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Antecedentes
Glia Envolvente del Bulbo Olfatorio (GE)

La GE (Glia Envolvente del Bulbo Olfatorio) tiene la propiedad de envolver a los
axones, a lo largo de su trayectoria dentro del SNC, evitando su contacto con cualquier otro
tipo de glia que no sea permisiva para la migracion. (Gudino-Cabrera et al. 2000; Nieto-
Sampedro et al. 2002). La GE comparte caracteristicas de astrocitos, oligodendrocitos y
células de Schwann (Chuah et al. 2002). Ademas, es capaz de secretar diversas citocinas,
como el NGF, NT4 y BDNF (Boruch et al. 2001). Y algunos otros factores difusibles que
son capaces de inducir la arborizacion. (Kafitz et al. 1999; Guntinas-Lichius et al. 2001)

Gracias a su capacidad de conducir y permitir la regeneracion axonal, la GE ha sido
utilizada con éxito, en trasplantes para buscar la regeneracion de zonas seccionadas de
médula espinal obteniendo incluso mejores resultados al ser comparadas con las células de
Schwann periféricas (Verdu et al. 1999; Lu et al. 2002; Pascual et al. 2002).

Enfermedad de Parkinson

Clinicamente, se caracteriza por signos y sintomas motores y no motores, los
primeros incluyen temblor en reposo, bradicinesia, rigidez e inestabilidad postural; mientras
que los segundos, depresion, ansiedad, disfuncion sexual y dificultades cognitivas. Su
caracteristica patologica principal es la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia
nigra y en el locus coeruleus, 1o que lleva a una disminucion en los niveles de dopamina en
el estriado y como consecuencia a los trastornos ya descritos.(M.P.F. Umberto de Girolami
1996; Mouradian 2002)

Actualmente el tratamiento clinico de esta enfermedad, se basa en la administracion
exdgena de L-Dopa, el precursor inmediato de la dopamina, con la cual se obtiene una
mejoria en el control motor, sin embargo, después de un periodo prolongado con este
tratamiento, los pacientes presentan diversos efectos colaterales y disminucion en la
respuesta terapéutica (Mouradian 2002).
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Una de las terapias alternativas, es el uso de trasplantes celulares dopaminérgicos,
de diversas estirpes. (Bjorklund et al. 1979; Herman et al. 1994; Tabbal et al. 1998; Hauser
et al. 1999; Hagell et al. 2001) O bien, el uso de células manipuladas genéticamente para
expresar Tirosina Hidroxilasa (TH) (During et al. 1994), esta enzima es la encargada de
transformar a la tirosina en Dopa y se considera la enzima limitante en la sintesis de
catecolaminas. El gen de la TH ha sido clonado bajo el control del promotor de la GFAP lo
que dio como resultado el constructo Gfa2-TH. Se demostr6 que la transfeccion de células
gliales (Células C6 y astrocitos) con el constructo Gfa2-TH inducia una mejoria conductual
en modelos murinos de enfermedad de Parkinson. (Trejo et al. 1999; Cortez et al. 2000)

En estudios previos hemos demostrado que las células C6 transfectadas con Gfa2-
TH son capaces de sintetizar y liberar dopamina en respuesta a estimulos quimicos in vitro.
También hemos demostrado que estas células expresan el RNAm de los 5 subtipos de
receptores a Dopamina y una vez transfectadas con el gen de la TH existe una aparente
autorregulacion en la respuesta a los estimulos, ejercida por la Dopamina liberada en las
células transfectadas.

Planteamiento del problema

Las células C6, por su naturaleza tumoral no son candidatos a implantes cronicos en
los modelos de enfermedad de Parkinson, por otro lado, los astrocitos implantados tienen
una sobrevida corta y sus efectos beneficos son solo temporales. Es por lo anterior que se
continia la bisqueda de otras células que permitan ser manipuladas genéticamente para
sintetizar Dopamina y que una vez implantadas sobrevivan el tiempo suficiente para
permitir la recuperacion funcional, asi como la reconexion de los circuitos afectados. Dadas
sus caracteristicas regenerativas, la GE podria ser una mejor opcion en el uso de implantes
celulares en modelos de enfermedad de Parkinson.

Objetivo general

Caracterizar la presencia de receptores a dopamina en las células de GE, asi como la
capacidad de estas células de modificar sus concentraciones de Ca™ intracelular en
respuesta a estimulos quimicos depolarizantes.
Metodologia
Cultivo de glia envolvente de bulbo olfatorio

Los cultivos se obtuvieron de las capas glomerular y de fibras nerviosas de los
bulbos olfatorios de ratas macho de la cepa Wistar. Las células fueron mantenidas en una

atmosfera de 5% CO2 a 36.5° C. Se les realizd cambio de medio de cultivo cada 3er dia
(Gudino-Cabrera G y Nieto-Sampedro M. 1996).
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Determinacion de Rnam de los receptores A dopamina

Se realiz0 el analisis de expresion por PCR tiempo real en un equipo Abi-Prism. Se
utilizd el marcador SYBR-Green para la cuantificacion de la expresion.

Estimulacion con Kcl y cuantificacion de dopamina

Una vez que las células alcanzaron una confluencia aproximada del 90% se les
agregd KCl a una concentracion final de S0mM. Se mantuvieron en presencia del
estimulo por 24 horas, se retiro el sobrenadante y se analizd por HPLC para evaluar la
presencia de Dopamina en el medio.

Visualizacion de cinética de Ca™ con Fluo-3

En otro grupo de células a una confluencia aproximada de 60%, se impregnaron por
una hora a las c€lulas con el marcador fluorescente de Ca™ intracelular Fluo-3. Se
realizaron tomas en microscopio confocal antes y durante la estimulacion con KCI.

Resultados

La evaluacion por PCR tiempo real demostrd que la GE expresa RNAm para los 5
subtipos de receptores a Dopamina, siendo los mas expresados los subtipos 1,5 y 4.
El analisis del Ca++ intracelular demostrd que la depolarizacion con KCI de la GE
induce un incremento en las concentraciones de Ca++ intracelular como ocurre en
otras estirpes celulares similares.

La determinacion de Dopamina en los sobrenadantes de cultivo de GE demostrd que
estas células no liberan dopamina en condiciones naturales.

Conclusiones

Los resultados del presente trabajo demuestran que las células de la GE responden a
estimulos despolarizantes de igual forma que lo hacen las células C6 y la presencia de
receptores a dopamina en éstas células podria permitir un mecanismo de
retroalimentacion en la sehalizacion dopaminérgica. Los resultados aqui presentados
refuerzan la idea que las células de la GE pueden ser utilizadas en modelos de
enfermedad de Parkinson, una vez que sean transfectadas con las enzimas necesarias
para producir dopamina.
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