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La enfermedad de Parkinson es una condición neurodegenerativa causada por la 

muerte de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta, lo que 

ocasiona una deficiencia de dopamina en el estriado. Como la muerte de estas 

neuronas es selectiva, se ha pensado que el reestablecimiento de la vía nigro-

estriatal, a partir del transplante de neuronas dopaminergicas podría ser una terapia 

para mejorar la sintomatología de la enfermedad. La capacidad de las células 

troncales embrionarias de autorrenovarse y poderse diferenciar in vitro hacia un 

linaje específico, abre la posibilidad de que pudieran emplearse para terapia celular 

en la enfermedad de Parkinson, ya que se mantienen indiferenciadas en cultivo por 

tiempos prolongados y representan una fuente teóricamente ilimitada de neuronas 

dopaminérgicas; además, sobreviven y se integran al ser trasplantadas en modelos 

animales. 

 

 Estudios en los cuales se ha realizado el trasplante de neuronas dopaminérgicas 

provenientes del mesencéfalo ventral en ratas adultas lesionadas con 6-hidroxi-

dopamina no muestran una recuperación funcional, debido a que las células 

trasplantadas son incapaces de extender sus axones y reinervar el estriado. Sin 

embargo, cuando el mismo tipo de trasplante se realiza en la sustancia nigra de 

ratas neonatas, se observa crecimiento axonal de la sustancia nigra al  estriado 

lesionado y una recuperación parcial de la función. 

 

El trasplante de neuronas dopaminérgicas diferenciadas a partir de células troncales 

embrionarias (que son una mejor fuente de neuronas dopaminérgicas que las 

provenientes del mesencéfalo ventral)  no se ha realizado en ratas neonatas; por lo 

que en este trabajo se estudió la capacidad de las neuronas dopaminérgicas, 

diferenciadas a partir de células troncales embrionarias, de sobrevivir y de inervar el 

estriado en ratas neonatas. Se realizaron lesiones bilaterales en ratas de 3 días de 

edad por medio de la inyección de 6-hidroxi-dopamina, para ocasionar la muerte de 

las neuronas dopaminérgicas. Tres días después de la lesión, las ratas fueron 

trasplantadas unilateralmente en la sustancia nigra con una suspensión de neuronas 

dopaminérgicas diferenciadas a partir de células troncales embrionarias. A los 19 
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días de edad, las ratas lesionadas sin trasplante mostraron un incremento en la 

actividad motora, a causa de la falta de neuronas dopaminérgicas. Las ratas 

lesionadas que recibieron el trasplante mostraron una menor actividad que las ratas 

lesionadas. A los 21 días se realizó la prueba de rotación inducida por apomorfina, en 

donde se observó que las ratas lesionadas no trasplantadas no giraron, mientras que 

algunas ratas lesionadas y que recibieron el trasplante mostraron una conducta 

rotacional (5 giros por minuto). Al día 33 postnatal, las ratas fueron sacrificadas, 

realizándose una inmunohistoquímica para detectar a la tirosina hidroxilasa, enzima 

limitante en la síntesis de dopamina. Se observó una correlación entre el grado de la 

lesión y la hiperactividad locomotora. El porcentaje de ratas lesionadas fue muy bajo 

(menor al 30%) y en la mayoría de las ratas no se encontró el trasplante.  

 

Con la finalidad de analizar la sobrevivencia de las neuronas trasplantadas a través 

del tiempo se realizó un segundo ensayo en donde se sacrificaron a las ratas a 

diferentes tiempos (6, 14, 21 y 28 días postnatal). Se observó que conforme avanza 

el tiempo, el número de neuronas del trasplante disminuye, sugiriendo una baja 

sobrevivencia de las células trasplantadas. En ninguna de las ratas trasplantadas se 

encontró crecimiento axonal de las células trasplantadas hacia el estriado. 
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1.1.  SISTEMA NERVIOSO 

El Sistema Nervioso coordina actividades motoras y cognoscitivas e integra la 

información que proviene del entorno. Se divide en Sistema Nervioso Central (SNC) y 

Sistema Nervioso Periférico (SNP). El SNC humano regula una serie de funciones 

como la conciencia, el pensamiento, la percepción, el aprendizaje, la memoria, el 

lenguaje, el movimiento y muchas otras funciones fisiológicas. El SNC comprende al 

cerebro y a la médula espinal; está conformado por células especializadas, llamadas 

neuronas, que están embebidas en una matriz de células que en conjunto se 

denominan glía. Las neuronas, que continuamente reciben, elaboran, perciben 

información y toman decisiones, son las unidades anatómicas y funcionales del 

cerebro que interactúan entre sí para producir la compleja serie de procesos 

conductuales que se llevan a cabo en un organismo (Stensen, 2000). El cerebro 

contiene distintos tipos celulares, cada uno con una función diferente y específica. 

Los diferentes tipos celulares en el cerebro se originan a partir de un sólo tipo 

celular, las células troncales neurales (CTN; Mujtaba et al., 1999). La generación de 

gradientes de diferentes moléculas de señalización en el eje dorso-ventral, y las 

restricciones temporales y espaciales a nivel molecular durante la formación del  

SNC son eventos fundamentales, para la generación de  la diversidad celular 

existente en el cerebro (Pituello, 1997).  

 

El estudio y entendimiento de cómo se lleva a cabo la regulación de las señales que 

llevan a la diferenciación celular y a la formación de una citoarquitectura específica 

durante el desarrollo embrionario, puede llevar al entendimiento de la etiología de 

diferentes patologías del sistema nervioso, y quizá, en el caso particular de las 

enfermedades neurodegenerativas (como la Enfermedad de Parkinson) en la que 

existe muerte selectiva de un tipo neuronal, a la posible reparación del daño, a través 

del trasplante del tipo neuronal dañado.  

 

 

    I.  INTRODUCCIÓN 
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Para lograr lo anterior, además de conocer y entender la serie de complejos 

mecanismos que conducen a la conexión y formación de sinapsis específicas, se 

necesita comprender los mecanismos que conducen a la diferenciación celular, para 

así poder obtener una fuente renovable de células capaces de utilizarse en la terapia 

celular. En este sentido, el estudio de las células troncales (CT) parece ser una de las 

áreas más prometedoras para los trasplantes, debido a que cuentan con capacidad 

de auto-renovación y diferenciación. 

 

1.1.1. Formación del sistema nervioso central 

El SNC se forma a partir de un esbozo embrionario llamado tubo neural, el cual se 

forma a partir del ectodermo neural. El ectodermo es inducido por la notocorda a un 

proceso de diferenciación en donde las células se elongan provocando el 

engrosamiento de la parte dorsal del embrión que dan origen a la placa neural. El 

ectodermo se subdivide en tres regiones: ectodermo no neural, pliegues neurales y 

placa neural (Fig. 1). Los extremos se denominan ectodermo no neural y dan origen a 

la epidermis, las partes laterales son los pliegues neurales, que originan  las células 

de la cresta neural y la placa neural es la parte central de la placa, que da origen al 

tubo neural. 

 

En la neurulación primaria, los pliegues neurales se elevan (Fig. 1B) y los extremos  

de la placa (ectodermo no neural) se aproximan; la placa neural se encuentra entre 

los dos pliegues y se deprime formando un surco, denominado surco neural (Fig. 1C).  

 

 

 

 

 

Fig. 1. Formación del tubo neural. A) El ectodermo está formada por tres estructuras: 
ectodermo no neural, pliegues neurales y placa neural. B) Los pliegues neurales se 
elevan, formándose una cavidad o surco, llamada surco neural. C) Los pliegues neurales 
se aproximan cada vez más hacia la línea media, hasta que los extremos de la placa 
neural (ectodermo no neural)  se fusionan (D). E) Se  forma la epidermis, a partir del 
ectodermo no neural, la cresta neural, a partir de los pliegues neurales y el tubo neural a 

partir de la placa neural (Modificada de Gilbert, 2003). 
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Los extremos de la placa se aproximan cada vez más hacia la línea media hasta que 

se fusionan (Fig. 1D), los pliegues neurales descienden para formar  la cresta neural 

y las células de la placa neural se despegan de la epidermis, originando el tubo neural 

(Fig. 1E; Gilbert, 2003). 

 

Conforme se avanza en el desarrollo embrionario las células del tubo neural se 

diferencian dando lugar a las diversas estructuras conocidas del SNC adulto. En 

primera instancia el tubo neural forma tres vesículas primarias: el cerebro anterior 

(prosencéfalo), cerebro medio (mesencéfalo) y cerebro posterior (romboencéfalo). 

Posteriormente, las vesículas primarias dan lugar a 5 vesículas secundarias: el 

prosencéfalo se subdivide en telencéfalo y diencéfalo, el cerebro medio no se 

subdivide y el prosencéfalo origina al metencéfalo y mielencéfalo. Cada una éstas 

vesículas origina diversas  estructuras del SNC adulto (Gilbert, 2003) como se 

muestra en la figura 2.   

 

 

 

 

De particular interés en nuestro trabajo es el cerebro medio o mesencéfalo, ya que  

 

 

 

Una vesícula de particular interés es el cerebro medio, ya que a partir de éste se 

origina la sustancia nigra (SN) pars compacta, la cual está formada por neuronas 

dopaminérgicas, cuya degeneración selectiva es la responsable de los problemas 

motores observados en la Enfermedad de Parkinson. 

Fig. 2. Formación de las diferentes estructuras del SNC adulto a partir de las vesículas 
primarias y secundarias. Las vesículas primarias están conformadas por el cerebro 
anterior, medio y posterior a partir de las cuales se forman las vesículas secundarias. El 
cerebro anterior da origen al telencéfalo y diencéfalo, el cerebro medio al mesencéfalo, 
que más tarde originará la sustancia nigra y el cerebro posterior al metencéfalo y 
mielencéfalo (Modificada de Gilbert, 2003). 
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1.1.2. Formación de neuronas dopaminérgicas mesencefálicas 

Las neuronas dopaminérgicas (DAs) localizadas en el cerebro medio ventral son 

esenciales para el control de los movimientos y, además, están asociadas con 

múltiples enfermedades psiquiátricas y degenerativas. Hay tres regiones de 

neuronas DAs conocidas como regiones A8, A9 y A10 (Carlsson, et al., 1962; 

Dahlström y Fuxe, 1964; Hökfelt, et al., 1984). El grupo de neuronas A9 corresponde 

al núcleo de la SN; estas neuronas están involucradas en el control de los 

movimientos voluntarios, sintetizan al neurotransmisor dopamina y tienen 

proyecciones al estriado dorsal (vía nigroestriatal), sitio donde liberan la dopamina 

(Dianne, et al., 2008; Fig. 3). 

 

El desarrollo de las neuronas DAs incluye eventos de desarrollo temprano como la 

especificación, la diferenciación y la migración, así como, eventos tardíos, como el 

crecimiento neurítico, la arborización y la formación de conexiones sinápticas 

(Dianne, et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

1.1.2.1. Diferenciación de neuronas dopaminérgicas  

La generación de neuronas DAs se da en una región específica del mesencéfalo en 

desarrollo. Para que sea posible, es fundamental que primero se lleve a cabo la 

especificación de una zona permisiva para la generación, diferenciación y crecimiento 

de estas neuronas; esta zona está definida por la expresión de genes específicos en 

la zona ventricular del mesencéfalo. Estas señales son las que inducen a las células 

Fig. 3. Via nigro-estriatal 
de cerebro humano. La 
sustancia nigra es el sitio 
donde se encuentran los 
somas de las neuronas 
dopaminérgicas, que 
proyectan sus axones 
hacia el estriado, 
formado por el núcleo 
caudado y el putamen, 
sitio donde  se libera la 
dopamina (DA). 

