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Abreviaturas  
 
6-OHDA 6-hidroxidopamina. 
 
ATV  Área tegmental ventral. 
 
bFGF Factor básico de crecimiento fibroblástico (basic Fibroblast Growth 

Factor). 
 
cDNA DNA complementario (complementary DNA). 

CDNF  FNT cerebral dopaminérgico (cerebral dopaminergic neurotrophic factor). 

CTEs Células troncales embriónicas.  

CTNs Células troncales neurales. 

CRr Campo retrorubral. 

DA  Dopaminérgica. 

DBS  Estimulación cerebral profunda (deep brain stimulation). 

DMEM  Medio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium). 

DNA Ácido desoxirribonucleico (deoxyribonuclei acid).  

EP  Enfermedad de Parkinson. 

FBS  Suero fetal de bovino (fetal bovine serum). 

FNT  Factores neurotróficos.  

GDNF  Factor neurotrófico derivado de la glía (glial-derived neurotrophic factor). 

GFP Proteína verde fluorescente (green fluorescent protein). 

GPi  Globus pallidus interno. 

GPS Gentamicina, penicilina y estreptomicina.  

iPSC  Células troncales pluripotentes inducidas (induced pluripotent stem cells). 

ITS Insulina/transferrina/selenio/piruvato de sodio. 



Lif  Factor inhibidor de leucemia (leukemia inhibitor factor). 

MANF FNT derivado de astrocitos mesencefálicos (mesencephalic astrocyte-

derived neurotrophic factor). 

MPTP 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina. 

mRNA RNA mensajero (messenger RNA). 

NIV  Núcleo intermedio ventral.  

NST  Núcleo subtalámico.  

PBS  Solución amortiguadora de fosfatos (phosphate buffered solution). 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction). 

PFA Paraformaldehído. 

PNs Precursores neurales.  

qPCR  PCR cuantitativo (quantitative PCR). 

RNA Ácido ribonucleico (ribonucleic acid). 

Shh Sonic hedgehog. 

SNC Sistema nervioso central.     

SNpc  Substantia nigra pars compacta. 

TA Temperatura ambiente. 

Th Tirosina hidroxilasa. 

VEGF Factor de crecimiento de endotelio vascular (vascular endothelial growth 

factor). 

 
 

 
 
 



Resumen. 
 

Se ha demostrado que el trasplante de neuronas dopaminérgicas (DA) en el estriado puede 

rescatar el déficit de dopamina en pacientes con la Enfermedad de Parkinson (EP), pero no es 

una estrategia que detenga la progresión de la enfermedad. Uno de los enfoques de la terapia 

de reemplazo celular en la EP es optar por la reconstrucción de la vía nigro-estriatal, en la que se 

busca que las células trasplantadas se integren y proyecten desde la substantia nigra pars 

compacta (SNpc) hacia el estriado. Recientemente, reportamos que la SNpc posee un ambiente 

neurogénico que es percibido por células troncales embriónicas pluripotentes (p. ej. células de 

cuerpos embrioides) aunque no logran la diferenciación a neuronas DA. El presente estudio tuvo 

como objetivo conocer si la SNpc posee señales de especificación y diferenciación a neuronas DA. 

Trasplantamos en la SNpc, intacta o lesionada, células troncales embriónicas capacitadas para 

diferenciar a neuronas DA por la sobreexpresión forzada del factor de trascripción Lmx1a en la 

etapa de precursor neural (R1B5/NesE-Lmx1a). Observamos que 6 días post-trasplante (dpt) las 

células de la línea R1B5/NesE-Lmx1a y de la línea parental (R1B5) diferenciaban a precursores 

neurales Nes+ y a neuroblastos Dcx+, pero solo las células derivadas de la línea R1B5/NesE-Lmx1a 

diferenciaron a células DA Th+. En contraste, cuando las células fueron trasplantadas a la SNpc 

lesionada con 6-hidroxidopamina, la diferenciación a células Th+ fue independiente de la 

expresión exógena de Lmx1a, aunque las células no fueron observadas a largo plazo (15 dpt). 

Estos resultados sugieren que la SNpc no sólo es un nicho permisivo para la diferenciación DA 

inicial de células pluripotentes no neuralizadas, sino que, cuando es lesionada, libera factores 

que promueven la adquisición del fenotipo DA de células derivadas de cuerpos embrioides.  



Abstract. 
 

Transplantation of dopaminergic (DA) cells into the striatum can rescue dopamine deficiency in 

a Parkinson’s disease condition, but this does not restore full control of motor activity. The 

minimal condition towards recovery of the nigrostriatal pathway is the proper innervation of 

transplanted DA neurons or their precursors from the substantia nigra pars compacta (SNpc), to 

their target areas. However, functional integration of transplanted cells would require that the 

host SNpc is suitable for their survival and/or differentiation. We recently reported that the intact 

adult SNpc holds a strong neurogenic environment, but primed embryonic stem cells (e. g. 

embryoid body cells, EBCs) could differentiate into DA neurons. In this study, we transplanted 

into the intact or lesioned SNpc, EBCs derived from embryonic stem cells that were prompted to 

differentiate into DA neurons by the forced expression of Lmx1a in neural precursor cells 

(R1B5/NesE-Lmx1a). We observed that, 6 days post- transplantation (dpt), R1B5 or R1B5/NesE-

Lmx1a EBCs gave rise to Nes+ and Dcx+ cells within the host SNpc, but only from EBCs exogenously 

expressing Lmx1a differentiated into Th+ cells in large number. In contrast, when transplantation 

was carried out into the 6-hydroxidopamine-lesioned SNpc, the emergence of Th+ cells from EBCs 

was independent of exogenous Lmx1a expression, although these cells were no longer present 

by 15 dpt. These results suggest that the adult SNpc is not only a permissive niche for initiation 

of DA differentiation of non-neuralized cells but also releases factors upon damage that promote 

the acquisition of DA characteristics by transplanted EBCs.  

