientos. Así la reducción de la expresión de 

tirosina hidroxilasa parece derivada de una reducción, en el componente excitatorio 

mediado por receptores NMDA, de la entrada sináptica desde los terminales 

sensoriales (Keller y cols., 1998; Philpot y cols., 1998; Puche y Shipley, 1999). Como 

resultado de esta pérdida, la densidad del receptor D2 de dopamina experimenta un 

incremento en su expresión del 32% tanto en los axones del nervio olfatorio como en 

la CGL (Guthrie y cols., 1991) En las capas más profundas, el número de sinapsis entre 

cM/Es y las dendirtas de las cGR parece reducirse (Benson y cols., 1984), aunque la 

inhibición de las cM/Es sufre un incremento, probablemente debido al aumento de la 

excitación de éstas sobre las cGR por una elevación de los niveles de excitación 

mediada por receptores NMDA (Wilson y cols., 1990; Wilson, 1995). 

Aunque los receptores ionotrópicos de glutamato parecen tener un papel 

importante en los procesos de plasticidad neural, los mGluRs juegan un papel decisivo 

en la maduración y plasticidad del SNC (Defagot y cols., 2002). En el hipocampo y en 

el cerebelo, en particular, las alteraciones de la expresión de mGluRs ha sido también 

fuertemente ligada a cambios en la eficacia sináptica relacionados con nuevas 

experiencias (Bortolotto y cols., 1999a, b; Lüscher y cols., 2000; Carroll y cols., 

2001). Uno de los mGluRs con más extensa expresión en el bulbo olfatorio es el 

mGluR1a, el cual puede estar implicado, como ocurre en otras regiones, en la 

modificación de la excitabilidad neuronal (Mills y cols., 2001) así como en el 

mantenimiento, estabilización y plasticidad de los circuitos sinápticos (Defagot y 

cols., 2002). 

Dadas las inusuales propiedades del bulbo olfatorio en lo que respecta a 

plasticidad y adaptabilidad, y la posible implicación del mGluR1a en la regulación de 

todos estos procesos, el objeto de este estudio es analizar los posibles cambios en la 

expresión y/o distribución de este receptor en ratas control y un grupo experimental 

sujeto a deprivación olfatoria unilateral en el día de su nacimiento y mantenidas así 

hasta que alcanzan la edad adulta. Los resultados aquí obtenidos supondrán un aporte 

de nuevos datos que permitan dar nuevos pasos para entender los mecanismos que 
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subyacen en los fenómenos de plasticidad neural observada en el bulbo olfatorio, y la 

participación de los mGluRs en el inicio de estos procesos. 
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La visión que se suele tener acerca de los fenómenos de plasticidad neural 

está, con relativa frecuencia, restringida a los fenómenos de potenciación y depresión 

a largo plazo que son interpretados como la base neuroquímico-fisiológica sobre la que 

se asienta el desarrollo de capacidades tales como la memoria y el aprendizaje. Si 

bien estos fenómenos son de especial importancia en la concepción del SNC como una 

estructura dinámica y dúctil, no es menos cierto que los fenómenos de plasticidad 

neural también incluyen otra serie de mecanismos a través de los cuales el SNC es 

capaz de responder a condiciones cambiantes del entorno, mostrando su alta 

capacidad de adaptación. 

En cualquier caso, en gran parte de estos fenómenos un factor decisivo lo 

representan los receptores de glutamato, tanto los ionotrópicos, especialmente los 

NMDA, como los metabotrópicos, ya que entre otros efectos, provocan incrementos 

notables de la concentración de Ca2+ intracelular que dispara diversas rutas de 

señalización que determinarán cambios tales como la modificación de la eficacia 

sináptica, la regulación de la expresión de diferentes moléculas como 

neurotransmisores, receptores, factores neurotróficos,…o incluso modificaciones en 

la conectividad neuronal. 

Clásicamente el eje central de los estudios de neuroplasticidad lo constituían 

los receptores NMDA, si bien es cierto que en los últimos años se ha dado una 

relevancia equiparable a los mGluRs. Dentro de éstos, nuestro estudio se ha centrado 

en el mGluR1a porque presenta una serie de características que le elevan como 

candidato a jugar un papel de cierto protagonismo en la inducción de estos fenómenos. 

Entre otros podemos destacar: i) su ubicación post-sináptica con una localización muy 

específica en relación al aparato sináptico, ii) su distintivo y particular extremo 

carboxi-terminal largo que le confiere la capacidad de interaccionar con muy diversas 

moléculas, tanto estructurales como efectoras, del elemento postsináptico, iii) las 

capacidades que presenta, en gran medida debidas a las moléculas con las que 

interacciona, de activarse o desactivarse, e incluso modificar su distribución 

subcelular, y iv) su amplia y específica localización en distintas poblaciones neuronales 

en la región cerebral de nuestro interés, el bulbo olfatorio. 
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Hemos centrado nuestro estudio en el bulbo olfatorio fundamentalmente, 

porque, como se ha apuntado previamente, presenta unas peculiaridades que hacen de 

ésta una región especialmente plástica como hemos podido demostrar en los 

diferentes trabajos que, en este sentido, hemos desarrollado en los últimos años. 

Con estos precedentes, y en el marco de la investigación que se lleva a cabo en 

el laboratorio en el cual se ha desarrollado la presente Tesis Doctoral, los objetivos 

principales que nos planteamos son los siguientes: 

 

- Dado que la descripción de los elementos que expresan el receptor mGluR1a 

en el bulbo olfatorio de la rata han sido, hasta el momento, realizados de 

forma muy general, pretendemos ofrecer un estudio detallado y exhaustivo de 

las poblaciones neuronales en las que este receptor está presente, intentando 

extraer, en función de su distribución, unas conclusiones funcionales del mismo 

en la circuitería bulbar. 

 

- Siguiendo con la línea de investigación del laboratorio en el que se ha 

realizado la presente Tesis Doctoral, a través de la cual se han definido 

numerosos cambios adaptativos por parte de diferentes sistemas de 

neurotransmisores en el bulbo olfatorio como consecuencia de la deprivación 

sensorial neonatal, nos planteamos la descripción de los cambios relacionados 

con el sistema glutamatérgico, en concreto en lo que se refiere a la expresión 

del receptor mGluR1a. 

 

- Adicionalmente, si asumimos que la inducción de neuroplasticidad viene 

desencadenada inicialmente por eventos relacionados con cambios en la 

expresión de receptores de glutamato, nos hemos propuesto relacionar los 

posibles cambios observados en nuestro estudio con los descritos 

anteriormente para otros sistemas de neurotransmisores, usando este mismo 

paradigma experimental. Para ello, nos proponemos realizar la caracterización 

de los elementos positivos a mGluR1a mediante la determinación de su 
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coexpresión con otros marcadores de determinadas poblaciones neuronales del 

bulbo olfatorio. 

 

- Por último, considerando que la mera expresión de mGluR1a no es per se un 

parámetro indicativo de su actividad funcional, sino que ésta viene 

determinada, entre otras, por su localización subcelular y su grado de 

dimerización, nos planteamos desarrollar un estudio que nos permita 

determinar estos extremos, de modo que podamos inferir su grado de 

actividad en las diferentes condiciones experimentales analizadas.  
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1.– MATERIAL 

1.1.-ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 

Los animales utilizados en el trabajo experimental de esta Tesis Doctoral 

fueron 24 ratas macho adultas Rattus norvegicus (Berkenhout, 1769), raza Wistar 

albina (fig. 34), de pesos comprendidos entre 250 y 280 g. obtenidos como 

descendencia de ejemplares gestantes suministradas por el Servicio de 

Experimentación Animal de la Universidad de Salamanca. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dichos animales se encuadraron en dos grupos experimentales. Cada rata 

gestante proporcionaba una camada de 9-13 crías (fig. 34). Aproximadamente las 3/4 

partes de las crías obtenidas en cada camada eran seleccionadas para constituir el 

grupo experimental (animales sometidos al procedimiento quirúrgico de deprivación 

olfatoria en el día de su nacimiento). La 1/4 parte restante de cada camada, 

aproximadamente 2-4 crías, eran seleccionadas para constituir el grupo de animales 

control (naïve), sin ser sometidas a ningún tipo de manipulación experimental. 

Durante el periodo de estabulación, los animales permanecieron en jaulas 

estándar de 60 cm x 60 cm x 50 cm agrupadas por camadas durante el periodo de 

lactancia. A los 24 días aproximadamente, coincidiendo con el destete, se 

redistribuyeron en las jaulas, separando por un lado a las madres y por otro lado las 

 

 
Figura 34.- Ratas Wistar albinas han sido utilizadas para realizar el trabajo experimental de esta 
Tesis Doctoral. 
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crías, por sexos, en grupos de no más de 3 animales por jaula. Todos los animales 

fueron mantenidos a temperatura constante entre 20º y 22º, con fotoperiodos de 

luz-oscuridad de 12-12 h y con disponibilidad de alimento, pienso compuesto (Harlan 

Teklad) y agua ad libitum. Alcanzada la edad adulta, a los 60 días (P60) en que los 

animales habían alcanzado un peso comprendido de 250-280 g., fueron tomados los 

ejemplares macho, de los grupos experimental y control, para el desarrollo del 

presente estudio. 

Todos los procedimientos tanto de mantenimiento como experimentales a los 

que fueron sometidos los animales fueron aprobados por el Comité de Bioética de la 

Universidad de Salamanca y cumplían la normativa establecida por la legislación 

española vigente (BOE 252/34367-91, 2005) sobre protección de los animales 

utilizados para experimentación y otros fines científicos, y la normativa al respecto 

de la Unión Europea, la Directiva 86/609/CEE del Consejo de las Comunidades 

Europeas y la Directiva 2003/65/CE del Parlamento Europeo. 
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2.-MÉTODOS  

2.1.-PROCEDIMIENTO QUIRÚRGICO 

2.1.1.- DEPRIVACIÓN OLFATORIA UNILATERAL NEONATAL 

En el primer día de vida postnatal (P1) se realizó el procedimiento quirúrgico 

para conseguir la deprivación olfatoria unilateral mediante la oclusión de una de las 

narinas.  

La técnica quirúrgica para conseguir la oclusión de la narina consistió en la 

electrocauterización y posterior sutura de la narina derecha. Para ello, previamente, 

las crías fueron anestesiadas por hipotermia (-25ºC durante 15 min). Una vez 

anestesiada, y manteniendo a la cría apoyada sobre la placa de contacto, se realizó la 

electrocauterización introduciendo el aplicador de corriente del electrocauterizador 

en la fosa nasal, donde se realizaron 2-3 pulsos de corriente. Sobre la zona más 

externa de la narina se realizaron otros 2-3 pulsos de tal manera que la piel del 

orificio quedara estrangulada, cerrando así la fosa nasal (fig. 35). 

 

Posteriormente se realizaron un par de puntos de sutura sobre la zona 

cauterizada con seda trenzada del 6/0. Por último, con el fin de asegurar el cierre de 

la narina, en la zona lesionada se aplicó una gota de adhesivo tisular (embucrilato, 

 
Figura 35.- Imágenes en las que se muestran el procedimiento quirúrgico de electrocauterización 
(izda) y porterior sutura (dcha) de la narina. 
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Histoacryl®, Braun). A continuación se aplicó sobre la zona crema antibiótica para 

evitar infecciones. Todo el proceso de oclusión o cierre de narinas se realizó bajo la 

lupa 

2.1.2.– MANTENIMIENTO POSTOPERATORIO DE LOS ANIMALES 

Tras el procedimiento quirúrgico, los animales fueron recuperados de la 

anestesia con la ayuda de una fuente de calor (lámpara de infrarrojos) antes de ser 

devueltos a la jaula con su madre. 

Desde el día de la intervención se realizó un control visual diario de la oclusión, 

observando bajo lupa su evolución hasta su completa cicatrización que tenía lugar 

entre P12-P20 (fig. 36). Aquellos animales en los que se producía en algún momento la 

reapertura de la fosa nasal eran descartados del trabajo experimental. 

 

A P24 los animales fueron destetados y trasladados a otras jaulas en grupos de 

3 y siempre separados por sexos. A partir de este momento, hasta el día del 

sacrificio, los animales disponían de agua y alimento ad libitum con una dieta 

equilibrada a base de “pellets” (Harlan Teklad), y mantenidos con fotoperíodos de luz-

oscuridad de 12h-12h horas y a una temperatura de 20-22ºC. 

Cuando alcanzaron los 60 días de edad, los animales fueron sacrificados y 

 
Figura 36.- EVOLUCIÓN DE LA ZONA LESIONADA. La fotografía izquierda corresponde a un 
animal a los 3 días de vida postnatal, que todavía mantiene la sutura y el adhesivo. La fotografía 
central corresponde a un animal de 10 días de vida, donde el adhesivo ya se ha reabsorbido y la 
sutura se ha retirado, y la única secuela que permanece es una pequeña costra en la zona lesionada. 
En la fotografía derecha se muestra un animal adulto (P60) con la narina derecha correctamente 
ocluida.  
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procesados de diferente forma en función de las técnicas a realizar, bien para 

estudios neurohistológicos/inmunohistoquímicos, bien para su análisis proteico por 

Western-blot. Para el análisis neurohistológico/inmunohistoquímico, parte del 

material obtenido sería analizado mediante microscopía óptica, tanto de campo claro 

como de fluorescencia, mientras que otra parte lo sería mediante microscopía 

electrónica. Por ello, los procedimientos seguidos a partir de este punto del trabajo 

fueron diferentes dependiendo del objetivo final en cada caso. A continuación del 

siguiente esquema (fig. 37), en el que se representan las diferentes modalidades de 

trabajo realizadas, describiremos cómo fue obtenido y procesado el tejido en cada 

caso. 

 

 
 
 
Figura 37.- PLAN DE TRABAJO. Esquema representativo del plan de trabajo seguido para la 
distribución de muestras destinadas a cada tipo de estudio. 
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2.2.-ESTUDIO NEUROHISTOLÓGICO 

2.2.1.- FIJACIÓN DEL TEJIDO Y SECCIONAMIENTO 

# PERFUSIÓN 

Los animales seleccionados para realizar sobre sus secciones tinciones generales 

y estudios inmunohistoquímicos fueron fijados por perfusión intracardiaca. El 

sacrificio se realizó el día postnatal 60 (P60), cuando los animales alcanzaban un peso 

corporal comprendido entre 250-280 g. Para ello, previamente fueron profundamente 

anestesiados por medio de una inyección intramuscular, en las extremidades 

posteriores, de una mezcla 3:4 de relajante muscular (Clorhidrato de Tiacina, 

Rompún, Bayer) y anestésico (Clorhidrato de Ketamina, Ketolar, Parke Davis) en dosis 

de 1 ml/Kg. Los efectos anestésicos se manifestaban por la ausencia de reflejo 

parpebral, aproximadamente 2 min después de su aplicación. 

Posteriormente los animales se colocaron sobre una rejilla a la que se sujetaron 

sus cuatro miembros. Se procedió a abrir el tórax y se rechazó la caja torácica hasta 

acceder al corazón (fig. 38). En el ventrículo izquierdo se inyectaron 0,2 ml de 

heparina sódica (1% en solución salina) para evitar la formación de trombos que 

dificultarían la correcta perfusión de 

los tejidos. Seguidamente se realizó 

una incisión en el ventrículo izquierdo 

a través de la cual se introdujo una 

cánula hasta alcanzar la arteria aorta 

ascendente y se seccionó la aurícula 

derecha, permitiendo así la salida de 

la sangre y soluciones prefundidas. 

La perfusión se realizó con la ayuda 

de una bomba peristáltica que 

generaba un flujo continuo de 15 

ml/min. Los animales fueron 

perfundidos inicialmente con 50-75 

 
 
Figura 38.- PERFUSIÓN INTRACARDIACA. 
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ml de solución salina (NaCl al 0,9% en agua destilada) para arrastrar toda la sangre. 

Esta solución de lavado estaba suplementada, además, con 50 mM de carbobenzoxy-L-

leucyl-L-leucyl-L-leucinal (un bloqueante específico del sistema ubiquitin-proteosoma) 

disuelto en dimetilsulfóxido (DMSO), y un cocktail de inhibidores de proteasas: 1 

mg/ml de pepstatina, 20 mM de leupeptina, 0,3 mM aprotinina y 3,5 mM 

fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF). Seguidamente se perfundió una solución fijadora 

(250-300 ml), cuya composición variaba dependiendo de que el material fuera a ser 

analizado por microscopía óptica o electrónica. Para el procesado del tejido para 

técnicas de microscopía óptica la solución fijadora estaba compuesta por 

paraformaldehído despolimerizado al 4% (p/v), glutaraldehído al 0,25% (v/v) y 0,2% 

de ácido pícrico a saturación, en tampón fosfato 0,1 M pH 7,3 (TF). En el caso de los 

animales destinados a estudios ultraestructurales el fijador estaba compuesto por 

paraformaldehído despolimerizado al 3% y glutaraldehído al 1%, en TF. 

Tras la persufión se procedió a la extracción del encéfalo (fig. 39), y se 

seccionó en tres grandes bloques según el eje rostro-caudal para llevar a cabo una 

posterior postfijación, durante 2 h en agitación a 4 ºC, en la solución de fijación 

anteriormente utilizada pero sin glutaraldehído. Después, el encéfalo se lavó en TF 

varias veces para eliminar el exceso de solución fijadora y, por último, los bloques 

fueron almacenados a 4 ºC en TF con azida sódica al 0,05% hasta su posterior uso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Una vez eliminado el cráneo, se cortan y apartan cuidadosamente las meninges. Por último se 
desprende el encéfalo de la cavidad craneana cortando las adherencias y pares craneales. Se 
debe tener especial cuidado en la zona olfatoria, que se encuentra adherida por un gran número 
de fibras nerviosas que atraviesan la placa cribiforme en la zona rostroventral. 

Figura 39.- EXTRACCIÓN DEL ENCÉFALO: se 
realiza una incisión en la piel a nivel de la línea media 
de la cabeza, en sentido caudo-rostral hasta alcanzar 
la nariz. Se tracciona la piel lateralmente, y los 
músculos y otros tejidos se remueven para dejar 
expuesto el cráneo. Con la ayuda de pinzas-gubias se 
van retirando lentamente pequeñas fracciones de 
hueso hasta extraer toda la parte dorsal del cráneo. 
Al traccionar con las pinzas-gubia se debe tener 
mucha precaución para evitar daños en el encéfalo.  
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# ENCASTRADO/INCLUSIÓN Y OBTENCIÓN DE SECCIONES  

El procedimiento seguido para el encastrado y corte se realizó en función de los 

posteriores estudios y análisis. Así, los diferentes bloques rostrales del encéfalo, que 

contenían los bulbos olfatorios, fueron separados en dos grupos en función del tipo de 

sección que se deseaba obtener. 

 

Seccionado por congelación en Criostato 

Para el estudio a microscopía óptica se realizaron secciones coronales de 30 µm 

de grosor de bulbos deprivados, contralaterales a la deprivación y controles, 

mediante el uso de un criostato (Leica CM1850). Para ello, el tejido fue crioprotegido 

mediante inmersión en sacarosa al 30% (p/v) en TF a 4ºC en agitación hasta que el 

bloque de tejido quedaba completamente sumergido (16 h aproximadamente). 

Posteriormente el bloque se colocó sobre un porta-piezas cuyo vástago se encontraba 

sumergido en N2 líquido y fue encastrado recubriéndolo con un medio comercial que se 

endurece al congelarse (Jung Tissue Freezing Medium). Una vez encastrado, se 

procedía al seccionado recogiendo las secciones de 30 µm de grosor de forma seriada 

en TF frío (4ºC). Estas secciones se conservaban a 4ºC en TF con azida sódica al 

0,05% hasta su posterior uso. 

 

Seccionado en Vibratomo 

Para estudios complementarios a microscopía óptica y para los estudios 

ultraestructurales, algunos de los bloques de tejido de bulbos deprivados, 

contralaterales a la deprivación y controles fueron seccionados por medio de un 

vibratomo. Para ello se preparó un medio de encastrado compuesto por agar-agar al 

5% en agua destilada. Una vez mezclado el agar-agar con el agua, se lleva a ebullición, 

se remueve la mezcla y se deja enfriar. Cuando la mezcla alcanza unos 40ºC se 

sumerge el bloque de tejido y se deja que la mezcla llegue a Tª ambiente, a la cual 

adquiere la consistencia suficiente para permitir el corte del tejido. 

Posteriormente se obtuvieron secciones coronales de 60 µm de grosor en un 
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vibratomo (Leica VT1000M) que se recogieron de forma seriada en TF y fueron 

almacenadas a 4ºC en TF con azida sódica al 0,05% hasta su uso. 

 

Seccionado en Ultramicrotomo 

El ultramicrotomo fue utilizado para realizar estudios complementarios tanto a 

microscopía óptica como electrónica, sobre secciones semifinas (1,5 µm) o sobre 

secciones ultrafinas (50-80 nm) respectivamente, de los diferentes grupos 

experimentales. En ambos casos partimos de secciones previamente obtenidas en el 

vibratomo y sobre las que ya se había realizado la técnica inmunohistoquímica para la 

detección de mGluR1a mediante el método ABC (ver más adelante). 

Así, una vez demostrado sobre las secciones el antígeno de nuestro interés, 

mediante el uso de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) como cromógeno, las secciones se 

sumergieron durante 1 h a Tª ambiente en OsO4 al 1% y glucosa al 7% en TF. Por 

medio de este tratamiento se consigue una óptima fijación de las membranas 

celulares, a la vez que se incrementa su contraste para su observación a microscopía 

electrónica. El OsO4 reacciona primariamente con moléculas lípidicas. Las 

insaturaciones de los ácidos grasos son oxidadas por el OsO4, el cual, a su vez, es 

reducido a osmio metálico, formando un precipitado opaco que añade densidad y 

contraste al tejido a observar. De este modo, actúa como fijador y agente 

contrastante del tejido. Por otra parte, la reacción del OsO4 con la DAB producirá un 

complejo OsO2-DAB que incrementa el contraste del precipitado tanto para estudios 

de microscopía óptica como electrónica. 

Tras toda una serie de lavados en TF frío, se procedió a incluir las secciones en 

resina epoxi (Durcupan, Fluka) para lo cual se comenzó con una deshidratación por 

pasos por etanol frío de graduación creciente (50º-70º-80º-90º-96º-100º-100º) de 

10 min cada uno a la que siguió un aclarado en óxido de propileno (2x10min). Con el fin 

de asegurar la penetración de la resina en el tejido, las secciones se sometieron a 

tres pasos de una mezcla de óxido de propileno-resina en proporción 3:1, 2:2, 1:3 de 3 

h cada uno, para finalmente pasarlas a resina pura donde permanecieron a Tª 

ambiente durante toda la noche. A la mañana siguiente las secciones fueron montadas 
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sobre portaobjetos en la propia resina y cubiertas con cubreobjetos. Sobre el 

cubreobjetos se colocó un contrapeso para asegurar que las secciones quedaran 

completamente planas y se realizó la polimerización de la resina durante 24 h a 60ºC. 

Para la realización de secciones semifinas y ultrafinas, una vez estudiados los 

portaobjetos y seleccionadas las secciones de interés, se procedió a levantar el 

cubreobjetos y eliminar cuidadosamente la resina de alrededor de la sección de 

interés con una hoja de escalpelo fina. Posteriormente se colocó sobre la sección una 

gota de resina sin polimerizar y, sobre ella, un vástago de resina previamente 

polimerizada, llevándose a la estufa a 60ºC durante 24 h. Una vez conseguida la 

polimerización, el portaobjetos se acerca a la superficie de un contenedor con N2 

líquido (evitando el contacto directo) y traccionando lateralmente se consigue 

despegar del cristal del portaobjetos el vástago, con la sección plana en su extremo. 

Estas piezas fueron llevadas al ultramicrotomo (Reichert-Jung Ultracut E) para 

la obtención de cortes semifinos (1,5 µm) con una cuchilla con filo de diamante (Histo 

45º, Diatome). Estas secciones semifinas generalmente comprendían toda una sección 

coronal del bulbo olfatorio. 

En el caso de la obtención de secciones ultrafinas, se procedía inicialmente como 

para el caso de las secciones semifinas. Una vez obtenidos los bloques, en cuyo 

extremo se encontraba la sección, éstos fueron cuidadosamente analizados bajo 

microscopio donde se seleccionó la región específica de interés. A continuación se 

procedió al desvastado de la pieza para eliminar los restos de tejido. Finalmente, tras 

la comprobación al microscopio de que el bloque contenía específicamente la zona de 

interés, se realizaron los cortes ultrafinos (50-80 nm de grosor) mediante el uso de 

una cuchilla con filo de diamante (Ultra 35º, Diatome) a una velocidad de 

desplazamiento del brazo del ultramicrotomo de 2mm/s. Las secciones ultrafinas, en 

flotación sobre la balsa de agua de la cuchilla, fueron estiradas por exposición a 

vapores de cloroformo, acercándoles un bastoncillo de algodón empapado en 

cloroformo, y fueron posteriormente recogidas sobre rejillas de ojal de cobre 

recubiertas con una película de formvar. 
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# TINCIONES 

Tinción de Nissl sobre secciones de vibratomo 

Con objeto de analizar la histología general de las secciones de bulbo olfatorio, 

en una serie de cada bulbo de cada animal se llevó a cabo la tinción de Nissl. Para ello 

seguimos el siguiente protocolo: 

1.- Las secciones se montaron sobre portas gelatinizados y se dejaron secar 

durante toda la noche en un lugar protegido del polvo. 

2.- Inmersión de los portaobjetos con las secciones durante toda la noche en una 

jarra Coplin con una solución de etanol absoluto/cloroformo 1:1, seguida de una 

rehidratación a través de una serie de etanol de graduación decreciente hasta agua 

destilada. En este paso se produce un desengrasado del tejido, lo cual redunda en una 

disminución del marcaje de fondo.  

3.- Tinción durante 5-10 min en una solución de violeta de cresilo al 0,1% a 37ºC. 

El realizar la tinción en caliente mejora la penetración del colorante. 

 

  Solución de violeta de cresilo al 0,1%  
Violeta de cresilo 0,1 g 
Agua destilada 100 ml  
Ácido acético glacial 0,3 ml 

El ácido acético se añade justo antes de realizar la tinción y se filtra la mezcla. 
 

4.- Lavado rápido en agua destilada. 

5.- Diferenciación en etanol 96% durante aproximadamente 10 min 

controlando el resultado bajo el microscopio. 

6.- Deshidratación en etanol absoluto (2x5 min), aclarado en xilol (2x5 min) y 

montaje en Entellán (Merck). 

 

Método inmunohistoquímico  

Las secciones de criostato o de vibratomo pertenecientes a bulbos deprivados, 

contralaterales a la deprivación y controles fueron lavadas en TF tres veces, 10 min 

cada vez, a Tª ambiente y en agitación constante. 
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Las secciones de vibratomo destinadas a ser analizadas a microscopía 

electrónica fueron crioprotegidas mediante inmersión durante 1 h a Tª ambiente en 

una mezcla de sacarosa 30% (p/v) y glicerol 10% (v/v) en TF y posteriormente fueron 

sometidas a 3 procesos de congelación-descongelación colocándolas sobre una 

superficie metálica que se aproximaba a un recipiente que contenía N2 líquido. Este 

tratamiento facilitará la penetración de los anticuerpos, sin producir excesivo daño 

en las membranas. Tras el tratamiento, estas secciones fueron lavadas (3x10 min) en 

TF y se realizó sobre ellas la técnica inmunohistoquímica del mismo modo que para el 

resto de las secciones, con la única salvedad de que se excluyó de las incubaciones el 

uso de Triton X-100 para evitar excesivo daño en las membranas celulares. 

Así, el método inmunohistoquímico general se desarrolló del siguiente modo. 

Previo a las incubaciones propias de este método los cortes se introdujeron durante 

60 min a Tª ambiente en una solución de preincubación constituida por: 

-Tampón fostato 0,1 M, pH 7,3. 

-Triton X-100 al 0,2% (p/v). 

-Suero normal al 5% (suero de la misma especie a partir de la cual se han 

obtenido los anticuerpos secundarios a utilizar). 

El Triton X-100 (p-isooctilfenoxi-poli-etoxietanol) disuelve las membranas 

lipídicas favoreciendo la penetración de los anticuerpos así como de los demás 

componentes involucrados en la reacción inmunohistoquímica. El suero normal hace que 

disminuyan las uniones inespecíficas. 

A continuación tuvo lugar la incubación en el anticuerpo primario. En una serie de 

cada uno de los bulbos (deprivados, contralaterales a la deprivación y controles) de 

todos los animales se realizó la detección inmunohistoquímica de tirosina hidroxilasa 

para poder determinar, mediante la reducción de su expresión en el bulbo deprivado, 

la efectividad del proceso de deprivación. El anticuerpo primario anti-tirosina 

hidroxilasa era un anticuerpo monoclonal producido en ratón (Sigma, T2928). 

Igualmente, en cada uno de los bulbos procedentes de todos los animales se realizó la 

detección de nuestro antígeno de interés, mGluR1a mediante el uso de un anticuerpo 

monoclonal producido en ratón dirigido específicamente contra el mGluR1a de rata 
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(BD Biosciences, 556389). Estas incubaciones se realizaron en agitación constante 

durante 48 horas a 4ºC. La solución de incubación estaba formada por los mismos 

componentes que el medio de preincubación, en el que fueron diluidos los anticuerpos 

primarios (1:10.000 para el anti-tirosina hidroxilasa y 1:500 para el anti-mGluR1a). 

Finalizado este periodo de incubación, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con 

TF a Tª ambiente y en agitación constante, destinados a eliminar los restos de 

anticuerpo primario no unido al tejido. 

Posteriormente, las secciones fueron sumergidas, durante una hora y a Tª 

ambiente, en un medio de incubación que contenía un anticuerpo secundario biotinado. 

Tanto para la detección de tirosina hidroxilasa como para la de mGluR1a, la solución 

de incubación estaba compuesta por la IgG biotinada de cabra anti-IgG de ratón 

(Jackson Immunoresearch) diluida 1:500 en TF. Tras este periodo de incubación, las 

secciones fueron lavadas de igual modo que en el caso anterior: 3 lavados de 10-15 min 

en TF a Tª ambiente y en agitación constante. 

Una vez eliminado el anticuerpo secundario sobrante, las secciones fueron 

incubadas durante una hora en agitación constante y a Tª ambiente en un medio que 

contenía el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC Elite Kit, Vector). El medio fue 

preparado 45 minutos antes de su utilización y guardado en oscuridad. Tras esta 

incubación se llevaron a cabo 3-4 lavados de 10 min cada uno en TF. 

Los elementos tisulares que expresaban los antígenos de interés fueron puestos 

de manifiesto sumergiendo los cortes en una solución de revelado compuesta por: 

-Tampón fosfato 0,1 M, pH 7,3. 

-Agua oxigenada, (H2O2) al 0,003%. Es el sustrato de la peroxidasa. Cuando la 

reacción tiene lugar se libera oxígeno. 

-3,3’diaminobencidina, (DAB) al 0,03%, utilizada como cromógeno. Este 

compuesto se oxida con el oxígeno liberado por la peroxidasa y precipita 

proporcionando un color marrón. 

La reacción fue controlada bajo el microscopio y se interrumpió mediante varios 

lavados con TF frío cuando los elementos positivos alcanzaron un grado óptimo de 

tinción respecto al fondo. 



MATERIAL Y MÉTODOS -80 
 

 

Tras el revelado y posterior lavado, los cortes destinados exclusivamente a su 

estudio a microscopía óptica, fueron colocados sobre portaobjetos gelatinizados y se 

dejaron secar durante una noche a Tª ambiente, y posteriormente fueron 

deshidratados introduciéndolos en una batería de alcoholes de graduación creciente 

(5 min en alcoholes de 70º-80º-90º y 96º y dos pasos de 10 min cada uno en alcohol 

de 100º). Finalmente, las secciones se aclararon mediante dos inmersiones, de 10 min 

cada una en xilol y, a continuación, las preparaciones se recubrieron con un 

poliestireno sellador soluble en xilol, Entellan (Merck), sobre el que se colocó un 

cubreobjetos. 

 

Especificidad de los anticuerpos 

El anticuerpo primario anti-tirosina hidroxilasa (Sigma, T2928) es un anticuerpo 

monoclonal constituido por IgGs de ratón obtenido de líquido ascítico a partir de 

células PC-12 de feocromocitoma de rata. 

El anticuerpo primario anti-mGluR1a (BD Biosciences, 556389) es un anticuerpo 

monoclonal constituido por IgGs de ratón (clon G209-2048) dirigidas frente a una 

secuencia al dominio carboxi-terminal del mGluR1a de rata y no presenta reactividad 

cruzada con ninguna otra isoforma de mGluR1. 

 

Controles inmunohistoquímicos 

Con objeto de comprobar la especificidad de la técnica utilizada se realizaron 

los siguientes controles: 

1. Omisión del anticuerpo primario para detectar posibles uniones inespecíficas del 

anticuerpo secundario. 

2. Incubación exclusivamente con el medio de revelado para detectar la posibilidad 

de existencia de peroxidasas endógenas en el tejido. 

En ninguno de los casos detectamos reacciones positivas. 
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Contratinción de Azul de Toluidina sobre secciones semifinas 

Las secciones que estaban destinadas a ser montadas en resina para su 

posterior seccionamiento en cortes semifinos o ultrafinos fueron adicionalmente 

tratadas del siguiente modo como ya se describió en el apartado Seccionamiento. 

Brevemente, una vez revelada la inmunohistoquímica para el antígeno de nuestro 

interés, mediante el uso de DAB como cromógeno, las secciones se sumergieron 

durante 1 h a Tª ambiente en OsO4 al 1% y glucosa al 7% en TF. 

Tras toda una serie de lavados en TF frío, las secciones se deshidrataron 

mediante pasos por etanol frío de graduación creciente (50º-70º-80º-90º-96º-100º-

100º) de 10 min cada uno a la que siguió un aclarado en óxido de propileno (2x10min). 

Después las secciones se sometieron a tres pasos de una mezcla de óxido de 

propileno-resina 3:1, 2:2, 1:3 de 3 horas cada uno, para facilitar la penetración de la 

resina, y finalmente se colocaron en resina pura durante toda la noche a Tª ambiente. 

Finalmente las secciones fueron montadas sobre portaobjetos en la propia resina y 

cubiertas con cubreobjetos. Sobre el cubreobjetos se colocó un contrapeso para 

asegurar que las secciones quedaran completamente planas y se realizó la 

polimerización de la resina durante 24 h a 60ºC. 

Como se ha apuntado anteriormente, tras su estudio, estas secciones se 

reincluyeron para obtener secciones semifinas y ultrafinas. En el caso de las 

secciones semifinas, éstas fueron contrateñidas con azul de toluidina para facilitar la 

localización, en las diferentes capas bulbares, de los elementos inmunomarcados 

mediante la técnica inmunohistoquímica.  

Para realizar esta contratinción seguimos el siguiente protocolo: 

1.- Las secciones de 1,5 µm obtenidas en el ultramicrotomo fueron recogidas 

cuidadosamente de la balsa de agua de la cuchilla y colocadas sobre gotas de agua 

destilada depositadas sobre un portaobjetos que se encontraba sobre una placa 

calefactora a 55ºC.  

2.- Inmediatamente después de colocar la sección sobre la gota de agua se acerca 

un bastoncillo de algodón, impregnado en cloroformo, a la superficie de la sección 

(sin llegar a contactar). Los vapores de cloroformo hacen que las secciones se 
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estiren. 

3.- Una vez evaporada el agua, y con las secciones estiradas adheridas al 

portaobjetos, se cubren con la solución de azul de toluidina/bórax, manteniéndose 

sobre la placa calefactora unos minutos (hasta que empiezan a emitir vapores). 

 

  Solución de azul de toluidina/Bórax  
Azul de toluidina 4 g 
Bórax (tetraborato sódico) 5 g 
Agua destilada 500 ml  

El ácido acético se añade justo antes de realizar la tinción y se filtra la mezcla. 
 

4.- Se diferencia el azul de toluidina lavando las secciones en agua. 

5.- Secado de las secciones en estufa a 37ºC. 

6.- Paso rápido por etanol absoluto (1x2 min), aclarado en xilol (2x5 min) y montaje 

en Entellán (Merck). 

 

Contrastado de cortes ultrafinos sobre rejillas  

La fase previa a la observación de las secciones al microscopio electrónico de 

transmisión consiste en conferir, a los cortes obtenidos, un contraste adicional al 

aportado por el OsO4 utilizado anteriormente. Para esto se utilizan soluciones de 

sales de metales pesados (usualmente Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo), las 

cuales contienen iones de alto número atómico, es decir, con un importante número de 

electrones capaces de desviar el haz de electrones incidente sobre la muestra, y con 

cierta afinidad por componentes específicos de la misma. Esto permite incrementar la 

densidad electrónica de los mismos y así ganar contraste. 

Para realizar el contrastado se preparar una placa de Petri (de diámetro grande) 

en la que se pone papel de filtro húmedo en el fondo y lentejas de NaOH por todo 

alrededor. Sobre el papel de filtro se coloca un trozo de parafilm. A continuación se 

colocan filas de gotas de los líquidos necesarios sobre el parafilm. Sobre cada fila de 

gotas se irá desplazando una de las rejillas, colocándola sobre las gotas por la cara en 

la que se encuentran los cortes.  

Es importante mantener, durante todo el proceso, la placa de Petri abierta sólo 
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el tiempo necesario. Así se minimiza la entrada de CO2 y se evita, en lo posible, la 

formación de precipitados de plomo. 