 

Sustancia nigra 

DDAA  
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mitóticas en esta región a que se conviertan en neuronas jóvenes postmitóticas las 

que están destinadas a convertirse en neuronas DAs maduras (Smidt y Burbach, 

2007). 

 

Revisar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Moléculas involucradas en la diferenciación de neuronas dopaminérgicas. A) 
Factores de transcripción indispensables para la formación de la zona permisiva  
para la formación y diferenciación de neuronas dopaminérgicas. La expresión de Otx 
2, Pax 2 y En1 define la formación del mesencéfalo. El borde entre el diencéfalo y el 
mesencéfalo está determinado por interacciones represivas entre Pax6, En1/Pax 2. 
El borde entre el mesencéfalo y el metencéfalo se  forma a través de interacciones  
represivas entre Otx2 y Gbx2. En 1, Pax2 , Wnt  y otros factores desconocidos 
inducen la expresión de Fgf8. La expresión de Wnt es inducida por Lmx1b. B) Señales 
moleculares necesarias para la formación de neuronas dopaminérgicas 

mesodiencefálicas. Shh, FGF8, Wnt 1/5a, factor de crecimiento transformante /α 

(Tgf /α) son señales de inducción temprana. La inducción tardía incluye a moléculas 
como achaete-schute homólogo 1 (Mash 1), neurogenina 2 (Ngn2) y Sox 2. Cuando 
se deja de expresar Ngn2, se induce la expresión de Nurr1 y de En1 y 2. Finalmente, 
para que las células tengan un fenotipo dopaminérgico es necesaria la expresión del 
gen Ptx3. Prosencéfalo (Pros), telencéfalo (Tel), diencéfalo (di), mesencéfalo (mes), 
metencéfalo (met), myel (mielencéfalo), rombencéfalo (rhomb). (Modificada de  
Dianne, et al.,  2008 y Nakamura y Watanabe, 2005).  

A B 
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Uno de los eventos cruciales para la especificación de las neuronas DAs es la 

formación del istmo, que es el borde que existe entre el cerebro medio y el cerebro 

posterior. En el istmo se sintetiza el factor de crecimiento fibroblástico 8 (Fgf8), que 

junto con la proteína morfogénica sonic hedhegog (Shh) que es sintetizada y 

secretada por la notocorda y la placa del piso permiten la inducción de las neuronas 

DAs. Dentro de las señales tempranas cruciales para el establecimiento del cerebro 

medio y del cerebro posterior están las señales del factor de transcripción Wnt, cuya 

expresión es inducida por la de otro factor de transcripción llamado Lmx1b, que 

activa a los genes engrailed  (En), necesarios para el desarrollo de las neuronas DAs 

en estados más tardíos (Fig. 4A; Smidt  y Burbach, 2007; Nakamura y Watanabe, 

2005). 

 

Una vez que se ha regionalizado la zona permisiva, empiezan a aparecer otro tipo de 

señales que conducen al desarrollo y diferenciación de las neuronas DAs (Fig. 4B). 

Estas señales moleculares influencian el destino de las neuronas nacientes de una 

posición ventral y dorsal específicas a lo largo del eje mesodiencefálico e inducen los 

pasos esenciales de la diferenciación hacia el fenotipo neuronal dopaminérgico (Fig. 

4B; Smits, et al., 2006; Puelles y Rubenstein, 1993; Vernay, et al., 2005). 

 

1.1.2.2.  Crecimiento neurítico y  arborización de las neuronas 

dopaminérgicas  

En la rata, las primeras neuronas DAs aparecen en el día embrionario (E) 12 y las 

primeras prolongaciones neuríticas se observan en E13. El crecimiento de los axones 

sigue en primera instancia una trayectoria dorsal en el cerebro medio, pero después 

cambia su dirección hacia el cerebro anterior. Debido a esta reorientación, los 

axones dopaminérgicos toman un curso ventro rostral hacia el diencéfalo a través 

del telencéfalo en E14 (Gates, et al., 2004; Nakamura y Watanabe, 2005). Una vez 

que los axones salen del cerebro medio, se bifurcan en dos direcciones (E17), 

formando lo que  se conoce como fascículo medial (FM). Los axones del FM se 

dirigen hacia la parte ventrolateral del telencéfalo y se proyectan hacia distintas 

regiones del cerebro anterior, entre ellas el estriado y la corteza cerebral (E19; Fig. 

5). 
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El crecimiento axonal hacia el estriado continúa en la primera semana después del 

nacimiento. Los axones crecen inervando al estriado en la región cercana a los 

ventrículos laterales (VL). A partir de la primera semana después del nacimiento y 

hasta la semana tres posnatal (pn), el estriado sigue presentando modificaciones.  

 

Los parches, estructura característica del estriado, van desapareciendo conforme se 

avanza en el tiempo del desarrollo, hacia la tercera semana después del nacimiento, 

los parches son reemplazados casi por completo por un tipo de inervación difusa en 

el estriado. Los parches desaparecen en el estriado ventral conservándose algunos 

en estriado dorsal y dorsolateral (Dianne, et al., 2008). 

 

Todos estos eventos que ocurren en el desarrollo de la vía nigro-estriatal están 

regulados por diferentes moléculas que guían a los axones hacia su blanco específico 

una vez que los axones llegan a su blanco es indispensable que puedan establecer 

conexiones sinápticas funcionales (Dianne, et al.,  2008). El crecimiento de los axones 

que van desde la SN hasta el estriado siguen un camino específico (Fig. 5), en dicho 

camino deben existir señales tanto de atracción, que guíen a los axones hacia su 

blanco específico; como de repulsión, que impidan que los axones entren a zonas no 

adecuadas. Las moléculas involucradas en estos eventos pueden tener una acción a 

corto alcance (asociadas a membrana) o a largo alcance (moléculas solubles). Las 

moléculas guías involucradas en el crecimiento axonal son los complejos ligando-

receptor netrina-DCC, Robo-Slit y semaforina-plexina-neuropilina (Fig. 6; Dianne, et al.,  

2008; Smidt y Burbach, 2007). Robo es el receptor de Slit. Robo1 se localiza en  la 

Fig. 5. Trayectoria que siguen los axones 
dopaminérgicos provenientes de la 
sustancia nigra pars compacta  (SNc) y 
el área tegmental ventral (VTA) en el 
cerebro de rata. Los axones que se 
originan en la SNc y el VTA siguen 
primero una trayectoria dorsal. 
Posteriormente en el día E14 cambian 
su dirección hacia el cerebro anterior, 
siguiendo una trayectoria ventrorostral 
(2). Más tarde los axones bifurcan (E17) 
dirigiéndose, los provenientes de la SN, 
hacia el estriado y, los provenientes del 
VTA, a la corteza cerebral (3), lo cual 
sucede al día  E19. MFB indica el 
fascículo medial (Modificada de Gates, et 
al., 2004). 
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SN y en el área tegmental ventral (VTA)  y Robo2 se encuentra exclusivamente en la 

SN. Slit1, 2 y 3 tienen una acción repelente sobre los axones dopaminérgicos. 

Durante el desarrollo, Robo2 está expresado en la parte ventral del cerebro medio. 

Slit3 está expresado en el cerebro medio caudal y está posiblemente involucrado en 

las acciones repulsivas que inician el cambio de dirección de las fibras que expresan 

Robo hacia la parte rostral del cerebro. El cerebro medio dorsal expresa Slit1 al día 

E15, que después del crecimiento dorsal de los axones dopaminérgicos  crecen 

hacia la dirección rostro-ventral (Dianne, et al., 2008). 

 

El estudio de las señales de inducción dopaminérgica y de guía axonal podría ser de 

gran ayuda para la terapia celular en la enfermedad de Parkinson. La inducción 

dopaminérgica podría llevar a la generación in vitro de neuronas DAs para ser 

trasplantadas. Una vez trasplantadas las neuronas deben extender sus axones en 

forma dirigida para poder establecer conexiones sinápticas con las células blanco 

específico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. Moléculas guiadores 
de axones. Se muestra los 
diferentes tipos de moléculas 
guía (parte superior) con sus 
receptores conocidos (parte 
inferior). Se conocen dos 
tipos de efrinas (clase A y 
clase B) con un  solo 
receptor Eph. Las netrinas 
son proteínas secretadas y 
se conocen dos tipos de 
receptores (DCC y Unc). 
Existen 7 isoformas de las 
semaforinas, cuyo receptor 
es la plexina que puede 
actuar junto con la 
neuropilina. El receptor de la 
molécula soluble Slit es Robo. 
(Modificada de Dianne, et al; 
2008). 
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1.2.   CÉLULAS TRONCALES 

Las CT son células que tienen la capacidad de autorrenovarse en un estado 

indiferenciado y la posibilidad de diferenciarse en diferentes tipos celulares maduros, 

por lo que juegan un papel importante en la organogénesis, durante el desarrollo 

embrionario y en la regeneración de tejidos (Donovan y Gearhart, 2001). Debido a las 

características de estas células, se ha pensado en el uso potencial que pudieran 

tener en el tratamiento de enfermedades, en las cuales las células de algún órgano o 

tejido se han perdido o sufrido algún daño, como ocurre en la diabetes mellitus, en 

infartos al miocardio, en leucemias o en enfermedades neurodegenerativas. Es 

posible que tras este tipo de terapia pudieran disminuirse, en cierto grado, los 

síntomas de estas enfermedades y restaurarse de manera  parcial la función 

perdida. En el caso particular de los enfermos con Parkinson (en donde se presenta 

muerte selectiva de las neuronas DAs) ya se han realizado trasplantes de neuronas 

DAs, provenientes de fetos humanos. Los resultados que se obtuvieron no fueron del 

todo satisfactorios, por lo que la búsqueda de nuevas fuentes de neuronas DAs y de 

métodos de trasplante no ha cesado. En este sentido, las células DAs, diferenciadas 

in vitro a partir de células troncales, podrían ser una fuente importante de neuronas, 

las que pudieran emplearse como terapia de reemplazo celular en la Enfermedad de 

Parkinson (Lindvall y Björklund, 2004; Svendsen y Langston, 2004). 

  

1.2.1. Tipo de células troncales 

A partir de la fusión de un óvulo y un espermatozoide se forma el cigoto, en el cual, 

inmediatamente, comienza el proceso de división y, posteriormente, el de 

diferenciación, produciendo un organismo maduro completo. El cigoto se conoce 

como una célula totipotente, lo cual quiere decir que tiene la capacidad de 

diferenciarse y dar lugar a cualquier tipo celular, incluyendo tejido extraembrionario 

como el trofoblasto (Carlson, 2000). 