 

 



1. Introducción y antecedentes. 
 

1.1 Enfermedad de Parkinson.  
 
La enfermedad de Parkinson (EP) se sitúa como la segunda enfermedad 

neurodegenerativa más común a nivel mundial, afectando entre el 2 y 3 % de la población 

mayor a los 65 años. Ésta se caracteriza por la muerte progresiva de las neuronas 

dopaminérgicas (DA) del cerebro medio, una subpoblación conocida como A9 que 

proyecta desde la substantia nigra pars compacta (SNpc) hasta sus blancos en el 

estriado, principalmente el núcleo caudado y putamen (llamada vía nigro-estriatal; Fig.1), 

y que forma parte de un circuito neuronal complejo que se ve involucrado en el control 

del movimiento voluntario [1].  

 

 

 

 

Figura 1. Neuropatología de la enfermedad de Parkinson.  Representación esquemática de la condición normal y 
en la EP de la vía nigro-estriatal (en rojo). Está compuesta por neuronas dopaminérgicas de las cuales sus cuerpos 
celulares se encuentran en la SNpc (indicada con flechas). Estas neuronas proyectan hacia los ganglios basales en 
el estriado. La imagen en la parte inferior muestra la pigmentación normal de la SNpc producida por la 
neuromelanina dentro de las células dopaminérgicas y la despigmentación por la degeneración celular (Modificado 
de Dauer y Przedborski, 2003). 



La muerte de las neuronas DA en la EP provoca un déficit de dopamina en el cerebro 

anterior, hecho que se traduce en síntomas motores como temblor en reposo, rigidez, 

dificultad para caminar o iniciar movimientos y problemas de coordinación. Además de 

estos síntomas que permiten el diagnóstico de la EP, existen síntomas no motores que  

anteceden a la afección motora y que implican la afectación de otros circuitos neuronales, 

como mareos, pérdida del equilibrio, amnesia, dificultad para pensar y comprender, 

ansiedad, pérdida del olfato, entre otros [2,3]. A pesar de los enormes esfuerzos que se 

han realizado para el estudio de la EP, la causa de la neurodegeneración DA permanece 

desconocida y el envejecimiento es considerado el mayor factor de riesgo [4].   

 

Otra de las características neuropatológicas de la EP es la agregación intraneuronal de 

la proteína alfa-sinucleína. A la par, la disfunción mitocondrial, la acumulación de 

especies reactivas de oxígeno, desregulación en la homeostasis de calcio, afectación del 

transporte axonal y signos de neuroinflamación están presentes en la EP [5], si bien no 

son exclusivos, al observarse también en otras enfermedades neurodegenerativas [2]. 

 

Por otro lado, el tratamiento de la EP se torna complicado al considerar que los síntomas 

motores se manifiestan en un paciente cuando éste ha perdido entre el 60 y 80% de las 

neuronas DA A9, y el déficit de dopamina en el estriado es cercano al 50% [6], lo que 

impide implementar estrategias de neuroprotección en etapas tempranas. Así, el 

tratamiento más común se basa en el sustituto farmacológico de la dopamina, un 

precursor que atraviesa la barrera hematoencefálica para ser metabolizado a dopamina 

(L-DOPA, levodopa), el cuál se administra en conjunto con un inhibidor de su 



metabolismo periférico (Carbidopa) [2]. Sin embargo, estos tratamientos no tienen la 

capacidad de detener la neurodegeneración, se vuelven ineficientes con el paso del 

tiempo y derivan en molestos y severos efectos secundarios que pueden ser más 

limitantes que la propia enfermedad [7]. Estos hechos han provocado tanto la búsqueda 

de métodos tempranos de diagnóstico, así como de terapias alternativas que puedan ser 

seguras y de duración sostenida. Una de ellas es la terapia de reemplazo celular, misma 

que se ha abordado desde numerosos enfoques metodológicos (ver más adelante).  

 

1.1.1 Síntomas motores y no motores de la enfermedad de Parkinson. 

 

Actualmente, la EP se describe como un padecimiento que, mediante la afectación de la 

liberación de varios neurotransmisores, deriva en diversos síntomas tanto motores como 

no motores que resultan de la disfunción de varias vías neuronales a nivel central y 

periférico [8,9]. Sin embargo, como ya se ha mencionado, la EP se asocia principalmente 

con la pérdida de las neuronas DA de la SNpc, quienes conforman la mayor fuente de 

dopamina del estriado. La reducción de las proyecciones axonales desde el cerebro 

medio hasta el estriado y el déficit del neurotransmisor es causante de los principales 

síntomas motores de la enfermedad. De ellos, los mayormente reconocidos son la 

bradicinesia (movimientos lentos), el temblor en reposo y la rigidez; dichos síntomas 

comienzan a manifestarse de manera unilateral y después se manifiestan de manera 

bilateral, aunque se mantiene cierto grado de asimetría durante el progreso de la 

enfermedad [10]. El temblor en reposo se presenta principalmente en los brazos, pero 

también se puede observar en las piernas, el mentón y la mandíbula; además puede 



manifestarse durante la marcha [11]. Por su parte, la bradicinesia se caracteriza por la 

ralentización generalizada de movimientos y fatiga por movimientos repetitivos. En su 

mayoría, los pacientes describen dicho síntoma como debilidad, lentitud o cansancio. Así 

mismo, la bradicinesia se puede manifestar como una disminuida capacidad de  

expresión facial, dificultad para realizar movimientos finos, reducción del tamaño de letra 

escrita, dificultad para girar cuando se está acostado, arrastre de los pies al caminar y 

reducción de la distancia recorrida en cada paso [12]. La rigidez, definida como la 

“resistencia” al intento de generar movimiento articular pasivo, independientemente de la 

velocidad o direccionalidad, puede afectar cualquier parte del cuerpo y puede provocar 

dolor. La marcha y el balance también se ven afectados en la EP, la primera se 

caracteriza por un ritmo lento de ejecución, longitud de paso reducida, giros de varios 

pasos, postura encorvada y movimiento de brazos reducido. A medida que la 

enfermedad progresa, pueden surgir más déficits de la marcha, como la vacilación al 

inicio de los movimientos y durante las transiciones, y la congelación de la marcha [12]. 