 

Realización 

- Paso por una gota que contiene acetato de uranilo (2%) en etanol al 50% 

durante 10 minutos. (la solución debe ser centrifugada 5 minutos antes de 

usar). El acetato de uranilo fue introducido por Watson (1958) y puede ser 

preparado en solución alcohólica o acuosa. 

- Lavado en una gota de etanol 50% (5 min) para eliminar el acetato de uranilo.  

- Lavado en tres gotas sucesivas de agua destilada (5 min en cada gota) 

- Paso por una gota de citrato de plomo (Reynolds, 1963) 10 min. 

(la solución debe ser centrifugada 5 min antes de usar) 

 

Citrato de Plomo 
   Nitrato de plomo Pb(NO3)2   1,33 g 
   Citrato sódico Na3(C6H5O7) 2H2O   1,76 g 
   Agua destilada hervida    30 ml 
   Hidróxido sódico 1N en agua destilada hervida 8 ml 
   (4 g de NaOH en 10 ml de agua) 
 
 

PREPARACIÓN: 
- Añadir el nitrato de plomo y el citrato sódico en los 30 ml de agua destilada 

hervida. (El agua destilada debe ser previamente hervida y enfriada para 
eliminar el CO2, allí disuelto y así evitar precipitados de plomo). 

- Agitar fuertemente durante 1 minuto y posteriormente a intervalos de 5 
minutos hasta 30 minutos. En este intervalo la solución adquirirá un aspecto 
lechoso. 

- Añadir los 8 ml de hidróxido sódico 1N y agitar hasta obtener una solución 
transparente 

- Completar con agua destilada hervida hasta 50 ml. 
 

- Lavado en tres gotas sucesivas de agua destilada (5 min en cada gota) 

- Finalmente se seca con cuidado el agua sobrante de cada rejilla con el extremo 

de un papel de filtro y se colocan en el portarejillas hasta su observación. 
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Método inmunofluorescente  

Mediante dobles marcajes por inmunofluorescencia para mGluR1a, en 

combinación con otros marcadores, realizamos la caracterización de los elementos 

positivos a mGluR1a. Los marcadores utilizados en combinación con mGluR1a fueron 

aquellos que consideramos, basados en la bibliografía al respecto, que podrían 

presentar, en mayor o menor medida, coexpresión con el receptor. De este modo 

podríamos definir más profundamente la naturaleza de los elementos positivos a 

mGluR1a e inferir, en lo posible, la participación de éstos en la circuitería bulbar. Con 

este fin estudiamos la posible coexpresión del receptor mGluR1a con: i) el 

transportador vesicular de glutamato 2 (VGLUT2) que pone de manifiesto elementos 

de naturaleza glutamatérgica, ii) tirosina hidroxilasa, calbindina D-28k y calretinina 

como marcadores de los subtipos más numerosos de cPGs, y iii) con neurocalcina y 

colecistoquinina como marcadores de una importante población de células 

empenachadas, cEEs para la primera y cES y cEM la segunda. 

Para posibilitar las distintas combinaciones utilizamos dos diferentes 

anticuerpos frente a mGluR1a en cada caso: un anticuerpo monoclonal generado en 

ratón frente a mGluR1a (BD Biosciences, Cat. 556389) o un anticuerpo policlonal anti-

mGluR1a generado en conejo (Tocris, Cat. 2028). Ambos anticuerpos ofrecen 

marcajes idénticos y van dirigidos específicamente frente a mGluR1a, no presentando 

reacción cruzada con ninguna otra isoforma de mGluR1. Las referencias y 

concentraciones de uso de todos los anticuerpos aparecen reflejadas en la Tabla 1. 

Para la realización de la técnica, las secciones se lavaron tres veces en TF, 

durante 10 min cada vez. Previo a las incubaciones, los cortes se sumergieron durante 

20 min, en agitación constante, en una solución de borohidruro sódico (NaBH4) al 1% 

en TF. El borohidruro sódico es un agente reductor que actúa sobre los grupos 

aldehído presentes en el tejido por el uso del fijador y los reduce a grupos hidroxilo, 

eliminando así la autofluorescencia propia de los grupos aldehído. 

Tras una serie de lavados en TF para eliminar completamente los restos de 

borohidruro sódico, las secciones fueron incubadas durante 60 min a Tª ambiente en 

la misma solución de preincubación descrita en el apartado “método 
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inmunohistoquímico”. 

A continuación tuvo lugar la incubación con las diferentes combinaciones de 

anticuerpos primarios. En éstas se combinó el anticuerpo dirigido contra mGluR1a con 

cada uno de los dirigidos frente al resto de antígenos de interés. Esta incubación se 

realizó en agitación constante durante 48 horas a una temperatura de 4ºC. La 

solución de incubación estaba formada por los mismos componentes que el medio de 

preincubación al que se añadieron los anticuerpos primarios. La dilución de los 

anticuerpos primarios en esta solución estuvo siempre en el rango de dilución 

recomendada por la casa comercial suministradora de los mismos. No obstante, en 

todos los casos, ésta fue ajustada para su uso con nuestro material, de modo que 

obtuviéramos la mejor relación señal/marcaje de fondo. Las diluciones finales 

elegidas para la realización del presente trabajo se detallan en la Tabla 1. 

Finalizado el periodo de incubación, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada 

uno con TF a Tª ambiente y en agitación constante. A continuación las secciones se 

incubaron durante 2 horas, en agitación constante, a Tª ambiente, y en oscuridad, en 

una combinación de anticuerpos secundarios diluidos 1:500 en TF. Los anticuerpos 

secundarios, dirigidos frente a la fracción constante de las IgGs utilizadas como 

anticuerpos primarios se encontraban conjugados con partículas fluorescentes, 

DyLight 488 o cianina Cy3 (Jackson Immunoresearch). En algunos casos se utilizó 

como anticuerpo secundario IgG de burro biotinada anti-IgG de cobaya. La naturaleza 

de los anticuerpos y la concentración a la que se utilizaron se indica en la Tabla 1. 

Concluidas las 2 horas de incubación se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno en TF, 

en oscuridad. 

En el caso de usar como anticuerpo secundario IgG de burro biotinada anti-IgG 

de cobaya, se realiza una tercera incubación, de 1 h a Tª ambiente, en streptavidina 

conjugada con DyLight 488 (Jackson Immunoresearch) diluida 1:2000 en TF. 

Posteriormente se realizaron 3 lavados de las secciones, en oscuridad, de 10 minutos 

cada uno, en TF. Seguidamente las secciones se montaron sobre portaobjetos 

gelatinizados y se cubrieron con un medio adecuado para preservar la fluorescencia 

(Gel Mount, G0918, SIGMA), se colocaron los cubreobjetos y fueron sellados los 
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bordes para maximizar la conservación de las muestras. 

Anticuerpos Primarios Casa comercial Dilución 

IgG Ratón anti-mGluR1a BD Biosciences (Cat. 556389) 1:500 

IgG Conejo anti-mGluR1a Tocris (Cat. 2028) 1:250 

IgG Cobaya anti-VGluT2 Synaptic Systems (Cat. 135404) 1:250 

IgG Ratón anti-Calbindina D-28k Swant (Cat. 300) 1:2.000 

IgG Ratón anti-Calretinina Swant (Cat. 6B3) 1:5.000 

IgG Ratón anti-Tirosina hidroxilasa Sigma (Cat. T2928) 1:10.000 

IgG Conejo anti-Neurocalcina Nakano y cols., 1992 1:3.000 

IgG Ratón anti-Colecistoquinina CURE/UCLA (#9303) 1:1.000 

 

Anticuerpos Secundarios Casa comercial Dilución 

IgG Cabra anti IgG ratón biotinado Jackson (Cat. 115-065-146) 1:500 

IgG Burro anti IgG cobaya biotinado Jackson (Cat. 706-065-148) 1:500 

IgG Burro anti IgG ratón DyLight 488 Jackson (Cat. 715-485-151) 1:500 

IgG Burro anti IgG ratón Cy3 Jackson (Cat. 715-165-150) 1:500 

IgG Burro anti IgG conejo DyLight 488 Jackson (Cat. 711-485-152) 1:500 

IgG Burro anti IgG conejo Cy3 Jackson (Cat. 711-165-152) 1:500 

Streptavidina DyLight 488 Jackson (Cat. 016-480-084) 1:2.000 

 

Tabla 1: Tabla en la que se recogen los datos referentes a los anticuerpos primarios y 
secundarios utilizados en el presente estudio. 
 

Especificidad de los anticuerpos 

El anticuerpo primario anti-mGluR1a (BD Biosciences, 556389) es un anticuerpo 

monoclonal constituido por IgGs de ratón (clon G209-2048) dirigidas frente a una 

secuencia del dominio carboxi-terminal del mGluR1a de rata y no presenta reactividad 

cruzada con ninguna otra isoforma de mGluR1. 

El anticuerpo primario anti-mGluR1a (Tocris, 2028) es un anticuerpo policlonal 

constituido por IgGs de conejo dirigidas frente al péptido sintético correspondiente 
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a los aa 1180-1199 del extremo carboxi-terminal del mGluR1a de rata. No presenta 

reactividad cruzada con ningún otro mGluR 

El anticuerpo primario anti-VGLUT2 (Synaptic Systems, 135404) es un 

anticuerpo policlonal compuesto por IgGs de cobaya dirigidas frente a la proteína 

recombinante formada por los aa 510-582 del VGLUT2 de rata y detecta 

específicamente la isoforma 2 de los VGLUT. 

El anticuerpo primario anti-Calbindina D-28k (Swant, 300) es un anticuerpo 

monoclonal constituido por IgGs de ratón producidas por hibridación de células de 

mieloma de ratón con células del bazo de ratones inmunizados con calbinidna D-28k 

purificada del intestino de pollo. Este anticuerpo no presenta reactividad cruzada con 

calretinina ni con ninguna otra proteína ligante de calcio conocida. 

El anticuerpo primario anti-calretinina (Swant, 6B3) es un anticuerpo monoclonal 

constituido por IgGs de ratón que reconoce el epítopo localizado dentro de los 4 

dominios “EF-hand” comunes a las isoformas de calretinina. No presenta reactividad 

cruzada con calbindina D-28k ni con ninguna otra proteína ligante de calcio conocida. 

El anticuerpo primario anti-tirosina hidroxilasa (Sigma, T2928) es un anticuerpo 

monoclonal constituido por IgGs de ratón obtenido de líquido ascítico a partir de 

células PC-12 de feocromocitoma de rata. 

El anticuerpo primario anti-neurocalcina fue suministrado por los Dres. Katsuo 

Okazaki e Hiroyoshi Hidaka del Departamento de Farmacología del Nagoya University 

School of Medicine (Japón). Es un anticuerpo policlonal constituido por IgGs de 

conejo dirigidas frente a neurocalcina y que ha sido completamente caracterizado 

(Nakano y cols., 1992) no presentando reactividad cruzada con ninguna otra proteína 

ligante de calcio. 

El anticuerpo primario anti-colecistoquinina (Cure Antobody Laboratory #9303) 

fue suministrado por el Dr. Gordon V. Ohning del Cure Digestive Diseases Research 

Center, de la Universidad de California (EEUU). Es un anticuerpo monoclonal 

consituido por IgGs de ratón dirigidas específicamente frente a colecistoquinina. 
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# ANÁLISIS Y DOCUMENTACIÓN 

Las secciones fueron examinadas en un fotomicroscopio (Zeiss AxioScope A.1) 

equipado con campo claro y epifluorescencia, conectado a una cámara digital (Zeiss 

HRc), la cual, a su vez, estaba acoplada a un soporte informático con el software 

adecuado (Zeiss AxioVision 4.8). 

En el caso de las secciones ultrafinas, éstas fueron analizadas en un microscopio 

electrónico de transmisión Zeiss EM902 y documentadas mediante una cámara digital 

acoplada a dicho microscopio. Todas las imágenes fueron capturadas en las mismas 

condiciones de voltaje y compensación. 

En todos los casos las imágenes digitales fueron procesadas con el software 

Adobe Photoshop CS2 (v. 9.0) con el que se realizaron únicamente ajustes de 

resolución y ligeras modificaciones de brillo y contraste para unificar las 

características de las imágenes. 

 

RECUENTO CELULAR Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El recuento celular de elementos positivos se realizó a través de 

fotomicrografías obtenidas de 8 bulbos de cada grupo experimental, de cada uno de 

los cuales se seleccionaron 5 secciones y de cada sección se tomaron imágenes de 3 

cuadrantes al azar con el objetivo de 10x. Cada una de las imágenes obtenidas 

correspondía a una superficie de tejido de 1,5 mm2. De este modo se realizó el 

recuento de células en 120 cuadrantes por cada grupo experimental. En cada una de 

estas imágenes se incluyeron en el recuento sólo aquellas células positivas cuyas 

características morfológicas permitían que fueran identificadas sin ningún tipo de 

dudas como pertenecientes al tipo celular de interés.  

Los datos así obtenidos se analizaron estadísticamente por medio del software 

SPSS v.18 para Windows (SPSS Inc., Chicago, EEUU) mediante el test no-

paramétrico de los signos de Wilcoxon para datos dependientes, al que 

posteriormente se le aplicó la corrección de Bonferroni para contrarrestar la 

detección de diferencias derivadas de la realización de múltiples comparaciones. El 
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nivel mínimo de significación se fijó en el 95% por lo que hemos considerado 

diferencias significativas a las que los valores de p<0,05 y como altamente 

significativos los valores de p<0,01. 
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2.3.– ESTUDIO PROTEÓMICO 

El estudio proteómico estaba centrado en la obtención de fracciones 

enriquecidas en el receptor, para su posterior análisis en electroforesis SDS-PAGE y 

Western-blotting. A este respecto hay que subrayar que mientras la mayoría de las 

proteínas citosólicas y de carácter hidrofílico suelen ser de fácil extracción, el 

mGluR1a es una proteína con numerosas regiones hidrofóbicas y con siete dominios 

transmembrana, lo cual dificulta su estudio mediante estas técnicas. 

Las dificultades en la investigación de complejos proteicos de membrana radican 

en la propia naturaleza de las proteínas de membrana. Éstas son altamente 

hidrofóbicas y sus regiones transmembrana establecen una estrecha relación con los 

lípidos de membrana para mantener la estabilidad del complejo. El aislamiento de los 

complejos proteicos normalmente requiere la disyunción de la membrana en la que se 

encuentran insertados. Las proteínas de membrana fuera de esta plataforma física 

tienden a la agregación, adsorción y precipitación en solventes acuosos, lo que conlleva 

una pérdida de muestra y dificulta su análisis con ciertas técnicas como las 

electroforéticas. 

En nuestro caso, la proteína que pretendemos estudiar, además de presentar 

siete dominios transmembrana, presenta la particularidad de poder aparecer en 

estado dimérico o monomérico, lo que supone encontrarse en estado activo o inactivo 

respectivamente. Por ello, consideramos fundamental para nuestro estudio no sólo el 

determinar las modificaciones en la expresión de mGluR1a en las condiciones 

experimentales a analizar, sino también determinar el ratio dímero/monómero en cada 

uno de los casos. Estas pretensiones suponen, obviamente, una mayor complejidad a la 

hora de realizar el análisis proteómico ya que a la complejidad de la extracción y 

solubilización inherente a una proteína transmembrana, se le añade el hándicap de 

realizar el análisis proteómico preservando, de modo fiel, las formas diméricas y 

monoméricas del receptor. 

El ambiente lipídico que rodea a los complejos proteicos de membrana 

proporciona un ambiente hidrofóbico estable para las regiones intermembrana, 

favoreciendo la interacción entre ellas y estabilizando la estructura del complejo. 
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Para el aislamiento y análisis de los complejos de membrana, se hace indispensable, 

por lo tanto, disponer de una serie de agentes que permitan la extracción y 

solubilización de estas estructuras hidrofóbicas del ambiente lipídico que los rodea, 

minimizando en la medida de lo posible la alteración estructural de los mismos 

(Hooker y cols., 2007). 

Los agentes caotrópicos y los detergentes son utilizados extensamente en 

biología molecular para la solubilización de proteínas. Los agentes caotrópicos (urea, 

thiourea) son agentes desnaturalizantes que estabilizan estados desplegados de las 

proteínas mediante enlaces no covalentes. Los detergentes son moléculas anfipáticas 

que contienen dominios hidrofóbicos e hidrofílicos. Esta estructura permite su 

autoasociación (como la formación de micelas) uniéndose a superficies hidrofóbicas 

como las encontradas en los dominios transmembrana. Los detergentes, en un sentido 

amplio, imitan el comportamiento de los lípidos, y se distinguen por la concentración a 

la que se autoasocian o el tipo de estructuras que forman. 

Existen cuatro tipos principales de detergentes en función de su capacidad para 

solubilizar y desnaturalizar proteínas integrales de membrana (Speers y Wu, 2007): i) 

iónicos de cadena lineal, ii) no iónicos, iii) ácidos biliares, iiii) zwitteriónicos. Los 

agentes caotrópicos, los detergentes iónicos de cadena lineal (como el dodecilsulfato 

sódico [SDS]), y los detergentes zwitteriónicos son sustancias fuertemente 

desnaturalizantes, por lo que no son apropiadas para el estudio de complejos 

proteicos. Únicamente los detergentes no iónicos y los ácidos biliares son apropiados, 

debido a su moderado potencial de alteración de la membrana y por ser 

"desnaturalizantes suaves". Los detergentes no iónicos más utilizados son el n-

dodecil-β-D-maltósido (DDM), el p-isooctilfenoxi-poli-etoxietanol (Triton X-100) y la 

digitonina (Kashino, 2003). Debido a que estos detergentes rompen preferentemente 

las interacciones lípido-lípido o lípido-proteína antes que interacciones proteína-

proteína, son considerados detergentes suaves y, por lo tanto, apropiados para la 

solubilización de complejos proteicos nativos. 

Por todo ello, hemos planteado nuestro estudio proteómico para SDS-PAGE 

(SDS-Polyacrialmide Gel Electrophoresis) clásico de Laemmli (1970), tal como se 
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describe en los manuales “Protein Methods” (Bollag y cols., 1996) y “Current Protocols 

in Cell Biology” (Gallagher, 2007), descrito específicamente para realizar 

electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Según este protocolo pretendemos 

determinar las alteraciones en la expresión del mGluR1a en cada uno de nuestros 

grupos experimentales. 

En paralelo, y con el fin de determinar los diferentes estados de agregación del 

receptor en cada supuesto experimental, lo cual demostraría diferentes estados 

funcionales del mismo, hemos introducido variantes basándonos en lo descrito en 

algunos estudios (Kashino, 2003; Hooker y cols., 2007; Speers y Wu, 2007; Marzoa y 

cols., 2009). Estas variantes han ido dirigidas a preservar la estructura nativa de las 

proteínas, minimizando los inconvenientes de extracción y electroforesis que esta 

situación lleva implícita. Básicamente estas variaciones incluyen el uso de detergentes 

neutros “débilmente desnaturalizantes” como Triton X-100 y eliminar el uso de 

agentes reductores como el β-mercaptoetanol (que romperían los puentes disulfuro). 

En cualquier caso, estas modificaciones serán detalladas oportunamente. 

Tras la electroforesis en condiciones desnaturalizantes o nativas se realizó la 

técnica del Western-blotting para poner de manifiesto la presencia de nuestro 

receptor. A continuación se detalla el protocolo seguido para la realización de este 

estudio. 

 

2.3.1. OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 

Para el análisis proteómico de este estudio hemos utilizado 8 bulbos deprivados, 

8 bulbos contralaterales a la deprivación y 8 bulbos control, pertenecientes a 

animales de 60 días de edad.  

 

# DECAPITACIÓN Y EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS 

Los animales fueron anestesiados por medio de inhalación de isoflurano y 

rápidamente decapitados con una guillotina. Se procedió a abrir inmediatamente el 

cráneo con la ayuda de una pinza-gubia y los bulbos olfatorios fueron diseccionados, 
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extraídos y pesados en una báscula de precisión. 

El proceso de extracción proteica se realizó mediante fraccionamiento, 

aplicando la combinación de diferentes técnicas como trituración, centrifugación, 

sonicación, choque osmótico y tratamiento con agentes solubilizantes como 

detergentes. Todo ello siguiendo los protocolos anteriormente mencionados a los que 

se introdujeron, en su caso, las modificaciones descritas por (Kashino, 2003; Hooker 

y cols., 2007; Speers y Wu, 2007; Marzoa y cols., 2009) para optimizar la extracción 

de proteínas en condiciones nativas. 

En el desarrollo de la extracción proteica se pueden diferenciar dos grandes 

etapas. Primero, la obtención del extracto celular enriquecido y, posteriormente, la 

obtención de la fracción proteica a partir del extracto anterior. Antes de comentar 

con detalle cada uno de los procedimientos realizados en este apartado, mostramos un 

breve esquema del proceso general (fig. 40). 

 

# PREPARACIÓN DE EXTRACTOS CELULARES. 

El fraccionamiento celular consiste básicamente en los procesos de lisis, 

homogenización y separación de los componentes celulares.  

Lisis celular: Los bulbos olfatorios, una vez extraídos y pesados, fueron 

rápidamente suspendidos en 500 µl de solución de extracción por cada 50 mg de 

tejido. La solución de extracción o lisis estaba formada por tampón de lisis o 

 
 
Figura 40.- Diagrama representativo del proceso de extracción proteica a partir de un extracto 
tisular. 
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solubilización suplementado con inhibidores de proteasas.  

El tampón de lisis es una solución hipotónica que produce una fragmentación 

preliminar de células por choque osmótico que, además, contiene agentes 

solubilizantes como detergentes (SDS para condiciones desnaturalizantes y Triton X-

100 para condiciones nativas) y surfactantes como el EDTA que evita la actuación de 

proteasas, y sales que ayudan a precipitar las proteínas. 

 
TAMPÓN DE LISIS 

CONDICIONES DESNATURALIZANTES 
Tris-HCl pH 8.0 20 mM 

NaCl 137 mM 

Glicerol 10% 

EDTA 5 mM 

SDS 1% 

 

 

TAMPÓN DE LISIS 
CONDICIONES NATIVAS 

Tris-HCl pH 8.0 20 mM 

NaCl 137 mM 

Glicerol 10% 

EDTA 5 mM 

Triton X-100 2% 

 

En ambos casos se añadió un cocktail de inhibidores de proteasas y de fosfatasas 

para evitar la actuación de las mismas: 

INHIBIDORES DE PROTEASAS 

Soybean  50 µM 

Aprotinina 0,3 µM 

Leupeptina 50 µM 

TLCK (Tosilisinaclorometilcetona) 50 µM 

TPCK (Tosilfenilalanina clorometilcetona) 50 µM 

PMSF (Fenilmetilsulfonilfluoruro) 0,5 mM 

Fenantrolina 5 mM 

Pepstatina A 1 µM 

INHIBIDORES DE FOSFATASAS 

Na3VO4 1mM 

NaF 1mM 

Homogenización: Una vez suspendidos en el correspondiente tampón de lisis, 

los bulbos olfatorios fueron triturados para conseguir la disgregación celular 
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combinando la homogenización mecánica y manual. La primera se realizó con un 

homogenizador tipo Politron (Kinematica, Littau-Luzern, Switzerland), que fue 

aplicado a 8000 rpm en 3 ciclos de 15 s, para evitar el calentamiento de la muestra. 

Seguidamente se utilizó un homogeinizador manual tipo Potter-Elvehjem (Afora, S.A., 

Madrid) que consta de un émbolo móvil que se ajusta perfectamente a las paredes de 

un tubo de cristal de tal manera que el tejido se disgrega al paso entre ambos 

elementos. 

El extracto crudo total se mantuvo a Tª ambiente durante 20 min, mezclando 

periódicamente la suspensión, para favorecer la lisis por acción del tampón de 

extracción. Además, para favorecer y aumentar la disgregación celular, el 

homogenado fue sonicado (3 ciclos de 20 s). La sonicación destruye las membranas 

celulares provocando rotura de células, y también produce la fragmentación de ácidos 

nucleicos. 

Separación: Para la separación celular aplicábamos una centrifugación a 1000 x 

g durante 5 min en la que se eliminan los núcleos y restos celulares no lisados. Se 

tomó el sobrenadante y a continuación se centrifugó a 35.000 x g durante 40 min a 

4ºC para conseguir hacer precipitar las membranas celulares. Se tomó el pellet, que 

fue resuspendido en el correspondiente tampón de lisis, fue sonicado (5x10s) con 

intervalos de 2 min entre cada ciclo de sonicación y finalmente se dejó durante 15 min 

a Tª ambiente. Finalmente se someten las muestras a una centrifugacióna 16.000 x g 

durante 5 min y se recogen los pellets que fueron almacenados a -80ºC hasta su 

utilización. 

 

 2.3.2.- DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN PROTEÍCA  

# MÉTODO COLORIMÉTRICO DE BRADFORD 

El procedimiento, en general, consiste en determinar la concentración de la 

proteína a través del método colorimétrico de Bradford (Bradford y cols., 1976) y su 

posterior medida de la absorbancia a 595 nm en un espectofotómetro. Los valores 

obtenidos se comparan con una recta estándar, dando valores relativos de la 
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concentración de proteínas totales en la muestra por comparación con la recta patrón. 

El método colorimétrico de Bradford se basa en un cambio diferencial en la 

coloración de una sustancia colorante, Azul Brillante de Coomassie G-250, en 

respuesta a diferentes concentraciones de proteínas (Bradford, 1976). La 

absorbancia máxima de una solución ácida de Coomassie cambia de 465 nm a 595 nm 

cuando tiene lugar la unión con proteínas (Reisner y cols., 1975). 

Primero se elaboraron los estándares a partir de una disolución de BSA en agua 

1mg/ml. A partir de aquí se elaboran los estándares con concentraciones de 0, 5, 10, 

20, 40 y 60 µg/ml de BSA en un volumen total de 100 µl. Debido a la interferencia de 

los detergentes usados en la extracción con la absorbancia, los estándares se 

realizaron por duplicado para cuantificar las proteínas extraídas con los dos medios 

de lisis diferentes (condiciones nativas o desnaturalizantes) de modo que añadimos a 

los estándares, en cada caso, una cantidad de detergente equivalente a su 

concentración en el medio de extracción. 

A continuación se tomaron 5 µl de cada muestra (por triplicado en cada caso) y se 

completaron hasta 100 µl con agua u.p. Posteriormente se diluye el Dye Reagent 

Concentrado (Bio-Rad) en 4 partes de agua u.p., se filtra con papel Whatman nº 1 y se 

añaden 5 ml del reagente a cada estándar a cada muestra, se agita, se deja reposar 

10 min. y, a continuación, se procede a realizar la medición. 

Tras establecer la recta patrón (para cada una de las condiciones) se mide la 

absorbancia de cada una de las muestras (por triplicado) extrapolando la absorbancia 

de las muestras a la recta patrón, obteniendo así la carga proteica total de cada 

muestra (como media de los tres valores obtenidos). 

 

2.3.3.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

Mediante la técnica de electroforesis de proteínas conseguimos la separación de 

las proteínas contenidas en una mezcla compleja en función de su tamaño, mediante la 

aplicación de un campo eléctrico a través de un polímero (gel de 

acrilamida/bisacrilamida 29,2/0,8). Hemos realizado la electroforesis en condiciones 

tanto desnaturalizantes como nativas en gel de poliacrilamida, aunque los geles para 
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ambas condiciones se elaboraron del mismo modo. 

 

# PREPARACIÓN DE LOS GELES 

El protocolo de preparación de geles que hemos seguido estaba adaptado para la 

utilización de cubetas verticales con geles de tamaño de 7 cm x 8 cm x 1,5 mm (Mini 

Protean II, Bio-Rad). La preparación de los geles fue acorde al sistema de 

electroforesis discontinuo, en el que cada gel está conformado por dos tipos de gel, 

llamadas gel de empaquetamiento y gel de resolución, que presentan diferente 

concentración, composición y pH. Ambos se encuentran unidos pero limitados por una 

fase de separación. El gel de empaquetamiento se localiza en parte superior del 

sistema, formando los pocillos donde se depositan las muestras proteicas y el gel de 

resolución constituye el cuerpo del gel por donde migran y se separan las proteínas. El 

peso molecular esperado del mGluR1a (en forma monomérica y dimérica) hizo 

aconsejable el uso de un gel de bajo porcentaje (6%) para permitir la movilidad 

electroforética de esta proteína de elevado peso molecular. 

 Gel de empaquetamiento 4%  Gel de resolución 6% 

Acrilamida/Bis 0,67 ml  2 ml  
Tris-HCl 1.5M pH 8,8  -  2,5 ml 

Tris-HCl 0,5M pH 6,8  1,3 ml -  

H2O u.p. 2,93 ml  5,3 ml  
SDS 10%  50 µl  100 µl  

Persulfato amónico 10%  50 µl  100 µl 

TEMED  5 µl  8 µl  

 

  Tampón Tris-HCl 1,5M pH 8,8 

 Trizma base (Sigma T6066)  18,165 g 

 Agua U.P.    60 ml 

Ajustar con HCl a pH 8,8 y completar con agua u.p. hasta 100 ml. 

  Tampón Tris-HCl 0,5M pH 6,8 

 Trizma base (Sigma T6066)  6.055 g 

 Agua U.P.    60 ml 

Ajustar con HCl a pH 6,8 y completar con agua U.P. hasta 100 ml. 
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 # PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS PARA LA ELECTROFORESIS 

Una vez conocida la concentración de proteínas en las muestras, se resuspendió 

en el tampón de carga el volumen oportuno, en cada caso, para conseguir una carga 

homogénea de 60 µg de proteína total. 

La composición del tampón de carga está detallada en la tabla adjunta. La 

composición para ambas condiciones es similar, salvo que en condiciones nativas se 

evita el uso de β-mercaptoetanol ya que es un agente reductor que rompería los 

enlaces disulfuro. 

Condiciones 
Desnaturalizantes 

Condiciones 
Nativas  

Glicerol 10% Glicerol 10% 

β-mercaptoetanol 5% - 

SDS 2% SDS 2% 

Azul de Bromofenol 0,005% Azul de Bromofenol 0,005% 

Tris-HCl 0,0625M pH 6,8  Tris-HCl 0,0625M pH 6,8  

 

La mezcla se agitó y se calentó ligeramente a 37ºC durante 15 min. Tras una 

rápida centrifugación se realizó la carga de los pocillos del gel. Las muestras se 

cargaron en los distintos pocillos del gel, en uno de los cuales se incluyó el marcador 

de peso molecular (Precision Plus Protein Standards Kaleidoscope, Bio-Rad) con 

indicadores para las siguientes masas moleculares: 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 

15 y 10 kDa (fig. 41) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41.- Carga de muestras en el gel. Se 
utilizaron 4 carriles para cada prueba, de manera 
que en un mismo gel se realizan 2 pruebas 
simultáneamente. En el carril 1 se carga el 
marcador de peso molecular y en los carriles 2, 3, y 
4 los extractos de bulbos naïve, contralateral y 
deprivado respectivamente. Los dos carriles 
laterales de cada gel no se utilizaron para evitar 
carreras deformadas por el “efecto borde”. 
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 # ELECTROFORESIS 

Se realizó en cámara fría y a un voltaje de 40V durante el tiempo en que las 

proteínas tardaron en abandonar el gel de empaquetamiento (unos 60 min) y 

posteriormente se aplicó un voltaje de 50V en el gel de resolución durante 

aproximadamente 180 min. 

 

Tampón de electroforesis: 

 25mM Tris  3,03 g 

 192mM glicina  14,4 g 

 0,1% SDS 

Ajustar hasta 1 litro con agua u.p. El pH debe ser de alrededor de 8,3. Usar el tampón frío. 

 

2.3.4.- ELECTROTRANSFERENCIA 

Las proteínas separadas se transfirieron a membranas de PVDF (difluoruro de 

polivinilideno) de 0,45 µm de tamaño de poro (Immobilon P, Millipore). Para ello, tras 

activar la membrana mediante inmersión en metanol 30 s, ésta se estabiliza 

sumergiéndola en el tampón de transferencia durante 2-3 min. A continuación se 

realiza el sandwich con papel de filtro, el gel y la membrana, se añade el tampón de 

transferencia, se rodea la cubeta con hielo picado y se aplicó una corriente de 200mA 

durante aproximadamente dos horas y media en cámara fría. De este modo las 

proteínas van pasando del gel a la membrana atraídas por la carga eléctrica positiva, 

quedando inmovilizadas en la membrana en la misma posición que ocupaban en el gel. 

 

Tampón de transferencia 

 25mM Tris  3,03 g 

 192mM glicina  14,4 g 

 0,1% SDS 

 

Ajustar hasta 1 litro con agua u.p. El pH debe ser de alrededor de 8,3. Usar el tampón frío. 
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 # VISUALIZACIÓN DE LAS PROTEÍNAS 

Para comprobar la correcta transferencia de las proteínas a la membrana, éstas 

fueron visualizadas mediante la tinción con Rojo Ponceau según el siguiente protocolo. 

 

1.- Sumergir la membrana en la solución de Ponceau durante 5 min 

  Ponceau S   0,5 g 

  Ácido acético glacial  1 ml 

  Agua destilada  hasta 100 ml 

Hacer inmediatamente antes de usar. 

2.- Desteñir ligeramente durante 2 minutos en agua destilada y analizarlo. 

3.- Desteñir completamente la membrana lavando en agua destilada (aproximadamente 15 minutos) y 

continuar con la inmunodetección. 

 

2.3.5.- INMUNODETECCIÓN DE LAS PROTEÍNAS 

Antes de realizar la inmunodetección de las proteínas se procede a bloquear la 

membrana mediante incubación en leche desnatada en polvo al 5% en TTBS (Tween 

Tris Buffered Saline) durante 1 h a Tª ambiente. 

 

Tris Buffered Saline (TBS) 

  Trizma base (Sigma T6066) 2,42 g 

  NaCl    8 g 

  Agua U.P.   hasta 1 litro 

Ajustar el pH a 7,5 con HCl. 

 

Tween Tris Buffered Saline (TTBS) 

  TBS    1 litro 

  Tween 20   1 ml 

 

Tras lavar las membranas con TTBS (2x5min), se añade el anticuerpo monoclonal 

anti-mGluR1a (BD Biosciences, Cat. 556389) generado en ratón, diluido 1:500 en 

TTBS con leche desnatada en polvo al 5% y se incuba durante toda la noche a 4ºC. 

También se utilizó un anticuerpo anti-β−tubulina generado en conejo (Millipore, Cat. 

04-1094) 1:200 que se utilizó para detectar la β-tubulina (pm 55 kDa) en nuestras 
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membranas y utilizarlo como control de carga. 

A continuación se realizan varios lavados con TTBS (2x10min) y posteriormente 

se realizó la incubación en el anticuerpo secundario frente a IgG de ratón (1:5.000) o 

frente a la de conejo (1:10.000) conjugados con peroxidasa en TTBS con 5% de leche 

desnatada en polvo durante 1h 30min a Tª ambiente. Tras la incubación se realizan 

lavados en TTBS (2x10min) y un lavado final con TBS (1x15min). 

A continuación se preparan 2ml de reactivo Luminol (ECL Western Blotting 

Substrate, Pierce) por membrana, mezclando cantidades iguales de los reactivos A y 

B. Se añade inmediatamente sobre la membrana colocada sobre una hoja de poliéster, 

asegurándose de que queda cubierta toda la membrana. Se incuba 1min y se escurre el 

exceso de reactivo en un papel de filtro. En este paso tiene lugar la reducción de 

H2O2 por acción de la peroxidasa que, a su vez, produce la oxidación del luminol dando 

lugar a un compuesto que emite luz. 

Entonces se introduce la membrana en un cassette de autoradiografía y se 

expone, aproximadamente 1 min, sobre una película (Kodak BioMax XAR Film, Cat. 

165-1454) que detecta la señal quimioluminiscente. Una vez revelada y fijada la 

película, se obtienen las bandas correspondientes a las proteínas objeto de estudio, 

así como la de la β-tubulina que nos permite comprobar que la cantidad de proteína 

cargada en cada línea ha sido igual en todos los casos. 

 

2.3.6.- DENSITOMETRÍA 

Disponemos de 6 grupos de estudio: Electroforesis-Western Blotting realizados 

en condiciones desnaturalizantes de bulbos deprivados, contralaterales (control) y 

naïve, y en condiciones nativas de bulbos deprivados, contralaterales (control) y naïve. 

Los resultados obtenidos en todos los casos (8 réplicas para cada caso de estudio) 

presentaban un patrón idéntico de bandas y las únicas diferencias se correspondían a 

pequeñas variaciones en la saturación de la imagen que eran únicamente atribuibles a 

diferencias en el proceso de revelado de la película. Por otra parte, los resultados de 

bulbos contralaterales a la deprivación y los de los animales naïve, no mostraron 

ninguna diferencia entre sí. 
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Las películas se escanearon a una resolución de 600 ppi, generándose archivos en 

formato TIFF de cada caso. Estos archivos TIFF se exportaron y se abrieron con el 

programa Image J (NIH, USA). Con la herramienta adecuada se selecciona una zona 

rectangular de análisis lo más ajustada posible a la línea de carrera. Posteriormente 

se duplica esta zona de análisis (con las mismas dimensiones) y se aplica de igual modo 

al resto de líneas a analizar. A continuación se generan los perfiles de densidad de 

cada línea de carrera, obteniéndose una curva en la que los picos representan las 

zonas correspondientes a cada banda y en las que la altura del pico representa la 

intensidad de la misma. A continuación se delimitan los límites de cada pico mediante 

líneas rectas. Seleccionando el área delimitada bajo la curva de cada pico, el programa 

nos ofrece el porcentaje que representa, cada pico, respecto al área total de todas 

las bandas seleccionadas. En las ilustraciones correspondientes se muestra la línea de 

picos correspondiente a los patrones de bandas de todas las réplicas analizadas para 

cada uno de los casos, ofreciéndose un perfil-tipo de cada caso en el que se incluye el 

valor de la media (n=8 en cada caso) del porcentaje de área del pico dentro del grupo 

± error estándar de la media. 
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En la presente Tesis Doctoral hemos realizado un estudio detallado de la 

expresión del receptor mGlu1Ra, de su localización, distribución y características, en 

el bulbo olfatorio de la rata y de la caracterización de los elementos que lo expresan. 