 

En roedores, cuatro días posteriores a la fecundación se forma el blastocisto. El 

blastocisto es una estructura de aproximadamente 120 células que está formada 

por una capa externa, una masa celular interna y una cavidad interior. La capa 

externa forma la placenta y las estructuras extraembrionarias; la masa celular puede  

dar lugar a cualquiera de los diferentes tipos celulares conocidos de un individuo 

adulto (Fig. 7; Carlson, 2000). 
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Las células de la masa celular interna del blastocisto, ya no se consideran 

totipotentes ya que una vez removidas del blastocisto, son incapaces de dar origen a 

un individuo completo (Fig. 7; Donovan, 2001). Son consideradas células 

pluripotentes aquellas que pueden dar origen a cualquiera órgano o tejido 

proveniente de las tres capas germinales embrionarias: ectodermo, endodermo y 

mesodermo (Chambers y Smith, 2004, Thomson, et al., 1998). No sólo se pueden 

encontrar células pluripotentes en el blastocisto; también pueden encontrarse 

células pluripotentes en tejido fetal que ha sido destinado a ser parte de las gónadas 

BLASTOCISTO 
 

Células 
troncales  
multipotentes 

CIGOTO 
Célula Totipotente 

Fig. 7. Diferenciación de los diversos  tejidos. El cigoto tiene la capacidad de diferenciarse y 
dar origen a todas las células de un individuo adulto incluyendo las capas 
extraembrionarias, por lo que se considera totipotente. Células pluripotentes son 
consideradas las células de la masa celular interna del blastocisto que pueden 
diferenciarse en cualquier tipo celular de las tres capas germinales. Multipotentes son las 
células que sólo pueden dar origen a células dentro de un tejido.  

Masa celular 
interna  
(células 
troncales 
pluripotentes) 
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(células primordiales germinales) y en teratocarcinomas gonadales desarrollados en 

el adulto. Las células troncales pluripotentes aisladas del blastocisto se conocen 

como células troncales embrionarias (CTE), las aisladas del tejido fetal se conocen 

como células germinales embrionarias (CGE) y las aisladas de teratocarcinomas 

testiculares se conocen como células de carcinoma embrionario (CCE; Fig. 8; 

Donovan, 2001). 

 

Conforme se avanza en el desarrollo embrionario, ocurre la gastrulación y las células 

se van dirigiendo hacia un linaje específico, siendo las células en etapas más tardías 

del desarrollo multipotentes. Se consideran células troncales multipotentes a 

aquellas células que dan origen a precursores o progenitores celulares, y que, 

posteriormente, se diferencian en tipos celulares específicos, maduros y con 

funciones especializadas dentro de un tejido (Fig 7; Kirschtein y Skirboll, 2001). Tales 

linajes se pueden encontrar en tejido embrionario y en el tejido adulto. Las células 

troncales multipotentes presentes en el adulto se conocen con el nombre de células 

troncales adultas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8. Origen de células troncales pluripotentes humanas. Las células troncales 
pluripotentes, que se derivan de la masa celular interna, se conocen como células 
troncales embrionarias (CTE), las que se derivan de la línea germinal, son células 
germinales embrionarias (CGE) y las que se derivan de tumores testiculares de adulto, 
son células de carcinoma embrionario (CCE). Cada uno de los tres tipos de células 
pluripotentes se mantienen en cultivo, sobre una capa de células alimentadoras 

fibroblásticas (Modificada de Donovan, 2001). 

ORIGEN DE LAS CÉLULAS TRONCALES PLURIPOTENTES Y MULTIPOTENTES 

PLURIPOTENTES  
Germinales 

embrionarias (EG) 

Teratocarcinoma   
(EC) 

9 

Blastocisto  
(ES) 

CTE CGE CCE 
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Las células troncales adultas son células no diferenciadas que se encuentran 

inmersas en un tejido diferenciado y especializado, que son capaces de renovarse y 

de diferenciarse en los tipos celulares del tejido del cual se originan. Estas células 

residen en un ambiente especial llamado “nicho” el cual varía en localización y 

naturaleza dependiendo del tipo de tejido del cual provenga. Su función es llevar a 

cabo la regeneración del tejido, reemplazando la pérdida celular debida a la muerte 

celular natural (Kirschtein y Skirboll, 2001). 

 

Dentro de las CT multipotentes se han aislado CTN del cerebro medio en desarrollo y 

se ha logrado la diferenciación de estas células a neuronas DAs, aunque en eficiencia 

muy baja (Studer, et al., 1998). Las CTE pueden generar una mayor proporción de 

neuronas que secretan DA in vitro (Kawasaki, et al., 2000; Perrier, et al., 2004). 

Neuronas DAs derivadas de CTE se han trasplantado en animales parkinsonianos 

adultos y se ha observado una recuperación conductual consistente, al realizar los 

injertos en el estriado (Bjorkjund, et al., 2002, Kim, et al., 2002; Rodriguez-Gómez, et 

al.,  2007; Hedlund, et al., 2008). 
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Si bien es cierto que se debe asegurar que las células DAs crecidas en cultivo 

sobrevivan al ser trasplantadas y sean eficientes en la liberación de dopamina, 

igualmente importante es que se establezcan los contactos sinápticos con el sitio 

blanco. Los trasplantes de neuronas DAs en cerebro receptor. En animales adultos, 

las neuronas DAs se trasplantan en el estriado porque el implante de neuronas DAs  

en la SN de animales adultos no provee de dopamina al estriado y, por lo tanto, los 

animales no se recuperan por completo. La recuperación de la vía anatómica nigro-

estriatal depende, más que de la sobrevivencia de las células en la SN o de la 

liberación de la dopamina en el estriado, de la capacidad de las células trasplantadas 

de extender axones hacia el estriado al ser implantadas en esta región. 

 

Se ha observado que, en el cerebro adulto de ratas parkinsonianas trasplantadas con  

neuronas DAs provenientes del mesencéfalo ventral (VM) de fetos, los injertos son 

incapaces de reinervar el estriado, aún cuando son colocadas muy cerca de la 

estructura blanco denervada (Björklund, et al., 1983; Nikkah, et al., 1994a; Nikkah, et 

al., 1994b). La presencia de factores inhibitorios del crecimiento axonal a lo largo del 

camino nigro-estrital y la ausencia de un adecuado sustrato que guíe el crecimiento 

pueden explicar la imposibilidad de los axones de las neuronas DAs, trasplantadas en 

la SN, de reinervar el estriado (Schnell y Schwab 1990; Schwab 1990, 1993). 

 

Sin embargo, se observa un fenómeno diferente si se trasplantan neuronas DAs 

fetales del MV en la SN de ratas neonatas previamente lesionadas con 6-hidroxi-

dopamina (6-OHDA). La 6-OHDA es un análogo de la dopamina y es introducido a las 

neuronas DAs por medio del transportador de dopamina (DAT). En estos estudios, se 

ha visto que los axones de las células trasplantadas en la SN son capaces de 

establecer conexiones con el estriado denervado (Nikkhah, et al., 1995a).  Estos 

animales muestran una recuperación parcial de la función motora porque las células 

trasplantadas provienen del MV de fetos de rata del E14 y las ratas que reciben el 

trasplante se encuentra en una etapa del desarrollo diferente (día 3 pn). La 

recuperación parcial observada también es causa de que la lesión se realiza 

bilateralmente y el trasplante solamente unilateral (Nikkhah, et al., 1995b). 

 

    II.  ANTECEDENTES  

I.  INTRODUCCIÓN 
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En el trabajo de Nikkhah, et al., (1995) se trasplantaron neuronas DAs provenientes 

del mesencéfalo ventral de ratas del día embrionario E14, en nuestro trabajo se 

quiere probar la capacidad de las neuronas DAs provenientes de células ES de 

inervar el estriado. Al ser el cerebro neonato un medio permisivo para el crecimiento 

axonal se piensa que al realizar el trasplante de células DAs diferenciadas de células 

ES en la SN de ratas neonatas, los axones de las neuronas DAs trasplantadas serán 

capaces de crecer sus axones e inervar al estriado. 
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3.1.  HIPÓTESIS 

Si el cerebro de ratas neonatas tiene condiciones permisivas para el crecimiento 

axonal, entonces al implantar neuronas dopaminérgicas diferenciadas de células 

troncales embrionarias en la sustancia nigra en ratas neonatas, estas neuronas 

podrán extender sus axones e inervar el estriado. 

 

 

3.2.  OBJETIVOS  

 

3.2.1.  Objetivo general 

Establecer si el implante en la sustancia nigra de neuronas dopaminérgicas 

provenientes de células troncales embrionarias pueden extender axones de manera 

dirigida al estriado en ratas de 6 días pn.  

 

3.2.2.  Objetivos particulares 

1. Búsqueda de coordenadas para lesión con 6-OHDA en ventrículos en 

ratas de 3 días pn y para el trasplante en SN en ratas de 6 días pn. 

2. Estandarizar la lesión con 6-OHDA en ratas de 3 días de nacidas. 

3. Trasplantar células DAs provenientes de células ES, en ratas de 6 días 

previamente lesionas con 6-OHDA. 

4. Establecer si las células DAs trasplantadas en la SN sobreviven y pueden 

reinervar el estriado. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    III.  HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

I.  INTRODUCCIÓN 
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4.1. ANIMALES 

Se obtuvieron ratas hembras de la cepa Wistar con fetos de 19 días de gestación. Las 

ratas se colocaron individualmente en un cuarto mantenido a una temperatura de 

23°C con ciclos de luz oscuridad de 12 horas, con acceso libre de agua y alimento. 

Una vez nacidas las crías, se mantuvieron con la madre en el mismo cuarto y bajo las 

mismas condiciones. Al día 3 y 6 pn, la madre fue separada de sus crías y colocada en 

una jaula diferente, las crías se mantuvieron en la cama original para ser operadas por 

medio de cirugía estereotáxica. Al finalizar la operación de la camada completa, la 

madre se regresó a la caja donde se encontraban las crías. 

 

4.2. CIRUGÍA ESTEREOTÁXICA 

La cirugía estereotáxica permite intervenir quirúrgicamente en zonas específicas del 

cerebro. El aparato estereotáxico consta de un mecanismo calibrado para poder  

desplazar el dispositivo en tres ejes: antero-posterior (AP), dorso-ventral (DV) y latero 

medial (LM).  

El aparato consta de una aguja que se mueve en las tres coordenadas antes 

mencionadas y una estructura para sujetar la cabeza de la rata de manera firme (Fig. 

9).  

 

 

 

    IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

I.  INTRODUCCIÓN 

 

Fig. 9.  Aparato estereotáxico. Se muestra el adaptador para ratas neonatas. La cabeza 
de la rata se coloca de manera firme con la ayuda de unos lápices (Tomada de 

Cunningham y McKay, 1993). 



 19 

Las coordenadas se establecen con la ayuda de un atlas que señala las diferentes 

zonas del cerebro en coordenadas específicas. Las coordenadas pueden variar 

dependiendo de la cepa y de la edad del animal por lo que es importante siempre 

realizar los ensayos necesarios para corroborarlas. 

 

El animal debe estar fijo y correctamente colocado en el estereotáxico, ya que 

cualquier localización errónea conllevará a  llegar a una zona del cerebro incorrecta. 

Una vez que se ha fijado la cabeza del animal, se procede a realizar una incisión para 

dejar descubierto el cráneo. La cánula o aguja se puede situar en dos incisiones 

(lambda y bregma; Fig. 10) que  sirve como punto de partida para poder moverse de 

acuerdo a las coordenadas deseadas. 