  

 
La afectación al sistema motor en la EP ha llevado a un mejor entendimiento de la 

enfermedad permitiendo un mejor diagnóstico y el surgimiento de escalas para medir la 

severidad de la EP, además de dar lugar a esquemas de tratamiento más adecuados. 

Sin embargo, en las últimas décadas se ha puesto especial atención a los síntomas no 

motores que también afectan de manera importante la calidad de vida de los pacientes. 

Actualmente, es sabido que la incidencia de dichos síntomas no sólo aumenta con la 

progresión de la enfermedad, si no que pueden preceder varios años antes a los 

síntomas motores. Síntomas como la disfunción olfativa, desórdenes del sueño, 



estreñimiento, depresión y dolor, son indicadores de una fase preclínica de la EP [3,13].  

En fases tempranas de la enfermedad, los síntomas no motores prevalecen en la 

mayoría de los pacientes y hasta un 21% de ellos reportan sensaciones de dolor, 

depresión o ansiedad [10,14,15].  

 

Estas afectaciones no motoras señalan que la EP no se limita al sistema dopaminérgico, 

sino que son varias las vías de neurotransmisión afectadas incluyendo la colinérgica, 

noradrenérgica y serotoninérgica [16–19]. Así, la depresión podría estar asociada con la 

afectación de la neurotransmisión DA y noradrenérgica en el sistema límbico y, por su 

parte, la ansiedad y la apatía con la disminución generalizada de la neurotransmisión DA 

[20]. Por otro lado, la sobreexcitación asociada a la terapia con agonistas dopaminérgicos 

es seguida por síntomas no motores. De manera interesante, hasta un 19% de los 

pacientes que se apegan al tratamiento con agonistas de los receptores D2/D3 reportan 

comportamientos adictivos en los que se incluyen las apuestas y compras compulsivas 

[10,14]. 

 

Comúnmente, los síntomas no motores de la EP no se distinguen o evalúan en las 

valoraciones clínicas de rutina ya que es difícil asociar su origen directamente con la EP, 

sin embargo, dichos síntomas denotan una de las principales causas de discapacidad y, 

por tanto, el entendimiento de ellos se vuelve crucial para mejorar las labores clínicas de 

diagnóstico y los tratamientos. 

 



1.1.2 Estrategias alternativas al tratamiento farmacológico de la enfermedad de 
Parkinson. 
 
 

En los últimos años se han desarrollado tanto nuevas herramientas tecnológicas como 

nuevas posibles terapias para tratar trastornos del movimiento, que han permitido refinar 

las rutinas de diagnóstico, la evaluación clínica y el tratamiento de los pacientes. En el 

caso de la EP, se han estudiado alternativas a la terapia farmacológica debido a que, en 

su totalidad, los pacientes dejan de obtener beneficios de la toma de medicamentos 

después de 3 a 5 años de iniciar el tratamiento y al surgimiento de efectos secundarios 

antes mencionados. Entre las posibles terapias alternativas se encuentran la 

estimulación cerebral profunda (Deep brain stimulation: DBS), aplicación de moléculas 

con actividad neuroprotectora, ablación de tejido con ultrasonido y la terapia de 

reemplazo celular.  

 

1.1.2.1 Estimulación cerebral profunda. 

 

La DBS es un tratamiento que involucra la aplicación de corriente eléctrica mediante 

implantación de uno o más electrodos en regiones específicas del cerebro. Aunque no 

se sabe con claridad los mecanismos por los cuales esta estrategia actúa sobre los sitios 

de aplicación, se postula que puede tener dos vías de acción: 1) bloqueando las 

corrientes dependiente de voltaje, principalmente las dependientes de sodio y calcio en 

el sitio de aplicación y/o 2) provocando potenciales de acción antidrómicos en los axones 

adyacentes a la zona de aplicación.    Los resultados de esta estrategia son variables; 

mientras que hay pacientes que tienen beneficios sostenidos (reducción de síntomas 



motores y aumento en la calidad de vida), hay otros en los que es ineficiente [9,21,22]. 

A través de los años, la DBS ha tenido mejoras técnicas principalmente en la neurocirugía 

(cirugía en paciente dormido), desarrollo de microelectrodos y esquemas de estimulación 

programados. Uno de los avances que se pudiera considerar de relevancia es la 

implementación de electrodos direccionales que permiten la estimulación segmentada y 

ésta, a su vez, una aplicación más precisa y la reducción de síntomas adversos de la 

DBS [23].  

 

Los blancos de la DBS en los ganglios basales son el núcleo intermedio ventral (NIV), el 

núcleo subtalámico (NST) y el globus pallidus interno (GPi). En el tratamiento de la EP 

el NIV fue uno de los primeros blancos para realizar talamotomía y después para la DBS. 

Sin embargo, a la fecha solo se considera su estimulación para pacientes que presentan 

predominantemente el temblor involuntario; se opta más por estimulación del NST que 

ayuda a disminuir y alentar la progresión de la bradicinesia y la rigidez. Por su parte, la 

estimulación del GPi abate principalmente las discinesias, pero no permite la reducción 

farmacológica requerida en la EP. En contraste, la estimulación del NST permite que se 

reduzca en más del 50% la dosis de medicamento, además de que ayuda en la 

disminución de los efectos secundarios que resultan de la terapia farmacológica. 

Adicionalmente, en pacientes con fluctuaciones motoras, la DBS es superior a cualquier 

medicamento tanto en etapas tempranas como tardías de la EP [24,25].  

 

Aunque la DBS ha mostrado ser efectiva en la reducción de algunos de los principales 

síntomas de la EP, no tiene un efecto neuroprotector y no limita la neurodegeneración. 