Este patrón nos ha servido como referencia para analizar posteriormente cómo y en 

qué grado la expresión de este receptor es regulada cuando se elimina la estimulación 

olfatoria aferente, que es, por otra parte, fundamentalmente glutamatérgica. Para 

realizar este estudio hemos aplicado técnicas inmunohistoquímicas para la detección 

del receptor directamente sobre secciones de tejido, y una vez obtenida la 

localización in situ del receptor, realizamos un estudio proteómico para profundizar 

en la determinación del grado de afectación y las posibles modificaciones del 

receptor como consecuencia de la ausencia de estimulación olfatoria aferente. 
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CONTROL DEL PROCEDIMIENTO DE DEPRIVACIÓN OLFATORIA 
 

Como paso previo, para asegurarnos de que los animales del grupo experimental 

estuvieron sometidos a una completa deprivación olfatoria, con su narina derecha 

continuamente cerrada desde el día del procedimiento quirúrgico (P1) hasta el día del 

sacrificio (P60), debemos hacer una evaluación del procedimiento. Para ello realizamos 

diferentes controles de la deprivación. 

La primera valoración consiste en un reconocimiento visual de la lesión bajo la 

lupa, que realizamos diariamente desde P1 hasta su completa cicatrización, que tenía 

lugar entre P12 y P20 (fig. 42). Posteriormente, aproximadamente a P25, las crías son 

destetadas y separadas de la madre. 

Un segundo control macroscópico consiste en la observación de los bulbos 

olfatorios tras la extracción del encéfalo una vez finalizada la fijación del animal por 

perfusión. En los animales deprivados, el bulbo ipsilateral a la narina ocluida muestra 

una evidente reducción de tamaño en comparación con el bulbo contralateral a la 

oclusión (fig. 42). Esta reducción es también evidente en la posterior observación de 

las secciones histológicas teñidas con la técnica de Nissl, que se manifiesta en la 

anchura de las capas bulbares, fundamentalmente en la CPE y la CCG tal como 

describe Brunjes (1994). 

 
Figura 42.- Tras extraer el cerebro del cráneo podemos observar una reducción de tamaño del 
bulbo derecho sometido a la deprivación, en comparación con el bulbo contralateral a la oclusión. 
Esta diferencia se puede apreciar en la imagen (a) tanto en vista dorsal (izda) como ventral (dcha). 
En la imagen (b) mostramos una cría a P8 con la narina derecha completamente tapada.  
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Por último, realizamos un control inmunohistoquímico (fig. 43) en el que pusimos 

de manifiesto la expresión de tirosina hidroxilasa, el enzima limitante en la 

biosíntesis de catecolaminas, en el bulbo olfatorio. Como fue descrito en su momento 

(Baker y cols., 1983; 1988; 1993) la expresión de tirosina hidroxilasa en las células 

yuxtaglomerulares del bulbo olfatorio está regulada por la actividad aferente. Ante la 

ausencia de estimulación olfatoria se produce un notable descenso de la expresión de 

este enzima en estos tipos neuronales, lo cual constituye un excelente marcador de la 

correcta deprivación sensorial (fig. 43). 

Mediante todos estos “controles de procedimiento” hemos incluido en el estudio 

sólo aquellos animales que han estados sujetos a una correcta deprivación olfatoria 

unilateral durante todo el periodo experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otra parte, es necesario aclarar que, como se ha demostrado en anteriores 

estudios (Brunjes, 1994; Briñón y cols., 2001; Barbado y cols., 2001, 2002), realizando 

estos mismos procedimientos de deprivación olfatoria, los bulbos olfatorios 

contralaterales a la deprivación no muestran ningún signo de afectación que pudiera 

venir derivado de las alteraciones de su correspondiente bulbo deprivado. Dicho de 

otro modo, los bulbos contralaterales de animales deprivados son perfectamente 

 
Figura 43.- La inmunorreactividad a tirosina hidroxilasa sufre una drástica reducción tras la 
deprivación olfatoria como se observa al comparar secciones panorámicas (a) de bulbo control (izda) 
frente a  bulbo deprivado (dcha). Esta reducción se aprecia mejor a mayor aumento (b) en las 
secciones de bulbo control (izda) frente a bulbo deprivado (dcha). Barra de escala en (a)= 500 µm, y 
en (b)= 150 µm 
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equiparables a los bulbos olfatorios de animales control (naïve), que no han sufrido 

ningún tipo de intervención. De hecho, en la presente Tesis Doctoral hemos podido 

corroborar este extremo, de modo que en la exposición de nuestros resultados 

haremos referencia a bulbos control sin diferenciar entre bulbos contralaterales de 

animales experimentales y bulbos olfatorios de animales control (naïve). 

 

CARACTERIZACIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE LA 

EXPRESIÓN DEL mGluR1a EN EL BULBO OLFATORIO 

ESTUDIO DEL PATRÓN DE EXPRESIÓN DEL mGluR1a. 

LOCALIZACIÓN Y DISTRIBUCIÓN 

 

Existen algunos estudios previos que describen la distribución de los elementos 

que expresan mGluR1a en el cerebro de rata (Martin y cols., 1992; Shigemoto y cols., 

1992; Van den Pol, 1995; Ferraguti y cols., 1998; Luján y Ciruela, 2001; Lavreysen y 

cols., 2004). Estas descripciones, probablemente debido a la extensión del análisis, 

incluyen grandes regiones encefálicas, por lo que son poco detalladas en lo que 

respecta al bulbo olfatorio. Aunque apuntan a que el bulbo olfatorio es una de las 

regiones con mayor expresión de este receptor, apenas hacen más referencias al 

patrón de expresión que en lo referente a las distintas capas, obviando la 

identificación de las diferentes poblaciones neuronales que lo expresan. Por ello, como 

paso previo al estudio de las posibles modificaciones de su expresión en condiciones 

experimentales, hemos realizado un mapeo detallado de la expresión del mGluR1a en 

el bulbo olfatorio en condiciones control. 

La inmunorreactividad para el mGluR1a en el bulbo olfatorio mostró un claro 

patrón de expresión laminado (fig. 44). En vistas panorámicas, como se puede 

observar en la figura 44, el inmunomarcaje aparece principalmente en la CGL, la CPE, 

la CCM y en menor medida en la CPI, mientras que la CNO y la CCG carecen de 

expresión del mGluR1a. 
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El marcaje para este receptor es intenso, y extenso en todas las capas 

inmunomarcadas, excepto en la CPI, donde no abarca toda su extensión, sino que 

queda restringido a grupos de neuronas y fibras que, en conjunto, parecen describir 

un anillo concéntrico en la zona más profunda de la capa. 

La expresión del mGluR1a es poco selectiva en cuanto al tipo de neuronas, 

encontrándose tanto en neuronas principales como en interneuronas. Respecto a su 

localización subcelular, el inmunoprecipitado no queda restringido a la membrana 

plasmática, sino que también se detecta en el interior citoplásmico, donde presenta 

una distribución tanto somática como dendrítica. 

 

Patrón de expresión en la Capa Glomerular: La CGL es la capa que 

presenta un marcaje más llamativo por su intensidad. Los glomérulos aparecen 

invadidos por una gran cantidad de neuropilo mGluR1a-positivo (fig. 45). Parte de este 

marcaje se corresponde con las ramificaciones dendríticas de cM/Es que alcanzan los 

glomérulos, pero también con los árboles dendríticos de células yuxtaglomerulares. 

 

 
Figura 44.- Patrón de expresión de mGluR1a en el bulbo olfatorio de una rata control. El marcaje, 
como se aprecia en (a), se distribuye por casi todas las capas bulbares, excepto en la más externa 
(CNO) y la más interna (CCG). En la imagen (b), a más aumento, podemos observar la distribución 
laminar del inmunomarcaje para el mGluR1a, siendo la CGL la de mayor intensidad y la CPI la de menor 
densidad de elementos inmunopositivos. Barra de escala en (a)= 500 µm, y en (b)= 75 µm. 
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De hecho, una observación más detallada y a altos aumentos permite visualizar 

la entrada al glomérulo de dendritas de neuronas yuxtaglomerulares que 

corresponden a diferentes tipos, en la figura 45b se muestran una cEE y una cPG 

A pesar de que los axones del nervio olfatorio carecen de marcaje, y que el 

examen a microscopía óptica no revela terminales axónicos inmunopositivos, no 

podemos descartar que los extremos distales de los componentes axónicos en el 

interior del glomérulo también contribuyan al intenso marcaje que manifiesta el 

neuropilo. Además, nos planteamos el examen pormenorizado de los elementos 

positivos a mGluR1a dentro de la gran cantidad de elementos constituyentes del 

neuropilo en esta región. Por ello realizamos un estudio ultraestructural mediante 

microscopía electrónica de transmisión (fig. 46), que nos permitiera realizar una 

descripción más detallada de los elementos positivos a mGluR1a en la zona glomerular. 

 

 
Figura 45.- Secciones coronales realizadas con vibratomo e inmunomarcadas para mGluR1a. En (a) 
puede observarse el denso marcaje tanto en la CGL, donde aparecen marcados intensamente el 
neuropilo glomerular y los somas de algunas neuronas yuxtaglomerulares, como en la CPE. A mayor 
aumento (b) observamos los somas de dos neuronas yuxtaglomerulares, situadas en el límite entre la 
CGL y la CPE, con sus dendritas adentrándose en el interior glomerular. Las características 
morfológicas de las mismas se corresponden con una célula empenachada externa (flecha azul) y con 
una célula periglomerular (flecha naranja). Barra de escala en (a)= 50 µm, y en (b)= 10 µm. 
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Como podemos comprobar en las imágenes de microscopía electrónica (fig. 46), 

los perfiles mGluR1a-positivos son exclusivamente dendríticos. Los axones 

procedentes de las NRO, que se aprecian en las imágenes como regiones más 

electrodensas, en ningún caso aparecen inmunomarcados, siendo claramente negativos. 

Además, las dendritas inmunomarcadas, que corresponden tanto a dendritas de 

interneuronas yuxtaglomerulares como a las de neuronas de proyección, cM/Es 

pueden observarse en estrecha relación con las regiones ocupadas por los axones de 

las NROs, siendo escasas en zonas alejadas de los mismos. Es decir, los perfiles 

dendríticos inmunopositivos aparecen mayoritariamente en el compartimento axonal 

 
Figura 46.- Imágenes de microscopía electrónica de transmisión del interior de un glomérulo. En (a) 
puede apreciarse, en el centro de la imagen, una zona más electrodensa (delimitada por puntas de 
flecha amarillas) perteneciente a los axones de las NROs. Nótese como la mayor parte de los perfiles 
positivos a mGluR1a están en relación con éstos, mientras que en el compartimento dendrítico (resto de 
la imagen) son escasos. En (b), detalle en el que se aprecia la relación entre los axones de las NROs, 
totalmente inmunonegativos, y los elementos positivos a mGluR1a. Los asteriscos rojos señalan 
elementos inmunopositivos para mGluR1a, y las flechas azules indican sinapsis asimétricas desde los 
axones de las NROs sobre los elementos positivos a mGluR1a. 
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(zona-NO), mientras que son notablemente más escasos en el compartimento 

dendrítico (zona no-NO) (fig. 46). 

Rodeando los glomérulos 

encontramos numerosos somas de 

las células yuxtaglomerulares 

mGluR1a-inmunopositivas, y cuyas 

dendritas contribuyen al marcaje 

del neuropilo glomerular. El 

inmunomarcaje celular se 

distribuye principalmente por el 

citoplasma mientras que el núcleo 

es claramente negativo al 

mGluR1a (fig. 47). 

Es también de destacar el 

marcaje punteado que se observa 

en el interior de los glomérulos y 

que se corresponde con dendritas de neuronas inmunopositivas que se arborizan 

profusamente en su interior (fig. 47). 

Entre las células yuxtaglomerulares positivas se pueden diferenciar 

morfológicamente, al menos, dos tipos. Un grupo de células con soma ovoide o 

piriforme y con un tamaño medio de aproximadamente 10-15 µm de diámetro, con el 

tronco dendrítico principal grueso y liso, que son las características morfológicas 

típicas descritas para las cEEs (fig. 48a, c). 

Acompañando a éstas, alrededor del glomérulo, observamos otro grupo de 

neuronas que presentan somas de menor tamaño (6-8 µm) y con morfología esférica 

y/o ligeramente piriforme, y con la dendrita principal fina y de recorrido tortuoso en 

su camino hacia el glomérulo y que se corresponderían con cPGs (fig. 48a, b). 

Con frecuencia las dendritas de las células yuxtaglomerulares, y en ocasiones las 

dendritas de las neuronas de proyección, presentan una densidad de marcaje que 

 
Figura 47.- Fotomicrografía de una sección semifina con 
el marcaje para mGluR1a realizado en pre-inclusión y 
contrateñido con azul de toluidina. Las células 
yuxtaglomerulares marcadas (puntas de flecha) muestran 
el precipitado en el citoplasma, quedando el núcleo libre 
del mismo. Barra de escala =30 µm. 
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permite seguir su trayectoria desde su salida del soma hasta que se adentran en el 

glomérulo (fig. 48). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La intensidad del inmunomarcaje del neuropilo, junto con la abundancia de somas 

y de procesos dendríticos mGluR1a-positivos que confluyen en la capa glomerular, 

dificultan, en la mayoría de las ocasiones, un análisis óptimo, ya que algunos elementos 

enmascaran o se superponen a otros. No obstante, parecía bastante evidente que el 

número de células yuxtaglomerulares positivas a mGluR1a no se corresponde con la 

población total de estas células. Para determinar, al menos de forma aproximada, el 

porcentaje de células yuxtaglomerulares positivas al receptor respecto del total de la 

población, realizamos recuentos celulares en 15 glomérulos seleccionados al azar de 

secciones inmunomarcadas para mGluR1a. Este número lo referimos al total de células 

por glomérulo, que determinamos mediante el recuento de otros 15 glomérulos 

elegidos aleatoriamente en secciones equivalentes teñidas con la técnica de Nissl (fig. 

49). 

 

 
Figura 48.- En la CGL aparecen diferentes tipos de células yuxtaglomerulares inmunomarcadas (a), con 
el soma más cercano al contorno glomerular las células identificadas como células periglomerulares 
(flechas naranja), y justo por debajo de los glomérulos, y entre éstos, se aprecian somas de mayor 
tamaño y con una morfología ovoide que proyectan dendritas de mayor calibre que las anteriores, y que 
pertenecen a células empenachadas externas (flechas azules). Nótese el recorrido de procesos 
dendríticos que se adentran en el glomérulo, marcados con puntas de flecha blancas. Detalle de neuronas 
yuxtaglomerulares mGluR1a-positivas, células periglomerulares (b) y células empenachadas externas (c). 
Barra de escala en (a)= 25 µm, y en (b) y (c)= 10 µm. 
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La confrontación de 

secciones equivalentes 

marcadas para el mGluR1a 

con secciones teñidas con 

Nissl, mostró que las 

células yuxtaglomerulares 

positivas a mGluR1a no 

representan el total de la 

población sino el 15%, 

aproximadamente, de las 

mismas. 

 

Patrón de expresión en la Capa Plexiforme Externa: En la CPE 

encontramos un marcaje muy denso que se extiende por toda la capa (fig 50), y que se 

corresponde mayoritariamente con las prolongaciones dendríticas de cM/Es. No 

obstante, este marcaje no 

es uniforme, de modo que se 

pueden distinguir dos zonas 

en función de su intensidad. 

El tercio más superficial de 

la CPE presenta un marcaje 

menos intenso (donde se 

distribuyen los somas de las 

cES y cEM) que los dos 

tercios más profundos, que 

corresponde a las zonas 

medial y profunda de la 

capa, donde se encuentran 

las cEP (fig. 50). 

 
Figura 49.- Tinción se Nissl sobre sección de vibratomo. En (a) 
panorámica del bulbo. En (b), a más aumento, apreciamos la 
distribución celular por capas y permite individualizar los somas 
celulares para realizar el recuento celular. Barra de escala en (a)= 
500 µm, y en (b)= 100 µm. 

 

Figura 50.- Marcaje para mGluR1a en la CPE, enmarcada entre 
la CGL en la parte superficial y la delgada CCM en la parte 
inferior. Nótese la menor densidad de marcaje en el tercio 
superficial de la CPE. Barra de escala = 150 µm 
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La intensidad del marcaje del neuropilo en la CPE dificulta la observación 

individual del resto de elementos positivos al mGluR1a. A pesar de ello, una 

observación minuciosa a mayores aumentos de las secciones de vibratomo, junto con el 

estudio de secciones semifinas, nos permitió distinguir entre el abundante neuropilo 

algunos somas neuronales mGluR1a-positivos dispersos por la capa, aunque son más 

abundantes por la zona superficial de la CPE (fig. 51). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todos los somas marcados para mGluR1a en la CPE son semejantes en cuanto a 

tamaño y características morfológicas del soma, y las hemos identificado como células 

empenachadas. Además, no observamos, en ningún caso, otros cuerpos celulares con 

características diferentes, por lo que asumimos que el único tipo neuronal mGluR1a-

positivo de la CPE corresponde a células empenachadas, mientras que la población de 

interneuronas de esta capa carece de expresión del mGluR1a. 

 

Figura 51.- A pesar de la 
gran densidad de perfiles 
dendríticos inmunopositivos 
de la CPE, es posible 
visualizar somas mGluR1a-
positivos (puntas de flecha 
en a) tanto en zonas 
superficiales (a), como en la 
región profunda, adyacente 
a la capa de células 
mitrales (b). Estos somas 
fueron identificados como 
células empenachadas por 
su tamaño y morfología. En 
la imagen (c) vemos, a 
mayor aumento, la célula de 
la imagen (b) que revela la 
morfología característica 
de una célula empenachada. 
Además en esta imagen se 
puede incluso diferenciar 
un par de nucleolos en el 
interior del núcleo 
inmunonegativo. Barra de 
escala en (a)= 40 µm, en 
(b)= 35 µm, y en (c)= 20 
µm. 
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El recuento celular, realizado del mismo modo que el que se hizo para las células 

yuxtaglomerulares, tomando como referencia las secciones teñidas con Nissl, reveló 

que una moderada población de células empenachadas expresan el mGluR1a. 

En secciones favorables, y cuando la intensidad del marcaje lo permitió, pudimos 

observar la porción proximal del tronco dendrítico apical emergiendo del soma de 

estas neuronas y orientándose hacia regiones superficiales (fig. 52). 

 

Patrón de expresión en la Capa de las Células Mitrales: La CCM muestra 

un marcaje similar al que aparece cuando se realiza la tinción histológica de Nissl, ya 

que todas las células mitrales expresan el mGluR1a, lo que permite observar 

claramente la capa de somas densamente empaquetados dispuesta como una hilera 

monocelular formando una capa continua con una orientación paralela a la laminación 

bulbar. 

En secciones semifinas contrateñidas con la técnica de Nissl, el 

inmunoprecipitado en las células mitrales revela un núcleo, claramente negativo, 

mientras que el citoplasma muestra un marcaje punteado muy intenso y definido, 

 

Figura 52.- Dos ejemplos de células empenachadas de la CPE positivas para mGluR1a en las que se 
puede observar la porción proximal de su gruesa dendrita principal que arranca del soma, proyectando 
hacia zonas más superficiales. Es de destacar la abundancia de perfiles dendríticos positivos que 
conforman el neuropilo que las rodea. Barra de escala = 25 µm. 
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dispuesto característicamente en la zona superficial, en la membrana plasmática, 

aunque también, de modo menos denso, disperso por el citoplasma, presumiblemente 

asociado al retículo endoplasmático (fig. 53).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De forma similar a lo que ocurre en las células empenachadas, es habitual ver 

que el inmunomarcaje citoplasmático de las células mitrales se extiende por las 

porciones proximales de las dendritas, tanto apicales (fig. 54), como laterales (fig. 

55), contribuyendo, junto con las dendritas inmunomarcadas de las células 

empenachadas, a la alta densidad de marcaje del neuropilo de la CPE. De hecho, en 

secciones favorables podemos observar estas porciones dendríticas proximales, tanto 

de dendritas apicales adentrándose en la CPE, como de dendritas laterales o 

secundarias que, surgiendo de polos opuestos del soma, siguen una orientación más o 

menos tangencial a la capa (fig. 55). 

Debido al gran calibre de estas dendritas son fácilmente observables, junto con 

las dendritas de células empenachadas, en el límite CGL-CPE, penetrando hacia los 

glomérulos, como hemos visto en imágenes anteriores. (ver fig. 48a). 

 

Figura 53.- Sección semifina 
con marcaje inmunohistoquímico 
en preinclusión y contratinción 
con la técnica de Nissl. 
Distribución subcelular del 
mGluR1a en células mitrales. Se 
puede apreciar cómo el 
inmunoprecipitado delimita la 
membrana plasmática y, además, 
se distribuye por el interior 
citoplasmático, rodeando el 
núcleo celular inmunonegativo, 
dentro del que se observa el 
nucleolo marcado por la técnica 
de Nissl. Por debajo de las 
células mitrales se pueden 
apreciar también algunos 
procesos mGluR1a-positivos que 
recorren la CPI. Barra de escala 
= 30 µm. 
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Figura 54.- Fotomicrografías de células mitrales capturadas a gran aumento. En la imagen (a) se 
muestra la morfología característica de una célula mitral (forma de mitra de obispo) con la 
porción proximal del tronco dendrítico inmunopositivo. En la imagen (b) incluso se hace evidente el 
cono axónico en la parte basal de su soma. Barra de escala = 15 µm 

 

Figura 55.- Todas las 
imágenes, (a), (b) y (c), 
corresponden a células mitrales 
inmunopositivas al mGluR1a. El 
marcaje nos permite observar 
las porciones proximales de sus 
dendritas secundarias, también 
inmunopositivas, extendiéndose 
paralelas a la capa. La imagen 
(b) corresponde a un aumento 
de la imagen (a). Nótese, en la 
imagen (c), la fina línea de 
mayor densidad de marcaje a lo 
largo de la membrana 
plasmática de la célula, que 
describe el contorno la misma. 
Barra de escala en (a)= 50 µm, 
en (b)= 25 µm, y en (c)= 15 µm. 
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Patrón de expresión en las Capas Inframitrales: En las capas 

inframitrales desaparece bruscamente el intenso marcaje detectado en las capas más 

superficiales, con la única excepción de un moderado número de neuronas localizadas 

en la CPI, cerca del límite con la CCG. Estas células mGluR1a-positivas se disponen 

formando prácticamente una monocapa con sus dendritas arborizándose en esta 

misma capa en orientación horizontal (fig. 56). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estos somas, que aparecen marcados en la zona más profunda de la CPI, 

muestran una morfología más o menos ovoide y un tamaño medio de 12-18 µm. En 

algunos casos los pocos datos morfológicos que revelan hace difícil su identificación, 

pero en otros casos la expresión de mGluR1a se prolonga por sus procesos dendríticos 

que surgen de polos opuestos del soma, extendiéndose con una orientación paralela a 

la laminación del bulbo. Por su localización y características dendríticas las hemos 

identificado como células horizontales (fig. 57 b, c). En menor medida, aparecen 

marcados algunos somas de morfología similar pero con sus dendritas principales 

orientadas de forma tangencial o perpendicular a la laminación, y que por sus 

características se corresponden con células verticales de Cajal (fig. 57a). En la misma 

 
Figura 56.- Los elementos mGluR1a-positivos de la CPI definen un estrecho anillo de somas y fibras 
que recorren la capa inmediatamente por debajo de la CCM. 
Barra de escala = 30 µm 
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región, y entremezcladas con estas neuronas, podemos observar algunas fibras 

mGluR1a-positivas que muestran abundantes varicosidades. 

En cuanto a las características del marcaje, éste es similar al que hemos 

referido para otros tipos celulares positivos, fundamentalmente citoplasmático, 

distribuido tanto en el soma como en dendritas, mientras que el núcleo aparece 

siempre negativo. 

 

Características del inmunomarcaje del mGluR1a: El precipitado derivado 

del inmunomarcaje presenta una localización citoplásmica, quedando ausente del 

núcleo celular. Es característica su apariencia granular, con agrupaciones más densas 

que son observables a grandes aumentos, y que se sitúan muy frecuentemente en la 

superficie celular, en la membrana plasmática, tanto a nivel somático como dendrítico 

(fig. 58). 

 

 

Figura 57.- Células inmunopositivas en la región profunda de la CPI. La imagen (a) muestra una célula 
vertical de Cajal, con el soma y las dendritas orientadas tangencialmente a la capa. En las imágenes (b) 
y (c) se observan células horizontales, con el soma y las dendritas dispuestas en paralelo a la 
laminación bulbar. Barra de escala en (a)= 35 µm, en (b) y (c)= 50 µm. 
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Figura 58.- Características del marcaje celular del mGluR1a. El inmunoprecipitado es muy definido 
en la membrana plasmática, lo que permite delimitar con bastante claridad los somas. La distribución 
del mGluR1a es citosólica, mientras que el núcleo se muestra negativo a la inmunorreactividad. Se 
puede apreciar en todas las imágenes el característico inmunoprecipitado granular. Barra de escala 
en (a) y (b)= 20 µm, y en (c)= 25 µm. 
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MODIFICACIONES EN LA EXPRESIÓN DE mGluR1a EN EL BULBO 

OLFATORIO EN AUSENCIA DE ESTIMULACIÓN AFERENTE 

Antes de describir los efectos que produce la ausencia de estimulación olfatoria 

en la expresión del mGluR1a, debemos recordar que, tras la deprivación olfatoria el 

bulbo manifiesta una serie de alteraciones neurohistológicas y neuroquímicas 

importantes. 

De modo general, podemos afirmar que el proceso de deprivación sensorial 

olfatoria conduce a un significativo incremento de la expresión del mGluR1a en el 

bulbo ipsilateral a la oclusión que se hace evidente al establecer la comparación tanto 

con el bulbo contralateral a la oclusión, como con los de animales naïve. Es importante 

recordar igualmente, que, como se apuntó al principio de esta sección, no se 

detectaron diferencias entre los bulbos contralaterales de animales experimentales 

respecto a los bulbos de animales control (naïve). 

 

El aumento de expresión del mGluR1a en el bulbo ipsilateral es bastante extenso 

y generalizado, siendo evidente tanto en las regiones más rostrales del bulbo como en 

 
Figura 59.- Tras la pérdida de estimulación olfatoria se produce un destacado aumento de expresión 
del mGluR1a, muy llamativo en la CGL y en la CPE. Esta última capa, además muestra una notable 
reducción de volumen en el bulbo deprivado (dcha) cuando la comparamos con el bulbo control (izda). 
Barra de escala = 100 µm. 
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las caudales. Se trata de un incremento que puede detectarse en todas las capas 

bulbares inmunopositivas (fig. 59). En cuanto a la distribución dentro de cada capa, es 

bastante homogéneo, sin que hayamos podido poner de manifiesto variaciones 

regionales al comparar zonas medial, lateral, ventral y dorsal de las distintas capas. 

Respecto a la tipología neuronal y localización celular, los efectos de la deprivación en 

la expresión del mGluR1a afectan tanto a neuronas principales como a interneuronas, y 

es apreciable tanto en elementos somáticos como dendríticos (fig. 60). 

 

Efectos de la deprivación en la Capa Glomerular: El incremento de 

expresión del mGluR1a en esta capa es debido principalmente a la presencia de un 

mayor número de elementos positivos, tanto de los procesos que constituyen el 

neuropilo del glomérulo, como de somas de las células yuxtaglomerulares que lo 

rodean, aunque tampoco es descartable una mayor densidad de inmunoprecipitado por 

presencia de mayor cantidad de antígeno (fig. 60). 

 
Figura 60.- Fotomicrografias panorámicas de secciones semifinas de bulbo control (izda) y 
deprivado (dcha) inmunomarcadas en preinclusión para mGluR1a. El aumento de marcaje tiene lugar 
tanto en cuerpos celulares (especialmente evidente en la CGL) como en los elementos 
constituyentes del neuropilo. También se puede apreciar la marcada reducción de espesor que sufre 
la CPE tras la deprivación. Barra de escala = 75 µm. 
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El marcaje del neuropilo glomerular es bastante intenso en el bulbo control, por 

lo que el aumento, en ocasiones, no parece todo lo llamativo que es en realidad. Esto 

ocurre especialmente en secciones gruesas (de vibratomo) y a grandes aumentos. Sin 

embargo, cuando se observan secciones semifinas en las que se había realizado la 

inmunohistoquímica en preinclusión, la diferencia de intensidad del marcaje se hace 

más que evidente, quedando claro que se produce un aumento de elementos del 

neuropilo mGluR1a-positivos tras la deprivación (fig. 61). 

 

Figura 61.- El aumento de células yuxtaglomerulares mGluR1a-positivas en el bulbo deprivado (dcha) 
es evidente en comparación con el bulbo control (izda) en secciones de vibratomo (imágenes 
superiores), pero debido a la abundancia de elementos marcados del neuropilo, la observación 
individual es más sencilla al realizarla sobre secciones semifinas (imágenes inferiores) de bulbo 
control (izda) y bulbo deprivado (dcha). Barra de escala = 50 µm (imágenes superiores) y 100 µm 
(imágenes inferiores). 
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El incremento de células yuxtaglomerulares que expresan el receptor es uno de 

las consecuencias más evidentes de la ausencia de estimulación olfatoria (fig. 62). De 

forma similar a como ocurre en el análisis del patrón de expresión del mGluR1a en 

condiciones control, a la hora de realizar la estimación del aumento de elementos 

positivos, la gran densidad de perfiles mGluR1a-positivos en esta zona dificulta la 

aplicación de métodos densitométricos basados en la discriminación de blanco-negro 

sobre imágenes digitalizadas. Por ello, realizamos el recuento celular directamente 

sobre imágenes capturadas (tal como se detalla en la sección Material y Métodos) de 

los bulbos control y deprivado. 

Este aumento supone que en ausencia de estimulación olfatoria detectamos un 

64.05% más de células yuxtaglomerulares positivas para mGluR1a. El análisis 

estadístico de los datos tras aplicar el test de Wilcoxon con la corrección de 

Bonferroni demostraron que hay un aumento estadísticamente significativo (p<0.01) 

del número de somas pertenecientes a células yuxtaglomerulares inmunopositivas para 

mGluR1a en los bulbos deprivados con respecto a los bulbos control.  

 
Figura 62.- Histograma en el que se representan las medias (±error estándar de la media) de 
los valores obtenidos en el recuento de células yuxtaglomerulares positivas a mGluR1a en una 
ventana de 1,5 mm2 en bulbos control y deprivados. 
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Dado que en condiciones de deprivación aumenta la población de neuronas 

yuxtaglomerulares, asumimos que este incremento de neuronas debe contribuir, 

obviamente, al incremento de marcaje en el neuropilo. Debemos tener en cuenta que 

las dendritas de las neuronas de proyección, mitrales y empenachadas, también 

alcanzan el glomérulo y, por tanto, forman parte del neuropilo, de esta región. En este 

sentido cabe plantearse si estos perfiles contribuyen también al incremento de 

marcaje en la CGL. 

Los evidentes procesos dendríticos de las neuronas de proyección facilitan su 

observación especialmente en la zona límite de la CGL con la CPE. Como se observa en 

la figura 63, existe un aumento de procesos dendríticos inmunopositivos a mGluR1a 

tras la deprivación. Si, como se comentó con anterioridad, en condiciones normales 

prácticamente todas las neuronas de proyección expresaban (al menos en su soma y 

dendritas proximales) el receptor, este dato supone que debe haber un incremento de 

acúmulo del receptor en la región apical de las dendritas de estas células principales. 

 

 

En conjunto, estos resultados indican que el incremento de expresión del 

mGluR1a en el núcleo glomerular es consecuencia de la expresión en nuevos elementos 

neuronales que contribuyen con sus dendritas al neuropilo glomerular y a una 

 

Figura 63.- Ramas dendríticas apicales de neuronas de proyección cruzando el limite CGL-CPE y 
arborizándose en los glomérulos. Nótese la mayor densidad de estos procesos dendríticos en el bulbo 
deprivado (dcha) respecto al control (izda). Barra de escala = 50 µm. 
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concentración mayor del receptor en la región distal de elementos dendríticos, ya 

positivos en condiciones control. La evidencia más determinante que apoya estos 

resultados es la comparación de las imágenes obtenidas a microscopía electrónica en 

condiciones control vs deprivación (fig. 64). Éstas confirman el notable aumento de 

perfiles dendríticos mGluR1a-positivos que se observan en los glomérulos tras la 

deprivación. Además, al menos parte de estos perfiles dendríticos, pueden ser 

identificados como dendritas de células mitrales y/o empenachadas y es 

notablemente mayor en el bulbo deprivado que en el bulbo control. 

 

Además mediante este estudio ultraestructural no hemos detectado la 

presencia de mGluR1a en los terminales axónicos del nervio olfatorio en el bulbo 

deprivado, al igual que ocurre en el bulbo control. Por ello podemos afirmar que el 

 

Figura 64.- Micrografías electrónicas realizadas a la misma magnificación de glomérulos de bulbo 
control (izda) y bulbo deprivado (dcha) donde se observan perfiles dendríticos de células 
yuxtaglomerulares, mitrales y empenachadas, recibiendo contactos de los axones de las NROs. Nótese 
la abundancia de perfiles dendríticos inmunopositivos (marcados con estrellas rojos) para mGluR1a en 
condiciones de deprivación (dcha) frente a la condición control (izda). 
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único responsable del incremento de marcaje que se produce en el neuropilo de los 

glomérulos tras la deprivación olfatoria es el componente dendrítico (fig. 64). 

 

Efectos de la deprivación en la Capa Plexiforme Externa: La intensidad 

del inmunomarcaje para el mGluR1a en la CPE también se incrementa de forma notable 

en el bulbo ipsilateral a la oclusión. Este incremento hace que la diferenciación de la 

intensidad del marcaje en el neuropilo en las dos subcapas observadas en el patrón de 

expresión del bulbo control, desaparezca en el caso del deprivado y adquiera una 

apariencia homogénea en toda la extensión de la capa (fig. 59 y 65). El responsable 

mayoritario de este incremento es, evidentemente, el neuropilo, ya que es el principal 

constituyente de esta capa, y está asociado al aumento de expresión del mGluR1a en 

los procesos dendríticos tanto apicales como laterales de cM/Es que se extienden 

atravesando esta capa, como ya hemos comentado. 

 

 
Figura 65.- Secciones de criostato inmunomarcadas para el mGluR1a en las que se puede observar el 
incremento de la intensidad de marcaje en la CPE en el bulbo deprivado (dcha) respecto al control 
(izda). Barra de escala = 125 µm. 
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Este incremento se debe, en gran medida, a una redistribución subcelular del 

mGluR1a, de tal manera que el receptor, además de ocupar las mismas zonas que ocupa 

en condiciones normales, aparece en tramos dendríticos en los que anteriormente se 

expresaba en menor densidad. De hecho, mientras que en condiciones control es 

habitual observar el inmunomarcaje principalmente en porciones proximales del 

tronco dendrítico y/o en las porciones más distales, en el bulbo deprivado el aumento 

de expresión del mGluR1a se traduce en su localización a lo largo de toda la extensión 

del tronco dendrítico. Esto nos ha permitido, en las secciones más favorables, 

visualizar el recorrido completo de las dendritas apicales de células mitrales y 

empenachadas, obteniendo imágenes poco usuales en secciones procesadas para la 

técnica inmunohistoquímica (fig. 66). 

En el incremento del marcaje para el mGluR1a en la CPE no parece intervenir un 

aumento del número de somas mGluR1a-positivos. La comparación del patrón de 

expresión del bulbo control con el bulbo ipsilateral a la oclusión no muestra 

diferencias en la cantidad de células inmunopositivas. La expresión del mGluR1a en los 

somas de la población de células empenachadas, por tanto, no se ve afectada por la 

pérdida de estimulación olfatoria, al menos en cuanto a número, aunque sí en 

intensidad. 

Por otro lado, debemos tener en cuenta que el proceso de deprivación provoca 

una notable reducción de las dimensiones de la CPE (ver fig. 65). En ausencia de 

estimulación olfatoria, la CPE sufre un proceso de contracción que resulta en una 

disminución de aproximadamente un 25% del volumen laminar (Henegar y Maruniak, 

1991; Brunjes, 1994). Esta contracción parece influir en el incremento de marcaje de 

la CPE, de manera que la mayor concentración de elementos distribuidos en un menor 

volumen conlleva una mayor intensidad de marcaje. 
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Figura 66.- Fotomontajes de series de fotomicrografías que han sido capturadas en diferentes 
planos focales, para la reconstrucción completa de los recorridos dendríticos. El aumento de 
expresión del mGluR1a en los procesos dendríticos tanto de células empenachadas (a) como de células 
mitrales (b) nos han permitido trazar el recorrido de las dendritas principales de estas neuronas en 
toda su longitud, desde el soma hasta la llegada al glomérulo de destino, y atravesando, en el caso de 
la célula mitral (b), toda la extensión de la CPE. Barra de escala en (a) = 25 µm, en (b) = 40 µm. 
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Efectos de la deprivación en la Capa de las Células Mitrales: La 

deprivación olfatoria no parece revelar cambios evidentes en la CCM. En condiciones 

control el patrón de expresión del mGluR1a muestra toda la población de células 

mitrales como inmunopositivas para el receptor. En el bulbo ipsilateral a la deprivación 

observamos también que todas las células mitrales son mGluR1a-positivas. El patrón no 

se modifica, al menos en lo que concierne a los somas de las células mitrales, que son 

los que definen esta capa. Pero, como hemos visto anteriormente, hay una mayor 

cantidad de procesos dendríticos positivos al mGluR1a en condiciones de deprivación. 