 

 

 

 

 

4.3. BÚSQUEDA DE COORDENADAS PARA LA INYECCIÓN EN LOS VENTRÍCULOS 

LATERALES, FASCÍCULO MEDIAL Y SUSTANCIA NIGRA 

Se desea provocar la muerte de las neuronas DAs. La manera en que se logra la 

muerte de dichas neuronas es inyectando 6-OHDA en los VL o en el FM. Se realizará 

la inyección de 6-OHDA en los VL  o en el FM de ratas de 3 días pn para provocar la 

muerte de las neuronas DAs. Posteriormente se trasplantaran neuronas DAs 

diferenciadas a partir de CTE en la SN de ratas de 6 días pn. 

 

Como se mencionó anteriormente, es necesario realizar ensayos para asegurar que 

por medio de la cirugía estereotáxica se llegue a la región deseada (en este caso VL, 

FM y SN). Dichos ensayos se realizan inyectando colorante en la región de interés, 

Fig. 10. Preparación del animal 
antes de la cirugía estereotáxica. 
Se puede observar las dos 
suturas craneales: bregma y 
lambda. (Tomada de Cunningham 

y McKay, 1993). 
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posteriormente se realizan cortes histológicos y por medio de microscopía en campo 

claro se observa si el colorante cayó en la región del cerebro deseada, sino es así, se 

prueban más coordenadas hasta lograrlo. 

 

Las coordenadas para lograr la inyección en VL de ratas de 3 días pn se desconocen. 

Lo que se conoce son las coordenadas para lograr el depósito en VL de ratas de 0 

días pn (Nikkah, et al.,  1994a). Se probó si las coordenadas reportadas para ratas  

de 0 días pn podían emplearse para ratas de 3 días pn, por lo que se inyectó 

colorante en la rata de 3 días pn, siguiendo las siguientes coordenadas: AP = –0.6, 

LM =  0.8 y  DV = –2.0. 

 

Las coordenadas reportadas para inyectar en FM en ratas de 3 días pn son las 

siguientes: AP = - 0.6, LM = ±1.1 y DV= - 5.8 (Mennicken, et al., 1995; Abrous, et al., 

1990). Sin embargo se realizaron las siguientes pruebas para ajustarlas:                  

1)  AP = - 0.6, LM = ±1.1 y DV= - 5.3.       2) AP = - 0.6, LM = ±1.1 y DV= - 5.0.        

3) AP = - 0.6, LM = ±1.1 y  DV= - 4.8. 

Las coordenadas que se ensayaron para sustancia nigra fueron:                                    

1) AP=-3.7, LM = ±1.6 y DV=-4.3.   2) AP=-4.2, LM = ±1.6 y DV=-4.3.       3) AP=-4.2, 

LM = ±1.7 y DV=-4.3.     4) AP=-4.2 LM = ±1.8 y DV=-4.3.     5) AP=-4.2, LM = ±1.9 

y DV=-4.3.   6) AP=-4.2, LM = ±2.0 y DV=-4.3.     7) AP=-4.2, LM = ±2.1 y DV=-4.3. 

8) AP=-4.2, LM = ±1.9 y DV=-4.4.   9) AP=-4.2, LM = ±1.9 y DV=-4.6. 

 

4.4. INYECCIÓN DE COLORANTE POR CIRUGÍA ESTEREOTÁXICA 

La inyección de colorante se realizó por medio de cirugía estereotáxica, para lo cual 

las ratas se anestesiaron con halotano (inducción 2%, mantenimiento 1%) y se 

colocaron cuidadosamente en el estereotáxico con un adaptador para neonatos (Fig. 

9), teniendo especial cuidado en la correcta colocación de la cabeza, lo cual es 

indispensable para un depósito exacto en la región de interés. Posteriormente,  se 

limpió la zona de incisión con una solución de iodopovidona al 10%. Después, se 

realizó una incisión en la parte media del cráneo y se localizó bregma. Una vez 

localizada bregma, se fijaron las coordenadas y se realizó la inyección bilateral de azul 

de metileno al 10%. En ratas de 3 días de edad se inyectaron 5 L en los VL y 0.2 L 

en el FM. En ratas de 6 días de edad se inyectó 1 L en la SN. Una vez efectuado el 
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depósito del colorante, el cerebro fue extraído, colocado en una solución de formalina  

al 10 % y conservado a 4°C. 

 

4.5. PROCESAMIENTO DEL CEREBRO 

Se realizaron cortes sagitales de 50 m a –20°C con la ayuda de un criostato. Los 

cerebros se obtuvieron en laminillas previamente gelatinizadas. Las laminillas se 

cubrieron con una solución de gelatina al 1% y se dejaron secar 48 horas a 

temperatura ambiente. Los cortes fueron analizados por medio de un microscopio 

estereoscópico (Nikon SMZ1500) y las imágenes fueron adquiridas por medio de 

una cámara fotográfica digital adaptada al microscopio (Nikon CoolPix S10). 

 

En algunos casos el sitio de la inyección se observó mejor en el cerebro montado en 

el criostato que en la laminilla, por lo que algunas imágenes se capturaron 

directamente del cerebro montado en el criostato. 

 

4.6. ESTANDARIZACIÓN DE LA LESIÓN CON 6-OHDA 

 

  4.6.1. Inyección de 6-OHDA en ventrículos laterales 

Para la estandarización de la lesión con 6-OHDA en ratas de 3 días de nacidas, se 

emplearon un total de 66 ratas. Los animales se dividieron en tres grupos. Un grupo 

de ratas intactas (36 animales), un grupo control que se inyectó con solución salina 

fisiológica (SSF) con ácido ascórbico al 0.1% (vehículo, 35 animales) y un grupo 

inyectado con  6-OHDA en los VL (44 animales). Para este último grupo, se 

administraron bilateralmente, y por medio de cirugía estereotáxica 55 g (calculado 

como base libre) de 6-OHDA-HCl (Sigma-Aldrich) en 5 L de la solución vehículo. El 

grupo control fue inyectado bilateralmente con el mismo volumen. El grupo de ratas 

intactas no fue inyectado. Las coordenadas que se emplearon fueron los confirmadas 

con la inyección con colorante: AP= –0.6; LM =  0.8, DV = –2.1 respecto a bregma. 

 

4.6.2. Inyección de 6-OHDA en fascículo medial  

Los animales se dividieron en dos grupos. Un grupo control (11 animales) y un grupo 

inyectado con  6-OHDA en FM (5 animales). Como esta inyección se dirige 

directamente al haz de axones dopaminérgicos, se administraron bilateralmente por 

medio de cirugía estereotáxica una menor cantidad de 6-OHDA: 8 g de 6-OHDA-HCl 
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en 0.2 L de una solución de vehículo. El grupo control fue inyectado con el mismo 

volumen. Las coordenadas que se emplearon fueron los confirmadas por la inyección 

con colorante (AP = –0.6; LM =  1.1; DV = –4.8 respecto a bregma). 

 

Posterior a la cirugía, las ratas fueron regresadas a la madre y se monitoreó que no 

fueran rechazadas por ella. 

 

       4.6.3. Evaluación de la actividad motora 

Con la finalidad de evaluar el grado de lesión a causa de la inyección de 6-OHDA, se 

realizó una prueba de actividad locomotora en campo abierto cuando los animales 

tuvieron 19 dias de edad. La prueba se realizó por medio de sistema cuantificador de 

la actividad (VersaMax Animal Activity Monitoring System; Aucaiscam Instruments), 

que se encuentra conectado a una computadora. El equipo cuenta con dos emisores 

de rayos infrarrojos, colocados, uno a nivel del piso para el registro de los 

movimientos horizontales y otra a 10 cm del piso para el registro de los movimientos 

verticales. El equipo cuenta con cajas de plástico con una dimensión de 10 cm de 

largo y ancho, con una altura de 20 cm. Para la realización de la prueba, el animal se 

separa de la madre,  se coloca en el ambiente nuevo y, posteriormente, se monitorea 

su actividad por 30 minutos. Cada vez que la rata se mueve, el haz de luz es 

interrumpido, lo cual es registrado por la computadora y acumulado cada 5 minutos. 

 

Los animales tratados con 6-OHDA que sufrieron muerte de las neuronas DAs y que 

por lo tanto tienen un estriado deficiente de DA muestran a esta edad una mayor 

actividad que los animales control. Por medio de esta prueba, se ha comprobado que 

animales con denervación dopaminérgica, causada por la lesión con 6-OHDA, 

muestran un aumento en la actividad motora. La diferencia en la actividad entre el 

grupo control y el lesionado es estadísticamente significativa a los 19 días pn 

(Shaywitz, et al., 1976). Por lo que al día 19 pn, se midió la actividad motora de los 

animales que no fueron inyectados (grupo intacto), de los animales inyectados con el 

vehículo (grupo control) y de los animales inyectados con 6-OHDA (grupo lesionado).  

 

Al día 33 pn, los animales fueron sacrificados y el cerebro extraído, para lo cual los 

animales se anestesiaron profundamente con pentobarbital sódico (100 mg/kg de 

peso; Pet’s Pharma de México S.A de C.V). Posteriormente, las ratas fueron 
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perfundidas con 200 mL de solución salina a 37°C, posteriormente,  fijadas con    

200 mL de paraformaldehído al 4% disuelto en amortiguador de fosfatos (PBS)     

0.1 M, pH = 7.4 y conservados a 4° C. Los animales fueron decapitados, el cerebro 

extraído y éste fue conservado en paraformaldehído al 4%. A las 24 horas, los 

cerebros fueron lavados con PBS y cambiados a una solución de sacarosa al 10%, 

después de 24 horas de permanecer en esta solución se cambiaron a una solución 

de sacarosa al 20% y 24 horas posteriores a una solución de sacarosa al 30 %. Con 

la ayuda de un criostato se obtuvieron cortes coronales en flotación de 50 m de 

grosor. 

 

       4.6.4. Inmunorreactividad a tirosina hidroxilasa 

Al día 33 pn se realizó un ensayo inmunohistoquímico, por medio del cual se pudo 

observar el grado de lesión. Para realizar la inmunodetección de tirosina hidroxilasa 

(TH), los cortes se incubaron con una solución que contenía suero normal de cabra 

(Gibco, Invitrogen) al 10% y tritón X-100 (Sigma-Aldrich) al 0.3% disueltas en PBS por 

20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se enjuagaron con PBS y se 

incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-tirosina hidroxilasa (anti-TH; Sigma-

Aldrich) hecho en ratón a una dilución 1:1000 en una solución de PBS-suero de 

cabra al 0.1% por 48 horas a temperatura ambiente. Al término de este periodo de 

incubación, los cortes se incubaron con solución de lavado (PBS-albúmina 0.1%) y, 

posteriormente, se incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón (dilución 

1:1000 en PBS-suero de cabra al 1%) acoplado a Alexa 488 (Invitrogen) durante 4 

horas a temperatura ambiente y protegidas de la luz. Los cortes se lavaron con PBS 

y se  agregó Hoechst 33258 (1 ng/ml; Sigma) por 5 minutos, se lavaron con PBS  y 

se colocaron  los cortes en lamillas. Posteriormente, se montaron con medio de 

montaje (Aqua Poly/Mount; Polysciences, Inc) a oscuras. Los cubreobjetos se 

sellaron con barniz de uñas. 

  

La extensión del daño fue analizada cualitativamente por medio de la 

inmunodetección de la enzima TH, (enzima limitante de la síntesis de catecolaminas). 