Además, es de considerarse que la colocación de los electrodos en los pacientes 

requiere de una cirugía compleja con los riesgos implícitos y es muy costosa, lo que hace 

que pocos pacientes sean beneficiados con ella. 

 

1.1.2.2 Factores neurotróficos. 

 

Debido a que los fármacos utilizados como sustituto de la dopamina en pacientes con 

EP no detienen la progresión de la enfermedad, una de las estrategias que se ha 

planteado es el uso de agentes neuroprotectores, esperando ralentizar o retrasar no sólo 

la muerte neuronal DA, sino la progresión sintomatológica y mantener una mejor calidad 

de vida para el paciente. Así, se ha evaluado la capacidad de los factores neurotróficos 

como posibles neuroprotectores de las neuronas DA.  

 
 
Los factores neurotróficos (FNT) son proteínas endógenas secretadas al espacio 

extracelular y que son importantes en el desarrollo, diferenciación y mantenimiento de 

las neuronas. Cada población neuronal requiere de FNT específicos durante el desarrollo 

embrionario y para su mantenimiento durante la vida adulta. En cuanto a la EP, los FNT 

que tienen acción sobre las neuronas DA son de gran interés ya que se ha demostrado 

su potencial para promover la sobrevida de las neuronas, como neuroprotectores y como 

promotores de la regeneración de la vía nigro-estriatal. La mayoría de los FNT actúan 

sobre receptores transmembranales específicos con la posibilidad de activar vías de 

sobrevivencia y diferenciación, varios de dichos factores han sido probados en estudios 

preclínicos y en modelos animales de la EP [21-37].  



 

El factor neurotrófico derivado de la glía (glial-derived neurotrophic factor: GDNF) fue uno 

de los primeros en mostrar potencial como molécula terapéutica para tratar la EP, ya que 

aumentó la sobrevida de neuronas DA en cultivo [26]. Varios reportes afirman que la 

inyección de GDNF directamente al cerebro de roedores protege a las neuronas DA ante 

un daño citotóxico [27,28]. En otros estudios donde la administración de GDNF se realizó 

después de provocar la lesión, se observó una reversión de las afecciones motoras y 

restablecimiento parcial de la integridad nigro-estriatal [29–31]. En el caso de los modelos 

de la EP en primates no humanos, la infusión de GNDF también promovió un 

restablecimiento de la vía nigro-estriatal y reducción de los síntomas motores, inclusive 

cuando éste se infundió semanas o meses después de haberse realizado la lesión, 

cuando el tejido muestra una degeneración significativa [32–34].  

 

En contraste con los resultados positivos observados tras el uso de GDNF, tanto en el 

roedor como el primate no humano, el GNDF no tuvo efecto en el modelo roedor de la 

EP en el que se promueve la sobreexpresión de la alfa-sinucleína (principal componente 

de los cuerpos de Lewy) que promueve la degeneración progresiva de la vía nigro-

estriatal [35,36].  

 

Otro de los FNT utilizados en el modelo de la EP, donde se induce la neurodegeneración 

de las neuronas DA con la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA), es el factor de 

crecimiento de endotelio vascular (vascular endothelial growth factor: VEGF). En un 

esquema de terapia génica en el que se promovió la expresión de VEGF en células 



endógenas del estriado lesionado de ratas (7 días después de haberse realizado la 

lesión) se observó una reversión en la asimetría motora y una mayor densidad de fibras 

DAs en la vía nigro-estriatal, indicando que el VEGF posiblemente juega un papel en el 

rescate de las neuronas DA [37]. Adicionalmente, VEGF tienen un efecto neuroprotector 

cuando se induce su expresión días antes de realizarse la lesión con 6-OHDA [38]. En 

otro modelo de lesión inducida con rotenona, se trasplantaron al estriado de animales 

lesionados, células mesenquimales humanas de cordón umbilical que expresan VEGF. 

En ellos, además de observarse una reversión de la asimetría motora y una mayor 

densidad de fibras DA en el estriado y en el cerebro medio, las células mesenquimales 

diferenciaron a células con expresión de marcadores neurales (Nestina) y de neuronas 

DA (p. ej. Th). 

 

El FNT cerebral dopaminérgico (cerebral dopaminergic neurotrophic factor: CDNF) y su 

homólogo el FNT derivado de astrocitos mesencefálicos (mesencephalic astrocyte-

derived neurotrophic factor: MANF) pertenecen a una familia de proteínas que se 

localizan principalmente en el lumen del retículo endoplásmico, pero que pueden ser 

secretados como FNT [39]. Se ha demostrado que el CDNF tiene un efecto protector 

contra el estrés del retículo endoplásmico y tiene la capacidad de disolver los agregados 

intracelulares de la alfa-sinucleína [40,41]. El potencial terapéutico del CDNF se ha 

probado en ratas, tanto en el modelo de la 6-OHDA como en otro modelo en el que se 

induce lesión con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), en los que se observó, 

después de promover la expresión endógena del CDNF, una restauración significativa 

de las células DA de la SNpc y una mayor densidad de fibras DA en el estriado, además 



de una reversión de la asimetría motora [40,42–44]. De la misma manera, se demostró 

que la combinación del CDNF con el MANF tienen un efecto sinérgico sobre la 

neuroprotección de las neuronas DA ante el daño citotóxico y la reversión de la conducta 

asimétrica motora en el modelo de la 6-OHDA.   

 

Es claro que algunos FNT tienen la capacidad de proteger a las neuronas DA ante un 

daño citotóxico, sin embargo, ninguno de los experimentos aquí citados demuestra de 

forma contundente que alguno de los FNT tenga la capacidad de promover la 

regeneración de la vía nigro-estriatal. Es posible que la acción de los FNT sea la de 

rescatar aquellas células que se encuentran con un daño parcial y promover la expresión 

de marcadores DA (utilizados para evaluar la cantidad de células y de fibras DA después 

del daño y del tratamiento). Otra de las críticas que tienen en general los experimentos 

descritos, es que éstos se llevan a cabo en un contexto en el que las células se enfrentan 

a un daño agudo resultado de la exposición a neurotoxinas, por lo tanto, la degeneración 

no se presenta de manera progresiva como sucede en la EP.  