Por ello podemos considerar que, de forma similar a como ocurre en las células 

empenachadas, la pérdida de estimulación aferente dispara la expresión del receptor 

en porciones dendríticas mientras que se mantiene, más o menos constante, en los 

somas. También en esta población es posible seguir completamente el recorrido de la 

dendrita principal de las células mitrales, en secciones favorables, como se muestra 

en la figura 66, mientras que en los bulbos control, la ausencia de marcaje en partes 

del tramo dendrítico hacía imposible seguir durante todo su recorrido las 

prolongaciones dendríticas. 

 

Efectos de la deprivación en la Capa Plexiforme Interna: En la CPI 

también tiene lugar un incremento de expresión del mGluR1a cuando se elimina la 

entrada de estimulación olfatoria. Este efecto es más moderado, cuantitativamente, 

que en otras capas, pero más evidente, debido a la baja densidad de elementos 

inmunopositivos que existe en condiciones control. En el bulbo deprivado observamos 

un mayor número de elementos positivos, tanto de somas como de fibras, en 

comparación con el bulbo control (fig. 67). Estos elementos presentan una 

distribución y morfología similar al patrón de marcaje en condiciones control y son 

clasificadas mayoritariamente como células horizontales, uno de los subtipos de 

células profundas de axón corto. 
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Mientras que en las secciones del bulbo control es habitual observar zonas en 

que apenas se detectan unas pocas fibras y algún soma inmunomarcado, en los bulbos 

 

Figura 67.- Secciones semifinas procesadas para la detección del mGluR1a en preinclusión. El bulbo 
deprivado (dcha superior) muestra un aumento moderado de fibras inmunopositivas al compararlo con la 
sección control (izda superior). La imagen inferior corresponde al inserto de la imagen del bulbo 
deprivado (dcha superior) en el que se muestra un detalle de las fibras positivas de la CPI que, en este 
caso, rodean un soma también positivo para el receptor (puntas de flecha). Barra de escala (imágenes 
superiores) = 150 µm, (imagen inferior) = 25 µm. 
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sometidos a deprivación cualquier zona de la CPI muestra grupos de somas y fibras 

mGluR1a-positivos entrecruzados (fig. 68). 

 

 

RESUMEN DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE LOS 

EFECTOS DE LA DEPRIVACIÓN OLFATORIA SOBRE LA EXPRESIÓN 

DEL mGluR1a. 

Según el estudio inmunohistoquímico, la ausencia de estimulación olfatoria 

produce un reajuste de expresión del mGluR1a en el bulbo olfatorio que se traduce en 

un aumento de síntesis del receptor, que se manifiesta en las capas y poblaciones 

celulares inmunopositivas, pero no se extiende a las capas o tipos neuronales que en 

condiciones normales son mGluR1a-negativas; de este modo, se mantiene así el patrón 

 
Figura 68.- Se observa el aumento de elementos inmunopositivos para mGluR1a en la CPI, tanto de 
fibras (imágenes superiores) como de somas (imágenes inferiores) en el bulbo deprivado (dcha) con 
respecto al bulbo control (izda). Barra de escala = 50 µm 
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laminar característico para este receptor, en el que sólo la CNO y la CCG carecen de 

elementos inmunopositivos. 

Las poblaciones celulares mGluR1a-positivas responden a la deprivación, 

aumentando la síntesis y expresión de este receptor, no sólo revelando un aumento en 

el número de elementos marcados, sino que, también tiene lugar una redistribución del 

receptor, de tal modo que, sin abandonar su localización normal, éste aparece en 

nuevas regiones dendríticas. Esta mayor presencia en dominios dendríticos es 

especialmente llamativa en la población de cM/Es. La deprivación parece no afectar al 

número de células empenachadas y mitrales que expresan el mGluR1a, manteniéndose 

constante el número de somas con respecto a la condición control ya que en estas 

condiciones la práctica totalidad de la población era positiva. 

Los resultados inmunohistoquímicos muestran que la reducción de la actividad 

aferente también provoca el aumento de la expresión del mGluR1a en la población de 

células yuxtaglomerulares. En este caso no sólo se incrementa la densidad del 

inmunomarcaje en las porciones dendríticas de estas neuronas, sino que también 

aumenta el número de células yuxtaglomerulares que expresan el receptor. Algo 

similar ocurre en la CPI donde se detecta un aumento de expresión del receptor tanto 

en somas como en procesos dendríticos, que pertenecen a células horizontales 

mayoritariamente. 

El análisis inmunohistoquímico detecta la presencia del receptor no sólo en la 

membrana plasmática sino que también observamos una distribución citosólica, y por 

tanto, no funcional (Romano y cols., 1996a; Copani y cols., 2000). Basándonos 

exclusivamente en las imágenes obtenidas por métodos inmunohistoquímicos y a 

microscopía óptica es difícil definir con exactitud la localización subcelular del 

receptor (fundamentalmente debido a la difusión del precipitado del cromógeno), por 

lo que no podemos afirmar que un aumento de expresión el receptor tras deprivación 

conlleve un aumento de su presencia en membrana y, por tanto, de actividad. Más aún 

en el caso del mGluR1a, cuya funcionalidad queda determinada, no sólo por su 

localización en membrana, sino también por su conformación dimérica (Copani y cols., 

2000; Romano y cols., 2001). Por ello, tras el estudio de caracterización neuroquímica 
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de las neuronas mGluR1a-positivas, que describiremos a continuación, ampliaremos 

nuestro estudio a través de un análisis proteómico mediante electroforesis y 

transferencia tipo Western (Westernblotting) para así obtener datos 

complementarios a los ofrecidos en el estudio neurohistológico. 
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ESTUDIO DE COLOCALIZACIÓN. CARACTERIZACIÓN 

NEUROQUÍMICA DE LAS NEURONAS POSITIVAS A mGluR1a. 

 

Como complemento a la descripción realizada de los elementos neuronales que 

expresan el receptor mGluR1a, nos propusimos caracterizar más detalladamente estas 

neuronas. Para ello realizamos estudios de colocalización mediante 

inmunofluorescencia, combinando el marcaje para mGluR1a con varios marcadores, que 

de acuerdo con los datos disponibles, serían susceptibles de ser coexpresados en 

estas mismas neuronas, hecho que nos permitiría definir aún más las poblaciones de 

células mGluR1a-positivas e inferir su conectividad y participación en la circuitería 

bulbar. En concreto, para estudiar la naturaleza glutamatérgica de las neuronas 

mGluR1a positivas utilizamos el VGLUT2 un marcador específico éstas. Además 

utilizamos tirosina hidroxilasa, calbindina D-28k y calretinina, clásicos marcadores de 

células periglomerulares y neurocalcina y colecistoquinina, como marcadores de una 

población muy numerosa de cEE el primero y de cES y cEM el segundo. 

 

Coexpresión de mGluR1a con VGLUT2. Caracterización de neuronas 

glutamatérgicas. 

Teniendo en cuenta que el mGluR1a se localiza en los elementos postsinápticos 

(Baude y cols., 1993; Luján y cols., 1996), es evidente que las neuronas mGluR1a-

positivas son neuronas glutamatoceptivas. En el estudio de su caracterización 

neuroquímica nos planteamos, en primer lugar, la posibilidad de que esas neuronas 

fueran, además, glutamatérgicas. Las razones que apoyaban el que investigáramos 

esta posibilidad eran i) que además de las cM/Es, gran parte de células 

yuxtaglomerulares presentaban las características morfológicas típicas de células 

empenachadas, que son consideradas de carácter excitatorio, y ii) se ha sugerido que 

el mGluR1a está implicado en la aparición de respuestas de larga duración de los 

procesos de autoexcitación de células glutamatérgicas (mediados por spillover de 

glutamato) (Khan y Sobel, 2004). Para ello realizamos estudios de coexpresión del 
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receptor mGluR1a con el transportador vesicular de glutamato 2 (VGLUT2). El 

VGLUT2 interviene en la internalización de glutamato en las vesículas sinápticas 

mediante un gradiente electroquímico de protones establecido a través de la 

membrana de la vesícula. La presencia de VGLUT2 en neuronas determina su fenotipo 

glutamatérgico. 

En la capa glomerular pudimos observar cómo la práctica totalidad de las células 

positivas a mGluR1a coexpresaban también VGLUT2, es decir, estas neuronas 

glutamatoceptivas eran, a su vez, glutamatérgicas. En estos casos, la mayor parte de 

los elementos inmunomarcados se correspondía morfológica y topológicamente tanto 

con cEE como con cPG, si bien las primeras eran más abundantes. En ningún caso 

observamos marcaje en neuronas que pudieran tener características propias de cSAC. 

Ocasionalmente, sin embargo, podían observarse somas neuronales positivos para 

VGLUT2 que eran negativos para el receptor, al igual que otros sólo inmunomarcados 

para mGluR1a (fig. 69). 

 
Figura 69.- Panorámicas del inmunomarcaje para mGluR1a y VGLUT2 en los bulbos olfatorios control y 
deprivado. A grandes rasgos, el patrón de marcaje para VGLUT2 es similar al de mGluR1a. Se observa 
colocalización de ambos marcadores en las capas glomerular, plexiforme externa y de las células 
mitrales. Los pares de imágenes superiores de cada panel corresponden a los marcajes individuales y las 
inferiores corresponden a la mezcla superpuesta de cada par. Barra de escala = 200 µm en las imágenes 
superiores y 100 µm en las inferiores. 
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En la capa plexiforme externa observamos un moderado número de neuronas 

positivas a VGLUT2 de las que, un gran número, aunque no todas, con morfología de 

células empenachadas, coexpresaba también mGluR1a. Sin embargo, cuando era 

posible diferenciar el perfil neuronal del intenso marcaje del neuropilo, comprobamos 

que todas las células empenachadas positivas para el mGluR1a coexpresaban también 

el transportador VGLUT2 (fig. 69). 

Por otra parte, hemos observado que ambos marcadores, mGluR1a y VGLUT2, 

colocalizan, como era de esperar en función de los datos bibliográficos disponibles, en 

toda la población de células mitrales. Sin embargo, las células horizontales mGluR1a-

positivas, situadas inmediatamente bajo células mitrales, en la CPI, fueron siempre 

inmunonegativas para VGLUT2 (fig. 70). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tras deprivación olfatoria, es llamativo que el aumento del número de neuronas 

yuxtaglomerulares positivas a mGluR1a no provoca una reducción en la tasa de 

coexpresión con VGLUT2, sino que ésta se mantiene en prácticamente la totalidad de 

las células marcadas. Dicho de otro modo, el aumento en el número de elementos 

positivos a mGluR1a se acompaña de un aumento en el número de elementos positivos a 

VGLUT2, y que el aumento en la expresión de ambos marcadores tiene lugar en las 

mismas neuronas. Así, podemos decir que ambos marcadores sufren un proceso de 

 

Figura 70.- Micrografías correspondientes al 
doble inmunomarcaje para mGluR1a y VGLUT2 en 
la capa de las células mitrales y en la capa 
plexiforme interna. Mientras que ambos 
marcadores son detectados en las células 
mitrales, no se observa ninguna evidencia de 
colocalización del VGLUT2 en las células 
inmunopositivas para mGluR1a de la capa 
plexiforme interna. Nótese como el característico 
marcaje “punteado” del VGLUT2 parece disminuir 
en la capa plexiforme interna para, 
inmediatamente por debajo de esta capa, en la 
capa de las células grano, retomar una densidad 
similar a la que muestra la capa de las células 
mitrales. Las dos imágenes superiores se 
corresponden con los marcajes individuales y la 
imagen inferior es la mezcla superpuesta de éstas. 
Barra de escala = 100 µm imágenes superiores y 
50 µm para la imagen inferior. 
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regulación de su expresión similar como consecuencia de la ausencia de estimulación 

olfatoria (ver fig. 71). Como se discutirá oportunamente, es probable que estas 

neuronas ya expresaran estos marcadores, pero en cantidades no detectables 

mediante la técnica inmunohistoquímica. El proceso de deprivación, por tanto, 

regularía positivamente su tasa de expresión, lo cual haría posible la puesta de 

manifiesto de estos elementos. 

 

En resumen, en función de los resultados obtenidos en este estudio podemos 

asegurar que, con la salvedad de las células horizontales de la CPI, las células 

glutamatoceptivas que expresan mGluR1a son neuronas glutamatérgicas y, por tanto, 

de carácter excitatorio. Este dato es importante, fundamentalmente en lo referente 

a las células yuxtaglomerulares, ya que una importante población de éstas se han 

descrito como GABAérgicas, y el hecho de que las mGluR1a positivas sean 

 
Figura 71.- Colocalización de mGluR1a y VGLUT2 en la capa glomerular, en el bulbo olfatorio control 
(izda) y en el bulbo olfatorio deprivado (dcha). Prácticamente todas las células yuxtaglomerulares 
coexpresan ambos marcadores. En el bulbo olfatorio deprivado la tasa de colocalización no se modifica, 
de manera que el aumento de neuronas que expresan mGluR1a va acompañado de un aumento de 
expresión del VGLUT2. Las pares de imágenes superiores de cala panel corresponden a los marcajes 
individuales y las inferiores corresponden a la mezcla superpuesta de cada par. Barra de escala = 100 
µm imágenes superiores y 50 µm. 
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glutamatérgicas excluye la posibilidad de que pertenecieran a la población de células 

yuxtaglomerulares inhibitorias. Por ello, investigamos la posibilidad de que las células 

mGluR1a-positivas pudieran pertenecer a cualquiera de los otros grupos de células 

yuxtaglomerulares definidas por la expresión de tirosina hidroxilasa, calbindina D-

28k o calretinina (marcadores de células periglomeurlares) o neurocalcina y 

colecistoquinina (como marcadores de células empenachadas). 

 

Coexpresión de mGluR1a con tirosina hidroxilasa, calbindina D-28k y 

calretinina. Caracterización de tipos de Células Periglomerulares 

La expresión de tirosina hidroxilasa, calbindina D-28k y calretinina en la capa 

glomerular tiene lugar en poblaciones segregadas de cPG, aunque también son 

marcadores de cSAC, pero de poblaciones neuronales mucho menos numerosas. En 

cuanto a las cPG estos marcadores constituyen excelentes herramientas para 

identificar los dos grandes tipos de estas células. En concreto, las cPGs positivas a 

tirosina hidroxilasa (la mayor parte de las cuales son, además, GABAérgicas), junto 

con el grupo de GABAérgicas que son negativas para tirosina hidroxilasa, definen el 

tipo I. Éstas neuronas se caracterizan por recibir contactos directos de los axones 

del nervio olfatorio. Por su parte, las cPGs positivas a calbindina D-28k o calretinina 

definen al tipo II. Estas neuronas no reciben (o lo hacen de forma muy esporádica) 

estos contactos directos y, fundamentalmente, establecen contactos 

dendrodendríticos entre ellas, y con las dendritas de células principales (Toida y cols., 

1998, 2000; Kosaka y Kosaka, 2005a, b). 

En nuestro estudio de coexpresión de estos marcadores con las neuronas 

positivas a mGluR1a en la capa glomerular, los resultados han sido siempre negativos 

(fig. 72). En el caso de las cPGs positivas a tirosina hidroxilasa estos resultados eran 

esperables ya que la mayoría de ellas son GABAérgicas y, por tanto, no 

glutamatérgicas, mientras que las neuronas positivas a mGluR1a son glutamatérgicas.  
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Figura 72.- Imágenes del estudio de colocalización del mGluR1a con los marcadores tirosina 
hidroxilasa, calbindina D-28k y calretinina de cPGs, en bulbo control (izda) y bulbo deprivado (dcha). 
Como se muestra en las imágenes, las cPGs mGluR1a-positivas no coexpresan ninguno de estos 
marcadores. Los pares de imágenes superiores de cala panel corresponden a los marcajes individuales 
y las inferiores corresponden a la mezcla superpuesta de cada par. Barra de escala = 100 µm en las 
imágenes de marcajes individuales y 50 µm en las imágenes acopladas. 
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De forma similar, para la identificación de neuronas periglomerulares tipo II, 

tampoco hemos encontrado en las cPGs inmunopositivas para calbindina D-28k o para 

calretinina ningún indicio de coexpresión con mGluR1a (fig. 72). Tan sólo, y restringido 

exclusivamente al soma de las células mitrales, hemos encontrado una débil 

coexpresión de mGluR1a con calretinina, dato esperable por otra parte, ya que la 

totalidad de células mitrales expresan el receptor y datos previos (Rogers y Résibois, 

1992) habían descrito la expresión, aunque ligera, de calretinina en estas células. 

A la luz de estos resultados podemos afirmar que prácticamente toda la 

población de cPGs inmunopositivas para mGluR1a son neuronas glutamatérgicas, dato 

que sólo había sido sugerido recientemente, y que rompe la clásica visión de esta 

estirpe neuronal como típicamente inhibitoria. Por otro lado, el hecho de que esta 

población de neuronas inmunopositivas para mGluR1a no coexprese ninguno de los 

marcadores típicos que identifican y definen neuroquímicamente los diferentes tipos 

de cPGs, sugiere la existencia de un nuevo subtipo neuroquímico identificable por la 

expresión de mGluR1a. Este dato, junto con los aportados en nuestro estudio 

ultraestructural, en el que mostramos que la presencia de perfiles positivos a 

mGluR1a tiene lugar fundamentalmente en el compartimento axonal de los glomérulos 

y, por tanto, en contacto con los axones del nervio olfatorio, permite que definamos a 

las cPG positivas a mGluR1a como un nuevo subtipo neuroquímico dentro del tipo I y 

que no muestra solapamiento con los otros dos subtipos neuroquímicos descritos 

dentro de este tipo I (cPGs GABAérgicas y dopaminérgicas/GABAérgicas). 

Por otro lado, en ausencia de estimulación olfatoria, y como observamos en la 

figura 72, el patrón de doble marcaje permanece inalterado. La ausencia de 

colocalización de mGluR1a con los diferentes marcadores de cPGs no se ve modificada 

en el bulbo olfatorio deprivado, aunque individualmente la expresión de cada uno de 

estos marcadores se vea afectada por la deprivación. En este sentido, mientras que el 

marcaje del mGluR1a aumenta en el bulbo deprivado, la expresión de tirosina 

hidroxilasa sufre un brusco descenso, la de calbindina D-28k se reduce ligeramente y 

la calretinina apenas modifica su expresión, en comparación con los bulbos control. 
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Coexpresión de mGluR1a con neurocalcina y colecistoquinina. Caracterización 

de Células Empenachadas Externas, Superficiales y Medias. 

La proteína ligante de calcio neurocalcina, y el neuropéptido colecistoquinina son 

inmejorables marcadores de células empenachadas. En el caso de la neurocalcina, ésta 

se expresa fundamentalmente en cEEs, localizadas alrededor de los glomérulos. La 

colecistoquinina también es un excelente marcador de células empenachadas, pero, en 

este caso, se expresa especialmente en células empenachadas situadas en la CPE, 

principalmente en aquellas situadas en la parte superficial de la capa, cerca del límite 

con la CGL. En esta localización se identifican como positivas tanto cES como cEM, 

aunque la colecistoquinina también pone de manifiesto una importante población de 

cEP, localizadas en las proximidades de la CCM. 

Nuestros estudios de colocalización de neuronas positivas a mGluR1a con estos 

marcadores han demostrado un grado moderado de coexpresión de mGluR1a-

neurocalcina. Aproximadamente un 30% de las cEEs mGluR1a-positivas coexpresan 

también neurocalcina. Pero no toda la población de cEEs NC-positivas, expresan el 

mGluR1a, ni todas las células mGluR1a-positivas a nivel glomerular se ponen de 

manifiesto con neurocalcina y por tanto éstas no son cEEs, sino cPGs (fig. 73). 

Tras ausencia de estimulación olfatoria, la expresión de neurocalcina sufre una 

ligera reducción en la población de cEEs, a la par que aumenta la población de 

mGluR1a-positivas. Por ello, como podemos apreciar en la figura 74, la tasa de 

colocalización se reduce ligeramente, en paralelo a la reducción de expresión de la NC 

tras deprivación (fig. 74). De manera que, dado el aumento de elementos mGluR1a-

positivos, podemos sugerir que las cEEs mGluR1a/NC-positivas forman parte de la 

población de células yuxtaglomerulares mGluR1a-positivas del bulbo olfatorio en 

condiciones control, pero no contribuyen al aumento de esta población en condiciones 

de deprivación. 
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Algo similar ocurre con respecto a la colecistoquinina, con la que se encontró un 

moderado grado de coexpresión, fundamentalmente en la región superficial de la EPL, 

y que se correspondía con cES y cEM. Rara vez detectamos coexpresión mGluR1a-

colecistoquinina en células empenachadas profundas (fig. 75). 

 
Figura 74.- Posterización de imágenes para la mejor observación de la colocalización de marcadores. 
El tratamiento de posterización de imágenes consiste en reducir la gama de niveles tonales, 
permitiendo definir y uniformizar más la mezcla de colores. Como resultado, la diferenciación de 
elementos que coexpresan ambos marcadores es más rápida y sencilla. Como se puede apreciar en las 
imágenes, la reducción de neuroclacina en el bulbo deprivado afecta a las células empenachadas 
externas que son neurocalcina-positivas, mientras que aumentan las mGluR1a-positivas, pero no 
parece alterar a la población de neuronas neurocalcina/mGluR1a-positivas, por lo que la tasa de 
colocalización se reduce ligeramente. Barra de escala= 50 µm. Las flechas azules indican neuronas que 
coexpresan ambos marcadores. 
 

 
Figura 73.- Colocalización de mGluR1a y neurocalcina. Un porcentaje moderado de células 
empenachadas externas mGluR1a-positivas coexpresan neurocalcina. También se observan células sólo 
positivas al mGluR1a (flechas blancas) y células únicamente inmunomarcadas para neurocalcina 
(flechas negras). Barra de escala = 100 µm para las imágenes superiores y 50 µm para las inferiores. 
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La expresión de colecistoquinina es moderadamente alta en la población de cESs 

y cEMs, al igual que su tasa de colocalización con el mGluR1a. Prácticamente toda la 

población de cESs y cEMs mGluR1a-positivas son también positivas a colecistoquinina, 

pero no todas las colecistoquinina-positivas coexpresan mGluR1a (fig. 75). 

En condiciones de deprivación olfatoria, la expresión de colecistoquinina se 

reduce mientras que la de mGluR1a se incrementa y, como consecuencia, la tasa de 

colocalización mGluR1a-colecistoquinina se reduce discretamente 

A la vista de estos resultados, podemos afirmar que la mayor parte de las 

células empenachadas mGluR1a-positivas constituyen una población de células 

empenachadas glutamatoceptivas/glutamatérgicas que se solapa parcialmente con las 

dos grandes poblaciones de estas células descritas hasta el momento y definidas por 

la expresión de neurocalcina y colecistoquinina.  

 

En ausencia de estimulación olfatoria tanto la expresión de neurocalcina como la 

de colecistoquinina se reducen moderadamente, mientras que el inmunomarcaje para 

 
Figura 75.- Colocalización de mGluR1a y colecistoquinina. Prácticamente todas las cES y cEM 
mGluR1a-positivas de la CPE coexpresan también colecistoquinina, pero observamos células 
empenachadas colecistoquinina-positivas que no coexpresan mGluR1a. Barra de escala = 100 µm  en las 
imágenes superiores y 50 µm en las imágenes inferiores. Las flechas blancas apuntan células 
empenachadas mGluR1a/CCK-positivas. 
 



RESULTADOS -146 

mGluR1a incrementa. Por ello la proporción de células mGluR1a-positivas que 

coexpresan ambos marcadores se reduce en términos relativos. 

 

RESUMEN DE LA CARACTERIZACIÓN NEUROQUÍMICA DE LAS NEURONAS 

POSITIVAS A mGluR1a Y EFECTO DE LA DEPRIVACIÓN SENSORIAL 

Como se ha descrito anteriormente, los efectos de la deprivación sobre la 

expresión de mGluR1a consisten básicamente en un incremento en la intensidad del 

inmunomarcaje en todas las capas, que se acompaña de una redistribución del 

receptor dirigido fundamentalmente a los dominios dendríticos. A esto se le añade un 

aumento en el número de células inmunopositivas, fundamentalmente en la población 

de células yuxtaglomerulares y en las células horizontales de la CPI. 

A pesar de este incremento en el número de células inmunopositivas para 

mGluR1a, el patrón general de coexpresión con los marcadores investigados no cambia 

en absoluto. Es decir, se mantiene la ausencia de coexpresión de mGluR1a con tirosina 

hidroxilasa, calbindina D-28k y calretinina e igualmente se detecta un porcentaje de 

coexpresión equiparable a las condiciones control con neurocalcina y colecistoquinina. 

Llamativamente, sin embargo, el aumento de neuronas yuxtaglomerualres 

positivas a mGluR1a no provoca una reducción en la tasa de coexpresión con VGLUT2, 

sino que ésta se mantiene en prácticamente la totalidad de las células marcadas. 

Dicho de otro modo, el aumento en el número de elementos positivos a mGluR1a se 

acompaña de un aumento en el número de elementos positivos a VGLUT2, y que el 

aumento en la expresión de ambos marcadores tiene lugar en las mismas neuronas, de 

manera que ambos marcadores se comportan del mismo modo como consecuencia de la 

ausencia de estimulación olfatoria. 
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ANÁLISIS PROTEICO DEL mGluR1a POR ELECTROFORESIS-

WESTERN-BLOTTING 

Una vez conocidas la expresión y localización del mGluR1a in situ, caracterizados 

e identificados los elementos que lo expresan, y estudiado el efecto que la 

deprivación olfatoria tiene sobre su expresión, pasamos a completar la 

caracterización del receptor a nivel proteómico. Procedimos al análisis mediante 

electroforesis-Western-blotting, ya que esta técnica permite detectar 

simultáneamente la cantidad relativa y el estado de una proteína presente en un 

tejido. Para este estudio hemos considerado los siguientes planteamientos: 

-en primer lugar, este análisis proteico nos ofrece la posibilidad de valorar 

cuantitativamente la expresión de mGluR1a. Así, corroboramos, en términos 

cuantitativos, el incremento de expresión del receptor que apuntan los resultados del 

estudio inmunohistoquímico. 

-en segundo lugar, teniendo en cuenta que el mGluR1a puede aparecer como 

monómero, que no es funcional, o como dímero, que es la conformación activa (Romano 

y cols., 1996a), mediante este análisis determinaremos cuál de los estados de 

agregación es predominante en condiciones control y si éste patrón se ve modificado 

tras la deprivación sensorial. 

 

CONSIDERACIONES TÉCNICAS DEL ANÁLISIS PROTEICO 

La idea de la dimerización en los receptores acoplados a proteínas G no ganó 

adeptos hasta finales de la década de los 90, rompiendo con el dogma tradicional de la 

estequiometría 1:1:1 receptor: proteína G: efector (Maggio y cols., 1993; Hebert y 

cols, 1996; Bai y cols., 1998; Bouvier, 2001). El mGluR1a fue uno de los primeros 

receptores donde se caracterizó esta dimerización. De hecho los mGluRs del grupo I 

fueron considerados durante algún tiempo los únicos receptores acoplados a proteínas 

G que existían como dímeros (Romano y cols., 1996a). La importancia de la 

dimerización de estos receptores radica en que determina su actividad o 

funcionalidad. La dimerización del mGluR1a está mediada principalmente por 
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interacciones covalentes a través de puentes disulfuro que se establecen en regiones 

del extremo amino-terminal de los dominios extracelulares (Romano y cols., 1996a). 

Esta dimerización es destruida por la acción de los agentes reductores como el DTT 

(ditiotreitol) y el BME (β-mercaptoetanol) (usados comúnmente en las técnicas de 

SDS-PAGE), que rompen los puentes disulfuro de las cadenas polipeptídicas y, como 

consecuencia, tienden a separar las subunidades de los complejos oligoméricos, por lo 

que no serían apropiados si se pretende el estudio de estos complejos. Para este 

propósito, en este estudio, además de utilizar el modelo tradicional de SDS-PAGE en 

condiciones desnaturalizantes, hemos realizado ensayos electroforéticos en 

condiciones nativas/no-reductoras. 

Hemos de tener en cuenta la dificultad que conlleva el estudio de proteínas con 

varios dominios transmembrana y las condiciones fisicoquímicas experimentales que 

hay que mantener para conseguir la detección de conformaciones proteicas 

oligoméricas. Por ello, el estudio proteico del mGluR1a en condiciones nativas lo hemos 

realizado siguiendo las modificaciones del protocolo descrito por Marzoa y 

colaboradores (2009), que se basa en variantes descritas por otros autores (Hooker y 

cols., 2007; Speers y Wu, 2007) quienes proponen las condiciones más adecuadas para 

la realización de estudios en los que se analizan complejos proteicos de membrana. En 

este sentido, las modificaciones básicas del método consisten en realizar la 

extracción de proteínas de la muestra utilizando un detergente (Triton X-100), menos 

agresivo que el habitual SDS, evitando así la pérdida de los grandes complejos 

proteicos de membrana. Debido a la propia naturaleza de las proteínas de membrana, 

como es el caso del mGluR1a, no es recomendable el uso de detergentes iónicos como 

el SDS en la extracción proteica, pese a que por su carácter fuertemente 

desnaturalizante el SDS es el detergente más habitual en estudios proteómicos. Para 

la solubilización de proteínas de membrana en condiciones nativas, los detergentes 

más apropiados son los no-iónicos, como el Triton X-100, por su moderado potencial 

de alteración de la membrana y por ser un agente “desnaturalizante suave”. Por otra 

parte, otra de las modificaciones consiste en evitar el uso de agentes reductores 

como el DTT o el BME en el procedimiento electroforético, facilitando así la posible 
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detección de las especies diméricas del mGluR1a (Kashino, 2003; Speers y Wu, 2007; 

Marzoa y cols., 2009). 

 

ANÁLISIS PROTEICO EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES 

Inicialmente realizamos el estudio proteómico en condiciones desnaturalizantes 

estándar. Tras la electroforesis SDS-PAGE y el Western-blotting observamos que el 

mGluR1a se distribuye en cuatro bandas de diferentes pesos moleculares, 

aproximadamente 140, 150, 160 y 260 kDa (fig. 76). Si tenemos en cuenta todo el 

producto inmunorreactivo detectado, el cálculo densitométrico del conjunto de 

bandas revela que en el bulbo deprivado la expresión del mGluR1a (55,98±2,12) 

aumenta en un 11,95% con respecto al bulbo control (44,03±0,84) (medido como el 

porcentaje de área ocupada por las bandas, equivalente al porcentaje de píxeles con 

un valor de gris superior al del background, ± error estándar de la media, SEM). 

 
Figura 76.- Caracterización del mGluR1a por Wester-blotting, tras separación por electroforesis en 
condiciones desnaturalizantes. El panel izquierdo corresponde a las carreras de los extractos de 
bulbo olfatorio control (carril izquierdo) y de bulbo deprivado (carril derecho), en los que aparecen 
marcadas las bandas a las que migra el receptor. En el panel derecho se muestra el gráfico del perfil 
de bandas obtenido tras el análisis densitométrico y que representa mediante picos y áreas la 
intensidad y extensión, respectivamente, de las diferentes bandas detectadas. 
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Así, el análisis proteico del mGluR1a en los extractos celulares de bulbos 

olfatorios, controles y deprivados, confirma los resultados obtenidos 

inmunohistoquímicamente, ya que en el bulbo deprivado detectamos una mayor 

expresión del mGluR1a. Esto indica que la ausencia de estimulación olfatoria aferente 

provoca una regulación positiva de la síntesis del receptor (fig. 76). 

Banda de 140 kDa: Coincidiendo con estudios previos (Romano y cols., 1996a, b; 

Hermans y cols., 1998a, b; Copani y cols., 2000) el receptor migra mayoritariamente, 

en estas condiciones, a la posición de 140 kDa aproximadamente, que corresponde al 

peso molecular deducido en función de la secuencia de aminoácidos para el mGluR1a-

monómero (133,236 kDa según la base de datos UniProt). Esta banda es detectada 

tanto en los carriles cargados con el extracto de bulbo control (a partir de ahora 

“carril-control”) como en los de los bulbos deprivados (“carril-deprivado”), pero 

siempre es más intensa en los carriles-deprivados, resultando en un aumento de 

expresión de la forma monomérica del 5,11% con respecto a la banda de monómero del 

bulbo control (fig. 76). Esto significaría prácticamente un aumento del 50% ya que 

este 5,11% está referido al 11,95% de aumento total. 

Bandas de 150 y 160 kDa: Tanto en las carreras de bulbo control como de 

bulbo deprivado observamos que, una pequeña parte del producto que reacciona con el 

anticuerpo, se localiza por encima de la banda que corresponde al mGluR1a-monómero, 

y migra formando dos bandas, una aproximadamente a 150 kDa y la otra a 160 kDa. 

Estas bandas son más débiles y difusas que la que corresponde a la especie 

monomérica del receptor, pero al igual que ocurre en el caso del monómero, ambas 

presentan mayor intensidad en los carriles-deprivados en comparación con las bandas 

equivalentes de los carriles-control. El análisis indica que se produce un incremento de 

densidad del 5,67% en el caso de la banda de 150 kDa y del 1,88% para la banda de 

160 kDa (fig. 76). 

Varios indicios nos llevan a suponer que la banda de 150 kDa corresponde a una 

forma monomérica del mGluR1a sobrecargada por modificaciones postraduccionales 

como la fosforilación o la glicosilación. Por un lado no hemos utilizado glicosidasas en 
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la preparación de la muestra, y por otro lado, una banda de las mismas características 

ha sido descrita por Romano y colaboradores (1996a) para el mGluR5. 

La banda que aparece con un peso molecular de 160 kDa puede ser atribuida a 

una comigración de la forma monomérica del receptor unida a otra proteína, 

probablemente alguno de sus ligandos intracelulares de la densidad postsináptica. Uno 

de los posibles candidatos responsables de la migración del receptor a la banda de los 

160 kDa son las proteínas adaptadoras Homer cuyos pesos moleculares están entre 

20-40 kDa dependiendo de la isoforma. Estas interpretaciones serán desarrolladas 

más adelante, en el apartado “discusión”. En cualquier caso, lo que sí queda claro es 

que en la migración a las bandas de 150 y 160 kDa está implicada la conformación 

monomérica del mGluR1a y por tanto no representan formas activas del receptor. 

Banda de 260 kDa: Por último, detectamos otra banda de menor migración que 

se detiene aproximadamente a nivel de los 260-270 kDa y que es atribuible a la 

especie dimérica del mGluR1a. Probablemente, además, este peso molecular 

corresponda más concretamente al dímero glicosilado ya que el radio de Stokes en los 

complejos oligoméricos se reduce y compacta la estructura proteica, lo que disminuye 

la aparente masa molecular, por lo que no descartamos que la banda de 260-270 kDa 

pueda ser atribuida al dímero glicosilado. 

A primera vista en las carreras no se aprecian diferencias en cuanto a densidad 

y extensión de esta banda entre carril-deprivado y carril-control. De hecho, 

cuantitativamente, el análisis muestra una sutil reducción del 0,71% en la expresión 

de la forma dimérica del mGluR1a en los carriles-deprivados comparado con los 

carriles-control (fig. 76). 

 

ANÁLISIS PROTEICO EN CONDICIONES NATIVAS 

Como se comentó con anterioridad, llevamos también a cabo el estudio proteómico 

modificando las condiciones de extracción y de electroforesis para preservar el 

receptor en sus condiciones nativas. En este sentido se introdujeron variaciones en 

estos procesos para preservar, en lo posible, la forma dimérica del receptor y poder 

determinar, al menos de forma aproximada, la tasa de receptor activo. 
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En estas condiciones, y como era de esperar, la comparación conjunta de todas 

las bandas detectadas entre carriles-control y carriles-deprivados demuestra que la 

deprivación olfatoria conduce a un aumento de expresión del receptor mGluR1a, 

volviendo a corroborar una vez más los resultados obtenidos anteriormente en el 

análisis en condiciones desnaturalizantes y en el estudio inmunohistoquímico. En 

condiciones nativas el aumento de expresión del receptor es traducido como un 

10,05% más de densidad óptica en el bulbo deprivado (44,91±2,72) que en el bulbo 

control (34,86±3,79) (fig. 77). Este incremento es mucho más aparente en las bandas 

de mayor peso molecular, 260 y 160 kDa, que en las dos bandas de mayor migración 

(150 y 140 kDa), donde se reflejan diferencias más moderadas entre el bulbo control 

y el bulbo deprivado (fig. 77). 

 
Figura 77.- Caracterización del mGluR1a por Wester-blotting, tras separación por electroforesis en 
condiciones nativas. El panel izquierdo corresponde a las carreras de los extractos de bulbo olfatorio 
control (carril izquierdo) y de bulbo deprivado (carril derecho), en los que aparecen marcadas las 
bandas a las que migra el receptor. El panel derecho corresponde al gráfico del “perfil de bandas” 
obtenido tras el análisis informático, donde la intensidad de las bandas está representada por picos y 
la densidad óptica de las diferentes bandas detectadas está representada como el área del pico 
correspondiente. 
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Banda de 140 kDa: Como muestran las imágenes representativas de los geles, 

la banda que migra a los 140 kDa, que corresponde a la forma monomérica del 

mGluR1a, manifiesta una intensidad similar tanto en el carril-control como en el carril-

deprivado. Comprobamos por densitometría que en los carriles-deprivados la 

expresión del mGluR1a-monómero aumenta un 1,23% en comparación con los carriles-

control, por lo que no se puede considerar demasiado responsable del incremento 

general de expresión del mGluR1a en condiciones de deprivación olfatoria (fig. 77). De 

hecho, según nuestros resultados, podemos inferir que la fracción monomérica del 

mGluR1a es una de las que contribuye en menor medida contribuye al aumento de 

expresión que se produce en ausencia de estimulación olfatoria (fig. 77). 