Posteriormente, se realizó una correlación entre el grado de denervación 

dopaminérgica y la actividad motora presentada por las ratas. 
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4.7. TRASPLANTE DE NEURONAS DOPAMINÉRGICAS DERIVADAS DE CÉLULAS 

TRONCALES EMBRIONARIAS 

Tres días posteriores a la lesión (6 días pn), los animales fueron trasplantados. Un 

grupo conformado por 19 animales se inyectó unilateralmente con las siguientes 

coordenadas: AP=-4.2, LM = ±1.9 y  DV=-4.6 y se sacrificó al día 33 pn. De los 19 

animales, 9 se trasplantaron con neuronas DAs y 10 fueron inyectados con medio 

N2. A los 19 días de edad se realizó la prueba de actividad y a los días 21 pn la 

prueba de rotación. Para la prueba de rotación los animales fueron administrados 

subcutáneamente con 0.05 mg/kg de peso de apomorfina. Los animales fueron 

colocados en los rotómetros (Med Assocociates Inc) y monitoreados por 30 minutos. 

Los giros fueron registrados por una computadora a través  del programa Roto Rat. 

 

Con la finalidad de analizar la sobrevivencia de las células trasplantadas a través del 

tiempo, un segundo grupo de animales fue trasplantado, y sacrificado a diferentes 

tiempos: día 6, 14, 21 y 28 pn. En este grupo de animales se realizaron dos 

depósitos de células con las siguientes coordenadas: AP = -3.0  LM = ±1.1 y DV = -

4.6 y AP = - 2.5 LM = ±1.1 y DV = -4.6). Para facilitar la localización del trasplante, 

en algunos casos antes de ser trasplantadas, las células se marcaron con el 

colorante Hoechst. Las células se incubaron por diez minutos con Hoechst con una 

concentración final de 5 M. Aquellos animales que llegaron a los 19 días de edad se 

les realizó la prueba de actividad y aquellos que llegaron a los 21 días, se les realizó la 

prueba de rotación. 

 

4.8. DIFERENCIACIÓN DE CÉLULAS TRONCALES EMBRIONARIAS A NEURONAS 

DOPAMINÉRGICAS 

Las neuronas DAs que se emplearon para realizar el trasplante se obtuvieron a 

partir de la diferenciación de dos líneas celulares y siguiendo el protocolo de 5 etapas 

descrito por Lee y colaboradores en el 2000. 

 

Las líneas celulares empleadas fueron la R1 y la B5, esta última expresa la proteína 

verde fluorescente (GFP), en todas las células, de manera constitutiva. 
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El protocolo consta de 5 etapas las cuales se resumen  a continuación: 

 

 

Etapa  Eventos por etapa. 

Etapa 1 Expansión de las CTE  indiferenciadas 

Población crecida en cajas de cultivo gelatinazadas. Medio para CTE  

en presencia de LIF 

Etapa 2 Generación de cuerpos embrionarios. 

Cultivo en suspensión por 4 días  en medio para CTE  para formar 

cuerpos embrionarios 

Etapa 3 Selección células positivas a nestina en un medio definido para 

seleccionar CTN. 

Cultivo en cajas para cultivo con medio ITSFn durante 8-10 días. 

 

Etapa 4 Expansión de células nestina-positivas. Proliferación de las células 

troncales neurales, en presencia de mitógenos (factor de 

crecimiento fibroblastico). 

Crecer en medio N2 con factor de crecimiento fibroblástico básico 

(bFGF) en cajas cubiertas con laminina por 6 días. 

Etapa 5 Diferenciación . 

Se retira el bFGF del medio N2. 
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5.1. LOCALIZACIÓN DE LAS COORDENADAS PARA EL DEPÓSITO DE 6-OHDA EN 

VENTRÍCULOS EN RATAS DE 3 DÍAS PN 

Con la finalidad de conocer si las coordenadas reportadas por Nikkah, et al., (1995) 

para la inyección de 6-OHDA en VL de ratas de 0 días pn podían emplearse para 

ratas de 3 días pn, se realizó primero la inyección en VL con azul de metileno por 

medio de cirugía estereotáxica en ratas de 0 días pn y posteriormente en ratas de 3 

días pn (Fig. 11B). Las coordenadas empleadas fueron:   AP = –0.6; LM =  0.8,  

DV= –2.1 respecto a bregma. 

 

En los cortes coronales obtenidos se observa el azul de metileno dentro de los VL de 

las ratas de 0 días pn (Fig. 11A) como de las ratas de 3 días pn (Fig. 11B); lo cual 

indica que las coordenadas para VL en neonatos de 0 días pn pueden emplearse 

para ratas de 3 días pn.  

 

Con la finalidad de lograr una inyección más precisa y empleando una menor 

cantidad de 6-OHDA, se probó si la inyección de 6-OHDA en FM podía emplearse 

para lograr la denervación dopaminérgica requerida, para lo cual, se probaron las 

coordenadas empleadas por Mennicken, et al.,  (1995) y Abrous, et al., (1990). 

Después de realizar las inyecciones de colorante, se observa que las coordenadas 

reportadas en la literatura para FM de rata de 3 días pn, no permitieron llegar al 

área deseada (Fig. 11C), por lo que se ajustaron las coordenadas hasta encontrar 

aquellas en donde el colorante fuera depositado en FM. Las coordenadas que 

permitieron lo anterior fueron: AP = –0.6; LM =  1.1, DV= – 4.8 respecto a bregma 

(Fig. 11D). 

 

Con el propósito de establecer si las coordenadas para la inyección en la SN en ratas 

de 3 días pn podían emplearse en ratas de 6 días pn, se inyectó por medio de cirugía 

estereotáxica 1 L de azul de metileno con las coordenadas para ratas de 3 días pn: 

AP=-3.7, LM = ±1.6 y  DV=-4.3 en ratas de 6 días pn. Se observó que la inyección del 

colorante usando estas coordenadas no permitía un depósito en la SN (Fig. 11E), por 

lo que fueron probadas otras coordenadas que se describen en la sección 4.3. De 

    V. RESULTADOS 

I.  INTRODUCCIÓN 
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todas las coordenadas ensayadas se encontró que las coordenadas AP=-4.2, LM = 

±1.9 y DV=-4.6 eran las más adecuadas para lograr un depósito en la SN en ratas 

de 6 días pn (Fig. 11F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 5.2. ESTANDARIZACIÓN DE LA LESIÓN CON 6-OHDA 

La estandarización de la lesión con 6-OHDA consistió en que, a partir de la inyección 

bilateral de 6-OHDA en los VL o en FM al día 3 pn, se logre la muerte de las neuronas 

DAs. De acuerdo a reportes previos (Shaywitz, et al., 1976) tras la muerte de las 
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 3 dpn 

 6 dpn 
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FM 
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SN 
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 0 dpn  3 dpn 

Fig. 11.  Localización de la inyección en ventrículos laterales, fascículo medial y sustancia 

nigra. En la figura A y B se muestra el depósito del colorante en los ventrículos laterales (VL)  

empleando las coordenadas: AP = –0.6; LM =  0.8,  DV = -2.1. A) rata de 0 días pn. B)  

ratas de 3 días pn.  C) Depósito del colorante en rata de 3 días pn, con las siguientes 

coordenadas: AP = –0.6; LM =  1.1 y DV = - 5.8; se observa que el depósito del colorante 

no se encuentra en el  fascículo medial (FM). D) Inyección con las coordenadas ajustadas 

para FM en rata de 3 días pn (coordenadas:  AP = –0.6; LM =  1.1 y DV = - 4.8). E – F) 
Muestran la localización del depósito de azul de metileno en la SN empleando las 
coordenadas  AP= -3.7, LM = ±1.6  y DV= -4.3 (E) y AP=-4.2, LM = ±1.9 y  DV=-4.6 (F). Las 

flechas en E y F muestran el tracto de la aguja y el sitio donde cae el colorante. 

B 

A 

B 
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neuronas DAs las ratas al día 19 pn deberán mostrar un aumento en la actividad 

motora.  

 

El éxito de la lesión dependió además, de la administración de de la dosis de 6-OHDA en 

la región correcta, de la recuperación de los neonatos y de su aceptación por la madre 

posterior a la cirugía. El lograr que el depósito se colocara en la región correcta estuvo 

sujeto a la adecuada orientación de la cabeza de las ratas, así como en  localización 

precisa de bregma. 

 

          5.2.1.  Correlación entre la inmunorreactividad a TH y la actividad locomotora  

A los 19 días pn se evaluó la actividad locomotora de 36 ratas intactas, 35 inyectadas 

intraventricularmente con SSF, 5 inyectadas con 6-OHDA en FM y 44 inyectadas con 

6-OHDA en VL. Los animales fueron sacrificados 2 semanas después (33 días pn) de la 

prueba de actividad motora. La extensión de la denervación de las neuronas DAs 

después de 30 días de la inyección de 6-OHDA en los VL fue analizada por medio de la 

inmunorreactividad a TH en el estriado y en la SN. Como ya se ha mencionado la SN es 

el sitio donde se encuentran las neuronas DAs que  liberan la DA en el estriado. 

 

Realizando cortes coronales de 50 m en la dirección antero-posterior de los 

cerebros de las ratas, se identificó, por inmunofluorescencia, al estriado y 

posteriormente a  la SN. El estriado se encuentra en la parte anterior del cerebro y 

se identifica como una amplia zona que abarca dos grandes lóbulos, uno del 

hemisferio izquierdo y otro del hemisferio derecho (Fig. 12A); en cada uno de los 

lóbulos puede reconocerse fácilmente a los VL, que sirven como referencia. La SN se 

encuentra en la parte ventral del cerebro medio y se identifica por la presencia de 

somas neuronales en cada uno de los hemisferios, arreglados en bandas 

características: con una mayor densidad cerca de la línea media y con menor  

densidad de los somas conforme se avanza en dirección lateral (Fig. 12B). 

 

El estriado de ratas inyectadas con SSF (grupo sham)  cuenta con un gran número 

de proyecciones DAs, que se manifiesta por una marcada inmunorreactividad a TH 

(color verde intenso en la figura 12A), además puede observarse con claridad la 

diferencia en inmunorreactividad entre la corteza cerebral  y el estriado (Fig. 12A).  
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En la SN del grupo sham, se observan somas neuronales de un color verde intenso, e 

incluso, se alcanzan a ver algunas proyecciones neuronales (flechas blancas en la 

figura 12B). 

 

Analizando los cortes de las ratas inyectadas con 6-OHDA, se observa que hay cortes 

que muestran una denervación dopaminérgica parcial (Fig. 12C y D) y otros que 

muestran denervación dopaminérgica total (Fig. 12E y F). En los cerebros de rata con 

una denervación dopaminérgica parcial, puede observarse un estriado con menor 

presencia de TH, comparada con el grupo de ratas sham; además hay sólo una 

modesta diferencia de inmunorreactiividad entre el estriado y la corteza cerebral (Fig. 

12C). La SN de estas ratas muestra somas neuronales con una inmunorreactividad 

menor a la de la SN del grupo sham  (comparar Figs. 12B y D). 

 

Los cerebros de las ratas con una denervación dopaminérgica total muestran un 

estriado con una nula inmunorreactividad a TH (Fig. 12E) y una SN con una marcada 

disminución en el número de neuronas TH positivas (Fig. 12F). Las ratas con 

denervación dopaminérgica parcial serán nombradas como ratas no lesionadas y las 

ratas con una denervación dopaminérgica total serán nombradas como ratas 

lesionadas. 