 

1.1.2.3 Sistemas de liberación de fármacos.  
 
 
 
Otra de las limitantes del uso de FNT como posibles moléculas terapéuticas para el 

tratamiento de la EP, es que estos tienen que ser infundidos directamente al cerebro, o 

bien promover su expresión en células endógenas (terapia génica), para lo cual se 

requiere de estrategias que pudieran considerarse no seguras (p. ej. el uso de vectores 

virales). Lo anterior apuntó a la necesidad de un sistema que permita la acción de dichos 



fármacos a nivel del sistema nervioso central (SNC) y sin que la barrera 

hematoencefálica sea una limitante. En este sentido, se han estudiado nuevos sistemas 

de liberación de fármacos y métodos que permiten el acceso más eficiente de las 

sustancias neuroprotectoras al cerebro. Dichas tecnologías pueden permitir la protección 

de moléculas sensibles contra la degradación y, adicionalmente, regular la liberación 

durante días o meses. Por otro lado, los dispositivos de liberación controlada pueden 

ayudar a disminuir la aparición o severidad de los efectos secundarios de los fármacos 

ya que en muchos de ellos se pueden reducir las dosis utilizadas. Entre los sistemas de 

liberación controlada de fármacos destacan las macropartículas, nanopartículas e 

hidrogeles, por su efectividad en la promoción de efectos neuroprotectores al ser 

combinados con moléculas con potencial terapéutico. Otros sistemas como los 

liposomas y micelas también han sido estudiados [45].  

 

De entre las moléculas promisorias en el tratamiento de la EP destacan los factores 

tróficos, en particular el factor GDNF, mencionado anteriormente. Numerosos sistemas 

de liberación han sido diseñados procurando el incremento de la estabilidad química del 

GDNF y su retención en el cerebro. Algunos estudios han demostrado en ratones o 

primates no humanos la eficiencia a nivel preclínico del GDNF encapsulado en 

micropartículas, donde una sola dosis del GDNF microencapsulado se traduce en un 

mejoramiento prolongado de la función motora y restauración de la función DA tras una 

lesión severa. Estos efectos se deben, en parte, a que de esta forma el GDNF actúa de 

manera sitio-específico en el putamen, evitando la acción en otras regiones, y, además, 

a que no promovió una respuesta inmunogénica ni se detectaron afectaciones 



neurodegenerativas [46]. Así, los sistemas basados en micropartículas acarreadoras 

pueden servir tanto como acarreadores de GDNF como dispositivos de liberación 

sostenida [47–49].  

 

En otro estudio, se combinó GDNF con VEGF, un potente angiogénico que puede actuar 

positivamente en la sobrevivencia celular de cultivos neuronales [50]. Esta combinación 

se asoció a nanoesferas para ser liberada en el cerebro parcialmente lesionado de ratas, 

las cuales recuperaron un porcentaje de la función motora y tuvieron un mayor número 

de neuronas DA tanto en el estriado como en la SNpc. Es notable que los efectos de la 

combinación de GDNF/VEGF aplicados en nano-esferas se pueden observar desde 

dosis bajas [51,52]. 

 

Otra estrategia prometedora relacionada con los sistemas de liberación de fármacos que 

se ha utilizado para proveer al cerebro con GDNF es el uso de nano-formulaciones que 

tienen la capacidad de atravesar la barrera hematoencefálica gracias a su interacción 

con receptores del endotelio vascular. Esta estrategia permite la aplicación de 

tratamientos de manera no invasiva. Así, se ha logrado en ratas parkinsonianas una 

reversión de las afectaciones motoras, disminución de la pérdida de neuronas DA y el 

aumento de los niveles de neurotransmisores [47].       

 

Además del GDNF y el VEGF, se ha probado el efecto de otros factores neurotróficos en 

el contexto de la pérdida neuronal DA, como el factor básico de crecimiento fibroblástico 

(basic Fibroblast Growth Factor: bFGF). Por ejemplo, utilizando acarreadores lipídicos 



nanoestructurados (gelatin nanostructured lipid carriers), se demostró que el bFGF 

puede estimular la función DA y juega, además, un papel neuroprotector en ratas 

lesionadas con 6-OHDA [53].    

 

A pesar de que se han logrado avances importantes en la forma en la que se administran 

los fármacos o moléculas neurotróficas con potencial terapéutico en la EP y que cada 

vez hay más trabajos en los que se evalúan nuevos y mejores materiales de micro o 

nano encapsulamiento, esta estrategia no sortea las complicaciones inherentes al uso 

de fármacos. A pesar de que las nano o micro formulaciones permiten la aplicación del 

fármaco de manera no invasiva, además que ayudan a disminuir las dosis requeridas, o 

bien prolonguen la liberación de moléculas, éstos siguen teniendo una acción 

ininterrumpida, que puede influenciar la actividad neuronal de otras células no DA y 

actúen así de manera independiente a la necesidad puntal de los circuitos DA. Lo 

anterior, como en cualquier forma de aplicación de fármacos en la EP, conlleva a la 

aparición de efectos secundarios. Adicionalmente, no se ha demostrado de manera 

contundente que estos sistemas tengan la capacidad de frenar el proceso degenerativo 

y/o de promover una regeneración del tejido. 

 

1.1.2.4 Ultrasonido de aplicación focal.  
 
 

En años recientes, el uso del ultrasonido focal como terapia para tratar los desórdenes 

neurológicos ha tenido gran impacto. Esta técnica no invasiva consiste en la aplicación 

focal de energía acústica en regiones específicas del cerebro, como resultado se obtiene 



la ablación del tejido [54]. Para lograrlo es necesario el uso de resonancia magnética que 

permite un alto grado de precisión con retroalimentación en tiempo real sobre el efecto 

del tratamiento. Esta tecnología se ha utilizado en pacientes con la EP, tratando de abatir 

la actividad de varias regiones del cerebro, responsables de los síntomas motores [54–

57]. 