Bandas de 150 y 160 kDa: De forma similar a lo que ocurre en el caso del 

monómero-mGluR1a, la expresión de la especie proteica que se detiene en el peso 

molecular correspondiente a de 150 kDa apenas muestra diferencia entre carriles, sin 

detectarse grandes diferencias entre el bulbo control y el bulbo deprivado. El análisis 

detecta sólo un ligero incremento de un 0,62 % del producto depositado en la banda 

de los 150 kDa en los carriles-deprivados frente a los carriles-control. De manera que 

podemos afirmar que la deprivación olfatoria apenas afecta a la expresión de esta 

especie proteica, ni a la expresión de monómeros-mGluR1a (fig. 77). 

Sin embargo, es evidente el aumento de intensidad de la banda del 160 kDa en 

los carriles-deprivados al compararlos con la misma banda en los carriles-control. En 

este caso la especie proteica que se detiene en la banda de los 160 kDa en el bulbo 

deprivado aumenta en un 3,49% con respecto al control. Si tenemos en cuenta que 

este incremento representa aproximadamente un tercio del incremento global (3,49% 

de un total de 10,05%) que se produce en la expresión del mGluR1a en el bulbo 

deprivado, podemos entonces considerar que esta especie proteica es responsable al 

menos en un 30% de la modificación de la expresión del receptor (fig. 77). 

Banda de 260 kDa: Como se aprecia en la imagen de las membranas (fig. 77), 

tanto en los carriles-control como en los carriles-deprivados la mayor parte del 

receptor se expresa en forma de dímeros, en comparación con la forma monomérica. 

Queda claro que, en condiciones nativas, los complejos diméricos son la especie 
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proteica más abundante. Si la comparación de la banda de 260 kDa la realizamos 

entre bulbos, no con la banda de monómero, observamos que la proporción de receptor 

que migra a esta banda de 260KDa en el carril-deprivado es muncho mayor a la que se 

detecta en el carril-control. Los resultados indican que en ausencia de estimulación 

olfatoria la expresión de la forma activa del receptor aumenta un 4,71% con respecto 

a la expresión del mGluR1a-dímero detectada en el bulbo control (fig. 77). De todas 

las especies proteicas detectadas, la forma dimérica es la que muestra un incremento 

más notable entre bulbo control y deprivado, aproximadamente un 50% (un 4,71% del 

10,05%). Entonces podemos afirmar que es la forma proteica que más contribuye al 

aumento de expresión del mGluR1a que se produce en ausencia de estimulación 

olfatoria o, dicho de otra forma, es la conformación proteica del mGluR1a más 

afectada como consecuencia de la deprivación olfatoria. Pero además, este aumento 

tiene más significación si cabe, ya que ésta es la conformación activa del receptor, 

que corresponde a la forma dimérica anclada a membrana. 

 

CONDICIONES DESNATURALIZANTES vs NATIVAS 

De acuerdo con nuestros 

resultados, el patrón de bandas 

correspondiente a la expresión de 

mGluR1a obtenido en condiciones 

desnaturalizantes es similar en 

cuanto a número y posición al 

obtenido en condiciones nativas, 

tanto en los bulbos controles como 

en los bulbos deprivados (ver figs. 

76 y 77). 

Como se muestra en el gráfico 

de la figura 78, en la que realizamos 

la comparación entre condiciones 

desnaturalizantes y condiciones nativas, y teniendo en cuenta que partimos de la 

 
Figura 78.- Diagrama de barras de la comparación 
entre condiciones experimentales. Aunque el 
rendimiento es menor en condiciones nativas, la 
proporción en la que aumenta la expresión del 
receptor en el bulbo deprivado es similar en ambas 
condiciones. Las barras representan la media ± SEM 
del total de bandas que se detectan en los carriles 
correspondientes, n=8. 
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misma carga de extracto proteico en ambas condiciones, observamos que la cantidad 

de receptor, en términos generales, siempre es menor en condiciones nativas que en 

condiciones desnaturalizantes (fig. 78). 

El rendimiento proteico de las condiciones nativas disminuye en 

aproximadamente un 1,26% con respecto a la metodología aplicada en condiciones 

desnaturalizantes. Pero, a pesar de este menor rendimiento obtenido en cuanto al 

total de proteína, lo más importante a destacar es que en ambas condiciones se 

corrobora el aumento de expresión del mGluR1a en el bulbo deprivado con respecto al 

bulbo control. Y además, este aumento, como cabe esperar, es similar en cuanto a 

proporción en ambas condiciones experimentales, siendo, en el primer caso del 11,95% 

y en condiciones nativas del 10,05%. Apoyándonos en estos resultados y en los del 

análisis inmunohistoquímico podemos confirmar que en ausencia de estimulación 

olfatoria el bulbo olfatorio dispara la síntesis del mGluR1a, superando en un 10-12% 

aproximadamente la actividad biosintética normal (fig. 78). 

 

En cuanto a la diferente distribución de las bandas en una y otra condición, 

caben destacarse dos observaciones llamativas: por un lado, la forma monomérica del 

mGluR1a es siempre la especie predominante en condiciones desnaturalizantes, tanto 

 
Figura 79.- Diagramas de barras representativos de la comparación de las bandas obtenidas en 
condiciones desnaturalizantes frente a condiciones nativas, tanto en el bulbo control (en verde) como en 
el bulbo deprivado (en rojo). Las barras delanteras corresponden al diagrama obtenido en condiciones 
desnaturalizantes y las traseras, en condiciones nativas. Los resultados se expresan como porcentajes 
de densidad óptica definida en áreas. Las barras representan la media ± SEM, n=8. 
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en el bulbo control como en el deprivado, al contrario de lo que ocurre en condiciones 

nativas, donde la mayor parte del receptor migra como dímero a la banda de los 260 

kDa, especialmente en el bulbo deprivados (figs. 79 y 80). Por otro lado, en 

condiciones desnaturalizantes también detectamos forma dimérica y en condiciones 

nativas continúa apareciendo forma monomérica. 

 

Una vez determinado el efecto global de las condiciones experimentales, 

analizamos cómo influyen estas condiciones sobre cada especie proteica. Las 

modificaciones más llamativas se producen en cuanto a la proporción en que aparecen 

las diferentes conformaciones del receptor en el patrón desnaturalizante y en el 

patrón nativo, comparando por separado bulbo control y bulbo deprivado (fig. 80). 

 

De la banda de 140KDa (forma monomérica de mGluR1a): En el bulbo control, 

en condiciones nativas, detectamos aproximadamente la mitad de la forma 

monomérica (11,43±0,81) del mGluR1a, que en condiciones desnaturalizantes 

 
Figura 80.- Perfiles de las bandas obtenidas en el análisis proteico, en el que se comparan, por un 
lado, en el panel izquierdo (en color verde) los cambios cuantitativos que se detectan en los extractos 
de bulbo control cuando se procesan en condiciones desnaturalizantes y en condiciones nativas. El 
panel derecho (en color rojo) corresponde a la misma comparación pero en este caso de los extractos 
de bulbo deprivado. 
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(25,41±0,69), es decir, una proporción de 1:0,44 (desnaturalizante vs nativo). De 

forma similar en el bulbo deprivado, la proporción de monómero detectada es 

aproximadamente 1:0.41 en condiciones desnaturalizantes (30.52±1.55) vs condiciones 

nativas (12,66±1,03) (fig.80 y 81). En resumen la aparición de la forma monomérica se 

reduce a algo más de la mitad en condiciones nativas en ambos bulbos con respecto a 

las condiciones desnaturalizantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta fracción de monómero-mGluR1a mantiene su migración a la banda de los 140 

KDa incluso en condiciones nativas, es decir, en ausencia de agente reductor y, tras 

una solubilización suave, siguen comportándose como monómero sin acomplejarse. 

Todo indica que esta fracción, que en el bulbo control representa un 11,43%, 

corresponde al pool de monómero-mGluR1a intracelular existente en la célula antes de 

su procesamiento posterior. Además, como podemos observar, esta fracción es 

equivalente a la detectada en el bulbo deprivado (12,66%), de manera que podemos 

asumir que el pool basal de monómeros del mGluR1a se mantiene de forma similar en 

ausencia de estimulación olfatoria ya que la deprivación olfatoria apenas modifica 

esta fracción en un 1,23% del 10,05% total del incremento de expresión detectado en 

conjunto. 

 

Figura 81.- Diagramas de sectores en los que se representan los porcentajes de la forma monomérica 
de mGluR1a en los bulbos control y deprivado en las dos condiciones en las que se ha realizado el 
estudio proteómico. 
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De la banda de 260 kDa (forma dimérica de mGluR1a): En cuanto al complejo 

dimérico, como cabe esperar, en condiciones nativas siempre es mayor la proporción 

de dímeros-mGluR1a en ambos bulbos y, teniendo en cuenta el descenso de monómeros 

comentando anteriormente, podría decirse que el detrimento de los monómeros 

implica el aumento de los dímeros. En el bulbo control el incremento de dímeros entre 

condiciones desnaturalizantes y nativas es de 1:1,33, y en el bulbo deprivado la 

proporción en que aumenta la forma dimérica es de casi el doble, concretamente de 

1:1,90 (desnaturalizante vs nativo) (fig. 82). Queda claro que este aumento de la 

forma activa del receptor, el dímero-mGluR1a, procede de parte de la fracción 

monomérica que se detecta en condiciones desnaturalizantes susceptible de 

desacomplejarse por las condiciones experimentales y que en condiciones nativas 

migra como especie acomplejada. Pero, por otro lado, también hay que tener en cuenta 

que ya en condiciones desnaturalizantes aparece una fracción dimérica que no es 

susceptible de desacomplejarse ni siquiera en presencia del agente reductor y tras 

una fuerte solubilización, es decir no partimos de cero dímeros en condiciones 

desnaturalizantes, de hecho hablamos de aumento de dímeros y no de aparición de 

novo de los dímeros. 

De manera que según nuestros resultados, y a diferencia de algunas 

interpretaciones previas (Romano y cols, 1996a), existe una fracción de receptor que 

aún se comporta como dímero en presencia de agente reductor, indicando que los 

puentes disulfuro no son responsables cien por cien de mantener esta conformación 

dimérica. Debido a la presencia de esta fracción dimérica, que es resistente a las 

condiciones de desnaturalización y a la ruptura de puentes disulfuro, asumimos que el 

proceso de dimerización del mGluR1a no depende exclusivamente de los puentes 

disulfuro, sino que también pueden intervenir otras interacciones que mantienen la 

conformación dimérica estable. A partir de ahora nos referiremos a esta fracción 

“dímeros-BME resistentes”. 
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Pero además, esta fracción dimérica detectada en condiciones 

desnaturalizantes, es detectada en una proporción similar en ambos bulbos 

(10,10±0,26 en bulbo control y 9,39±0,36 en bulbo deprivado), es decir, no queda 

afectada ni por las condiciones experimentales ni por la eliminación de estimulación 

olfatoria; es detectada independientemente de las manipulaciones realizadas en el 

propio animal o del procedimiento técnico de detección. 

 

Bandas de 150 y 160 KDa: La detección de la especie proteica que migra a la 

banda de los 160 KDa se ve favorecida por las condiciones nativas en ambos bulbos. En 

el bulbo control esto se traduce como un aumento en proporciones 1:3,78 y en el bulbo 

deprivado en una proporción de 1:2,74 (desnaturalizante vs. nativo) 

Asumimos que no toda la fracción de monómero, que aparecía en condiciones 

desnaturalizantes y que “desaparece” en condiciones nativas, migra exclusivamente a 

la banda del dímero, sino que también se desplaza a la banda de 160 KDa, 

contribuyendo así al aumento de esta especie proteica (fig.83). De forma similar a lo 

que ocurre en la expresión de la forma dimérica, esta fracción parece ser 

 

Figura 82.- Diagramas de sectores en los que se representan los porcentajes de la forma dimérica 
de mGluR1a en los bulbos control y deprivado en las dos condiciones en las que se ha realizado el 
estudio proteómico. 
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dependiente de diferentes interacciones, unas susceptibles de ser eliminadas en 

condiciones desnaturalizantes, y otras resistentes a estas condiciones. Pero a 

diferencia de la forma dimérica resistente, en este caso la resistencia parece ser 

favorecida bajo condiciones de deprivación olfatoria, ya que detectamos un 

porcentaje mayor de esta conformación en los bulbos derivados (3,48%) frente a los 

bulbo control (1,60%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el caso de la especie proteica que migra a la banda de los 150 kDa el efecto 

que ejercen las condiciones experimentales es semejante a lo que ocurre en el caso de 

la forma monomérica. Se produce un descenso de expresión proteica, que en el bulbo 

control es de 1:0,55 (desnaturalizante vs nativo) y de 1:0,35 en el bulbo deprivado. 

 

 

Figura 83.- Diagramas de sectores en los que se representan los porcentajes de las especies de 

mGluR1a que se sitúan en las bandas de 150 y 160 kDa en los bulbos control y deprivado en las 

dos condiciones en las que se ha realizado el estudio proteómico. 
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RESUMEN DEL ANÁLISIS PROTEICO DEL mGluR1a 

A modo de resumen, como cabe esperar, las condiciones nativas desplazan la 

detección del mGluR1a hacia las formas de mayor peso molecular, principalmente a las 

bandas de 260 y 160 KDa. Esto nos da una idea de la expresión proteica más cercana 

a la existente en la célula, al verdadero entrono celular, teniendo en cuenta que las 

condiciones experimentales nativas respetan más el entorno de las membranas y la 

conformación de las proteínas. 

El estudio inmunohistoquímico indicaba un aumento de síntesis del receptor, 

pero mediante esta técnica no somos capaces de determinar la tasa de la forma 

funcional del receptor. Es decir, mediante el estudio inmunohistoquímico podríamos 

estar detectando un incremento en la síntesis del receptor, pero que realmente no 

tuviera una traducción en cuanto a funcionalidad. Sin embargo, mediante el análisis 

proteómico hemos corroborado el aumento de expresión del receptor, pero, además, 

los resultados del estudio en condiciones nativas reflejan que este aumento de 

expresión del mGluR1a se debe mayoritariamente a un aumento del receptor en su 

conformación funcional, mientras que la fracción monomérica apenas tiene 

protagonismo en este aumento. Por otro lado, el análisis en condiciones 

desnaturalizantes arroja evidencias de que la estabilidad de la conformación dimérica 

no sólo depende de la existencia de puentes disulfuro. 
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El presente trabajo de Tesis Doctoral ofrece una descripción detallada de los 

elementos que expresan el receptor mGluR1a en el bulbo olfatorio de la rata y aporta 

toda una serie de datos de relevancia sobre la modificación de su expresión en 

ausencia de estimulación sensorial olfatoria durante el desarrollo postnatal. La 

eliminación de la estimulación olfatoria en animales recién nacidos, provoca un 

incremento de la expresión de mGluR1a en el bulbo ipsilateral a la narina ocluida 

cuando se analiza en estado adulto. Éste es detectado en un número mayor de 

neuronas en aquellas poblaciones neuronales que previamente eran positivas a 

mGluR1a. Además, en los elementos que lo expresaban previamente, tiene lugar, junto 

con un incremento de la intensidad de la inmunotinción, una redistribución del 

receptor, de modo que en condiciones experimentales aparece localizado a lo largo de 

todo el dominio dendrítico y no tiene una distribución más restringida, tal como 

ocurre en condiciones control. Por otra parte, el estudio proteómico mediante 

electroforesis y Western-blotting nos ha permitido cuantificar el incremento de 

expresión del receptor, demostrando, además, cómo la forma dimérica del mismo, que 

constituye la forma funcional, es la que contribuye en mayor medida al incremento de 

la tasa de expresión del receptor detectada. 
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La correcta función del SNC depende de la capacidad de desarrollar fenómenos 

de plasticidad tanto durante el desarrollo como en respuesta a estados fisiológicos 

diferentes. Las alteraciones funcionales en la expresión de receptores de 

neurotransmisores son algunos de los mecanismos a través de los que se expresa la 

plasticidad. Nuestros resultados apoyan la hipótesis de que mGluR1a juega un papel 

fundamental para el ajuste de las alteraciones sufridas por las aferencias 

glutamatérgicas como consecuencia de la deprivación sensorial, y apoyan la 

participación de este receptor en los fenómenos básicos de plasticidad que tienen 

lugar en la primera estación de relevo de la vía olfatoria. 

 

DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO 

 

POBLACIONES NEURONALES POSITIVAS A mGluR1a 

Nuestros resultados, en cuanto a la distribución del mGluR1a en las diferentes 

capas del bulbo olfatorio en condiciones control, son plenamente coincidentes con los 

ofrecidos en trabajos previos (Shigemoto y cols., 1992; Van den Pol, 1995; Petralia y 

cols., 1997; Sahara y cols, 2001). De modo general, el receptor se expresa 

fundamentalmente en las capas más externas del bulbo (a excepción de la CFNO que 

es completamente negativa): CGL, CPE, CCM y CPI. De esta distribución, podríamos 

extraer, a priori, la conclusión de que mGluR1a parece estar implicado en la 

transmisión glutamatérgica entre las aferencias primarias y las neuronas de 

proyección, así como en los elementos modulatorios de la información sensorial a nivel 

glomerular (neuronas yuxtaglomerulares). En este esquema, la única excepción la 

representarían los elementos que expresan el receptor en la CPI, que se situarían ya 

en localizaciones inframitrales (profundas). No obstante, aunque su localización en 

capas profundas del bulbo olfatorio invitaría a pensar en éstas como participantes en 

el sistema modulatorio profundo, como se discutirá más adelante, están más en 

relación con la circuitería del nivel glomerular. 
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mGluR1a en las neuronas de proyección 

Las neuronas de proyección del bulbo olfatorio, cM/Es, muestran una elevada 

expresión del receptor, tanto en el soma, como en gran parte de la extensión de sus 

ramas dendríticas. La localización dendrítica del receptor es lo que confiere la densa 

inmunotinción detectada, tanto en la CGL, como en toda la extensión de la CPE, capas 

donde se extienden fundamentalmente las dendritas de estas neuronas.  

Respecto a las células mitrales, el hecho de que sus somas se sitúen formando 

una hilera monocelular, facilita notablemente su identificación, a la vez que nos 

permite asegurar que todas ellas demuestran expresión de mGluR1a. De este modo 

podemos afirmar que el receptor está implicado, de algún modo, en la recepción de las 

señales glutamatérgicas que reciben las principales neuronas de proyección del bulbo 

olfatorio. 

En el caso de las células empenachadas nuestros resultados apuntan a que una 

moderada población de éstas presenta inmunoreactividad para mGluR1a, pero no 

parece que su totalidad, como ocurre con las células mitrales, sea positiva. Una de las 

dificultades encontradas a la hora de determinar este extremo es el hecho de que las 

secciones inmunomarcadas para mGluR1a mostraban un marcaje tan denso en la CPE 

que se hacía complicado individualizar los somas marcados del resto de neuropilo que 

les rodeaba. Mediante el estudio de secciones semifinas pudimos, sin embargo, 

comprobar la presencia de células empenachadas mGluR1a-positivas por toda la 

extensión de la CPE. Aunque sus somas aparecían distribuidos por toda la capa, se 

observaban con mayor frecuencia en la región superficial de la CPE, cerca del límite 

con la CGL, mientras que su presencia en las regiones profundas era más esporádica. 

Esta distribución de células empenachadas inmunoreactivas para mGluR1a no es 

sorprendente si tenemos en cuenta que la densidad de estas neuronas es 

notablemente mayor en la mitad superficial de la CPE que en la profunda (Liu y 

Shipley, 1994). 

A la complejidad para determinar la tasa de expresión relativa del mGluR1a en la 

población de células empenachadas comentada con anterioridad, hay que añadir el 

hecho de que esta población neuronal ha sido dividida en diferentes subtipos en 
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función, principalmente, de su localización. Así, encontramos cEEs formando parte del 

grupo de neuronas yuxtaglomerulares, alrededor de los glomérulos en la CGL, mientras 

que en la CPE se definen, adicionalmente, tres tipos más en función de su localización 

en posiciones superficiales de la capa hasta las más profundas y que se denominan: 

cESs, cEMs y cEPs. Éstas difieren entre sí, además, en tamaño y densidad del 

penacho dendrítico que introducen en el glomérulo, en la distancia a la que proyectan 

a centros superiores, en sus dianas y en el grado de respuesta a la estimulación 

eléctrica (Macrides y Schneider, 1982; Schoenfeld y cols., 1985; Bastianelli y cols., 

1993; Liu y Shipley, 1994; Shipley y Ennis, 1996; Briñón y cols., 1998, 1999; Nagayama 

y cols., 2004). Las cESs aparecen en la parte más superficial de la CPE, en el límite 

con la CGL, mientras que las cEMs se localizan, desde la zona inmediatamente 

adyacente al lugar que ocupan las cESs, hasta la zona central de la capa, y las cEPs, 

que son menos numerosas, se distribuyen por la mitad profunda de la CPE, hasta el 

límite con la CCM (Macrides y Schneider., 1982; Shipley y Ennis, 1996). 

En nuestras secciones detectamos perfiles positivos a mGluR1a, que 

identificamos como células empenachadas, tanto en la CGL como en la CPE. En esta 

última capa, los elementos inmunopostivos fueron detectadas en diferentes 

localizaciones a lo ancho de la capa, por lo que podemos asegurar que tiene lugar la 

expresión del receptor en representantes de todos los tipos de células empenachadas 

de la CPE, aunque los somas inmunomarcados eran más abundantes en la mitad 

superficial, mientras que eran observados más esporádicamente en la parte profunda 

de la capa, como se ha descrito con anterioridad. Esto indicaría que, de la población 

de células empenachadas de la CPE, los subtipos más abundantes, en cuanto a 

expresión de mGluR1a, serían las cES y cEM. 

De acuerdo con lo descrito por Liu y Shipley (1994), gran parte de estos tipos 

celulares expresan colecistoquinina y forman parte del Sistema de Asociación 

Intrabulbar. Los axones de estos tipos de células empenachadas se extienden por la 

CPI hasta inervar las dendritas de cGRs en la CPI de la parte opuesta del mismo bulbo 

olfatorio (Liu y Shipley, 1994; Lodovichi y cols., 2003). Estas proyecciones son, 

además, recíprocas punto a punto, y son tan precisas que establecen un “mapa 
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intrabulbar” que permite a las dos mitades del bulbo coordinar las respuestas a 

odorantes específicos, ya que este sistema conecta regiones funcionalmente 

equivalentes del mismo bulbo (Cummings y Belluscio, 2008; 2010). 

Esto constituye un importante dato en función de los diferentes circuitos en los 

que cada tipo de células empenachadas está implicado. De particular interés, en 

relación con nuestras observaciones, es la clasificación que se establece de acuerdo a 

sus regiones diana de proyección. Las cEPs y algunas de las cEMs inervan la corteza 

olfatoria primaria (Schoenfeld y cols., 1985), mientras que la mayoría de las cEEs y 

las cESs son interneuronas o están implicadas en conexiones intrabulbares o 

interbulbares (Schoenfeld y Macrides, 1984; Schoenfeld y cols., 1985, Liu y Shipley, 

1994; Cummings y Belluscio, 2008, 2010). Sobre esta base, nuestros resultados 

sugieren que el mGluR1a está implicado en la transmisión glutamatérgica de las células 

empenachadas que intervienen tanto en circuitos intra como extrabulbares. 

CONCLUSIÓN: el mGluR1a en el bulbo olfatorio interviene, tanto en la 

transmisión local a nivel de circuitos intrabulbares, como en las 

proyecciones de largo alcance a través de circuitos extrabulbares.  

 

mGluR1a en las células yuxtaglomerulares 

Respecto a la expresión de mGluR1a en la CGL, hemos detectado células 

mGluR1a-positivas con características morfológicas de dos de los tipos de neuronas 

yuxtaglomerulares y que se corresponden con los descritos para cEEs y para cPGs, 

mientras que no tenemos evidencia de marcaje en cSACs. Mediante comparaciones de 

secciones procesadas inmunohistoquímicamente con otras teñidas con la técnica de 

Nissl podemos afirmar que el conjunto de células yuxtaglomerulares positivas a 

mGluR1a representa alrededor del 15% del total de estas células. 

Estudios previos describieron la CGL como una capa con un neuropilo muy 

marcado para mGluR1a. En alguno de estos trabajos, llamativamente, no se describe la 

presencia de somas neuronales positivos alrededor de los glomérulos (Sahara y cols., 

2001) y en otro se habla de un escaso número de cPGs en esta región (Van den Pol, 

1995). Sin embargo, en nuestras secciones es evidente la presencia de somas 



DISCUSIÓN -170 

 

neuronales marcados, junto con su región dendrítica proximal, que aparecen rodeando 

los glomérulos. Esta discrepancia resulta difícil de conciliar ya que el anticuerpo 

utilizado por nosotros y el utilizado por estos autores reconoce la misma secuencia 

del extremo carboxi-terminal del receptor. Por tanto, es posible que algunas 

diferencias metodológicas empleadas por estos autores, frente a las utilizadas por 

nosotros, pudieran afectar a la capacidad del anticuerpo para detectar la presencia 

del receptor. 

A nivel ultraestructural, el compartimento glomerular ocupado por los axones de 

las NROs se distingue por su mayor densidad a los electrones, mientras que el 

compartimento dendrítico presenta una menor densidad (Pinching y Powell, 1971b; 

Gracia-Llanes y cols., 2010). En nuestro estudio hemos observado perfiles dendríticos 

positivos a mGluR1a postsinápticos a los terminales axónicos de las NROs. Estos 

perfiles postsinápticos, constituyentes de sinapsis asimétricas, se han identificado 

como ramas dendríticas apicales de cM/Es, tal como han apuntado otros estudios 

(Ferraguti y cols., 2008). La identificación, a nivel ultraestructural, de la identidad 

exacta de un determinado perfil dendrítico es complicada. En general, los perfiles 

pertenecientes a dendritas de cM/Es suelen ser de gran diámetro y de muy baja 

densidad a los electrones (Pinching and Powell, 1971b). Por su parte, los perfiles de 

células yuxtaglomerulares, específicamente los de cPG, suelen ser identificables por 

la presencia de gémulas, estructuras de tamaño superior a espinas dendríticas y que 

contienen pares recíprocos de sinapsis, siendo elementos postsinápticas de una 

sinapsis asimétrica y, a su vez, elemento presináptico de una sinapsis simétrica 

asociada a la anterior (Pinching y Powell, 1971a, b). La presencia de estas gémulas en 

perfiles dendríticos de cPGs, sin embargo, se observan fundamentalmente en zonas en 

las que se establecen sinapsis dendrodendríticas entre cM/Es y cPGs, las cuales 

tienen lugar en el compartimento dendrítico, mientras que son escasas en el 

compartimento axonal (Kosaka y cols., 1998). En nuestro caso, la mayor parte de los 

elementos inmunopositivos a mGluR1a se localizan en el compartimento axonal, 

recibiendo sinapsis asimétricas por parte de los axones de las NROs, por lo que se 

hace complicado visualizar gémulas que nos permitieran identificar un determinado 



DISCUSIÓN -171 

 

perfil con el de células PGs. No obstante, el hecho de que a nivel de microscopía 

óptica observemos neuronas yuxtaglomerulares inmunomarcadas para mGluR1a, y que 

presentan una evidente dendrita principal que se ramifica en el interior del glomérulo, 

es argumento suficiente para asegurar que parte de los perfiles dendríticos 

inmunopositivos que observamos a microscopía electrónica en el compartimento axonal 

pertenecen tanto a cM/Es como a células yuxtaglomerulares. 

Siendo este el caso, y teniendo en cuenta que entre las células 

yuxtaglomerulares identificamos como mGluR1a-positivas tanto a cEEs como a cPGs, 

podemos afirmar que la población de cPGs que expresan el receptor, pertenece a las 

cPGs de tipo I de acuerdo a la clasificación desarrollada en función de la conectividad 

de éstas (Kosaka y cols., 1997, 1998). Es decir, son cPGs cuyas dendritas se arborizan 

fundamentalmente en el compartimento axonal de donde reciben directamente los 

inputs sensoriales por parte de los axones de las NROs. 

CONCLUSIÓN: Los perfiles dendríticos inmunopositivos para mGluR1a que 

se localizan en el glomérulo como elementos postsinápticos a los axones de 

las NROs pertenecen tanto a neuronas de proyección, cM/Es, como a células 

periglomerulares de tipo I. 

 

mGluR1a en otras poblaciones interneuronales 

En las capas inframitrales, concretamente en la CPI, nuestro estudio demuestra 

la presencia de células mGluR1a inmunopositivas de soma fusiforme y dendritas 

horizontales, orientadas paralelamente a la laminación bulbar.  

Estudios clásicos, utilizando fundamentalmente los métodos de impregnación de 

Golgi (Schenider y Macrides, 1978; López-Mascaraque y cols., 1986) describieron los 

tipos interneuronales localizados en las capas inframitrales (CPI y CCG), en donde, 

además de las células grano, mayoritarias, se definieron otros tipos de interneuronas, 

denominadas, en conjunto, células profundas de axón corto (cPACs). Éstas fueron 

clasificadas en función de la morfología, tamaño y localización somática, el tamaño, 

distribución y orientación de sus dendritas y la presencia o ausencia de espinas, 

definiéndose cuatro subtipos de cPACs: células de Blanes, células de Golgi, células 
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verticales de Cajal y células horizontales. Posteriormente se describieron distintos 

tipos neuroquímicos entre ellas, de modo que se han identificado subpoblaciones 

positivas a VIP, neuropéptido Y, somatostatina, calbindina D-28k, parvalbúmina y 

neurocalcina, entre otras (Briñón y cols., 1992, 1999, 2001; Alonso y cols., 1998, 2001; 

Crespo y cols., 1999, 2000; Gracia-Llanes y cols., 2003; Kosaka y Kosaka, 2007). No 

obstante, el conjunto de todos estos tipos neuroquímicos de cPACs sólo representa 

una pequeña población del total. 

Trabajos más recientes (Eyre y cols., 2008; 2009) han caracterizado la práctica 

totalidad de las cPACs mediante la identificación de la expresión de las subunidades 

Kv2.1, Kv3.1b, Kv4.3 de canales de K+ regulados por voltaje y la expresión de la 

subunidad α1 del receptor GABAA. La combinación de inmunocitoquímica para estos 

marcadores junto con inyección intracelular de biocitina permitió, además, establecer 

cierta correspondencia entre las características inmunocitoquímicas y los lugares 

preferentes de inervación por parte de los axones de estas neuronas. Así, a pesar de 

su denominación, las cPACs presentan un axón de largo recorrido y muy ramificado, en 

función de cuya distribución se han descrito al menos 3 tipos de cPACs. Una población 

cuyo axón se extiende y ramifica columnarmente en la CPE, una segunda que tiene sus 

terminales axónicas confinadas a la CCG, mientras que la tercera, y que está 

compuesta, casi exclusivamente, por el subtipo de cPACs horizontales, proyecta su 

axón a la CGL, específicamente a la región glomerular (Eyre y cols., 2008; 2009). 

Respecto a este último grupo neuronal, tras la inyección de biocitina y 

demostración de la extensión de su axón hasta los glomérulos, Eyre y colaboradores 

(2009) consiguieron caracterizarlo neuroquímicamente utilizando como marcador el 

mGluR1a, logrando poner de manifiesto la práctica totalidad de las cPACs que 

proyectan a la CGL. Estos mismos autores describen estas células como neuronas 

cuyos somas aparecen restringidos a la CPI y poseen dendritas orientadas paralelas a 

los límites de la capa, tal como aparecen en nuestras secciones. Por ello, asumimos que 

las células horizontales positivas a mGluR1a descritas en nuestro estudio se 

corresponden exactamente con este subtipo de cPACs que inerva específicamente la 

CGL. 
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CONCLUSIÓN: Las células horizontales mGluR1a-positivas que aparecen en 

la CPI constituyen un subtipo dentro de las cPACs caracterizado por la 

expresión del receptor mGluR1a y por poseer un axón que inerva 

específicamente la región glomerular. 

 

Las cPACs, y por extensión estas células horizontales, se describieron 

clásicamente como neuronas que ejercían inhibición sobre las cGRs (Schneider y 

Macrides, 1978; Gall y cols., 1986), típicamente inhibitorias. Más recientemente se ha 

demostrado, mediante estudios ultraestructurales, que, al menos algunas 

subpoblaciones de cPACs, inervan selectivamente a otras poblaciones de cPACs, y no 

lo hacen sobre las cGRs (Crespo y cols., 2003). En cualquier caso, la importancia de las 

cPACs en la circuitería del bulbo olfatorio reside en que constituyen una red selectiva 

de interneuronas que modulan directamente a otras interneuronas, por lo que deben 

jugar un papel importante en el control de la circuitería bulbar y refuerza la 

importante contribución de otros tipos de interneuronas, distintas de células 

periglomerulares y células grano, como mediadoras en el procesado de la información 

olfatoria (Pressler y Strowbridge, 2006).  

En el caso concreto de las células horizontales mGluR1a-positivas, su posición en 

la CPI, con sus dendritas extendiéndose paralelamente dentro de los límites de la 

capa, las erige como candidatas a recibir inputs glutamatérgicos por parte de los 

axones de las cM/Es, que se encuentran agrupados en esta misma capa. En este 

sentido, no sería descartable la participación de estas células horizontales en el 

Sistema de Asociación Intrabulbar descirto por Liu y Shipley (1994) al que hemos 

hecho referencia con anterioridad. Según este estudio, complementado por otros más 

recientes (Lodovichi y cols., 2003; Cummings and Belluscio, 2008; 2010), este sistema 

tiene su origen en proyecciones de cESs y cEMs (glutamatérgicas), cuyas dianas son 

dendritas de células grano, con las que contactan a nivel de la CPI, en regiones 

opuestas del mismo bulbo. Estas proyecciones, que son, además, recíprocas punto a 

punto, forman un sistema de conexiones intrabulbares muy precisas, poniendo en 
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contacto columnas bulbares isofuncionales, es decir, regiones bulbares que responden 

a los mismos odorantes, por lo que, a través de este sistema se refuerzan las 

respuestas a un determinado odorante por reclutamiento de columnas bulbares con la 

misma “afinidad” de odorante. 

A pesar de que las dianas de las cES y cEM que integran este sistema se 

describen como dendritas de cGRs en la CPI, no sería descartable que parte de las 

dianas de esta proyección fueran las dendritas de las propias células horizontales que 

aparecen en esta capa como positivas a mGluR1a. En el caso de estas células 

horizontales, como en otros casos de cPACs, sus dianas se desconocen, por lo que 

cualquier interpretación sobre su contribución a los circuitos bulbares es meramente 

especulativa. No obstante, sus ramificaciones axónicas, observadas en la CGL, se 

distribuyen fundamentalmente por la periferia glomerular, por lo que sus dianas 

naturales serían células yuxtaglomerulares, una importante parte de las cuales ejerce 

inhibición sobre las dendritas de las cM/Es. En este contexto, la activación de las 

células horizontales, por entradas glutamatérgicas procedentes de las cESs y cEMs 

integrantes del Sistema de Asociación Intrabulbar causaría la inhibición de 

determinadas poblaciones de células yuxtaglomerulares, lo que conduciría, 

indirectamente, a una desinhibición de las propias cM/Es relacionadas con glomérulos 

isofuncionales a los que dieron origen a la proyección. De este modo se produciría un 

refuerzo mutuo de la activación de glomérulos que responden a un mismo odorante. 

 

CONCLUSIÓN: La localización en la CPI y la proyección específica de su 

axón a la zona glomerular hace de las células horizontales mGluR1a-positivas 

un serio candidato a ser un elemento intermediario en el Sistema de 

Asociación Intrabulbar. 

 

CARACTERIZACIÓN NEUROQUÍMICA DE LAS NEURONAS 

POSITIVAS A mGluR1a 

Una vez conocida la distribución e identificados los elementos positivos para 

mGluR1a nos planteamos caracterizar estos tipos neuronales que comparten la 
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particularidad de expresar este receptor. La determinación de otras características 

neuroquímicas nos permitiría extraer información adicional susceptible de ser 

interpretada para conseguir datos adicionales que nos permitieran extrapolar sus 

propiedades funcionales y/u hodológicas. 

 

VGLUT2 marcador de células glutamatérgicas 

Como se ha apuntado anteriormente, la totalidad de las células mitrales y una 

importante población de células empenachadas son positivas para mGluR1a. Tanto 

células mitrales como empenachadas reciben estimulación glutamatérgica por parte 

de los axones de las NROs y su excitación conduce a la liberación de glutamato (Liu y 

cols., 1989; Berkowicz y cols., 1994). Estas poblaciones neuronales son, por tanto, 

glutamatoceptivas y glutamatérgicas. Nos planteamos, por ello, estudiar la posibilidad 

de que el resto de elementos positivos al receptor, fueran elementos glutamatérgicos. 

Con este fin utilizamos técnicas de doble inmunofluorescencia para detectar la 

presencia de mGluR1a junto con el transportador vesicular de glutamato 2 (VGLUT2). 