 

A continuación,  se compararon los valores de actividad locomotora del grupo sham 

inyectado con SSF (referidos en el texto como valores normales de actividad) con los 

del grupo inyectado con 6-OHDA. Como se mencionó previamente, no en todos los 

casos del grupo inyectado en VL o en FM con 6-OHDA se observó una lesión.  

 

Del total de los 5 animales inyectados  con 6-OHDA en FM (indicado en la  figura 12G 

como FM S/L) al día 3 pn,  ninguno tuvo valores de actividad significativamente 

mayores que el grupo de ratas sham, ni presentó disminución en la reactividad de TH 

(datos no mostrados).  

 

Para el caso de las inyecciones de 6-OHDA en VL, encontramos que sólo 4 animales 

mostraron lesión y valores de actividad motora significativamente mayores que los del 

grupo sham (indicado en  la figura 12G como VL L) y los 40 animales restantes no 

mostraron valores de actividad distintos a los controles, ni lesión dopaminérgica 

(marcados como VL S/L en la figura 12G). Por lo tanto, se observó que el grado de 
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lesión se correlaciona con la actividad locomotora medida como distancia total al 

analizarse al día 19 pn. 
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Fig. 12. Estandarización de la lesión con 6-OHDA: correlación entre la actividad 
motora y la denervación dopaminérgica. A-P) Inmunorreactividad a tirosina 
hidroxilasa (TH) en el estriado (est) y sustancia nigra (SN) de ratas inyectadas con 
6-OHDA. Cada par de fotografías muestran primero el lado izquierdo y después el 
derecho. A – B) Muestran la inmunorreactividad a TH de ratas inyectadas con SSF. 
C- F) Ratas inyectados con 6-OHDA al día 3 pn. C - D) Ratas inyectadas con 6-OHDA 
lesionadas parcialmente. E - F) Ratas inyectadas con 6-OHDA lesiondas.   G) 
Comparación de los valores de actividad motora entre los diferentes grupos. No hay 
diferencia significativa entre el grupo de ratas sham (inyectado con SSF), el grupo inyectado 
con 6-OHDA en ventrículos laterales sin lesión (VL S/L) y el grupo inyectado en fascículo 

medial sin lesión (FM S/L). *  p ‹ 0.05 relativo a los otros grupos. 

 

* 
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5.3. TRASPLANTE DE NEURONAS DOPAMINÉRGICAS DERIVADAS DE CÉLULAS 

TRONCALES EMBRIONARIAS DESPUÉS DE LA INYECCIÓN DE 6-OHDA EN LOS 

VENTRÍCULOS LATERALES 

Se  evaluó si las neuronas DAs diferenciadas a partir de CTE pueden crecer sus 

axones hasta el estriado cuando son trasplantadas en la SN de ratas neonatas. Para 

poder evaluar lo anterior, se realiza una lesión bilateral de las neuronas DAs de la SN, 

inyectando 6-OHDA en ambos VL; posteriormente se trasplantaron las neuronas DAs 

en uno de los hemisferios. Suponiendo que las neuronas DAs trasplantadas en la SN 

extiendan sus axones hasta el estriado y liberen DA en dicho hemisferio, el hemisferio 

contrario, que no recibió trasplante, se encontrará hipersensible por no haber 

recibido DA. Por lo tanto, un agonista dopaminérgico como la apomorfina 

sobreexcitará al hemisferio sensible (el hemisferio sin trasplante) manifestándose 

una conducta de giro contralateral al lado denervado.  

 

Para evaluar lo anterior, se formaron tres grupos: uno inyectado al día 3 pn en VL 

con SSF que sirvió como control de lesión (grupo sham), otro  inyectado con 6-OHDA 

en VL al día 3 pn y con medio N2 al día 6 pn, que se empleó como control de 

trasplante (grupo lesionado) y otro inyectado con 6-OHDA en VL al día 3 pn y 

trasplantado en el hemisferio derecho con neuronas DAs al día 6 pn. 

 

Al día 6 pn se trasplantaron 150 000 células en la SN del hemisferio izquierdo de 55 

ratas previamente inyectadas bilateralmente al día 3 pn con 55 g de 6-OHDA; 22 

ratas más fueron inyectadas con medio N2 en lugar de células (grupo lesionado); un 

grupo de 17 ratas no fue lesionado, sino sólo inyectado bilateralmente en los VL con 

5 L de SSF (grupo sham). Al día 19 pn, se realizó la prueba de actividad  motora y, a 

los 21 días pn, la prueba de rotación inducida por apomorfina. Se espera que ratas 

recuperadas de la lesión muestren una conducta rotatoria mayor a 5 giros/min. 

(Nikkhah, et al., 1995b). 

  

         5.3.1.  Correlación entre la actividad locomotora, la denervación dopaminérgica  

y la conducta de giro de las ratas trasplantadas 

Al comparar el grupo sham (Fig. 13A y B), con las ratas inyectadas con 6-OHDA al 

día 3 pn e inyectadas en la SN con medio N2, se observó que sólo 4 de ellas 

presentaron una muerte considerable de las neuronas DAs (Fig. 13E y F); las 40 



 32 

restantes mostraron una muerte dopaminérgica parcial (Fig. 13C y D). 

Consistentemente con los datos anteriores, las ratas no lesionadas mostraron 

valores de actividad semejantes a los del grupo sham y las ratas lesionados 

mostraron un aumento significativo de la actividad locomotora (Fig. 13M).  

 

Para el caso de los animales trasplantados, se encontró que algunos mostraban una 

denervación total de las neuronas DAs y el resto de los animales no se lesionaron 

después de inyectarse la 6-OHDA. En los animales trasplantados, además de analizar 

el grado de lesión, se realizó la búsqueda del trasplante. El trasplante se esperaba ver 

como un cúmulo de células con algunas células TH positivas en, o muy cerca, de la 

SN.  El trasplante se encontró tanto en animales no lesionados (Fig. 13G - I) como en 

animales lesionados (Fig. 13J - L).  

 

Se observó que aquellos animales que no fueron lesionadas pero que se encontró el 

trasplante, mostraron valores de actividad esperados para una rata no lesionada 

(datos no mostrados) y que aquellos animales en los que se encontró el trasplante 

mostraban valores de actividad menores que el grupo lesionado y mayores que el 

grupo control (Fig. 13M). 

 

 5.3.2. Localización del trasplante 

A partir de los cortes coronales podemos localizar el trasplante, pero no se puede 

ver el crecimiento dirigido de los axones; por lo que realizaron corte sagitales en vez 

de coronales para la localización del trasplante a través de la vía nigro-estriatal 

completa. El que ratas inyectadas con 6-OHDA y trasplantadas no estuviesen 

lesionadas, hace más difícil la localización del trasplante, ya que no hay manera de 

diferenciar, más que por morfología alterada, las células del trasplante de las células 

endógenas. Por esta razón se marcó con GFAP, para poder evidenciar de manera 

más clara la localización del trasplante, ya que se espera que en el sitio del trasplante 

y a lo largo de la trayectoria de la aguja haya astrogliosis.  

 



 33 

 E H 

 

 

 

 

 

 

 

SSF Lesionado Trasplantado
0

1000

2000

3000

4000

D
Is

ta
n

c
ia

 t
o

ta
l 
(c

m
)

A                                                            C                             D 

                                                                 D                                                         
K 

E                                                               F 

est 

CC 

est 

CC 

est 

C 

 

CC 

est est 

SN SN 

SN 
SN 

SN SN 

est 

A                                                              B                        

G 

SN SN 

est est 

CC CC 

M 

J                                                K                                               L 

SN 

SN SN 

SN est est 

est est 

 

Fig. 13. Inyección de 6-OHDA al día 3 pn, seguida de inyección con medio N2 o neuronas Das 
al día 6pn. A-B) Rata sham , inyectado con SSF al día 3 pn, (A) muestra el estriado (est) y (B) la 
SN. C-F) Grupo de ratas inyectadas con 6-OHDA en VL a los 3 días pn e inyectados con medio 
N2 en SN al día 6 día pn. G-L) Grupo de ratas inyectado con 6-OHDA al día 3 pn y con 
neuronas DAs al día 6 pn. En A se observa claramente la diferencia entre la corteza cerebral 
(CC) y el est. En B se observa la SN con gran cantidad de células positivas a TH. C-D) muestra 
el est (C) y la SN (D), de una rata parcialmente lesionada. E-F) Se muestra el estriado derecho 
e izquierdo (E) y la SN (F) de una rata lesionada. G-I) Cerebro de rata no lesionada con 
trasplante En G se muestra el estriado, en H la SN y en I se muestra cúmulo de células 
positivas a TH (panel verde) y sus núcleos marcados con Hoestch (panel azul). J-L) Cerebro de 
rata lesionada con trasplante En (J) se muestra el estriado, en (K) la SN y en (L) se muestra 
cúmulo de células positivas a TH (panel verde) y sus núcleos marcados con Hoetsch (panel 
azul). M) Comparación de los valores de actividad entre las ratas inyectadas con SSF, las ratas 
inyectadas con 6-OHDA al día 3 pn y con medio N2 al día 6 pn, que si fueron lesionadas y las 
ratas lesionadas y trasplantadas con neuronas DAs.  * Diferencia significativa. Sólo se encontró 

una rata lesionada y trasplantada que es el valor que se muestra en la grafica como el grupo 

trasplantado. 
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En la figura 14 se muestra el trasplante de neuronas DAs en una rata lesionada (Fig. 

14B y C) y en una rata no lesionadas (Fig. 14F y G).  Realizando un acercamiento del 

sitio donde cae el trasplante con neuronas TH positivas en la rata lesionada 

(recuadros blancos en la figura 14 D), puede observarse que dichas células se 

encuentran agrupadas de una forma diferente a como se agrupan normalmente 

(comparar  Fig. 14A y D).  Además  se observa que en el sitio en donde se encuentra 

el trasplante y cerca de él hay un aumento de la astrogliosis (Fig. 14E). En la rata no 

lesionada (Fig. 14F y G) no puede diferenciarse el trasplante de las células endógenas  

 

 

 

B                                                                                                                                      D                           E                                      

C 

 

K 

G 

Q 

R 

S 

T 

Fig. 14. Localización del transplante. A) Corte sagital de una rata sham. Se muestra la SN el 
fascículo medial (FM) y el estriado (est). B-E). Cortes de cerebro de rata transplantada y 
sacrificada a los 13 días pn. A) Hemisferio derecho lesionado. B) Hemisferio izquierdo 
lesionado con trasplante (cabeza de flecha). El recuadro blanco indica el tracto de la aguja.     
D-E) Aumento del tracto de la aguja en donde se observan las célula TH positivas en verde (D), 
la glía reactiva en rojo (E),  F-G).  Rata trasplantada pero no lesionada. F) Hemisferio derecho 
de rata trasplantada. G) Hemisferio izquierdo de rata trasplantada, no se puede diferenciar el 
trasplante de las células endógenas, pero si el tracto de la aguja cerca del hipocampo (H), el 
tracto de la aguja que coincide con una mayor astrogliosis  (rojo) en el cerebro de la rata. I) 
Aumento del recuadro blanco en (H) y marcado contra TH  (en verde).  
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(ambas positivas a TH, marcaverde). Sin embargo, analizando regiones en la parte 

superior de la SN, puede observarse el tracto de la aguja, que se puede diferenciar 

por el aumento en la astrogliosis en esa zona  (marca roja en la figura 14H). 