 

Una de los problemas no resueltas del ultrasonido con aplicación focal como terapia para 

la EP es que no está definido cuál es el mejor blanco para realizar la ablación y si será 

cada región será distinta entre pacientes. Además, a la fecha no se han evaluado la 

durabilidad a largo plazo de los resultados de la aplicación focal del ultrasonido y si es 

posible, en términos de viabilidad y seguridad, realizar el procedimiento de manera 

bilateral. Así, para conocer el verdadero potencial de la terapia ablativa con ultrasonido 

focal, se necesitan mayor número de ensayos que puedan validar de manera 

contundente los resultados hasta ahora preliminares. Cabe mencionar que, al ser una 

estrategia quirúrgica de ablación, el procedimiento no es reversible, cualquier efecto, sea 

deseable o no, puede ser a largo plazo.   

 

1.1.2.5 Terapia de reemplazo celular y células troncales embriónicas. 
  
 

La terapia de reemplazo celular tiene como fundamento restablecer las funciones 

perdidas de un tejido mediante el trasplante de células que tengan capacidades 

homólogas a las células que se pierden en un proceso degenerativo. En la EP, la pérdida 

de neuronas DA de la vía nigro-estriatal ha motivado al intento de implementar la terapia 



de reemplazo celular, en consecuencia, se han trasplantado, principalmente en el 

estriado, una enorme variedad de células con cierto grado de homología con las 

neuronas DA, la mayoría de ellas productoras de dopamina; lo anterior se ha realizado 

tanto a nivel experimental básico como preclínico y clínico [58–60].  

 

Las pruebas de reemplazo celular realizadas en humanos en las que se usaron neuronas 

DA o tejido neuronal proveniente de embriones no viables, dieron muestras de la 

viabilidad de dicha estrategia, pero, de igual manera, se demostraron sus limitaciones 

[61,62]. Aunque estudios de neuro-imagen y neuropatológicos arrojaron datos de la 

posible integración de las células DA trasplantadas al estriado, sólo una proporción de 

los pacientes mostraron beneficios significativos. Adicionalmente, más del 56% de 

pacientes mostraron discinensias después de suspender 12 horas su tratamiento 

farmacológico [63]. Los trasplantes realizados en dichos pacientes contenían, además 

de neuronas DA, células gliales, fibroblastos y células del sistema inmune que pudieran 

tener efectos desconocidos sobre la sobrevida celular, la reacción inmunológica y el 

resultado clínico. Por otro lado, se reportó que las células trasplantadas mostraron la 

patología de las neuronas endógenas, principalmente la acumulación de cuerpos de 

Lewy [64]. Adicionalmente, en otro paciente que murió 23 meses después de habérsele 

realizado el trasplante intraestriatal de células DA mesencefálicas embrionarias no se 

encontró la sobrevivencia de células DA, pero sí la presencia de tejido óseo, cabello, 

cartílago y epitelio escamoso en numerosos sitios del ventrículo; dicho fenómeno se 

asoció a la posible causa de muerte [65].  

    



Uno de los aspectos que se debe resolver para establecer una terapia de reemplazo 

celular para la EP es la necesidad de una fuente de células DA que pueda ser aislada de 

manera fácil, que sean expandibles en cultivo y que puedan ser trasplantadas 

eficientemente.  De entre los posibles tipos celulares que pudieran contar con tales 

características se encuentran las células troncales embriónicas (CTEs), las células 

troncales pluripotentes inducidas (induced pluripotent stem cells: iPSC) y las células 

troncales neurales (CTNs) embrionarias [66].  

 

El sitio de trasplante es otro aspecto importante que debe considerarse al plantear una 

terapia exitosa de reemplazo celular en la EP. Históricamente, los trasplantes tanto en 

pacientes como en modelos de la EP se han realizado en el estriado, sitio de proyección 

de las neuronas DA mesencefálicas, imposibilitando la integración de las células 

trasplantadas al circuito dopaminérgico nigro-estriatal, convirtiéndose en una fuente de 

liberación desregulada (no fisiológica) de dopamina asociada con diversos efectos 

secundarios. Por otro lado, el implante en la SNpc debiera tener la capacidad de 

proyectar hacia sus blancos en el estriado y responder a las señales de los circuitos 

preexistentes. Aunque existen trabajos (descritos más adelante) que demuestran que la 

proyección a través del encéfalo es posible, el trasplante a la SNpc es un campo en el 

que se necesita profundizar más. Así, el tener una fuente celular adecuada, suficiente, 

segura y con la capacidad de proyectar, podría, al ser trasplantada, traducirse en mejores 

resultados clínicos en la EP.   

 
 



De entre las fuentes celulares mencionadas, las CTEs poseen varias características para 

ser una fuente celular promisoria en el tratamiento de la EP y también de otras 

enfermedades degenerativas. Las CTEs son un tipo celular no especializado con la 

capacidad de autorenovación y pluripotencia (Fig. 2).  Al ser pluripotentes, las CTEs 

pueden ser diferenciadas in vitro a CTNs y, subsecuentemente, a neuronas DAs [67]. En 

contraste con las células recuperadas de tejido embrionario u otro tipo de tejido, las CTEs 

tienen ventaja debido a su ilimitada capacidad proliferativa in vitro. Numerosos protocolos 

de diferenciación neuronal DA se han establecido con células pluripotentes provenientes 

de ratón, de primate no humano y de humano, con resultados variados en términos de 

eficiencia de especificación neural, eficiencia de especificación neuronal DA y 

diferenciación neuronal DA (ver más adelante). Las células resultantes de dichos 

protocolos, que serán discutidos más adelante, mostraron características funcionales, 

morfológicas y electrofisiológicas comparables con neuronas DA endógenas; sin 

embargo, al ser trasplantadas manifestaron los problemas de cualquier otra fuente 

celular: liberación no controlada de dopamina, baja sobrevida y nula integración 

funcional.  