Los VGLUTs son complejos proteicos que transportan selectivamente L-

glutamato al interior de vesículas sinápticas en las sinapsis glutamatérgicas. Hasta el 

momento se han clonado tres subtipos diferentes (VGLUT1, VGLUT2 y VGLUT3) (Ni y 

cols., 1994; Aihara y cols., 2000; Gras y cols., 2002; Schäfer y cols., 2002; Takamori 

y cols., 2001, 2002). Debido a la ausencia de un marcador específico y fiable para 

identificar neuronas glutamatérgicas, la identificación de los VGLUTs supone, en el 

momento actual, la herramienta más fiable para este propósito, y dentro de los tres 

tipos, en concreto, el VGLUT2 (Fremeau y cols., 2002; Gras y cols., 2002; Hioki y 

cols., 2004). Aun así, esta herramienta tiene sus limitaciones, ya que su expresión se 

reduce significativamente durante el desarrollo postnatal, llegando a alcanzar niveles 

tan bajos en algunos tipos neuronales de determinadas regiones encefálicas en 

individuos adultos, que es complicado ponerlo de manifiesto mediante técnicas 

inmunohistoquímicas (Ohmomo y cols., 2009). 

En nuestro estudio el marcaje para VGLUT2 mostró una intensa señal en los 

glomérulos olfatorios, derivada del marcaje de los axones de las NRO y de las 
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dendritas de cM/Es y de células yuxtaglomerulares, alrededor de los cuales podían 

observarse los somas neuronales de éstas últimas. Bien es cierto que los somas de 

cM/Es aparecían sólo débilmente marcados. 

La combinación de doble inmunofluorescencia mGluR1a-VGLUT2 mostró 

coexpresión de ambos marcadores en las cM/Es, como era de esperar. Respecto a las 

células yuxtaglomerulares, la práctica totalidad de neuronas positivas para mGluR1a lo 

eran también para VGLUT2, aunque, en algunos casos, se observaron neuronas 

VGLUT2-positivas/mGluR1a-negativas. La expresión de VGLUT2 en la mayor parte de 

las neuronas yuxtaglomerulares mGluR1a-positivas sería, en determinados casos, 

perfectamente esperable, pero, en otros, es relativamente sorprendente. Si 

consideramos que la población de células yuxtaglomerulares positivas para mGluR1a 

está compuesta por cEEs y cPGs, la parte esperable del hallazgo sería la presencia de 

VGLUT2 en las cEEs ya que como células empenachadas, se han descrito como 

glutamatérgicas (Hayar y cols., 2004a, b). Sin embargo, resulta llamativa la 

naturaleza glutamatérgica de la subpoblación de cPGs. Estas células han sido 

clásicamente consideradas como inhibitorias, en concreto GABAérgicas (Shepherd y 

Greer, 1990). Posteriores estudios demostraron la existencia de una población 

GABAérgica (parte de la cual es, además, dopaminérgica) y otra no GABAérgica 

(Kosaka y cols., 1998; Toida y cols., 1998; Briñón y cols., 1999; Crespo y cols., 2003; 

Gutiérrez-Mecinas y cols., 2005), pero en todo caso de naturaleza inhibitoria. 

Nuestro estudio muestra la existencia de una población, si bien no muy 

numerosa, de cPGs glutamatérgicas (además de glutamatoceptivas). La existencia de 

una subpoblación excitatoria dentro de las cPGs ya ha sido sugerida por algunos 

autores (Parrish-Aungst y cols., 2007; Kiyokage y cols., 2010). Este dato 

incrementaría la diversidad de microcircuitos intra e interglomerulares a través de 

los cuales se aumentaría notablemente las variedades del patrón espacio-temporal de 

excitación que generan las señales olfatorias desde el primer momento de la 

transmisión sináptica en la vía olfatoria. 
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CONCLUSIÓN: La inmensa mayoría de de las neuronas mGluR1a-positivas 

(glutamatoceptivas) son también glutamatérgicas. De especial relevancia es 

la existencia de cPGs que, a tenor de nuestros resultados, tienen naturaleza 

glutamatérgica. 

 

Marcadores de células periglomerulares 

Por otra parte, las cPGs comprenden básicamente dos tipos de acuerdo con sus 

contactos sinápticos con los axones del nervio olfatorio (Kosaka y cols., 1998). El tipo 

I recibe, sobre sus dendritas, sinapsis por parte de los axones olfatorios, en el 

compartimento sensorial (axonal) del glomérulo. El tipo II recibe pocas o ninguna 

sinapsis directas desde el nervio olfatorio y sus dendritas se sitúan en el 

compartimento sináptico (dendrítico), fuera del compartimento sensorial. Las cPGs de 

tipo I son, además, GABAérgicas y expresan también dopamina o sintaasa del óxido 

nítrico neuronal (Crespo y cols., 2003) y un pequeño grupo son no-GABAérgicas y 

contienen colecistoquinina o somatostatina (Gutiérrez-Mecinas y cols., 2005). El tipo 

II lo componen cPGs no-GABAérgicas que forman dos grupos en función de la 

expresión de calbindina D-28k o calretinina (Toida y cols., 1998). 

Con objeto de caracterizar las cPGs positivas a mGluR1a, utilizamos técnicas de 

doble inmunofluorescencia combinando la detección de nuestro receptor con 

marcadores como tirosina hidroxilasa, calbindina D-28k y calretinina, que permiten 

identificar las poblaciones más numerosas y características de cPGs, tal como se ha 

descrito previamente (Baker y cols., 1983; Briñón y cols., 1992; Résibois y Rogers, 

1992). No fue investigada la coexpresión con GABA ya que el hecho de que 

prácticamente todas las neuronas positivas a mGluR1a fueran glutamatérgicas 

(definidas por la expresión de VGLUT2) hacía innecesaria la búsqueda de esta 

colocalización. 

Nuestros resultados demostraron la inexistencia de colocalización con ninguno 

de los tres marcadores mayoritarios de cPGs. Este resultado era esperable para el 

caso de la calbindina D-28k y la calretinina ya que éstos son marcadores de cPG de 

tipo II, que son aquellas que extienden sus dendritas en el compartimento dendrítico 
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del glomérulo (Toida y cols., 1998). Como pudimos determinar en nuestro estudio 

ultraestructural, los perfiles dendríticos positivos a mGluR1a aparecían 

principalmente asociados al compartimento axonal, es decir, a priori, serían cPGs de 

tipo I. Según este razonamiento, si las cPGs mGluR1a-positivas son de tipo I, y no son 

GABAérgicas, habría alguna posibilidad de que fueran dopaminérgicas, es decir, 

positivas para tirosina hidroxilasa ya que alguna de éstas se ha descrito como no 

GABAérgica (Kosaka y Kosaka, 2008). Sin embargo, nuestro estudio demostró la 

inexistencia de colocalización entre mGluR1a y tirosina hidroxilasa. Este dato es 

coincidente con el extraído del estudio de Ohmomo y colaboradores (2009) quienes 

apuntan que no existe coexpresión de VGLUT2 ni con GABA ni con tirosina hidroxilasa 

(recordemos que todas las mGluR1a-positivas son también VGLUT2-positivas). Sin 

embargo la inexistencia de colocalización entre mGluR1a y tirosina hidroxilasa, 

descrita en nuestro estudio, muestra cierta contradicción con el estudio de Jian y 

colaboradores (2010) quienes apuntan que, en el ratón, las cPGs dopaminérgicas 

(tirosina hidroxilasa-positivas) expresan ARNm para los mGluR del grupo I (mGluR1 y 

mGluR5). Además, estos autores demuestran que, en estas células, en presencia de 

agonistas para mGluR1, tiene lugar la clásica secuencia, activación de fosfolipasa C, 

hidrólisis de fosfoinosítidos y liberación de Ca2+ de los reservorios intracelulares 

mediada por inositol trifosfato, típica de los receptores acoplados a proteínas Gαq/11 

(Mao y cols., 2008) como es mGluR1. Esta secuencia también fue descrita en otras 

poblaciones neuronales bulbares como células mitrales y células grano, que expresan 

mGluR1 y mGluR5 respectivamente (Geiling y Schild, 1996). En el caso de las cPGs 

dopaminérgicas, se ha observado que el resultado final de la activación de los mGluR1 

es la liberación de Ca2+ desde lugares de almacenamiento intracelular a la que le sigue 

una activación de un intercambiador Na+/Ca2+ y la despolarización de la neurona (Jian 

y cols., 2010). Con respecto a nuestros resultados, es llamativa la discrepancia en lo 

que concierne a la expresión de mGluR1a en estas cPGs dopaminérgicas, ya que no 

detectamos coexpresión de ambos marcadores (mGluR1a y tirosina hidroxilasa), de 

modo que parecen estar presentes en poblaciones de cPGs no solapadas. 
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Encontramos, no obstante, varias posibles explicaciones para esta discrepancia. 

La más inmediata sería el que ésta podría ser una más de las diferencias descritas en 

la neuroquímica de las cPGs entre rata y ratón, ya que la relación entre ambos 

marcadores en la misma población de cPGs, a la que hemos hecho referencia, ha sido 

descrita en ratón (Jian y cols., 2010) mientras que nuestro estudio está realizado en 

rata. A este respecto hay datos que apoyan el hecho de que la composición 

neuroquímica de las cPGs muestra ciertas divergencias entre ratón y rata (Kosaka y 

Kosaka, 2005; Kiyokage y cols., 2010; Baltanás y cols., 2011). 

Otra posible explicación sería el hecho de que, si bien Jian y cols (2010) 

detectan la presencia de ARNm para mGluR1 a través de su amplificación mediante 

PCR, es posible que la tasa de transcripción no sea demasiado alta, por lo que la 

presencia de receptor podría ser insuficiente para ser detectada mediante 

inmunohistoquímica y, por ello, la identificación de su presencia en las neuronas 

dopaminérgicas sería dificultosa. En este sentido hay casos de infraestimación del 

número real de elementos positivos a un marcador por la razón que apuntamos. Como 

ejemplo podemos señalar el caso de la expresión de GABA en cPGs, en las que 

mientras clásicamente se consideraba que aproximadamente el 20% de ellas eran 

GABAérgicas (Kosaka y cols., 1988), posteriormente se demostró que este número era 

muy inferior al real, debido a la limitada sensibilidad de los anticuerpos frente a 

GABA y/o GAD para detectar pequeñas cantidades del antígeno (Parrish-Aungst y 

cols., 2007). Por ello, no es descartable que determinadas poblaciones de cPGs (en 

concreto las dopaminérgicas) expresen de hecho mGluR1, pero en cantidades que 

resulten por debajo de los límites de sensibilidad de la técnica inmunohistoquímica. 

Finalmente, otra posibilidad la constituye el que los mGluR1 presentes en las 

cPGs dopaminérgicas, tal como apunta el estudio de Jian y cols. (2010), se deba a 

isoformas diferentes a la mGluR1a (que nos ocupa en este estudio) pudiendo ser las 

isoformas mGluR1b, mGluR1c o mGluR1d las que se expresan en estas neuronas. En su 

estudio, estos autores no diferencian entre las distintas isoformas del receptor (Jian 

y cols., 2010). El hecho de que en nuestro estudio hayamos utilizado un anticuerpo 
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específico frente a la isoforma mGluR1a, que no presenta reactividad cruzada con las 

otras isoformas, podría suponer otra explicación a tal discrepancia. 

 

CONCLUSIÓN: La población de cPGs positivas a mGluR1a pertenece, por su 

relación sináptica con los axones del nervio olfatorio, a las cPGs de tipo I. 

Dentro de éste, constituiría un subgrupo neuroquímico diferente 

(glutamatérgico) no solapado con los dos grandes subgrupos, GABAérgico y 

dopaminérgico. 

 

Colecistoquinina y Neurocalcina: marcadores de células empenachadas 

Con el objeto de caracterizar neuroquímicamente las células empenachadas 

utilizamos la combinación, mediante doble inmunofluorescencia, del mGluR1a con 

neurocalcina o colecistoquinina. 

La neurocalcina es una proteína ligante de calcio que se ha incluido dentro del 

grupo de las proteínas sensoras de calcio, grupo definido por la recoverina, una 

proteína ligante de calcio específica de los fotorreceptores (Ikura, 1996). Aunque su 

función exacta en las neuronas se desconoce, su detección inmunohistoquímica 

constituye una valiosa herramienta para la caracterización de diversos tipos 

celulares; en el bulbo olfatorio, específicamente, una amplia población de cEEs (Briñón 

y cols., 1998). 

La colecistoquinina es un neuropéptido cuya expresión en poblaciones de 

neuronas bulbares fue descrita por vez primera por Seroogy y colaboradores (1985), 

quienes demostraron su expresión en una amplia población de células empenachadas, 

fundamentalmente cESs, cEMs y algunas cEPs, por lo que constituye un excelente 

marcador de estas poblaciones neuronales. 

La neurocalcina pone de manifiesto una numerosa población de cEEs en la CGL. La 

población demostrada por este marcador es cuantitativamente similar a las cEEs 

positiva a mGluR1a, y muestran características morfológicas similares. En nuestras 

secciones hemos podido determinar que, aproximadamente un 30% de las cEEs 

positivas a mGluR1a, coexpresaban también neurocalcina. Este dato demuestra que la 
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población de cEEs es neuroquímicamente heterogénea. De acuerdo con nuestros 

resultados se podrían diferenciar al menos tres grupos: un grupo caracterizado por la 

expresión de neurocalcina, otro grupo que expresa neurocalcina y mGluR1a y además 

es glutamatérgico (positivo a VGLUT2) y otro grupo, positivo a mGluR1a y 

glutamatérgico que no expresa neurocalcina. Estos datos significan una 

caracterización complementaria de las cEEs y romperían la cierta homogeneidad que 

se consideraba que presentaba esta población de células yuxtaglomerulares tal como 

se describió en su momento (Briñón y cols., 1998). 

Por su parte, el marcaje para colecistoquinina pone de manifiesto una gran 

población de células empenachadas, que principalmente se encuentran localizadas en el 

tercio superficial de la CPE y que corresponden a cESs y cEMs. También encontramos, 

aunque en número notablemente menor, algunas neuronas positivas a colecistoquinina 

en la región profunda de la CPE y que se corresponden con cEPs, tal como fue descrito 

previamente (Seroogy y cols., 1985). Los resultados del estudio de coexpresión de 

mGluR1a y colecistoquinina revelaron que la práctica totalidad de células 

empenachadas mGluR1a-positivas, lo eran también para la colecistoquinina. Esta 

colocalización, además, la encontramos preferentemente en las células empenachadas 

del tercio superficial de la CPE, siendo más infrecuente localizar células doblemente 

marcadas entre las cEPs. No obstante aún restaría una población relativamente 

numerosa que era colecistoquinina-positiva/mGluR1a-negativa. De este modo podemos 

definir dos poblaciones neuroquímicas dentro de las células empenachadas positivas a 

colecistoquinina en función de su coexpresión o no con mGluR1a. Aunque serían 

necesarios toda una serie de estudios complementarios, estos datos neuroquímicos 

sugieren la posible implicación de los diferentes grupos de células empenachadas en 

distintos circuitos bulbares, según el grado en que están involucrados en la 

transmisión glutamatérgica mediada por mGluR1a.  

 

CONCLUSIÓN: Entre las cEEs podemos definir tres subpoblaciones en 

función de la expresión de neurocalcina, mGluR1a, o ambos marcadores. En 

el caso de las células empenachadas de la CPE se puede definir una 
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subpoblación que expresa colecistoquinina y mGluR1a, y otra que sólo 

expresa colecistoquinina. Estos datos demuestran la existencia de 

heterogeneidad neuroquímica entre las células empenachadas no descrita 

con anterioridad. 

 

 

 

 

 
Figura 84.- Esquema-resumen de las colocalizaciones del mGluR1a con los diferentes marcadores 
utilizados en este estudio, en las neuronas yuxtaglomerulares y células empenachadas superficiales y 
medias de la capa plexiforme externa. 
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DEPRIVACIÓN OLFATORIA 

Numerosos estudios han demostrado que la expresión del fenotipo 

dopaminérgico requiere de la actividad sensorial aferente y, por tanto, de la 

liberación de glutamato por parte de los axones olfatorios. Así, uno de los efectos 

más llamativos que tiene lugar tras la deprivación sensorial es la reducción de la 

expresión de tirosina hidroxilasa, el enzima limitante de la síntesis de dopamina, en 

neuronas yuxtaglomerulares (Baker y Farbman, 1993; Cho y cols., 1996). 

Además de éste, la deprivación olfatoria unilateral neonatal provoca cambios 

llamativos en la neurohistología y en la fisiología y neuroquímica del bulbo olfatorio. 

Estos cambios incluyen un llamativo descenso en el volumen bulbar (Brunjes, 1994) 

aunque no parece debido a la pérdida de neuronas (Hamilton y cols., 2008), y una 

reducción en la expresión de proteínas ligantes de calcio (Philpot y cols., 1997b) en 

diferentes poblaciones neuronales del bulbo olfatorio. También se han descrito 

alteraciones en la expresión de receptores, tal como ocurre para los receptores 

dopaminérgicos D2 (Guthrie y cols., 1991), adrenérgicos β1 y β2 (Woo y Leon, 1995a, 

b), la subunidad GluR1 del receptor AMPA de glutamato (Hamilton y Coppola, 2003), la 

subunidad NR2B de receptores NMDA (Kim y cols., 2006) o las isoformas 1 y 2 de 

GAD65 (Hamilton y cols., 2008), entre otros. Igualmente la deprivación tiene sus 

efectos sobre sistemas centrífugos que regulan la fisiología bulbar, reflejándose 

alteraciones en los sistemas noradrenérgico, colinérgico y serotonérgico que inervan 

el bulbo desde regiones subcorticales (Briñón y cols., 2001; Gómez y cols., 2006, 

2007a, b). Estos, y otros cambios, se interpretan como modificaciones plásticas que 

constituyen una estrategia para mejorar la disposición del sistema para detectar 

cualquier estimulación aferente por poca intensidad que ésta posea. 

Respecto al inmunomarcaje para mGluR1a, hemos descrito llamativos cambios en 

los animales deprivados. Mientras que estos cambios eran muy evidentes en el bulbo 

ipsilateral a la narina ocluida, los bulbos contralaterales no mostraban ninguno de esos 

cambios y, en ellos, el marcaje era similar al que detectábamos en los bulbos de 

animales naïve. Nuestros resultados demuestran un notable incremento del 

inmunomarcaje, tanto en somas como en los procesos dendríticos de los elementos 



DISCUSIÓN -184 

 

implicados en la circuitería glomerular. El incremento del inmunomarcaje para el 

receptor en los procesos dendríticos se observa de modo evidente en las secciones de 

microscopía electrónica cuando se comparan secciones ultrafinas de glomérulos 

procedentes de bulbos deprivados frente a los controles (ver figura 64). Parte de 

este inmunomarcaje puede reflejar receptores que están siendo transportados a la 

membrana, o receptores que constituyen parte de un pool de reserva (ver más 

adelante). El incremento de la expresión haría más fácilmente inmunodetectable al 

receptor que en condiciones normales, donde podría encontrarse en cantidades por 

debajo del nivel de detección que permite la técnica inmunohistoquímica. Así, es 

probable que el incremento del número de células yuxtaglomerulares que expresan 

mGluR1a en animales deprivados, se deba a que éstas lo expresarían también en 

condiciones control aunque en menor cantidad. Por otra parte, también es posible que 

en condiciones control, el receptor expresado en algunas estirpes neuronales fuera 

dirigido al extremo distal de las dendritas, quedando prácticamente ausente del soma 

neuronal, por lo que no éstos no podrían ser puestos de manifiesto. 

La deprivación olfatoria provoca un aumento en el marcaje de los procesos 

dendríticos de células empenachadas situadas en el límite entre la CGL y la CPE lo que 

se traduce en una aparente compactación de la región superficial de la CPE. Ello hace 

que se deje de diferenciar la capa superficial de la CPE como menos densa al 

inmunomarcaje que la mitad profunda de la misma, como ocurre en condiciones control 

(Ver figuras 50, 59 y 65). Esta observación ha sido descrita por otros autores tanto 

en estudios de deprivación como de deaferenciación olfatoria para otros marcadores 

(Couper Leo y cols. 2000; Hamilton y cols., 2008). Es importante resaltar que los 

somas y las dendritas de las cESs y de las cEMs están distribuidos precisamente en 

esta región, la parte superficial de la CPE (Mori y cols. 1983; Scott, 1987), donde 

también se encuentran las dendritas apicales de diferentes subtipos de cGRs (Ennis y 

cols. 2007). Por tanto, la parte superficial y profunda de la CPE probablemente 

desarrollen funciones diferentes en la regulación de la salida de información del bulbo 

por parte de las cM/Es. Mediante registros de potenciales evocados se ha llegado a la 

conclusión de que las células empenachadas de la CPE generan una importante 
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cantidad de la actividad espontánea del bulbo (39%) (Karnup y cols. 2006), de la cual, 

las células que contribuyen en mayor medida a esta actividad son las células 

empenachadas (cESs y cEMs) que ocupan la región superficial de la CPE. En 

concordancia con lo anterior, se ha descrito que estas células son más fácilmente 

excitables tras la estimulación de los axones del nervio olfatorio que las células 

empenachadas localizadas más profundamente (Ezeh y cols. 1993), y, además, 

muestran una excitación más prolongada en respuesta a la estimulación olfatoria (Luo 

y Katz 2001) proceso en el que puede estar involucrado el mGluR1a, como se verá 

posteriormente. Así, las cESs y cEMs parecen ser, a priori, más sensibles y excitables 

a la estimulación olfatoria que las cEPs y cMs. El incremento en el inmunomarcaje 

observado en la parte superficial de la CPE podría reflejar los efectos de la reducción 

de entrada sensorial, específicamente sobre estos subtipos de células empenachadas 

más sensibles/excitables que tiene lugar tras la deprivación. En este sentido, 

consideramos, a la vista de nuestros resultados, que tiene lugar un incremento de la 

tasa de expresión de mGluR1a específicamente en estas poblaciones de células 

empenachadas que deteminaría el cambio observado en la parte superficial de la CPE 

tras la deprivación olfatoria. 

Nuestros resultados demuestran la presencia o ausencia del receptor en 

poblaciones específicas, su más alta tasa de expresión en condiciones de deprivación, 

que además va acompañada de un aumento de la forma dimérica del mismo, que 

establece, de algún modo, un mayor nivel de funcionalidad. En este sentido, mGluR1a 

presenta actividad constitutiva con respecto al tránsito de fosfoinosítidos, y se ha 

demostrado que el nivel de actividad independiente de agonista es proporcional al 

nivel de expresión del receptor (Prézeau y cols., 1996). De este modo, la mayor 

expresión del receptor en condiciones de deprivación aumentaría el nivel de actividad 

basal por él inducida, afectando así a todos los procesos en los que éste está 

implicado. 

En un modelo de deaferenciación del sistema olfatorio, por eliminación de los 

receptores olfatorios en roedores mediante la irrigación del epitelio olfatorio con 

sulfato de zinc, se produce un incremento significativo de la expresión del ARNm para 
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mGluR1a dos días tras la deaferenciación (Ferraris y cols., 1997) y posteriormente se 

detecta un incremento de la expresión del propio receptor (Casabona y cols., 1998), 

datos que concuerdan con nuestros resultados. No obstante, aunque el incremento de 

receptor se mantiene a las dos semanas (Casabona y cols., 1998), a partir de ese 

momento tiene lugar una reducción en la expresión de su ARNm (Ferraris y cols., 

1997). De hecho, en un modelo experimental similar, 20 días tras la deaferenciación 

también se produce una recuperación de marcadores como la tirosina hidroxilasa, 

cuya expresión se ve inicialmente reducida como consecuencia de la deaferenciación 

(Weruaga y cols., 2000). Este retorno a los valores normales de expresión estaría 

indicando la recuperación de la vía debido a la regeneración de los receptores 

olfatorios, lo cual no ocurre en nuestro modelo puesto que la deprivación se mantiene 

en el tiempo. Estos datos sugieren la existencia de mecanismos de plasticidad que 

permiten la modificación de la expresión de mGluR1a para compensar la reducción de 

estimulación aferente. Además, la inducción de esos cambios en su expresión se 

mantienen durante el tiempo en que perduran estas condiciones, tal como sugieren 

nuestros resultados y los de otros trabajos en otras regiones del SNC en los que se 

observa aumentada la expresión del receptor en la médula espinal durante más de 60 

días tras el seccionamiento de nervios periféricos (Mills y cols., 2001b). 

CONCLUSIÓN: La deprivación olfatoria unilateral neonatal provoca un 

incremento de la expresión de mGluR1a, a la vez que tiene lugar una 

redistribución del mismo en dominios dendríticos donde no se expresa en 

condiciones control. Estos datos apuntan a la existencia de un mecanismo 

plástico de compensación ante la ausencia de estimulación glutamatérgica 

directa dirigida a incrementar la sensibilidad a la entrada de glutamato y el 

posibilitar la activación de los procesos en los que este receptor está 

implicado. 

 

Estudios de colocalización en condiciones de deprivación 

Como hemos apuntado anteriormente, la deprivación provoca un incremento en la 

intensidad de marcaje general para el mGluR1a, así como la presencia de un mayor 
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número de células yuxtaglomerualres positivas al mismo. De acuerdo con esto, la tasa 

de coexpresión con los marcadores utilizados debiera sufrir modificaciones, siempre 

que la expresión de estos se mantuviera invariable en estas condiciones. 

Respecto a la coexpresión con VGLUT2, no observamos cambios en la tasa de 

coexpresión, de modo que la práctica totalidad de elementos mGluR1a-positivos 

también coexpresaba VGLUT2. Si asumimos que la deprivación produce un incremento 

en la detección de elementos positivos a mGluR1a, estos resultados sugerirían que la 

expresión de VGLUT2, en condiciones de deprivación, se comportaría del mismo modo 

que el receptor, aumentando su expresión en determinadas poblaciones. La expresión 

de VGLUT2 en el bulbo olfatorio es alta durante las primeras semanas de desarrollo 

postnatal en las que aún tiene lugar el proceso de generación de algunas 

subpoblaciones interneuronales y durante las cuales se está produciendo el 

establecimiento y maduración de los circuitos bulbares, procesos en los que es 

fundamental la señalización glutamatérgica y de ahí la alta expresión de VGLUT2. Una 

vez finalizados estos procesos, la expresión del transportador se reduce a niveles 

basales (Ohmomo y cols., 2009). Como consecuencia de la deprivación se produce un 

reordenamiento sináptico, especialmente patente en la CGL (Brunjes, 1994), que se 

asemejaría al proceso que acontece durante el desarrollo postnatal, lo cual conllevaría 

la regulación positiva del VGLUT2, tal como hemos observado. 

Respecto a los marcadores con los que no existía colocalización en condiciones 

control (tirosina hidroxilasa, calbindina D-28k y calretinina) se sigue manteniendo el 

mismo patrón de ausencia de coexpresión. La expresión de estos marcadores, además, 

sufre una regulación negativa (más o menos intensa) en condiciones de deprivación tal 

como fue descrito en estudios precedentes (Baker y cols., 1983; Philpot y cols., 

1997b), por lo que el resultado hallado en condiciones de deprivación entra dentro de 

lo esperable. 

La expresión de marcadores de células empenachadas (neurocalcina y 

colecistoquinina) también se ven afectados en los bulbos deprivados, sufriendo una 

reducción en los elementos positivos a los mismos, que es ligero para el caso de la 

neurocalcina, y más marcado en el caso de la colecistoquinina (observaciones 
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personales). Como hemos apuntado anteriormente, la deprivación provoca un 

incremento en el número de células yuxtaglomerulares positivas a mGluR1a, entre las 

que se encuentran las cEEs (positivas a neurocalcina), mientras que no parece variar el 

número de los tipos de células empenachadas positivas a mGluR1a que se sitúan en la 

CPE. En cualquier caso, la reducción de los elementos positivos a neurocalcina y 

colecistoquinina, junto con el aumento total de expresión de mGluR1a, hace que la tasa 

de coexpresión de estos marcadores baje en términos relativos, de modo que 

encontramos más elementos mGluR1a-positivos que no coexpresan estos marcadores. 

Sin embargo, llamativamente, la tasa de coexpresión se mantiene más o menos 

invariable en términos absolutos. Dicho de otro modo, la reducción de neuronas que 

expresan neurocalcina o colecistoquinina, afecta sólo al grupo de neuronas que no 

coexpresan mGluR1a. Con los datos derivados de nuestro estudio la explicación a este 

fenómeno se hace complicada y sólo puede ser especulativa. En este sentido, no sería 

descartable que el incremento de expresión de la forma dimérica (activa) del 

receptor, como hemos demostrado en nuestro trabajo, incremente los niveles de 

actividad constitutiva del receptor como demostraron Prézeau y colaboradores 

(1996). Dado que la reducción de la expresión de diferentes marcadores (tanto 

neurotransmisores como proteínas ligantes de calcio) vienen determinadas por la 

reducción de la actividad (Baker y cols., 1983; Baker y Farbman, 1993; Cho y cols., 

1996; Philpot y cols., 1997b), es posible que la dinámica inducida por la actividad 

constitutiva del propio receptor sea capaz de mantener la expresión de estos 

marcadores en niveles cercanos a las condiciones control. 

CONCLUSIÓN: Los marcadores utilizados para conseguir la 

caracterización neuroquímica de las poblaciones positivas a mGluR1a 

también se ven afectados por el proceso de deprivación, aunque de 

diferente modo. La expresión de VGLUT2 muestra un cierto paralelismo con 

la de mGluR1a, apareciendo en todas las neuronas que expresan el receptor. 

Por su parte, el número de neuronas positivas a neurocalcina y 

colecistoquinina ven reducido su número pero, llamativamente, la tasa de 

colocalización con mGluR1a se mantiene en términos absolutos, 
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produciéndose la reducción de la expresión en las poblaciones que no 

coexpresan el receptor. Consideramos, por tanto, que la presencia del 

receptor induce un cierto nivel de actividad neuronal que permite el 

mantenimiento de la expresión de estos marcadores. 
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DEL ESTUDIO PROTEICO 

 

CONSIDERACIONES TÉCNICAS EN EL ESTUDIO PROTEÓMICO: 

De la terminología: Es habitual, en la literatura, utilizar los términos 

desnaturalizantes y reductor de manera indistinta, como una misma condición, y del 

mismo modo cuando se habla de nativo y no-reductor. Debemos aclarar que, en 

sentido estricto, desnaturalizante y reductor no son realmente términos 

equivalentes, ni tampoco lo son los términos nativo y no-reductor. Las condiciones 

desnaturalizante o nativa hacen referencia al plegamiento de la estructura proteica, a 

su conformación, mientras que el entorno reductor o no-reductor implica básicamente 

a la estabilidad o no de las interacciones covalentes por puentes disulfuro. De manera 

que se pueden establecer cuatro situaciones diferentes por la combinación de estos 

términos: desnaturalizante/reductor, desnaturalizante/no-reductor, nativo/reductor 

y nativo/no-reductor. No obstante, hemos comprobado la aceptación generalizada, en 

los trabajos científicos, del uso indistinto de los términos desnaturalizante/reductor, 

y nativo/no-reductor, reduciendo la terminología SDS-PAGE/Westernblotting a estas 

dos modalidades. 

De forma similar, en nuestro estudio consideramos condición nativa a la situación 

experimental más favorable para la conformación proteica original, debido al uso de 

un detergente no agresivo en la solubilización, a la ausencia de pasos de ebullición y a 

la eliminación del agente reductor en la preparación de la muestra, previa a la carrera 

electroforética. Pero no hay que olvidar que, en realidad, esta carrera se ha llevado a 

cabo en presencia de SDS, al igual que en condiciones desnaturalizantes/reductoras, 

que no supone un entorno nativo en sentido estricto, por lo que no debemos descartar 

que las proteínas hayan migrado, al menos parcialmente, desplegadas. En caso 

contrario, la ausencia de SDS en la carrera electroforética nos hubiera obligado a 

modificar la composición de los tampones así como las condiciones eléctricas de la 

carrera, de manera que no respetaríamos la homogeneidad experimental con el 

análisis en condiciones desnaturalizantes/reductoras. Esto hubiera supuesto un 
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aumento de variables experimentales que complicaría la comparación de los resultados 

obtenidos en condiciones nativas con los obtenidos en condiciones desnaturalizantes, 

dificultando la inferencia de conclusiones. Sin embargo, en nuestro estudio hemos 

respetado el procedimiento electroforético, sin modificar las condiciones de carrera 

en ambos ensayos, de manera que los patrones obtenidos puedan ser comparables en 

las diferentes situaciones. 

Del análisis comparativo: Hay que tener en cuenta que en nuestro estudio 

realizamos lo que en términos financieros llamaríamos un análisis de datos cruzados, 

es decir, un análisis proteico en vertical de dos sistemas, comparando la expresión del 

receptor en bulbo control vs bulbo deprivado, un análisis horizontal, comparando las 

condiciones desnaturalizante/reductora y nativa/no-reductora y, en paralelo, un 

análisis cruzado de ambas condiciones en cada uno de los dos sistemas. Cuando se 

realizan estudios de comparaciones simultáneas se debe minimizar la cantidad de 

variables a estudiar para evitar un análisis complejo que pueda dar lugar a falsos 

positivos o negativos. Para evitar esta complejidad realizamos el estudio comparativo 

variando sólo aquel o aquellos factores de interés, en este caso el detergente y el 

agente reductor, de manera que el resto del entorno experimental se vea modificado 

en el menor grado posible. Esto no sólo nos permitirá cotejar los resultados en las dos 

condiciones de análisis sino también la comparación de nuestros resultados con los de 

otros estudios. 

De la unificación de la técnica: Ha sido difícil encontrar en la literatura un 

criterio unificado o un protocolo general estandarizado para el desarrollo del estudio 

proteico. Existen casi tantos protocolos como especies proteicas, cada uno adaptado 

al entorno y naturaleza de la proteína, y al objetivo del estudio. Además, esta falta de 

consenso se complica más porque el procedimiento completo implica el paso por 

muchas etapas diferentes y cada una con muchos parámetros susceptibles de 

variación. A esto hay que añadir que, en la mayoría de las ocasiones, los protocolos no 

aparecen descritos de forma detallada. 

Parece ser que esta dificultad se ha ido arrastrando durante años en la 

comunidad científico-proteómica, y a ello hacen alusión Jones y Gibson (2007), entre 
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otros, como una “falta de datos estándares aceptados por la comunidad, de 

herramientas para facilitar el intercambio de datos y de un control del vocabulario, 

para asegurar una terminología uniforme que permita describir la metodología 

experimental”.  

Intentando prevenir estas dificultades, tomamos como referencia los protocolos 

descritos por Marzoa y colaboradores (2009) en los cuales adaptan las técnicas 

electroforéticas y de transferencia habituales a los procedimientos de solubilización 

más adecuados para el estudio de complejos proteicos de membrana, y que, además, 

podemos ajustar fácilmente tanto a las condiciones desnaturalizantes como a las 

nativas sin alterar drásticamente la metodología experimental. Así conseguimos dar 

un formato uniforme que podemos aplicar para que el entorno experimental sea 

homogéneo en ambas condiciones, y en el que sólo modificamos las variables que más 

pueden afectar a la obtención de formas diméricas de la proteína, el detergente y el 

agente reductor. De esta manera podemos comparar ambas condiciones sin adulterar 

los resultados, aun siendo conscientes de que probablemente sacrificamos algunos 

aspectos como el rendimiento, la eficacia y la resolución de otros protocolos, pero que 

no pueden ser adaptados a ambas condiciones. 

De la elección de los detergentes: Para el análisis en condiciones 

desnaturalizantes decidimos utilizar como detergente, en la fase de solubilización, 

Triton X-100 tal como aconseja el protocolo de Marzoa y colaboradores (2009). Es el 

detergente más comúnmente usado en la mayoría de los protocolos para la 

solubilización de proteínas integrales de membrana (Okamoto y cols., 2001). 

El Triton X-100 se considera un detergente suave (Kashino, 2003) que no 

desorganiza drásticamente los complejos proteicos de membrana y que respeta la 

estructura de estos complejos proteicos y la organización de la membrana, a 

diferencia del SDS, porque rompe preferentemente las interacciones lípido-lípido o 

lípido-proteína antes que las interacciones proteína-proteína. Así la membrana se va 

fragmentando de una forma más organizada y menos agresiva. Por ello, el Triton X-

100 es uno de los detergentes más apropiados para la solubilización de complejos 
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proteicos integrales de membrana (Okamoto y cols., 2001; Kashino, 2003; Marzoa y 

cols., 2009). 

Aparte del Triton X-100, existen otros detergentes considerados 

desnaturalizantes suaves y cuyo uso también es recomendable para la solubilización 

de proteínas de membrana, como el n-dodecil-β-D-maltósido (DDM) o la digitonina 

(Kashino, 2003; Speers y Wu, 2007). Pero, a diferencia de los anteriores, y según 

estudios previos, el Triton X-100 respeta más los estados de asociación proteica a 

modo de complejos oligoméricos que otros detergentes de su clase, en cuya presencia 

estos complejos proteicos se desestabilizan en subcomplejos o en subunidades 

monoméricas (Sánchez y cols., 2009; Marzoa y cols., 2010). Estudios previos sobre la 

caracterización bioquímica y farmacológica del receptor ionotrópico de glutamato 

AMPA, que son complejos multiméricos en su estado nativo, demuestran, no sólo que 

estos complejos permanecen intactos tras solubilización con Triton X-100 (Wenthold 

y cols., 1992), sino que, además, esta solubilización mantiene la conformación de los 

sitios de unión al ligando de forma similar a como aparecen cuando están anclados en 

la membrana (Hunter y cols. 1990). Por ello hemos considerado que, de entre los 

diferentes detergentes apropiados para el estudio de proteínas de membrana, el 

Triton X-100 es el que más respeta la conformación nativa de los complejos proteicos 

y, por tanto, es el que nos proporcionaría la mejor extracción de dímeros-mGluR1a 

nativos y estables. 