Realizando un acercamiento del recuadro blanco de la figura 14H y marcando contra 

TH, puede observarse que en el trayecto de la aguja se encuentran neuronas TH 

positivas (marca verde en la figura 14 I). 

 

        5.3.3. Prueba de rotación. 

Al día 21 pn, se realizó la prueba de rotación inducida por apomorfina, para lo cual se 

inyectó 0.05 mg/kg de apomorfina subcutáneamente. Los giros de las ratas fueron 

monitoreados por 30 minutos. Los resultados de la prueba de rotación a los 21 días 

pn se muestran en la Fig. 15. Se observa que las ratas lesionadas y no trasplantadas 

muestran valores de  0 hasta 1.6 giros/min y desde 0 hasta 2.1 a la izquierda. Las 

ratas no muestran asimetría en los giros. En cuanto a las ratas  trasplantadas, se 

observa que sólo una de las ratas (en donde se encontró el trasplante por medio de 

inmunohistoquímica) muestra una conducta de giro (4.5 giros a la izquierda/min; Fig. 

15C). Esta rata muestra un  valor de actividad fue bajo a pesar de la denervación 

dopaminérgica, lo cual quiere decir que es probable que la actividad en esta rata haya 

bajado debido a la liberación de dopamina por parte de las células trasplantadas. Lo 

hipótesis anterior puede reforzarse con el dato de rotación; si el trasplante está 

liberando dopamina la rata girará al lado ipsilateral al trasplante, como ocurrió en 

este caso en donde la rata tuvo un total de giros hacia la izquierda igual a 4.5 

giros/min. Lo anterior sugiere que las células del trasplante liberan DA, pero no se 

observó la reinervación hacia el estriado. 
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Fig. 15. Prueba de rotación a los 21 días pn.  El grupo de ratas sham, inyectados con 
SSF al día 3 pn y el grupo de ratas lesionado, inyectado con 6-OHDA al dia 3 pn que 
mostró denervación dopaminérgica, no muestran asimetría en los giros. De todas las 
ratas en donde se encontró el  trasplante sólo una se encontró con lesión total (dato 
mostrado como trasplantado) por lo que no se muestra el error estándar. 
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5.3.4. Grupo de ratas  trasplantadas con células marcadas 

Es importante mencionar que  un grupo importante de ratas que no fue lesionado y 

en donde no se encontró el trasplante (n = 48; datos no mostrados).  Dada la 

dificultad para encontrar el trasplante al día 33 pn, se realizó un grupo de ratas en 

donde se realizaron dos depósitos de 0.25 µL con 40 000 células cada uno de 

acuerdo con las siguientes coordenadas (AP = -3.0  LM = ±1.1 y  DV = -4.6 y AP = - 

2.5  LM = ±1.1 y  DV = -4.6). Las células trasplantadas expresaban la GFP y se 

marcaron con Hoechst antes de ser trasplantadas, con la finalidad de poderlas 

diferenciar de la células endógenas además de facilitar la localización de las células 

trasplantadas. 

 

5.3.4.1. Ratas sacrificadas al día 6 postnatal 

Para asegurarnos que efectivamente se estuvieran depositando las células a través 

del sistema de inyección, posterior a la inyección de las células se sacrificó una rata, y 

por medio de microscopía de fluorescencia se realizó la búsqueda de las células 

marcadas con Hoechst. Al realizar los cortes para su análisis por microscopía de 

fluorescencia se observó en el cerebro que se estaba cortando la traza de la entrada 

de la aguja  (Fig. 16A).   

 

Al analizar dichos cortes se observaron claramente los dos depósitos de células 

trasplantadas marcadas con Hoechst, así como el trayecto que siguieron a través de   

la aguja (Fig. 16B y C).  

 

Se analizó un segundo cerebro, siguiendo el mismo procedimiento. Al ir cortando el 

cerebro, se observó claramente el trayecto de la aguja y los dos depósitos de células 

(Fig. 16D y E). Al analizarse los cortes por microscopía de fluorescencia no se 

encontraron células marcadas con Hoechst, por lo que se prosiguió  a la realización 

de la inmunohistoquímica, en la que se marcó contra GFP y TH. No se observó la 

presencia de células marcadas con Hoechst, ni con GFP, ni con TH (Fig. 16K - N), 

probablemente, por el gran daño observado en el tejido (Fig. 16F). 
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5.3.4.2. Ratas sacrificadas al día 14 postnatal 

Después de realizado el trasplante al día 6 pn un grupo de 4 ratas fue sacrificado al 

día 14 pn. En los cortes de dichos cerebros aún se observa la entrada de la aguja 

claramente (Fig. 17A). Al realizar los cortes correspondientes para realizar la 

inmunohistoquímica, se observó que, de igual manera que en uno de los cerebros 

sacrificados al día 6 pn, parte del tejido se encontraba muy dañado (Fig. 17B). Sin 
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Fig. 16. Localización del trasplante en ratas sacrificadas al día 6 pn. A) Se muestra los dos 
depósitos de las células trasplantadas. B) Acercamiento del tracto de la aguja (flechas) y depósito 
de las células trasplantadas marcadas con Hoechst. C) Cerebro del cual se obtuvieron las 
imágenes A y B que muestra el tracto de la entrada de la aguja  (flechas). D – N) Imágenes de una 
segunda rata sacrificad después del trasplante de las células con una lesión más severa a causa 
del trasplante. D y G) Cerebro montado en el criostato en donde se observa el tracto de la aguja 
(D) y el depósito de las células (G; cabezas de flecha. E) Corte en flotación a la altura que se 
muestra en D. F) acercamiento del sitio donde fueron depositadas las células. H) Corte en 
flotación a la altura del cerebro que se muestra en G. I) Acercamiento de depósito de las células 
en H. J) Acercamiento del mismo cerebro en I, en donde se observa células del trasplante 
flotando. K-N) Acercamiento del recuadro marcado en G. K) Imagen en campo claro. L) Marca con 
Hoechst, en canal azul. M) Inmunohistoquímica contra tirosina hidroxilasa (TH), en canal rojo. N). 
Inmunohistoquímica contra la proteína verde fluorescente (GFP), canal verde. 



 38 

embargo, aún se logra ver claramente la entrada de la aguja de los dos depósitos 

(Fig. 17B). En este cerebro la marca de Hoechst se ha perdido (Fig. 17D y H). Sin 

embargo, pueden observarse  claramente células GFP positivas en los trayectos que 

siguió la aguja (Fig. 17B y H). No se encontraron células positivas a TH; sólo en uno 

de los depósitos en donde el tejido está muy dañado, pueden verse algunas células 

TH positivas (Fig. 17F y J). 
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Fig. 17.  Localización del trasplante en ratas sacrificadas al día 14 pn.  A) Corte en 
flotación  en donde se observan los trayectos que siguió la aguja (recuadro negro). B) 
Imagen en campo claro que muestra un acercamiento de los trayectos de la aguja   
(flecha blanca, primer depósito; cabezas de flecha, segundo depósito). C - F) 
Acercamiento del primer depósito en B. G - J) Acercamiento del segundo depósito. C y 
G) Imágenes en campo claro. D y H) núcleos marcados Hoechst (canal azul)  E e I) 
Proteína verde fluorescente (GFP), la cabeza de flecha muestra células GFP positivas en 
color verde. F y G) Marcaje con tirosina hidroxilasa (TH), la cabeza de flecha muestra 

células TH positivas marcadas en rojo. 
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5.3.4.3. Ratas sacrificadas al día 21 postnatal 

Un grupo de 4 ratas fue sacrificado al día 21 pn posterior a  la prueba de actividad 

(19 días pn) y de rotación (21 días pn). Ninguno de los animales mostró 

hiperactividad ni asimetría en los giros.   

 

Al analizarse estos cerebros por medio de inmunofluorescencia, se observó la 

presencia de neuronas TH positivas trasplantadas y endógenas, lo que concuerda 

con los resultados obtenidos en la prueba de actividad y de rotación. 

 

Al realizar la inmunohistoquímica de la zona se observa en campo claro el trayecto de 

la aguja de forma clara (Fig. 18A). En el canal azul no se observan células marcadas 

con Hoechst, lo cual quiere decir que la marca de Hoechst se pierde al día 21 pn. 
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Fig. 18. Localización del trasplante en ratas sacrificadas al día 21 pn.  A) Corte en 
flotación en donde se observa el trayecto que siguió la aguja (flecha negra). B) 
Acercamiento de la imagen en campo claro en donde se muestra el trayecto de la 
aguja (flechas negras). C) Imagen en el canal azul, donde se muestra la ausencia de 
núcleos con Hoechst. D) Canal verde en donde se observa ausencia de células GFP 
positivas. E) Células TH positivas a lo largo del trayecto de la aguja (flecha blanca); 

también se observa también TH positivas endógenas (cabeza de flecha). 

A 
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 (Fig.18C).  En la figura 18C, se observan células positivas a TH a lo largo del trayecto 

de la aguja y en el canal verde donde deberían de verse células GFP positivas no se 

observa fluorescencia. 

 

5.3.4.4. Ratas sacrificadas al día 28 postnatal 

Un grupo de 4 ratas fue sacrificado al día 28 pn, posterior a la prueba de actividad 

(19 días pn) y de rotación (21 días pn). Ninguno de los animales mostró 

hiperactividad ni asimetría en los giros. Al analizarse sus cerebros por medio de 

inmunofluorescencia, se observó la presencia de neuronas TH positivas 

trasplantadas y endógenas, lo que concuerda, al igual que en las ratas sacrificadas al 

día 21, con los resultados obtenidos en la prueba de actividad y de rotación. No se  

observó que el trayecto de la aguja, en el cerebro cortado en el criostato, pero al 

obtener los cortes, se observó un pequeño depósito de células (Fig. 19A). Dicho 

depósito observado en el corte en flotación  coincidió con el depósito de células 

observado en campo claro (Fig. 19B) y que son positivas a TH (Fig. 19E). En el canal 

azul no se observan células marcadas con Hoechst, en el verde se observa una 

marca aunque no muy clara de células GFP positivas. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 19. Localización del trasplante en ratas sacrificadas al día 28 pn. A) Corte en 
flotación en donde se observa depósito de las células (flecha). B) Imagen en el canal 
verde, células GFP positivas. C) Células TH positivas. D) canal en azul, donde se muestra 
ausencia de núcleos con Hoechst E) Imagen en campo claro donde se observa un 

acúmulo de células que coincide con la células TH positivas encontradas. 