 

Desde otro enfoque, se han reportado estudios en los que se trasplantaron entre 10 mil 

y 200 mil CTEs indiferenciadas en el estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA. Después 

de varias semanas, una quinta parte de los animales trasplantados desarrollaron tumores 

del tipo teratoma y en el 24 % no se encontró sobrevida del trasplante. En el resto de los 

animales (56%) se observaron células DA en el sitio de trasplante (estriado lesionado) y 

una mejoría en la conducta motora [68]. Sin embargo, en otro estudio, estos resultados 



no fueron reproducibles [69]. Otro ejemplo es el trasplante de una población enriquecida 

de CTNs del cerebro medio provenientes de CTEs que sobreexpresan el factor de 

transcripción Nurr1, considerado como un factor determinante del destino neuronal DA, 

en el estriado lesionado de ratas adultas, las cuales diferenciaron y mostraron 

características morfológicas, funcionales y electrofisiológicas muy similares a las 

observadas en neuronas mesencefálicas. En algunos casos los animales mostraron 

mejorías conductuales pero no una recuperación total [70]. Lo anterior puede significar 

que, aunque existan células DA con características similares a las neuronas perdidas en 

la EP, éstas no serán funcionales hasta que logren una integración a los circuitos 

preexistentes. Este estudio, como muchos otros, demuestra que se puede pre-capacitar 

a las células para que éstas diferencien en el sitio del trasplante, lo que supondría una 

mayor probabilidad de integración funcional. Sin embargo, el problema de trasplantar 

células pluri o multipotentes es poder prevenir la proliferación no controlada y la 

diferenciación no deseada. En la mayoría de los estudios en los que trasplantan células 

troncales se reporta el surgimiento de tumores y teratomas. Adicional a dichas 

limitaciones se encuentra la sobrevida de las células trasplantadas y la estabilidad 

fenotípica.  

 

Una de las estrategias para contender con algunos de los problemas que surgen de los 

trasplantes convencionales en la EP (efectos secundarios severos y la nula posibilidad 

de integración funcional) es la de realizar el trasplante en el sitio donde las neuronas DA 

residen: la SNpc. Este esquema de trasplante ortotópico aumenta las probabilidades de 

una integración anatómica adecuada y la capacidad de respuesta a las señales 



endógenas que regulan la liberación de dopamina; a la fecha estos trasplantes se han 

realizado tanto en modelos animales como en pacientes.  

 

 

 

 

 
 

En un inicio, una de las limitantes del trasplante intranigral fue la de lograr dirigir el 

crecimiento axonal desde el cerebro medio hasta sus blancos en el estriado. Sin 

embargo, recientemente se han obtenido evidencias de la posibilidad de reconstruir 

anatómicamente la vía nigro-estriatal. Una de ellas involucra la creación de “puentes” 

que permiten el crecimiento dirigido de los axones (bridging technology). Estas vías 

artificiales de crecimiento axonal son generadas por la aplicación de factores de 

crecimiento, moléculas u otros tipos celulares que se administran en la vía directa que 

conecta la región del trasplante con el estriado [71-74]. Un ejemplo de ello fue el de 

Figura 2. Células troncales embriónicas.  Las células CTEs se obtienen de la masa celular interna del 
blastocisto. Ellas pueden diferenciar a cualquier tipo celular especializado. En cultivo, se han utilizado distintas 
combinaciones de factores tróficos y morfógenos para dirigir su diferenciación a distintos linajes celulares de 
entre los que se incluyen las neuronas DA. Dichas neuronas se han utilizado en la búsqueda de una estrategia 
de reemplazo celular para la EP y se han trasplantado tanto en el estriado como en la SNpc (modificado de 
Langston 2015). 



utilizar células de riñón como células de “puenteo” debido a su alta producción de GDNF 

y el trasplante intranigral de células mesencefálicas ventrales embrionarias; los autores 

reportaron una mejoría en la conducta motora y la observación de fibras DA en el estriado 

[71]. En otro trabajo se usó el ácido kaínico como molécula “puente” y se observaron 

resultados similares al reporte anterior [72]. En dichos estudios, los de “puenteo”, se 

plantea que esta estrategia genera un ambiente trófico adecuado para guiar de manera 

efectiva el crecimiento axonal y mejorar los resultados de un trasplante ortotópico. 

Sorprendentemente, en el 2009 se publicaron 2 artículos en los que no fue necesario 

realizar un puente [73,74], en ellos se trasplantaron células del mesencéfalo ventral de 

embrión en la SNpc y, en uno de ellos, un vector para sobreexpresar el GDNF en el 

estriado. En los dos trabajos (con GDNF y sin él) se observaron fibras del trasplante que 

proyectaron hasta el estriado, a la par de la disminución de la asimetría motora. Sin 

embargo, al determinar la identidad de las células del trasplante, además de marcadores 

DA, expresaron marcadores de otros tipos celulares (como GABA) [73,74]. Más adelante, 

en un acercamiento preclínico, fueron trasplantadas en el cerebro lesionado de ratas 

atímicas, tanto células recuperadas del mesencéfalo ventral de embriones humanos no 

viables como precursores neuronales DA en la etapa inicial de la diferenciación neuronal; 

sorprendentemente, las células trasplantadas lograron sobrevivir más de 6 meses en el 

tejido del hospedero y se observaron proyecciones hacia regiones estriatales. Además, 

los roedores mejoraron en las pruebas de asimetría motora [75]. El mismo grupo de 

investigación, recientemente demostró que la proyección desde el cerebro medio hacia 

el cerebro anterior no está limitada por el fenotipo neuronal, al observar que tanto células 

con identidad mesencefálica ventral como con identidad anterior ventral tienen la 



capacidad de proyectar desde la SNpc hacia el estriado. Sin embargo, mientras las 

células con identidad mesencefálica ventral son inervadas por células del hospedero y 

pueden proyectar hacia los blancos en el estriado, las células con identidad anterior 

solamente pueden proyectar hacia los blancos en el estriado pero no recibir inervación 

de las células del hospedero [76]. A la fecha no se conoce si dichas proyecciones son 

promovidas por factores en el microambiente o un andamiaje dado por proyecciones de 

otras células a través del tracto nigro-estriatal.  