La tercera razón para la elección del Triton X-100 está relacionada con la 

localización del mGluR1a en la membrana, en relación con las zonas de densidad 

postsináptica, y en principio puede parecernos contradictoria, pero analicemos el por 

qué. El célebre modelo de “mosaico fluido” de la membrana plasmática (Singer y 

Nicolson, 1972) describe la organización y el movimiento de lípidos y proteínas. A esto 

hay que añadir el que algunos dominios de la membrana, conocidos como lipids rafts 

(Karnovsky y cols, 1982) presentan una fluidez diferente a la del resto de la 

membrana. Estos lipids rafts son abundantes en las zonas de densidad postsináptica y 

se consideran fundamentales para el funcionamiento de la misma (Bruses y cols., 

2001; Suzuki, 2002), donde se aprovecha diferente grado de fluidez como un 
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mecanismo para “secuestrar” receptores, además de otras proteínas necesarias en la 

zona activa de la sinapsis (Mayor y Rao, 2004). De hecho, el movimiento de los 

receptores y la regulación de su número en la sinapsis está controlado por la actividad 

neuronal, y es uno de los principales mecanismos en los fenómenos de plasticidad 

neural (Choquet y Triller, 2003). Pues bien, estos lipids rafts son conocidos también 

como TIFF (Triton x-100 insoluble floating fraction), porque son dominios resistentes 

al Triton X-100 a 4º C (Hooper y cols., 1988; Brown y Rose, 1992; Smart y cols., 1995; 

London y Brown, 2000; Zheng y Foster, 2009). ¿Cómo podemos extraer la proteína de 

un dominio que es insoluble? En principio puede parecer algo contradictorio conciliar 

la insolubilidad de estos dominios con el hecho de que el Triton X-100 se considere 

uno de los detergentes más adecuados para la extracción de proteínas integrales de 

membrana. En realidad, esta insolubilidad al Triton X-100 se produce a una 

temperatura de 4ºC, característica que se aprovecha para aplicarlo a la separación de 

diferentes dominios membranales en función de su densidad en gradientes de 

sacarosa. Por ello, para evitar problemas de resistencia al detergente, en la 

extracción de proteínas se recomienda realizar la solubilización de la muestra a 

temperatura ambiente, siempre a una temperatura superior a 8ºC (Ahmed y cols., 

1997; London y Brown, 2000; Okamoto y cols., 2001; Carboni y cols., 2002; Dmitriev y 

cols., 2005), en vez hacerlo en frío, como se hace habitualmente para prevenir la 

degradación proteica. Además, aunque esta insolubilidad no fuera dependiente de 

temperatura, no significaría un gran problema para nuestro estudio, ya que esta 

insolubilidad se atribuye al contenido en glicoesfingolípidos (Schroeder y cols., 1994) 

y, de hecho, diferentes estudios de solubilización de proteínas dentro de estos 

dominios, indican que las proteínas resistentes a la extracción con Triton X-100 son 

las que se encuentran ancladas a la membrana mediante residuos 

glicosilfosfatidilinositol y, específicamente, algunos componentes de las llamadas 

caveolas, que establecen interacciones directas con el colesterol y con los 

glicoesfingolípidos, lo cual no es el caso del receptor de nuestro estudio que es una 

proteína integral (Rothberg y cols., 1992; Brown y Rose., 1992; Lisanti y cols., 1993; 

Okamoto y cols., 2001). En cuanto a las proteínas integrales de membrana, no sólo no 
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tenemos referencias de que sean resistentes al detergente, sino que, además, y como 

ya hemos comentado, este detergente ha sido calificado como uno de los más 

apropiados para la solubilización de estas proteínas (Ohlendieck, 1996; Okamoto y 

cols., 2001; Marzoa y cols., 2009; Kashino, 2003; Speers y Wu, 2007). 

Con todo ello nos aseguramos que la solubilización con Triton X-100 no sólo nos 

proporciona la extracción de nuestro receptor transmembranal, sino que, además, la 

desnaturalización de la membrana será suave y secuencial al eliminar los componentes 

lipídicos que rodean a la proteína de interés, mientras que la solubilización con SDS es 

más agresiva, menos secuencial y puede arrastrar mayor proporción de proteínas de 

membrana disociadas al azar al fragmentar la membrana de una forma más 

indiscriminada. 

De la degradación proteica post-extracción: muchos son los protocolos que 

recomiendan la adicción de inhibidores de proteasas para prevenir la degradación 

proteica durante la solubilización. No obstante, según indican otros estudios, no se 

detectan diferencias evidentes entre las muestras tratadas con y sin inhibidores de 

proteasas, demostrando que se puede obtener una buena recuperación de proteínas 

sin degradación en ausencia de estos inhibidores (Carboni y cols., 2002). 

Otra acción preventiva de la degradación proteica, y bastante habitual en los 

protocolos de estudios desnaturalizantes, es llevar a ebullición la muestra antes de 

cargarla en el gel. Este paso no sólo se realiza para prevenir la degradación, sino que, 

además, contribuye a una mayor desnaturalización ya que la mayoría de los 

detergentes aumentan su solubilidad a altas temperaturas. Vayamos por partes. Por 

un lado, en el análisis nativo/no-reductor pretendemos que el receptor de nuestro 

estudio se mantenga en un estado conformacional lo más parecido posible al que se 

encuentra en condiciones nativas, cuando está integrado en la membrana. Por ello en 

los estudios nativos o no-desnaturalizantes se recomienda evitar hervir la muestra 

antes de cargarla (Romano y cols., 1996a, b; Copani y cols., 2000; Romano y cols., 

2001). Por otro lado, como hemos visto anteriormente, las bajas temperaturas 

afectan a la solubilización con Triton X-100, pero veamos ahora como las altas 

temperaturas también influyen en su solubilidad. El aumento de temperatura induce la 
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asociación de las micelas que forma el detergente, hasta un punto en el que ya no se 

pueden mantener en disolución, provocando la llamada “turbidez” de la solución. La 

temperatura a la que se produce este fenómeno se conoce como “punto de nube”, y su 

valor depende del número de grupos polioxietileno del detergente no-iónico. En el 

caso del Triton X-100 esta temperatura es de 64º C, y temperaturas superiores 

producen la insolubilidad del Triton X-100 (Neugebauer, 1990). Por ello decidimos 

evitar la ebullición para el procedimiento en condiciones nativas y, a la vez, decidimos 

no realizarlo tampoco en el procedimiento desnaturalizante para minimizar, como ya 

hemos comentado, la diversificación de variables a comparar. Pero, ¿estamos 

sacrificando con esto el procedimiento en condiciones desnaturalizantes?  

En el caso de las condiciones desnaturalizantes no tenemos evidencias de que la 

ebullición de la muestra mejorara de forma decisiva la extracción proteica, ya que se 

ha demostrado en diferentes ensayos de electroforesis/Westerblotting que la 

eliminación de este paso de ebullición apenas modifica los resultados en comparación 

con los obtenidos tras hervir la muestra, sugiriendo que la ebullición no afecta ni a la 

eficacia y ni al rendimiento de la técnica (Dmitriev y cols., 2005). 

La última razón por la que hemos decidido no hervir la muestra antes de cargarla 

en el gel está relacionada con el alto peso molecular del receptor en el que hemos 

centrado nuestro estudio. Está demostrado que la ebullición induce la agregación de 

proteínas de alto peso molecular, dificultando la entrada eficiente de la proteína en el 

gel (Romano y cols., 1996a, b; Copani y cols., 2000; Al-Tubuly, 2000; Romano y cols., 

2001; Okamoto y cols., 2001). Por esto, la mayoría de los protocolos adaptados a la 

detección de proteínas de alto peso molecular recomiendan no hervir la muestra, 

sobre todo en el estudio de proteínas de membrana multipaso, como es nuestro caso, 

ya que el mGluR1a es un receptor 7-hélices transmembrana. En estos casos, si se 

desea aumentar la temperatura con el fin de aumentar la solubilidad del detergente, 

sólo es aconsejable calentarla a temperaturas que no sobrepasen los 90ºC, ya que por 

debajo de esta temperatura desciende la posibilidad de agregación proteica. En 

nuestro estudio hemos minimizado la posible agregación calentando las muestras a 

37ºC durante 15 min tanto en condiciones desnaturalizantes como nativas. 
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Una vez comentadas las consideraciones técnico-metodológicas, queremos hacer 

hincapié en que hemos adaptado el protocolo para dar la mayor uniformidad posible en 

ambas condiciones experimentales, desnaturalizante y nativo, descartando que las 

variaciones de uno a otro sean debidas a algo que no sea el detergente o el agente 

reductor, excluyendo, evidentemente, las modificaciones inducidas por la deprivación 

olfatoria. 

 

CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DEL mGluR1a  

De la detección de la conformación monomérica en condiciones nativas: Como 

era de esperar, en condiciones desnaturalizantes hemos detectado una alta expresión 

de la conformación monomérica del mGluR1a, pero esto no era tan esperable en 

condiciones nativas, ya que algunos autores describen la única y exclusiva presencia 

de bandas correspondientes a los dímeros del mGluR1a en ausencia de agentes 

reductores, descartando completamente la aparición de monómeros en estas 

condiciones (Romano y cols., 1996a, b). Por el contrario, nuestros resultados 

demuestran, al igual que en los estudios realizados por Ray y Hauschild (2000), que en 

ausencia de agente reductor, no todo el receptor se desplaza hacia la conformación 

dimérica, sino que una parte sigue apareciendo como mGluR1a-monómero. 

Frente a esta controversia podemos argumentar que la ausencia de agente 

reductor puede implicar la no disociación de los complejos diméricos, pero no tiene 

por qué implicar lo contrario, es decir, que los monómeros tengan que asociarse para 

formar dímeros.  

¿Por qué parece probable, de antemano, detectar monómeros-mGluR1a? El 

mGluR1a se sintetiza en la célula como monómero en el retículo endoplasmático 

(Robbins y cols., 1999; Selkirk y cols., 2002), y no habría razón, a priori, para suponer 

que éstos no están contenidos previamente en el extracto celular. Por ello 

interpretamos que la fracción monomérica del mGluR1a que detectamos en 

condiciones nativas representa el pool de mGluR1a que está siendo sintetizado, 

anclado a la membrana del retículo endoplasmático. Además, probablemente estos 

monómeros se encuentran como especies no-totalmente procesadas, en una fase 
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inicial de maduración proteica en la que todavía no han tenido lugar modificaciones 

postraduccionales, ni mucho menos, procesos de dimerización (Robbins y cols., 1999; 

Selkirk y cols., 2002; Ray y Hauschild, 2000). 

CONCLUSIÓN: existe una fracción monomérica del mGluR1a que se 

mantiene en ausencia de agentes reductores y, por lo tanto, preexisten en la 

célula como tales monómeros. 

 

La conformación monomérica del receptor es inactiva, no se expresa en la 

superficie celular, sino que está anclada al retículo endoplasmático formando un pool 

intracelular (Romano y cols., 1996a, Ray y Hauschild, 1998, 2000; Copani y cols., 2000; 

Remelli y cols., 2008), y según nuestros resultados esta fracción del mGluR1a es la 

que menos se modifica en ausencia de estimulación olfatoria en comparación con el 

resto de las fracciones, sólo aumenta un 1.28% (de un total del 10.05%). Por todo ello 

interpretamos que se trata de un pool mantenido en un cierto equilibrio, 

independientemente de las condiciones, a modo de reservorio a la espera de 

completar su procesamiento y dimerización cuando lo requiera la actividad neuronal. 

CONCLUSIÓN: existe una fracción de monómeros-mGluR1a en la célula que 

corresponde a los monómeros recién sintetizados en la membrana del 

retículo endoplasmático y que, probablemente, constituyan un pool de 

reserva. 

 

De la detección de la conformación dimérica en condiciones 

desnaturalizantes: De forma análoga al razonamiento que hemos seguido para la 

forma monomérica, en condiciones nativas hemos detectado, como era de esperar, la 

presencia de dímeros–mGluR1a que, además, representan la banda predominante. Sin 

embargo también aparece esta banda en condiciones desnaturalizantes, a la cual nos 

hemos referido en la sección de Resultados como “fracción dímero-BME resistente”. 

Según se ha descrito, la dimerización del mGluR1a depende de un único puente 

disulfuro intermolecular que se forma entre los residuos de Cys-140 del extremo 

amino-terminal en el dominio extracelular de ambos monómeros (Romano y cols., 
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1996a; Ray y Hauschild, 2000; Jingami y cols., 2003). Pero no es el único puente 

disulfuro que se establece en el receptor. La estructura del mGluR1a contiene un 

total de 21 residuos de cisteína (Tanabe y cols., 1992; Romano y cols., 1996a), de los 

cuales, sólo 9 residuos se encuentran formando puentes disulfuro. La Cys-140 

establece un puente disulfuro intermolecular en el dímero, pero los otros 8 residuos 

de cisteína se encuentran formando puentes disulfuro: Cys67-Cys109, Cys289-

Cys291, Cys378-Cys394, y Cys432-Cys439 (base de datos UniProt). Estos puentes 

disulfuro también son susceptibles de ser reducidos por el β-mercaptoetanol, aunque 

su pérdida no afecte a la disociación del dímero. 

¿No es suficiente la cantidad de β-mercaptoretanol utilizada en nuestro estudio 

como para romper todos los puentes disulfuro del mGluR1a que hay en la muestra? No 

parece probable si tenemos en cuenta que hemos utilizado un 5% de β-

mercaptoetanol, que es la concentración de agente reductor más habitual y 

recomendada en la mayoría de protocolos y, evidentemente, damos por hecho que esta 

concentración recomendada es la concentración máxima efectiva para un estudio en 

condiciones reductoras. Por otro lado, algunas evidencias sugieren que 

concentraciones de entre 1-10 mM de DTT (que son equivalentes a 0.25%-2.5% de β-

mercaptoetanol) son suficientes para inducir la completa separación de los dímeros 

mGluR1 en sus monómeros (Romano y cols., 1996a; Copani y cols, 2000). Sin embargo, 

coincidiendo con nuestros resultados, otros estudios describen la presencia de 

bandas correspondientes a los dímeros del receptor, lo que indica que no se alcanza la 

disociación total de los dímeros, ni siquiera en presencia de cantidades de agente 

reductor incluso superiores a las anteriormente apuntadas (Tsuji y cols, 2000; Ray y 

Hauschild, 2000; Romano y cols., 2001). Estos estudios confirman que la formación del 

puente disulfuro es necesaria para la dimerización, pero descartan que éste sea 

suficiente para mantener y estabilizar los dímeros. A pesar de que la Cys-140 es un 

residuo crítico en la dimerización se ha sugerido que también intervienen otros tipos 

de interacciones (Tsuji y cols, 2000; Ray y Hauschild, 2000; Romano y cols., 2001). De 

hecho, la transfección en células HEK de un receptor mGluR1a mutante en su residuo 

Cys-140, permite la formación de dímeros (Ray y Hauschild, 2000). También hay 
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evidencias de que otras mutaciones que provocan la pérdida conformacional del 

puente disulfuro, retienen la capacidad de formar receptores dímeros por uniones no-

covalentes (Tsuji y cols., 2000). Aunque los diferentes estudios coinciden en que el 

sitio de interacción no-covalente está localizado, probablemente, también en el 

dominio extracelular, todavía no se han identificado los residuos responsables de esta 

interacción (Robbins y cols, 1999; Ray y Hauschild, 2000; Romano y cols., 2001). Hasta 

la fecha sólo se ha sugerido que estas interacciones no-covalentes implicadas en la 

interfase dimérica pueden ser de carácter electrostático y/o hidrofóbico, y que, 

probablemente, son resistentes al SDS (Armstrong y cols., 1998; Tsuji y cols, 2000; 

Romano y cols., 2001). 

A diferencia de los estudios de Romano y cols. (1996a, b), nuestro análisis, y 

otros anteriormente mencionados, no muestran una exclusividad de bandas, ni 

exclusivamente aparecen monómeros en presencia de agente reductor, ni 

exclusivamente dímeros en ausencia de este. Con esto, nuestros resultados también 

apoyan la idea de la intervención de otras interacciones adicionales a los puentes 

disulfuro en la dimerización del mGluR1a. Además, y coincidiendo con los estudios de 

Ray y Hauschild (2000), no sólo en presencia de agente reductor aparece una banda 

de dímero, aparte de la banda mayoritaria de monómero, sino que, además, en 

ausencia del mismo, aparte de la banda dimérica, aparece una pequeña banda de 

monómeros. Además en este estudio, Ray y Hauschild (2000) hacen referencia a la 

fracción de mGluR1a-dímero que detectan en presencia de agente reductor como 

“receptor SDS-resistente”, mientras que nosotros hemos decidido denominarla 

fracción “dímeros-BME resistentes”. Nuestros resultados, en cuanto a la presencia de 

estos dímeros, están también apoyados por otros estudios sobre oligomerización de 

diferentes receptores acoplados a proteína G, que concluyen que la disociación del 

dímero, al tratar con agentes reductores, no se detecta por igual para todos los tipos 

de receptores, ni se consigue siempre disociar completamente el dímero, incluso en 

los casos en que el receptor es sensible al tratamiento (Lee y cols., 2000). Además, 

también se ha sugerido que la sensibilidad de algunos complejos proteicos al agente 

reductor depende de la accesibilidad de los puentes disulfuro intermoleculares 
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(Copani y cols., 2000). No obstante, no podemos afirmar que la resistencia sea al 

SDS, al BME o a ambos, por lo que serían necesarias más pruebas para confirmar si la 

sensibilidad es al detergente o al agente reductor. Pero sea como fuere, lo que sí 

podemos confirmar, a la vista de nuestros resultados, es que la conformación dimérica 

del mGluR1a no depende exclusivamente de los puentes disulfuro. 

CONCLUSIÓN: Es posible detectar dimeros-mGluR1a en presencia de 

agentes reductores y, por tanto, la conformación dimérica del mGluR1a no 

depende exclusivamente de los puentes disulfuro intermoleculares. 

 

La mayoría de los autores coinciden al señalar que la funcionalidad del mGluR1a 

se atribuye a su conformación dimérica y a su localización en la membrana plasmática 

(Romano y cols., 1996a, Ray y Hauschild, 1998, 2000; Copani y cols., 2000; Remelli y 

cols., 2008). También sugieren que el receptor activo debe estar totalmente 

procesado y glicosilado, aunque, en este sentido, hemos encontrado discrepancias con 

algunos estudios que muestran evidencias de que la dimerización del receptor no 

requiere una glicosilación previa (Robbins y cols., 1999). Es más, la pérdida de la 

glicosilación por exposición a tunicamicina, un inhibidor de la N-glicosilación, no sólo 

no afecta a la dimerización, sino que, además, no interfiere en el tráfico del receptor, 

ni a la expresión del mGluR1a en la superficie celular, ni tampoco afecta a la 

activación de la fosolipasa C (Mody y cols., 1999). 

En todo caso, en lo que sí coinciden la mayoría de los estudios, es que la 

dimerización sí es necesaria para la activación del receptor, ya sea una dimerización 

mediada por puentes disulfuro o por interacciones no-covalentes (Romano y cols., 

1996a, Ray y Hauschild, 1998, 2000; Copani y cols., 2000; Romano y cols., 2001; 

Remelli y cols., 2008). De esta manera, podemos confirmar, según nuestros 

resultados, que la banda de 260 kDa que detectamos, corresponde a la forma activa 

del receptor. Incluso hemos considerado, teniendo en cuenta algunos análisis previos, 

que, además, esta proteína se corresponde con la forma totalmente procesada, 

glicosilada, que migra a la banda de los 260-270 kDa (Ray y Hauschild, 2000; Chan y 

cols., 2001). Pero ¿no sería más lógico detectarla en una banda de mayor peso 
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molecular? Basándonos en evidencias previas, la variación de peso molecular 

detectada entre la forma glicosilada y la no-glicosilada del mGluR1a es de 

aproximadamente 10 kDa (Romano y cols., 1996a) y, teniendo en cuenta que la 

conformación oligomérica de una proteína suele migrar a un peso molecular 

ligeramente inferior al que corresponde a la suma de las subunidades, y que el radio 

de Stokes comprime el volumen estructural de la molécula, disminuyendo 

aparentemente la masa molecular, entonces podemos asumir que los dímeros que 

hemos detectado corresponden al mGluR1a totalmente procesado, dimerizado y 

funcional. 

Como ya hemos apuntado, una vez sintetizados los monómeros-mGluR1a, 

dimerizan en el mismo retículo endoplasmático antes de ser transportados a la 

superficie celular (Robbins y cols., 1999; Selkirk y cols., 2002; Nakamura y cols., 

2004) de manera que no podemos descartar que, al menos una parte de esta fracción 

dimérica se encuentre aún anclada a la membrana del retículo a la espera de ser 

transportados a la superficie celular. No obstante, estos dímeros también se 

considerar parte de la población activa del receptor, en cuanto a que van a ser 

inmediatamente puestos en circulación. De no ser así no estarían aún dimerizados y 

totalmente procesados, y se mantendrían como parte del pool monomérico intracelular 

en stand-by. 

CONCLUSIÓN: los dímeros-mGluR1a totalmente procesados, que están en la 

en la superficie celular, o que van a ser transportados a ésta de forma 

inmediata, migran a la banda de los 260-270 kDa. 

 

De la identidad de las especies proteicas que migran a las bandas de los 

150 y 160 kDa: En nuestro estudio además de las bandas correspondientes a las 

especies monomérica y dimérica del mGluR1a detectamos una fracción de producto 

inmunopositivo que se detiene formando un par de bandas justo por encima de la 

banda del monómero. Antes de pasar a analizar la posible identidad de estas especies 

proteicas, descartamos de antemano que sea consecuencia del reconocimiento de 

otros mGluRs, ya que, como se ha apuntado en el apartado Material y Métodos, el 
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anticuerpo utilizado reconoce un epítopo localizado en el extremo carboxilo, 

específico de la isoforma 1a y no presenta reactividad cruzada con ninguna otra 

isoforma del receptor, ni con otros mGluRs. 

La aparición de estas bandas en pesos moleculares ligeramente superiores al que 

corresponde al mGluR1a en conformación monomérica nos lleva a considerar dos 

posibilidades. Por un lado podría ser consecuencia de una movilidad electroforética 

reducida de la especie proteica y, por otro lado, puede deberse a la comigración de 

varias especies, completas o truncadas que se agregan y migran unidas. 

Estudios de determinados complejos proteicos de membrana (de Neisseria 

meningitidis) han atribuido la aparición de bandas con un peso molecular de la proteína 

ligeramente superior al esperado a una menor movilidad electroforética debida a dos 

posibles causas, la no-ruptura de puentes disulfuro intramoleculares y/o a la 

relajación estructural inducida por temperatura. En ambos casos conduce a una menor 

movilidad a las moléculas y, como consecuencia, un peso molecular aparentemente 

mayor (Molinari y Helenius, 2002, Sánchez y cols., 2005). 

En nuestro caso es difícil explicar la aparición de estas bandas por no-ruptura 

de puentes disulfuro intramoleculares, ya que, como hemos hecho referencia 

anteriormente, la susceptibilidad frente al agente reductor depende de la naturaleza 

del receptor y de la accesibilidad de los puentes disulfuro, y en nuestro caso ambos 

parámetros son iguales para toda la muestra. Entonces ¿podrían aparecer estas 

bandas como consecuencia de la temperatura? La carrera electroforética se debe 

realizar durante todo su proceso a una temperatura constante, evitando que los 

tampones circulantes se caliente por la propia conducción eléctrica. Para evitar el 

calentamiento es recomendable realizar la carrera “en frío” y para ello la práctica 

más frecuente es colocar la cubeta de electroforesis sobre hielo. Consideramos que 

esta práctica no es la más adecuada ya que a medida que transcurre la carrera, la 

temperatura va aumentando y las proteínas de menor migración son más susceptibles 

a sufrir procesos de relajación, deteniéndose a un peso molecular aparente superior 

al que les correspondería. Para evitar diferencia de movilidad migratoria producidos 

por cambios de temperatura hemos realizado, tanto la carrera electroforética, como 
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la transferencia proteica, en cámara fría, a una temperatura constante. No obstante, 

si en nuestro caso la temperatura hubiera afectado a la movilidad electroforética 

dando lugar a la aparición de las bandas de 150 y 160 kDa, también tendríamos que 

haber visto el mismo efecto y, además, en mayor medida, en la banda de 260 kDa que 

es la de menor migración. 

Descartada la posibilidad de bandas artefactuales dependientes de la movilidad 

electroforética, analicemos la posible comigración de especies proteicas, ya 

mencionada en la sección Resultados como la opción más plausible. En cuanto a la 

posible participación de otras moléculas que justifiquen la aparición de estas bandas, 

podemos proponer varias opciones: agregados de formas truncadas, modificaciones 

postraduccionales y unión de otros ligandos al propio receptor. 

Algunos estudios proteómicos (Dmitriev y cols., 2005) explican la aparición de 

este tipo de bandas como resultado de procesos de agregación entre formas 

truncadas de la proteína. En nuestro estudio, como ya se ha comentado 

anteriormente, hemos minimizado la probabilidad de agregación y además ésta es 

equiparable en ambas condiciones. En esta igualdad de condiciones en cuanto a la 

posibilidad de formación de agregados, ¿qué posibilidades hay de aparición de 

especies proteicas truncadas? A priori no podemos descartar la aparición de formas 

truncadas del receptor durante los procesos de homogenización y solubilización, pero, 

de ser así, es menos probable que aparezcan formas truncadas en condiciones nativas, 

donde el detergente tiene preferencia por las uniones lípido-lípido y lípido-proteína y 

permite una lisis suave, que en condiciones desnaturalizantes, donde utilizamos un 

detergente de carácter fuerte, con mayor apetencia por las interacciones 

interpeptídicas. Sin embargo, según nuestros resultados, la proporción de producto 

que se detiene en estas bandas no sólo no es menor en condiciones nativas (al menos 

para la de 160 kDa) sino que, además, es mayor que en condiciones desnaturalizantes. 

Pero, además, suponiendo que la muestra contuviera formas truncadas, es poco 

probable que la totalidad de éstas se agregaran, de manera que las que se 

mantuvieran libres o desagregadas producirían bandas adicionales. Es decir, los 

truncados libres, derivados de monómeros, producirían señal en bandas de menor peso 
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molecular que la correspondiente el monómero-mGluR1a, y los derivados de los 

dímeros, aparecerían en bandas de menor peso molecular que la que corresponde al 

dímero. Es más, de todas las posibles formas truncadas sólo serían detectables 

aquellos truncados que retuvieran en su estructura el epítopo reconocido por el 

anticuerpo. Sin embargo, en nuestro estudio no detectamos ninguna banda de estas 

características. Por todo ello descartamos que la aparición de las bandas de 150 y 160 

kDa sea consecuencia de especies truncadas. 

Otra posible interpretación para la aparición de estas bandas intermedias, que 

ya mencionamos con anterioridad, es que resulten de la migración de monómeros-

mGluR1a que arrastran en su estructura posibles modificaciones postraduccionales. 

Una de las modificaciones postraduccionales que descartamos es la palmitoilación. 

Apenas existen referencias bibliografías en cuanto a la palmitoilación de mGluRs, y las 

pocas evidencias que hay, indican que, el mGluR1a, a diferencia de otros mGluRs, no 

sufre procesos de palmitoilación (Alaluf y cols., 1995a). Además, la falta de mención a 

restos palmitoílo en las bases de datos proteicas de UniProt confirman estas 

sospechas. 

En cuanto a procesos de fosforilación y de glicosilación en los mGluRs aparecen 

más referencias en la literatura, y se conocen con exactitud los residuos susceptibles 

de ser fosforilados y glicosilados de la mayoría de ellos. El mGluR1a contiene dos 

sitios de fosforilación (en los residuos 672 y 1119) y cuatro de glicosilación (en los 

residuos 98, 223, 397 y 515). Mientras que algunos estudios previos atribuyen la 

banda de 150 kDa a la forma totalmente fosforilada del monómero-mGluR1a (Alaluf y 

cols., 1995b), otros la identifican como la forma monomérica glicosilada, demostrando 

que en presencia de N-glicosidasa F esta especie incrementa su migración hasta el 

peso molecular correspondiente al monómero sin glicosilar (Romano y cols., 1996b; 

Remelli y cols., 2008). Teniendo en cuenta estos argumentos, consideramos que la 

banda de 150 kDa que obtenemos corresponde al monómero-mGluR1a glicosilado, ya 

que nosotros no hemos utilizado glicosidasas en el procedimiento. Tampoco 

descartamos que este mismo monómero glicosilado esté simultáneamente fosforilado, 

ya que el bajo número de sitios de fosforilación que contiene, junto con el bajo peso 
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molecular de los restos fosfato, no pueden suponer un incremento del peso molecular 

lo suficientemente elevado como para ser detectado en otra banda. Otro argumento 

más para suponer que estos monómeros también están fosforilados es que en la 

solubilización hemos añadido inhibidores de fosfatasas, por lo que no hay razón para 

pensar que las fosfatasas endógenas los hayan podido desfosforilar. 

Estos monómeros de 150 kDa no estarían localizados en la superficie celular 

como receptores activos, sino que estarían formando parte de una reserva 

intracelular, pero diferente del pool en stand-by que constituyen los monómeros de 

140 kDa. Los monómeros de 150 kDa ya están parcialmente procesados y, por tanto, 

más disponibles para su reclutamiento a la superficie celular, formando parte de lo 

que podríamos considerar un pool o reservorio pre-activo. 

CONCLUSIÓN: la banda de 150 kDa representa monómeros-mGluR1a 

glicosilados y probablemente fosforilados, que están localizados en el 

retículo endoplasmático formando parte del pool intracelular pre-activo. 

 

Si el mGluR1a no sufre más modificaciones postraducccionales que las 

comentadas anteriormente ¿qué posible conformación del mGluR1a migra hasta la 

banda de los 160 kDa? Teniendo en cuenta la frecuencia de comigración de diferentes 

especies y/o complejos proteicos a la misma banda en los procedimientos 

electroforéticas (Krause, 2006), principalmente cuando la solubilización no es 

excesivamente agresiva, es posible que la banda que aparece con un peso molecular de 

160 kDa pueda ser atribuida a una comigración de la forma monomérica del receptor 

unida a otra proteína; obviamente a alguno de sus habituales ligandos intracelulares 

de la densidad postsináptica. Son muchas las proteínas de la densidad postsináptica 

identificadas hasta la fecha (Shinohara, 2011) y, para algunas de estas proteínas se 

han descrito eventos de coinmunoprecipitación con mGluR1a (Brakeman y cols., 1997; 

Kato y cols., 1998; Sun y cols., 1998; Xiao y cols., 1998; Ciruela y cols., 1999; Naisbitt 

y cols., 1999; Shiraishi y cols., 1999; Kennedy, 2000; Xiao y cols., 2000; Boeckers y 

cols., 2002; Fagni y cols., 2002; Feng y cols., 2002; Choquet y Triller, 2003; Grant y 

cols., 2003; Sala y cols., 2003, 2005; Ehrengruber y cols., 2004; Petralia y cols., 
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2005). De estos componentes de la densidad postsináptica, se ha demostrado que el 

mGluR1a establece una interacción, no sólo funcional, sino también una interacción 

física directa, con PSD-95, Shank, calmodulina, proteínas Homer y, evidentemente, 

con la proteína G (Hunt y cols., 1996; Kim y cols., 1996; Niethammer y cols.., 1996; 

Dong y cols., 1997; Choquet y Triller, 2003; Ferraguti y cols., 2008). De estas 

posibles interacciones descartamos, de antemano, la migración ligada a cualquier 

isoforma de Shank, o a PSD-95, ya que su elevado peso molecular (160-240 kDa y 93 

kDa) respectivamente (Ciruela y cols., 1999; Lim y cols., 1999; Naisbitt y cols., 1999) 

sobrepasaría con creces los 160kDa. 

En cuanto a la calmodulina, su interacción con mGluR1a fue sugerida por la 

identificación, en el extremo carboxilo del mGluR1a, de una secuencia consenso de 

unión a calmodulina. Sin embargo, un reciente estudio demuestra que la calmodulina 

sólo interacciona específicamente con mGluR5 pero no con mGluR1a (Choi y cols., 

2011). Dado que mGluR1a es un receptor acoplado a proteína G, ¿qué candidato más 

idóneo podría haber que la propia proteína G como co-partícipe de la banda de los 160 

kDa? A pesar de ello, sin embargo, el peso molecular de la proteína G está próximo a 

los 90 kDa, dato difícil de conciliar con un peso total de 160 kDa y, además, la 

solubilización con detergentes suele resultar en la pérdida de las subunidades beta 

(7-9 kDa) y gamma (35-37 kDa) (Hamm y Gilchrist, 1996; Okamoto y cols., 2001). De 

este modo la única subunidad supuestamente ligada al monómero podría ser la 

subunidad alfa, pero ésta tiene un peso molecular de 45-47 kDa, demasiado elevado 

como para participar en la migración del mGluR1a a la banda de los 160 kDa. 

Por tanto, tras el descarte de todas las anteriores, y dadas las evidencias de 

interacción del mGluR1a con las proteínas Homer, estas serían los mejores candidatos 

implicados en la migración del mGluR1a a la banda de los 160 kDa. La unión de las 

proteínas Homer al mGluR1a también es una interacción directa, no a través de otros 

ligandos, al extremo carboxilo del receptor (Brakeman y cols., 1997; Tu y cols., 1998, 

Kammermeier y cols., 2000; Ango y cols., 2000, 2001a, b; Kreienkamp, 2002a, b; 

Thomas, 2002; Moepps y Fagni, 2003; De Bartolomeis y Iasevoli, 2003; Nakamura y 

cols., 2004). Todas las proteínas adaptadoras Homer tienen un peso molecular de 
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aproximadamente 40 kDa, excepto Homer1a, conocido como la isofoma corta, y que 

tiene un peso molecular de 20,9 kDa, lo cual encaja perfectamente con la migración 

del complejo mGluR1a-Homer1a a la banda de los 160 kDa. Pero, además, un dato que 

apoya esta posibilidad es el hecho de que Homer1a es la única proteína Homer que se 

une al mGluR1a sin multimerizarse, mientras que el resto, conocidos como Homer 

largos, cuando están unidas al mGluR1a, aparecen formando complejos multiméricos de 

hasta seis subunidades, por lo que sería impensable que el resto de isoformas de 

Homer fueran responsables de esta banda. Por todo ello consideramos que Homer1a 

es, no sólo el candidato más favorable, sino el único posible para argumentar la 

aparición de la banda de los 160 kDa. 

CONCLUSIÓN: la banda de los 160 kDa representa la expresión de 

complejos mGluR1a-Homer1a. 

 

Todos los miembros de la familia Homer intervienen en el tráfico de mGluR1a 

(De Bartolomeis y Iasevoli, 2003; Ehrengruber y cols., 2004), pero existen numerosas 

controversias en los diferentes estudios en cuanto a la dirección de este tráfico. 

Incluso algunos autores sugieren que Homer1a apenas afecta a la distribución del 

mGluR1a (Roche y cols., 1999; Kammermeier y cols., 2000; Ango y cols., 2000; 

Coutinho y cols., 2001). Otros estudios apuntan que Homer1a interrumpe la unión del 

receptor a los Homer largos, evitando el secuestro intracelular de mGluR1a en el 

retículo endoplasmático y, por tanto, la unión con Homer1a aumenta la expresión del 

receptor en la superficie celular (Roche y cols, 1999; Ciruela y cols., 1999; Tadokoro y 

cols., 1999; Minami y cols.., 2003, Ferragutti y cols., 2008). Por el contrario, otros 

estudios indican que la sobreexpresión de Homer1a reduce la expresión en superficie 

del mGluR1a y que las agrupaciones de mGluR1a en la membrana plasmática son 

inducidos por las formas largas de Homer (Sala y cols., 2003, 2005; Kammermeier, 

2006; Shiraishi-Yamaguchi y Furuichi, 2007). Los resultados contradictorios 

obtenidos en estos estudios parecen ser consecuencia de diferentes metodologías, 

condiciones de ensayo y/o las diferentes líneas celulares utilizadas (De Bartolomeis y 

Iasevoli, 2003; Ehrengruber y cols., 2004). 
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Entendemos que los complejos mGluR1a-Homer1a detectados en la banda de 160 

kDa, junto con los monómeros totalmente procesados detectados en la banda de los 

150 kDa, dado que no son formas diméricas, no se localizan en la superficie celular, 

sino intracelularmente, anclados al retículo endoplasmático subyacente a la densidad 

postsináptica, y que también forman parte del pool intracelular de receptores que se 

intercambian desde y hacia la sinapsis. En relación a este pool, algunos estudios 

sugieren que un fondo de reserva activa del pool intracelular de receptores parece 

ser movilizado inmediatamente tras activación neuronal (Shi y cols., 1999; Park y 

cols., 2004; Triller y Choquet, 2005), y así, consideramos que estos monómeros 

representan un reservorio activo del pool intracelular que, a diferencia del reservorio 

en stand-by, estos monómeros ya están localizados en las proximidades de su destino, 

totalmente procesados, o ligados a las proteínas adaptadoras que van a regular su 

tráfico a la superficie celular. 

No obstante, nuestros resultados no pueden asegurar definitivamente la 

identidad de estas especies proteicas, tanto de la banda de 150 kDa como la de 160 

kDa, y serían necesarias otras estrategias para conocer la identidad de las moléculas 

que intervienen en la migración a estas bandas. A pesar de nuestras especulaciones, la 

identidad fehaciente de la proteína que comigra con mGluR1a a la banda de 160 kDa 

habría de ser identificada por medio de técnicas proteómicas complementarias a este 

estudio. 