 41 

 

 

 

6.1.  ESTANDARIZACIÓN DE LA LESIÓN CON 6-OHDA 

La 6-OHDA es un ánalogo de la dopamina que puede ser trasportado por la neuronas 

catecolaminérgicas, a través del trasportador de dopamina (DAT; Jonsson y Sachs, 

1970; Ljungdahl, et al., 1971),  provocando  la muerte de las neuronas 

catecolaminérgicas de manera  selectiva (Ungerstedt, 1968). Una vez que entra a 

las células, la 6-OHDA es oxidada rápidamente produciendo peróxido de hidrógeno y 

la quinona correspondiente (Graham, et al., 1978; Gee y Davison, 1989). El peróxido 

de hidrógeno se convierte fácilmente en un radical libre por medio de la reacción de 

Fenton, produciendo estrés oxidativo que termina por matar a las células (Cadet, et 

al.,1989; Ben-Shachar y Youdin, 1991; Kumar, et al., 1995). La 6-OHDA también 

actúa  inhibiendo al complejo I mitocondrial, impidiendo la formación de ATP, lo que  

trae como consecuencia  la muerte neuronal (Glinka and Youdim, 1995; Glinka, et al., 

1996, 1997,1998). Existen numerosos reportes en los que la inyección de 6-OHDA 

en los VL produce la muerte de las neuronas DAs (Archer, et al., 1988; Bruno, et al., 

1986; Davids, et al., 2002; Duncan, et al., 1987; Luthman, et al., 1990; Moy, et al., 

2001); sin embargo, en este trabajo se observó que tras la inyección bilateral de 55 

µg de 6-OHDA en los VL, el porcentaje de ratas neonatas totalmente lesionadas fue 

muy bajo (12%). En un  principio se pensó que la gran variabilidad en los resultados 

obtenidos se debía a que la 6-OHDA no se estaba inyectando en el sitio correcto, 

para lo cual se realizaron numerosas inyecciones con azul de metileno para verificar 

que la 6-OHDA se estuviera depositando en los VL. Junto con estas inyecciones, se 

procuró una colocación precisa del animal en el equipo y se eligieron animales del 

mismo peso (incluso en la misma camada hay gran variabilidad en el tamaño), ya que 

el cerebro neonato es muy pequeño y pequeñas desviaciones en la posición de la 

cabeza o pequeñas variaciones en el tamaño pudieran provocar cambios en la zona 

de inyección.  

 

Se pensó también que la lesión parcial pudiera deberse a que la 6-OHDA, se oxida 

fácilmente. Para evitar su autoxidación se agrega ácido ascórbico, se mantiene  en 

hielo y se protege de la luz. La función del ácido ascórbico es evitar la oxidación de la 

6-OHDA (Heikkila y Cohen, 1972; Roginsky,  et al., 1997) y en el caso de que la 6-

OHDA se oxidara, revierte esta oxidación; sin embargo, existen reportes 

 VI. DISCUSIÓN y CONCLUSIÓN 

I.  INTRODUCCIÓN 
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contradictorios en los cuales se demuestra que el ácido ascórbico, es incapaz de 

impedir la oxidación de la  6-OHDA o de regenerar la 6-OHDA (Nappi y Vass, 1994). 

 

A pesar de las precauciones tomadas y de que se observó que la inyección del azul 

de metileno caía en los ventrículos latearles y difundía; el porcentaje de ratas 

lesionadas no aumentó. Aunque numerosos estudios demuestran que hay  una lesión 

total tras la inyección en VL de 6-OHDA en neonatos, ninguno de ellos reporta el 

porcentaje de ratas lesionadas tras la inyección. La inyección de 6-OHDA, provoca la 

generación de especies reactivas de oxígeno, y daño neuronal, éste daño trae como 

consecuencia la activación de la glía (Li,  et al.,  2005). Los astrocitos reactivos 

secretan una serie de factores de crecimiento que, contrario a lo que se creía, 

estimulan, la sobrevivencia neuronal, el crecimiento axonal y la neurogénesis en 

cerebros adultos; además disminuyen la cantidad de radicales libres y el exceso de 

glutamato (Chen, et al.,  2005). El gran número de ratas no lesionadas que se obtuvo 

en este trabajo pudiera deberse a una rearborización de la neuronas sobrevivientes a 

la lesión o neurogénesis como lo reporta Parish en su modelo de lesión de 6-OHDA 

en salamandra en donde, 21 días posteriores a la lesión, observa neurogénesis y 

reconstrucción de la vía (Parish, et al., 2007). 

 

Se ha demostrado que existe una clara correlación entre el aumento en la actividad 

locomotora y la extensión de la denervación dopaminérgica (Archer, et al., 1988; 

Avale, et al., 2004), por lo que, valores por arriba de los valores de actividad de las 

ratas control nos asegura una denervación dopaminérgica casi completa. Al 

observar las inmunohistoquímicas de estas ratas puede observarse claramente que 

las ratas que muestran una mayor actividad, tienen una casi completa denervación 

dopaminérgica, a diferencia de la ratas que  muestra una menor actividad, en donde 

la vía nigro-estriatal no se encuentra dañado  (Fig. 12). En nuestro trabajo el grado de 

actividad se correlaciona con el grado de denervación dopminérgica. 

 

El porcentaje de ratas lesionadas en ratas inyectadas con 6-OHDA en VL fue del 

12%. El éxito de la lesión depende, además de otros factores, de la correcta 

colocación en el aparato de cirugía estereotáxica, así como a la correcta localización 

de bregma. 
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Tras la muerte de neuronas DAs y la falta de dopamina en los cerebros neonatos hay 

un aumento en las proyecciones serotoninérgicas (Snyder, et al., 1986), lo que se 

piensa  es la causa de la hiperactividad motora observada en las ratas lesionadas 

(Avale, et al., 2004). El grado de hiperactividad correlaciona con el grado de lesión 

dopaminérgica (Miller, et al., 1981; Zhang, et al., 2001). Se observó que aquellas 

ratas en las cuales hubo una discreta disminución del número de neuronas DAs, la 

actividad de las ratas aumentaba sólo un poco con respecto al control. Aquellas 

ratas en las cuales se observó una disminución mayor de las neuronas DAs, la 

actividad fue significativamente mayor a la de las ratas control. A pesar del bajo 

porcentaje de animales lesionados que obtuvimos con la inyección de 6-OHDA, 

obtuvimos una correlación directa entre el grado de lesión y la actividad de las ratas. 

 

6.2.  TRASPLANTE DE NEURONAS DOPAMINÉRGICAS 

Al día 6 pn se trasplantaron neuronas DAs diferenciadas in vitro  a partir de células 

ES. Las ratas trasplantadas se sacrificaron al día 33 pn, una vez que se habían 

realizado las pruebas de actividad motora (para ver el grado de lesión) y la prueba de 

rotación (para ver liberación de dopamina en estriado, a causa de extensión de 

axones de las neuronas trasplantadas). La localización del trasplante, después de 27 

días del trasplante (33 días pn) fue muy complicada ya que, como ya mencionó antes, 

un gran número de ratas no estaban lesionadas, por lo que diferenciar el trasplante 

de las células endógenas fue difícil. A pesar de ello, en dos de los cerebros se observó 

neuronas TH+, acumuladas en una forma diferente al arreglo normal que muestran 

cuando se encuentran en la SN,  lo que indicó que muy probablemente se trataba de 

neuronas trasplantadas. En todos los demás cerebros analizados no se encontró el 

trasplante y sólo en algunos casos la cicatriz que se forma alrededor de la aguja, lo 

que pudiera haber ayudado a localización del trasplante. 

 

Aunque existen reportes de que células trasplantadas en ratas neonatas sobreviven 

hasta la edad adulta (Nikkah, et al., 1995), en el presente trabajo es posible que las 

células trasplantadas estuvieran muriendo. Con la finalidad de ver si las células 

sobrevivían a través del tiempo, se sacrificaron las ratas trasplantadas a diferentes 

tiempos: unas inmediatamente después de la cirugía (6 días pn) para confirmar que 

efectivamente las células estaban siendo inyectadas y  otras a los días 14, 21 y 28 

pn. 
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Dada la dificultad de diferenciar las células trasplantadas de las endógenas en los 

animales no lesionados, las células trasplantadas se marcaron previamente con 

Hoechst y también se usaron células que expresaban GFP. El depósito de las células 

se realizó de manera correcta, ya que se observaron claramente las células 

trasplantadas marcadas con Hoechst en las ratas sacrificadas inmediatamente 

después de la inyección. Al analizar los cerebros de las ratas al día 14 pn, se observó 

una disminución en el número de células TH+ marcadas con Hoechst, lo cual es 

corresponde a lo antes reportado (Marion, et al., 1990) pues al trasplantarse células 

no sobrevive el 100% de éstas. Sin embargo, se observó que conforme avanzaba el 

tiempo de trasplante el número de neuronas TH+, la marca de Hoechst y la cicatriz 

que deja el tracto de la aguja seguía disminuyendo, lo cual puede explicar el por qué, 

en la mayoría de los casos, al día 33 pn ya no se encontraban células del trasplante, 

ni cicatriz glial. Lo anterior confirma  la incapacidad de las células trasplantadas de 

sobrevivir en el tejido hospedero y la gran plasticidad y capacidad de reparación del 

cerebro neonato. 

 

La pregunta ahora es ¿Por qué se mueren las neuronas trasplantadas si hay 

reportes que observan sobrevivencia de las neuronas trasplantadas hasta la edad 

adulta? Una posible respuesta es que  los trasplantes de los que se habla, son de 

neuronas provenientes del mesencéfalo ventral de rata inyectadas en rata, por lo que 

no existe rechazo  inmunológico.  Las neuronas que se trasplantaron en este trabajo 

son provenientes de células ES de ratón y se trasplantan en rata, por lo que la 

muerte de las células trasplantadas pudiera estar relacionada con un rechazo 

inmunológico.  Las ratas utilizadas no se inmunosuprimieron, ya que el sistema 

inmunológico de la rata neonata es inmaduro. Este sistema empieza  a madurar a 

partir del día 12 pn. En un estudio en el que se trasplantaron células de ratón en 

rata, se observa que a pesar de la inmadurez del sistema inmune de la rata, las 

células  trasplantadas empiezan a morir partir del dia 30 pn, existiendo una 

disminución considerable de éstas (Marion, et al., 1990) . Sin embargo, en nuestro 

trabajo las ratas se sacrificaron al día 33pn, tiempo al cual se deberían de ver 

todavía una cantidad considerable de neuronas trasplantadas. 

 

La baja sobrevivencia de estas células en el cerebro hospedero, pudiera también 

estar influenciado por las astrogliosis presenta a causa de la lesión, que por una 

parte pudiera liberar factores tróficos que ayudasen a la sobrevivencia de las células 
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endógenas y, por otra parte, pudiera acelerar la reacción inmune (Tedeschi, et al; 

1986; Kolb y Kolb-Bachofen, 1992; Nomura y Kitamura, 1993) y la muerte de las 

neuronas exógenas (Venters, et al., 2000; Viviani y Marinovich, 1998; Viviani, et al., 

1998, 2000). Otra posible causa es que la viabilidad de estas células disminuya 

considerablemente debido al marcaje con Hoechst que se incorpora al núcleo, 

pudiendo éste estar afectando de manera importante la sobrevivencia de las  células, 

ya que existen reportes que Hoechst 33342 induce muerte celular por apoptosis en 

hepatomas y miocitos (Zhang, et al.,  1999, 2000; Zhang y Kiechle, 1998, 2001). 

Además, existen reportes en donde se muestra que la proteína verde fluorescente 

puede causar alteraciones en la viabilidad, desarrollo o fisiología de las células que 

fueron transfectadas con esta proteína (Detrait, et al., 2002; Hanazono, et al., 1997, 

2002; Liu, et al., 1999) por lo que la desaparición de neuronas trasplantadas a 

través del tiempo pudiera deberse a muerte neuronal  provocada, además de por el 

Hoechst, por la GFP presente. 

 
6.3. CONCLUSIÓN 

Las neuronas DAs diferenciadas a partir de células troncales trasplantadas al día 6 

pn en la sustancia nigra de ratas, no pueden extender sus axones e inervar el 

estriado, ya que no sobreviven en el tejido hospedero por más de 33 días. 
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