CONCLUSIÓN: los monómeros del mGluR1a, ya sean totalmente procesados 

o unidos a una proteína adaptadora, se localizan intracelularmente 

constituyendo un pool de reserva activo, que junto con el pool pre-activo, 

están disponibles para la inmediata demanda de receptores en superficie. 
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De la expresión de los dímeros-mGluR1a en el aumento del inmunomarcaje 

dendrítico en ausencia de estímulo sensorial: A la luz de nuestros resultados, el 

aumento de expresión de la forma dimérica del mGluR1a es la consecuencia más 

llamativa de la deprivación sensorial olfatoria, ya que son los dímeros-mGluR1a los que 

más contribuyen al aumento de expresión del mGluR1a, siendo responsables de 

aproximadamente un 50% del aumento total detectado. Dado que esta conformación 

dimérica es la forma funcional del receptor localizado en la superficie celular, 

podemos confirmar que, del aumento total de expresión registrado 

inmunohistoquímicamente en el bulbo olfatorio deprivado, al menos el 50% se produce 

a nivel de la membrana plasmática y se traduce en un aumento de actividad. 

El mGluR1a ha sido reiteradamente implicado en procesos de plasticidad 

sináptica (Bear y Malenka, 1994; Conquet y cols, 1994; Riedel, 1996; Bortolotto y 

cols., 1999a, b; Boeckers y cols., 2002; Liu y cols., 2004; Bellone y cols., 2008; Holbro 

y cols., 2009). La plasticidad sináptica supone la modificación de la eficacia de las 

sinapsis, modificando, entre otros parámetros, el número de receptores reclutados, 

así como su estado funcional y su interacción con otros componentes asociados de la 

densidad postsináptica (Choquet y Triller, 2003; Ward y cols., 2006; Enoki y cols., 

2009; Shinohara y Hirase, 2009). La fluctuación de todos estos elementos en función 

de los cambios dependientes de la actividad neuronal conduce a una reorganización de 

las sinapsis, permitiendo la adaptación plástica de éstas a los cambios en el entorno 

(Sala y cols., 2001, 2003; Choquet y Triller, 2003).  

 
Figura 85.- Interpretación de las posibles conformaciones del mGluR1a detectadas en nuestro 
estudio proteico. 
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Se ha demostrado que esta reorganización regula la morfología de la espina 

dendrítica (Choquet y Triller, 2003). En las zonas postsinápticas glutamatérgicas, 

cuando se sobreexpresan algunos de los componentes necesarios para establecer las 

condiciones óptimas de señalización para la actividad sináptica, se produce un 

ensanchamiento de las espinas dendríticas. Este ensanchamiento está mediado no sólo 

por el reclutamiento de receptores y otras moléculas, sino también por el 

reclutamiento y ensanchamiento de cisternas del retículo endoplasmático presentes 

en estas espinas dendríticas. Por el contrario, cuando se reduce la transmisión 

sináptica, las dimensiones y densidad de espinas se reduce (Sala y cols., 2001, 2003, 

2005). Por estas y otras evidencias, la regulación del número de receptores 

postsinápticos se considera un parámetro clave de la plasticidad sináptica (Malinow y 

Malenka, 2002; Bredt y Nicoll, 2003; Triller y Choquet, 2005).  

En función de nuestros resultados, podemos inferir que los cambios que hemos 

detectado en el sistema receptivo glutamatérgico forman parte de los fenómenos de 

plasticidad sináptica, que se desencadenan en el bulbo olfatorio deprivado para 

adaptarse a la falta de estimulación aferente glutamatérgica. Este mecanismo 

plástico de compensación, disparado para contrarrestar la caída de glutamato por la 

falta de aferencias glutamatérgicas, se traduce en un aumento de síntesis del 

mGluR1a que permite, fundamentalmente, una mayor exposición en superficie de estos 

receptores (ya que ésta es la fracción de receptor donde hemos detectado el mayor 

incremento de expresión). Esto supone un aumento de la capacidad receptiva a 

glutamato que pueda compensar la disminución de ligando derivada del descenso de 

actividad aferente. Además, una mayor densidad de receptores en superficie 

permitiría una mayor posibilidad de respuesta ante las descargas tipo spillover de 

glutamato y, por otro lado, una mayor probabilidad de que parte de estos receptores 

puedan mantener un cierto grado de actividad neuronal mediante su actividad 

constitutiva independiente de ligando. 

CONCLUSIÓN: ante la falta de estimulación glutamatérgica, el bulbo 

olfatorio sufre una adaptación plástica incrementando la disponibilidad de 

receptores mGluR1a en la superficie celular. 
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Esta relación entre el aumento del número de receptores detectado en la banda 

de los dímeros y la regulación morfológica de las dominios sinápticos, concuerda con la 

aparente redistribución del mGluR1a a nivel celular que observamos en el estudio 

inmunohistoquímico, donde el aumento de marcaje para el mGluR1a tiene lugar 

principalmente en las dendritas. Por un lado observamos una mayor intensidad de 

marcaje en las dendritas positivas a mGluR1a en el bulbo olfatorio deprivado, y por 

otro, que la localización del receptor se puede apreciar en recorridos dendríticos más 

largos, incluso, en algunas ocasiones, se puede seguir el recorrido completo de la 

dendrita desde que surge del soma hasta alcanzar su destino. Además, los perfiles 

dendríticos tienen un aspecto más evidente, probablemente como consecuencia de los 

cambios morfológicos inducidos por la plasticidad sináptica, como ensanchamiento y 

expansión de las zonas sinápticas y la mayor presencia del receptor en la membrana 

plasmática. En este sentido, un dato llamativo, en contra de lo que parecía más 

probable de antemano, está relacionado con lo descrito en anteriores estudios de 

deprivación olfatoria en los que se sugiere que la reducción de volumen de la CPE, que 

se produce como consecuencia de la deprivación olfatoria, puede ser debida al 

encogimiento (shrinkage) de los procesos dendríticos que atraviesan esta capa 

(Brunjes, 1985). Esto parece contradecir la mayor apariencia con que observamos, al 

menos las dendritas de cM/Es. Por el contrario, nuestros resultados se ven apoyados 

por estudios más recientes que sugieren que esta reducción de la CPE no parece ser 

debida a procesos de degeneración ni de muerte neuronal (Hamilton y cols., 2008). 

CONCLUSIÓN: el aumento de marcaje inmunhistoquímico para el mGluR1a 

en los procesos dendríticos y la mayor apariencia de estos procesos es 

consecuencia, principalmente, de una mayor expresión en la superficie 

celular del mGluR1a en conformación dimérica en el bulbo olfatorio 

deprivado. 
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De la expresión del complejo mGluR1a-Homer1a en el aumento del marcaje 

inmunohistoquímico dendrítico en ausencia de estimulación aferente: A la vista de 

los resultados del Westerblotting, otro aumento significativo de la expresión del 

mGluR1a es el que tiene lugar en la banda de 160 kDa. Hemos argumentado que esta 

especie corresponde al complejo mGluR1a-Homer1a y que representa parte del pool 

intracelular activo o en circulación del retículo endoplasmático, listo para dimerizar y 

ser conducido a la superficie celular. Este aumento parece ser también responsable 

del aumento del marcaje inmunohistoquímico que observamos en los procesos 

dendríticos del bulbo olfatorio deprivado. 

Por un lado, es bien conocida la proximidad espacial de vesículas de retículo 

endoplasmático a las zonas de actividad sináptica en las dendritas, y que forma parte 

del denominado “aparato espinal” (spine apparatus) (Spacek, 1985; Spacek y Harris, 

1997; Cooney y cols., 2002; Nakamura y cols., 2004). Diferentes estudios revelan que 

la distribución y conformación de este retículo endoplasmático están moduladas por la 

actividad neuronal y que sus cambios son cruciales en la plasticidad sináptica, 

proporcionando así un mecanismo para insertar nuevos receptores en la membrana 

plasmática según lo demande la actividad aferente. De hecho, se ha demostrado que 

tras la inducción de actividad sináptica (y sobreexpresión de proteínas adaptadoras 

como Shank y Homer), las cisternas tubulares y vesículas derivadas del retículo 

endoplasmático no sólo aumentan en número y se concentran alineadas con la densidad 

postsináptica, sino que, además, su superficie se expande y ensancha, contribuyendo a 

la dilatación dendrítica de las zonas postsinápticas activas (Broadwell y Cataldo, 

1984; Fifkova y cols., 1983; Spacek y Harris, 1997; Villa y Meldolesi, 1994; Maletic-

Savatic y cols, 1995; Banno y Kohno, 1996, 1998; Sala y cols., 2001, 2005; Deller y 

cols., 2003; Toresson y Grant., 2005; Grunditz y cols., 2008; Vlachos y cols., 2009). 

Esta idea de una mayor presencia de retículo endoplasmático más elaborado en 

las zonas sinápticas es fácil de conciliar con la redistribución dendrítica del marcaje 

para mGluR1a que hemos observado en el estudio inmunohistoquímico. El aumento de 

expresión del complejo mGluR1a-Homer1a, anclados al retículo endoplasmático, junto 

con el mayor número y tamaño de cisternas del retículo endoplasmático concentradas 
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en las zonas sinápticas de la dendritas, son también responsables del aumento de 

marcaje inmunohistoquímico que observamos en el bulbo olfatorio deprivado. Como ya 

hemos comentado, este aumento de marcaje inmunohistoquímico es más apreciable en 

las partes distales de las dendritas, lo cual concuerda con el estudio de Spacek y 

Harris (1997) en el que se demuestra que este tipo de retículo endoplasmático se 

concentra principalmente en las partes distales de las dendritas y en las espinas 

dendríticas. Esto, además, explicaría por qué el aumento de marcaje 

inmunohistoquímico no sólo se detecta en el contorno celular de los procesos 

dendríticos, a nivel de la membrana plasmática como consecuencia del aumento de 

dímeros, sino también en el interior del cuerpo dendrítico (en el lumen de las 

dendritas) asociado al aumento de expresión del complejo monomérico que migra a la 

banda de los 160 kDa. 

También hay que tener en cuenta que nuestros resultados muestran un pequeño 

aumento de la forma monomérica y glicosilada, un 0.62% de un total de 10.05%, que 

estaría también formando parte de este reservorio activo del pool intracelular junto 

con el complejo mGluR1a-Homer1a, y que, asimismo, sería responsable del incremento 

de marcaje del interior dendrítico, aunque en menor medida. 

Por otro lado, hay que añadir que estos resultados (el aumento de expresión del 

mGluR1a-Homer1a y del monómero-mGluR1a glicosilado en el retículo endoplasmático 

junto con el reclutamiento de cisternas de mayor volumen o más elaboradas en las 

regiones dendríticas en el bulbo deprivado), vuelven a estar en contraposición con que 

el shrinkage dendrítico sugerido por Brunjes (1985) tenga lugar en los árboles 

dendríticos de, al menos, las cM/Es. 

En resumen, la plasticidad sináptica que se desencadena en el bulbo olfatorio 

ante la ausencia de estimulación sensorial, no sólo conduce a un aumento de expresión 

del mGluR1a, principalmente asociado a la membrana plasmática de las dendritas, sino 

que también se produce un incremento de su presencia en el interior de las mismas 

debido a su localización en la membrana del retículo endoplasmático localizado en los 

dominios dendríticos. 
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CONCLUSIÓN: el aumento de expresión del complejo mGluR1a-Homer1a y 

del mGluR1a en forma monomérica glicosilada también contribuyen al 

incremento de marcaje inmunohistoquímico en los procesos dendríticos y 

hace más evidente el perfil de las dendritas de las neuronas del bulbo 

olfatorio deprivado. 

 

De la expresión de monómeros-mGluR1a en el marcaje inmunohistoquímico de 

los somas neuronales en ausencia de estímulo sensorial: Según los resultados del 

estudio proteómico, el aumento de expresión de los monómeros disociados (o no-

acomplejados) correspondientes a la banda de 140, no es tan significativo como los 

anteriores, (1,23% de un total de 10.05%), sin embargo, esto no supone una menor 

importancia. Estos monómeros representarían la reserva en stand-by del pool 

intracelular, recién sintetizados en el retículo endoplasmático no asociado al aparato 

espinal. Este retículo endoplasmático, no asociado a sinapsis, se ha demostrado que es 

rugoso y se localiza predominantemente en el cuerpo celular y en las porciones 

proximales de las dendritas, a diferencia de las cisternas lisas de retículo asociadas a 

sinapsis, (Spacek y Harris, 1997). Por todo ello, podemos inferir que la expresión de 

estas formas del mGluR1a está relacionada principalmente con la expresión del 

mGluR1a que detectamos en los somas y regiones proximales de las dendritas. 

Como hemos visto, el aumento de expresión del mGluR1a a nivel somático tiene 

lugar básicamente en la población de células yuxtaglomerulares y de células 

horizontales de la CPI, mientras que en la población de células mitrales y 

empenachadas se mantiene aparentemente constante. 

CONCLUSIÓN: el incremento del número de somas neuronales mGluR1a-

inmunopositivos en la población de células yuxtaglomerulares y de células de 

la CPI en el bulbo olfatorio deprivado es consecuencia principalmente del 

aumento de expresión de monómeros del mGluR1a recién sintetizados en el 

retículo endoplasmático. 
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Figura 86.- Interpretación de la posible distribución subcelular de las diferentes conformaciones del 
mGluR1a detectadas en nuestro estudio proteico. El reservorio en stand-by de monómeros de 
mGluR1a recién sintetizados se distribuyen principalmente por las zonas citoplasmáticas cercanas al 
núcleo y alejadas de las zonas sinápticamente activas, mientras que los pool de receptores activo y 
pre-activo están también anclados a la membrana del retículo endoplasmático pero en cisternas 
localizadas mayoritariamente en regiones dendríticas asociadas a las zonas sinápticas, cerca de las 
espinas. Por su parte el receptor activo, funcional se distribuye también en estas zonas sinápticas 
pero localizado en la superficie celular, anclado a la membrana plasmática. 
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Implicaciones funcionales 

Los sistemas sensoriales usan una gran variedad de mecanismos para amplificar 

estímulos externos débiles, aunque específicos. Por ejemplo, en el sistema auditivo, 

las propiedades mecánicas y moleculares de la cóclea hacen de ella un potente 

amplificador (LeMasurier y Gillespie, 2005). La capacidad del sistema olfatorio para 

detectar y discriminar odorantes en baja concentración sugiere que este sistema 

debe presentar, igualmente, mecanismos que le permitan amplificar las señales 

sensoriales aferentes. Esta amplificación, sin embargo, no parece que tenga lugar a 

nivel de las neuronas receptoras, fundamentalmente debido a la baja eficacia con la 

que estos receptores transducen la unión de un odorante en señales bioquímicas y 

eléctricas, (Takeuchi y Kurahashi, 2005; Bhandawat y cols., 2005). A pesar de esto, 

los odorantes inducen una tasa de actividad en las cM/Es que supera con creces la 

duración de la presentación del odorante en las neuronas receptoras olfatorias (Luo y 

Katz, 2001). Esta excitación prolongada de las cM/Es ante un estímulo es crítica para 

la amplificación del mismo. 

Por otra parte, los sistemas sensoriales responden a los estímulos con 

actividades sinápticas rápidas, y de alta frecuencia. Sin embargo, la importancia de la 

velocidad de respuesta no es decisiva en el sistema olfatorio. En este caso, la 

correcta percepción y discriminación olfatoria viene, en gran medida, determinada por 

la actividad dinámica según un patrón espacio-temporal en la respuesta de diferentes 

elementos neuronales en el bulbo olfatorio. Así, la estimulación por parte de 

diferentes odorantes evoca un mapa topográfico de actividad glomerular en el bulbo, 

que genera un código espacial básico para la identificación de cada odorante concreto 

(Axel, 2005; Buck, 2005). Las células de proyección, cM/Es, responden a los 

odorantes con trenes de descargas de potenciales de acción que evolucionan 

temporalmente de manera específica para cada odorante, produciendo así un patrón 

temporal de excitación que contribuye a la identificación de cada odorante (Laurent y 

cols., 1996; Wilson y cols., 2004). Estas respuestas características de las cM/Es son 

posibilitadas, y moduladas, por relaciones sinápticos tales como la inhibición lateral 

(Lagier y cols., 2004) o por interacciones excitatorias intraglomerulares mediada por 
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distintos tipos de neuronas no principales (Schoppa y Westbrook, 2001; Christie y 

Westbrook, 2006). El desencadenamiento de este mecanismo postsináptico depende 

inicialmente, de manera crítica, del tiempo de duración de la excitación de las cM/Es 

inducida por los estímulos aferentes. De este modo, tanto para conseguir la 

amplificación del estímulo sensorial olfatorio, como para permitir el desarrollo de un 

patrón topográfico de excitación a nivel glomerular característico para cada 

odorante, es necesaria, en primer lugar la excitación mantenida de las cM/Es como 

respuesta a la estimulación sensorial. 

En efecto, se ha demostrado que la estimulación puntual de los aferentes 

sensoriales evoca una despolarización muy duradera en las cM/Es (Schoppa y 

Westbrook, 2001). Aunque esta despolarización es abolida por antagonistas de 

receptores AMPA y NMDA (Schoppa y Westbrook, 2001; De Saint Jan y Westbrook, 

2005), la duración del potencial excitatorio postsináptico, en ausencia de 

antagonistas, excede enormemente incluso al lento potencial excitatorio inducido por 

receptores NMDA en otros sistemas. Este dato sugiere que esta elevada duración de 

la despolarización debe estar mediada por otro elemento adicional. En la mayor parte 

de las sinapsis excitatorias, un simple estímulo evoca una corta liberación de 

glutamato que activa los receptores AMPA y provoca una corta despolarización 

(Clements y cols., 1992). Como consecuencia de ésta se produce la activación de los 

receptores NMDA de alta afinidad, que median una corriente lenta dependiente de 

voltaje, que raramente excede unos cientos de milisegundos (Cull-Candy y 

Leszkiewicz, 2004). La presencia de mGluR1a, sin embargo, se ha demostrado que 

induce la generación de corrientes postsinápticas mucho más largas, que llegan incluso 

a durar varios segundos (Anwyl, 1999). 

Como hemos demostrado, existe una alta tasa de expresión de mGluR1a en las 

dendritas apicales tanto de cM/Es como en una población específica de células 

yuxtaglomerulares, lo cual, junto con los datos previos, erige a este receptor como 

elemento decisivo en este proceso. Aun así, el potencial postsináptico excitatorio 

mediado por mGluR1a sólo se desencadenaría tras una estimulación presináptica de 

alta frecuencia o tras el bloqueo de los transportadores de glutamato. Dicho de otro 
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modo, para que tenga lugar la activación de mGluR1a se requieren unas condiciones que 

faciliten el spillover de glutamato y, por tanto, el acceso de este neurotransmisor a 

los lugares perisinápticos donde se dispone el receptor mGluR1a (Huang y cols., 2004; 

De Saint Jan y Westbrook, 2005; Yuan y Knopfel 2006). 

Respuestas sinápticas excitatorias de larga duración han sido observadas en 

sinapsis con características ultraestructurales especiales. Por ejemplo, en las sinapsis 

gigantes del cerebelo entre las fibras musgosas y las células unipolares, la 

arquitectura sináptica facilita el retardo en la eliminación de glutamato, 

incrementando así la duración del potencial postsináptico excitatorio varios segundos 

(Rossi y cols., 1995). De modo análogo, los glomérulos olfatorios presentan una 

arquitectura sináptica que presenta peculiaridades idóneas para facilitar la 

acumulación de glutamato y permitir así la activación de mGluR1a. En primer lugar, los 

terminales de los axones de las neuronas receptoras olfatorias, cuya excitación 

conlleva la liberación de glutamato, están frecuentemente agrupados a lo largo de 

dendritas, por lo que se localizan cerca de sinapsis dendrodendríticas, donde también 

se libera glutamato (Montague y Greer, 1999). Por otra parte, no suele haber 

procesos gliales entre botones terminales del nervio olfatorio contiguos (Kasowski y 

cols., 1999), pero, aunque pueden aparecer ocasionalmente entre sinapsis 

axodendríticas y dendrodendríticas, esta supuesta barrera a la difusión de glutamato 

sería fácilmente sobrepasada (De Saint Jan y Westbrook, 2005). Así, los glomérulos 

olfatorios presentan compartimentos libres de glía que constituyen las vías 

principales para la libre difusión del glutamato liberado (Kasowski y cols., 1999). 

De este modo la estimulación del nervio olfatorio provoca dos procesos de 

liberación de glutamato en intervalos cortos (1-2 ms) dentro de un glomérulo 

(“respuesta disináptica”) (De Saint Jan y Westbrook, 2005). El primero está mediado 

por la liberación de glutamato desde los terminales del nervio olfatorio, y el segundo 

refleja la consecuencia del primero, liberándose glutamato desde las dendritas de 

cM/Es consecuente al input excitatorio inicial (Christie y Westbrook, 2006). Estos 

dos mecanismos iniciales de liberación de glutamato contribuyen a la saturación de los 

transportadores de glutamato, los cuales, en principio, limitarían su difusión (Christie 
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y Westbrook, 2006) impidiendo la posible activación del mGluR1a (Yuan y Knopfel, 

2006). Sin embargo, una vez los transportadores se han saturado debido a la masiva 

liberación del neurotransmisor, estas dos fuentes de glutamato serían las 

responsables de la activación de mGluR1a. 

Diferentes estudios señalan que en los glomérulos se pueden sincronizar las 

descargas de cM/Es en un amplio rango de escalas de tiempo que van desde los 

segundos hasta los milisegundos (Schoppa y Westbrook, 2001, 2002), demostrándose 

la implicación del mGluR1a en la generación de la excitación sináptica de larga 

duración en las cM/Es a través de estas respuestas disinápticas (De Saint Jan y 

Westbrook, 2007). Así, estos receptores son decisivos para la aparición de 

respuestas excitatorias postsinápticas de larga duración en las cM/Es que permiten 

amplificar la información sensorial aferente e imponer un patrón temporal de 

actividad específico en el bulbo olfatorio que posibilita la discriminación olfatoria.  

En este contexto, la presencia de poblaciones neuronales positivas a mGluR1a en 

los glomérulos podrían estar implicadas en la generación de actividades oscilatorias, 

posibilitando una función temporal para sincronizar, inicialmente, poblaciones 

interneuronales (excitatorias e inhibitorias) y así, indirectamente, sincronizar la 

actividad de los diferentes grupos de cM/Es. Estas actividades sincrónicas han sido 

claramente demostradas en el bulbo olfatorio y parecen responsables de la 

codificación espacio-temporal de la información olfatoria (Laurent, 1996). Por tanto, 

según este modelo, el mGluR1a constituye un importante componente de los elementos 

de la circuitería glomerular para explicar la actividad oscilatoria en la sincronización 

odorante-específica de las neuronas observada en el bulbo olfatorio. 

Las poblaciones interneuronales responsables de la dirección y sincronización de 

la respuesta coordinada de esta circuitería glomerular podrían ser ciertas poblaciones 

de células empenachadas como las cEEs y cESs, que son altamente excitables (Hayar 

y cols., 2004) y expresan mGluR1a, como hemos demostrado. Las interacciones 

dendríticas intraglomerulares entre cM/Es y las cEEs y cESs parecen jugar un 

importante papel en el modelado de la representación de la información olfatoria, tal 
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como la amplificación de la aferencia sensorial y la sincronización de patrón temporal 

de disparo de las cM/Es (Wachowiak and Shipley, 2006). 

Aunque el mecanismo que dirige esta actividad rítmica en los circuitos 

glomerulares se desconoce, en el origen de la misma las cEEs y cESs son los 

candidatos más probables, entre otras razones porque: i) estas neuronas son 

glutamatoceptivas y glutamatérgicas y reciben contactos sinápticos directos por 

parte de los axones de las NROs, ii) disparan en forma de espigas de potenciales de 

acción de frecuencias específicas, y iii) establecen sinapsis excitatorias con otras 

cEEs y cESs y con las propias cM/Es (Hayar y cols., 2004a,b; Liu y Shipley, 2008; Ma 

y Lowe, 2010). Además, se ha comprobado que estas neuronas son capaces de generar 

una actividad “marcapasos” que puede propagarse por todo el glomérulo, produciendo 

potenciales de acción que sincronizan el patrón de descargas generadas por el 

conjunto de cM/Es de cada glomérulo. Es importante el que las cEEs y cESs pueden 

activar cM/Es mediante contactos excitatorios, y ciertas observaciones demuestran 

que la actividad coordinada de esta red provoca el disparo sincronizado de grupos de 

cM/Es (De Saint Jan y cols., 2009).  

Los inputs sensoriales evocan descargas en las cEEs y cESs y, como hemos visto, 

subsecuentemente en la población de cM/Es. A través de este mecanismo se posibilita 

la amplificación de inputs débiles y se asegura la activación sincrónica de cM/Es 

dentro de cada glomérulo. De hecho, las cEEs y cESs se erigen en serios candidatos a 

dirigir estos procesos porque, aunque las dendritas de cM/Es han sido consideradas 

clásicamente como las principales dianas de los axones de las NROs, los impulsos 

débiles activan preferentemente a las cEEs y cESs debido a su bajo umbral de 

excitación. Este bajo umbral de excitabilidad es una propiedad posibilitada por la 

gran cantidad de canales activados por voltaje con umbrales muy bajos de apertura 

que presentan en relación con otras neuronas bulbares. Estos canales permiten una 

persistente y elevada conductancia para el Na+ que es, además, potenciada por una 

alta conductancia al Ca2+ determinada por canales iónicos sensibles a mínimos cambios 

del potencial de membrana (Hayar y cols., 2004b; Liu y Shipley, 2008). A todo esto 

hay que añadir que los axones de las NROs podrían establecer un mayor número de 
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sinapsis sobre cEEs y cESs que sobre las propias cM/Es, y se ha comprobado, 

efectivamente, que las primeras son capaces de responder a estímulos débiles que no 

llegan a superar el umbral de despolarización de las cM/Es. Por tanto, aunque las 

dianas de sus axones no se conocen con exactitud, las cEEs y cESs podrían, incluso, 

constituir una vía de señalización independiente de la clásica constituida por cM/Es 

(Wachowiak and Shipley, 2006). 

Por otra parte, en la imposición de un patrón oscilatorio de disparo 

característico para las cM/Es intervendrían, junto con las actividades rítmicas 

excitatorias posibilitadas por las cEEs y cESs, mecanismos inhibitorios, cuya 

combinación coordinada con los anteriores facilitaría la actividad acompasada de las 

células principales. Aunque en este último caso los datos bilbiográficos son 

prácticamente inexistentes, la presencia de células horizontales mGluR1a-positivas en 

la CPI, que no son glutamatérgicas (no detectamos expresión de VGLUT2) y que, como 

la práctica totalidad de cPAC son probablemente inhibitorias, las erigiría en un 

posible candidato para participar en este proceso. En este sentido, estas neuronas se 

encuentran en un lugar estratégico para recibir contactos glutamatérgicos por parte 

de los axones de cM/Es y, por otra parte, su axón proyecta específicamente a la zona 

glomerular (Eyre y cols., 2008, 2009). Sería plausible, por tanto, pensar que la 

activación del mGluR1a presente en estas neuronas, provocaría en ellas una excitación 

prolongada, que, a su vez, produciría una inhibición en determinados elementos a nivel 

glomerular. La combinación coordinada de esta actividad inhibitoria junto con la 

excitatoria posibilitada por la actividad de cEEs y cESs contribuiría al 

establecimiento más definido del patrón rítmico de disparo de las cM/Es. 

El significado que pueda tener el incremento en la expresión de mGluR1a en las 

dendritas tanto de cM/Es como en las de cEEs y cESs debería ser considerado a 

través de la activación de mecanismos dependientes de Ca2+ (Heidinger y cols., 2002), 

que mediarían efectos pro-excitatorios tales como incrementos en la liberación de 

glutamato (Strasser y cols., 1998), incremento de la excitabilidad neuronal (Mills y 

cols., 2001a), e incrementos de las corrientes mediadas por receptores NMDA 

(Fitzjohn y cols., 1996) que perseguirían la compensación de la pérdida de 
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estimulación aferente, posibilitando un menor umbral en la excitabilidad neuronal a 

nivel glomerular ante estímulos débiles y potenciando la coordinación sincrónica del 

disparo de las cM/Es. 

De especial interés es el efecto sinérgico que tiene lugar entre mGluR1a y los 

receptores ionotrópicos de glutamato, especialmente con los de tipo NMDA, a nivel 

glomerular. La señalización glutamatérgica a través de los receptores NMDA es 

esencial en el control de un amplio abanico de procesos, desde el desarrollo neural 

hasta la plasticidad sináptica. Algunas formas de plasticidad sináptica están asociadas 

a cambios rápidos en la población de receptores de glutamato en el elemento 

postsináptico. De hecho los receptores NMDA resultan críticos a la hora de disparar 

modificaciones sinápticas, y cambios en la expresión de estos receptores podrían 

tener un amplio efecto sobre diversas modalidades de plasticidad sináptica (Quinlan y 

cols., 1999).  

Una forma inmediata de modulación de receptores NMDA es mediada por la 

actividad postsináptica de mGluR1a (Lan y cols., 2001; Skeberdis y cols., 2001; 

Heidinger y cols., 2002), que en los circuitos neuronales que nos ocupan, colocalizan en 

la periferia de la región postsináptica (Baude y cols., 1993; Lujan y cols., 1997). 

Además de su proximidad, ambos tipos de receptores están estructuralmente ligados 

a través de un comploejo andamiaje molecular. El mGluR1a posee un dominio carboxi-

terminal largo que le permite unirse a diferentes miembros de la familia Homer, 

quienes, a su vez, lo unen a receptores NMDA y AMPA a través de proteínas Shank, 

así como a otras moléculas de señalización como PLC y PKC (Tu y cols., 1999). Este 

entramado proteico proveería de un posicionamiento estratégico en consonancia con la 

regulación de los receptores NMDA por parte de mGluR1a. De hecho, la activación de 

mGluR1a provoca un incremento rápido del número de receptores NMDA funcionales 

(Lan y cols., 2001) y, mediante el control de los niveles basales de fosforilación de las 

subunidades NR2 (del receptor NMDA), mGluR1a puede también regular la tasa de 

reciclaje del mismo, incrementando así el número de receptores NMDA funcionales en 

la sinapsis (Vissel y cols., 2001). 
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La composición de subunidades de los receptores NMDA en el bulbo olfatorio 

mantiene las características del SNC inmaduro (Sun y cols., 2000) en el que 

predominan los transcritos de NR2B frente a los de NR2A, y existe una elevada 

expresión de NR2D. Tanto NR2B como NR2D son subunidades de elevada expresión 

en el periodo embrionario tardío y estadios perinatales (Monyer y cols., 1994; Zhong y 

cols., 1995; Dunah y cols., 1996; Wenzel y cols., 1996). La presencia de estas 

subunidades en los complejos NMDA postsinápticos provoca un aumento de la 

duración de la corriente excitatoria mediada por ellos (Ishii y cols., 1993; Monyer y 

cols., 1994; Wenzel y cols., 1996; Li y cols., 1998). De acuerdo con esto, las sinapsis 

glutamatérgicas en la CGL se caracterizan por una corriente de larga duración 

mediada por el receptor NMDA (Aroniadou-Anderjaska y cols., 1997, 1999a, b) que, 

junto con la inducida por la actuación de mGluR1a, podrían jugar un importante papel 

posibilitando la funcionalidad de las conexiones que se encuentran en constante 

renovación en el bulbo olfatorio adulto (Aroniadou-Anderjaska y cols., 1999a, b). 

Además, este particular componente excitatorio tan prolongado, dependiente del 

receptor NMDA y de mGluR1a, puede jugar un papel decisivo en la salida de 

información del bulbo olfatorio, ya que provoca descargas prolongadas y sincrónicas 

de las células de proyección. El componente NMDA de la respuesta de cM/Es a la 

estimulación del nervio olfatorio puede amplificar la salida del bulbo, y así facilitar la 

integración y plasticidad sináptica (Aroniadou-Anderjaska y cols., 1997). En la 

facilitación de estos fenómenos tan particulares, en condiciones fisiológicas, está 

implicado el mGluR1a (Lan y cols., 2001; Vissel y cols., 2001), el cual, mediante las 

modificaciones en su expresión podría constituir la base para incrementar, o para 

añadir, mecanismos regulatorios que disparen los procesos dirigidos a desencadenar, 

permitir, o facilitar, cambios plásticos adaptativos en función de los requerimientos 

determinados por las características ambientales. 

Aunque para corroborar definitivamente las conclusiones a las que hemos llegado 

con la presente Tesis Doctoral, se necesitarían estudios complementarios, sobre todo 

de tipo electrofisiológico, en función de nuestros resultados podemos inferir que los 

cambios detectados en el sistema receptivo glutamatérgico forman parte de procesos 
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de plasticidad sináptica que se desencadenan en el bulbo olfatorio deprivado como 

mecanismos adaptativos a la falta de estimulación glutamatérgica aferente. Este 

mecanismo plástico de compensación se traduce, inicialmente a nivel molecular, en un 

aumento de síntesis y redistribución de mGluR1a que permite, fundamentalmente, una 

mayor exposición en superficie de receptores funcionales. Esta plasticidad a nivel 

molecular tiene una consecuencia plástica a nivel fisiológico ya que estas 

modificaciones suponen un aumento de la capacidad receptiva a glutamato que pudiera 

compensar la disminución de la cantidad de ligando, y, cuando menos, el mantenimiento 

de cierto grado de actividad, debido a la actividad constitutiva independiente de 

ligando que posee el mGluR1a. Finalmente, la mayor tasa de expresión de mGluR1a 

posibilitaría aumentar, de modo notablemente superior a lo que ocurre en condiciones 

normales, la duración de la excitación de las cM/Es, proporcionando así un mecanismo 

a través del cual se incremente la capacidad de amplificación y discriminación de 

posibles señales olfatorias aferentes. 
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1.- El mGluR1a en el bulbo olfatorio se expresa en la mayor parte de las neuronas de 

proyección: en la totalidad de las células mitrales y en la mayor parte de las células 

empenachadas. La presencia del receptor en estas poblaciones neuronales sugiere 

su participación en eventos comunes a la fisiología de éstas, relacionados con la 

transmisión del estímulo olfatorio a centros superiores de la vía. En concreto, el 

mGluR1a parece intervenir en la generación de ondas de despolarización 

inusualmente largas en las cM/Es que posibilita la amplificación del estímulo 

olfatorio. 

 

2.- Subpoblaciones interneuronales que comprenden células empenachadas externas, 

células periglomerulares y células horizontales de la capa plexiforme interna, que 

inervan específicamente la capa glomerular, también expresan el mGluR1a. Este 

receptor, por tanto, aparece relacionado con estirpes neuronales implicadas en la 

modulación de la información olfatoria a nivel glomerular. La activación de mGluR1a 

en estas poblaciones neuronales inducirá la generación de ritmos excitatorios e 

inhibitorios que determinarán una actividad sincrónica definida para las cM/Es de 

un mismo glomérulo. Este mecanismo permitiría el establecimiento de patrones 

temporales de actividad, característicos en los diferentes glomérulos, y que son 

responsables de la correcta discriminación olfatoria 

 

3.- La mayoría de las neuronas que expresan mGluR1a y son, por tanto, 

glutamatoceptivas, coexpresan VGLUT2. Este hecho nos ha permitido describir, 

por vez primera, una población de células periglomerulares glutamatérgicas. Éstas 

son elementos postsinápticos a los axones de las neuronas receptoras olfatorias, 

por lo que pertenecen a células periglomerulares de tipo I. Además, dentro de este 

tipo, constituirían un subgrupo glutamatérgico, no solapado con los dos grandes 

grupos descritos hasta el momento, GABAérgico y GABAérgico/dopaminérgico. 
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4.- La deprivación olfatoria unilateral neonatal provoca un incremento de la expresión 

de mGluR1a, que se traduce en la detección de nuevos elementos neuronales 

positivos en la capa glomerular. A su vez, tiene lugar una redistribución del 

receptor, localizándose en dominios dendríticos donde no se expresa en 

condiciones control. En estas condiciones, el mayor incremento del receptor tiene 

lugar en su forma dimérica, que representa la forma anclada a membrana 

plasmática y, por tanto, activa. Junto con esto, se produce un aumento de la 

expresión de formas monoméricas en diferentes etapas de maduración 

postraduccional, que se encuentran ancladas a la membrana del retículo 

endoplasmático como paso previo a adquirir la conformación dimérica activa, 

disponibles para la inmediata demanda de receptores en superficie. 

 

 

Conclusión final: Los resultados presentados en esta memoria nos permiten concluir 

que el sistema receptivo glutamatérgico, mediado por mGluR1a, representa un 

elemento decisivo en la consecución de la correcta recepción de señales olfatorias. 

La ausencia de actividad sensorial aferente y, por tanto, de estimulación 

glutamatérgica, desencadena en este sistema mecanismos adaptativos de 

plasticidad. Éstos se traducen, inicialmente, a nivel molecular, en un aumento de 

síntesis y redistribución de mGluR1a que permite una mayor exposición en 

superficie de receptores funcionales. Esta plasticidad a nivel molecular tiene una 

consecuencia a nivel fisiológico, ya que estas modificaciones suponen un aumento 

de la capacidad receptiva a glutamato que pudiera compensar la disminución de la 

cantidad de ligando, y, cuando menos, el mantenimiento de cierto grado de 

funcionalidad, debido a la actividad constitutiva independiente de ligando que 

posee el mGluR1a. Finalmente, la mayor tasa de expresión de mGluR1a posibilitaría 

aumentar la duración de la despolarización de las cM/Es, proporcionando así un 

mecanismo a través del cual se incremente la capacidad de amplificación y 

discriminación de señales olfatorias aferentes.  
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