 
 
1.1 Neurogénesis dopaminérgica. 

 

1.2.1 Neurogénesis dopaminérgica embrionaria.  

 

Las neuronas DA deben su nombre a la capacidad de producir y liberar dopamina, un 

neurotransmisor catecolaminérgico, y a la presencia de la tirosina hidroxilasa (Th), la 

enzima limitante en la producción de dopamina y que es comúnmente utilizada como 

marcador de neuronas DA [77]. Las neuronas DA mesencefálicas están distribuidas en 

tres núcleos: la SNpc, el área tegmental ventral (ATV) y el campo retrorubral (CRr) (Fig. 

3). Cada una de las poblaciones de neuronas DA mesencefálicas proyecta hacia blancos 

específicos y por lo tanto controlan o modulan funciones específicas [78]. Las neuronas 

del ATV y del CRr proyectan hacia el estriado ventromedial (núcleo accumbens), a 

regiones del sistema límbico y a la corteza prefrontal. Estas neuronas DA regulan el 

comportamiento emocional, la motivación natural, funciones de recompensa y algunas 

funciones cognitivas, además, están relacionadas con desórdenes psiquiátricos [79–81]. 



En contraste, y como ya se ha mencionado, las neuronas DA de la SNpc proyectan 

principalmente a putamen caudal y al estriado dorsolateral, formando la vía nigro-estriatal 

que regula principalmente funciones motoras [82].  

  

 

 

 

 

Durante el desarrollo embrionario, la gastrulación es el proceso por el cual se establecen 

las capas germinales: el ectodermo, el mesodermo y el endodermo; este proceso es 

paralelo a la migración de las células del epiblasto hacia el surco primitivo al tiempo que 

se establecen los ejes anteroposterior y mediolateral del embrión. Posteriormente, el 

ectodermo es instruido para formar tanto el tejido epidermal como el SNC, este último 

precedido por la formación del neuroectodermo o placa neural a partir del ectodermo 

Figura 3. Poblaciones dopaminérgicas en el cerebro adulto de ratón. Esquema que representa la localización 
de las poblaciones de neuronas DA en el cerebro adulto. En la vista sagital se observa el bulbo olfatorio (OF), 
el hipotálamo (Hip), el área tegmental ventral (ATV), la subtantia nigra pars compacta (SNpc) y el campo 
retrorubral (CRr). En la vista coronal, a nivel del mesencéfalo, se observa el ATV y la SNpc (modificado de Smidt 
y Burbach, 2007).  



medio. Este proceso es regulado por señales provenientes del mesodermo, las cuales 

promueven la formación de un epitelio compuesto por células columnares que serán 

distintas a las células de la periferia que, a su vez, darán origen a las células epidermales. 

Una vez inducida la formación de la placa de piso, mediada por la notocorda, se origina 

un surco neural con dos pliegues laterales que eventualmente se fusionarán para formar 

el tubo neural; la formación de dicha estructura depende de cambios en la morfología de 

las células que componen el neuroepitelio y de la influencia del ectodermo epidermal 

adyacente a la placa neural [83,84]. Una vez que se forma el tubo neural, se establecen 

5 vesículas que preceden a las diferentes estructuras del cerebro adulto, la formación de 

dichas vesículas se da por la expansión y constricción del neuroepitelio. En orden antero-

posterior estas vesículas son: el telencéfalo, que en su región dorsal da origen a la 

corteza, hipocampo y lóbulos olfatorios, mientras que de la zona ventral derivan la 

eminencia gangliónica lateral (EGL, la cual genera el estriado), la eminencia gangliónica 

media (EGM) y la eminencia gangliónica caudal (EGC); el diencéfalo, que produce el 

tálamo e hipotálamo; el mesencéfalo, que da origen a estructuras involucradas en la 

visión y el control del movimiento; el metencéfalo, del cual deriva el cerebelo, y el 

mielencéfalo que formará la médula oblonga y en su parte posterior la médula espinal. 

El metencéfalo y mielencéfalo, a su vez, están organizados en compartimentos más 

pequeños conocidos como rombómeros, los cuales dan origen a diversos linajes 

celulares [85].  

 
  
Durante la formación del tubo neural se define el eje anteroposterior gracias a la 

expresión de tres genes: Otx2, En1 y Pax2 [86], la expresión de estos factores de 



transcripción es inducida por el Istmo, organizador que se encuentra en la frontera del 

mesencéfalo con el metencéfalo [87]. En dicha región, Otx2 (el cual es un factor 

transcripcional involucrado en especificar el cerebro posterior) y Gbx2 se reprimen 

mutuamente [88]. La regionalización dorsoventral del mesencéfalo también está 

determinada por la acción de centros organizadores que secretan morfógenos; en este 

caso, la placa de techo, que se origina en la línea media dorsal, secreta miembros de la 

familia de proteínas morfogénicas de hueso (bone morphogenetic proteins: BMP) y de la 

vía de Wnt que, en conjunto, especifican a las neuronas dorsales a lo largo del eje 

anteroposterior del tubo neural [89,90]. 

 
Adyacente a la línea ventral del mesencéfalo, la señalización de Shh (Sonic hedgehog) 

y un miembro de la familia de los factores de crecimiento transformante β (Nodal), 

generados por el mesodermo precordal y la notocorda, promueven la formación de la 

placa de piso [91]. A su vez, la placa de piso produce Shh que, dependiendo de su 

concentración local, especifica diversas poblaciones neuronales con identidad ventral 

[91,92]. En el mesencéfalo, las poblaciones más ventrales están expuestas a 

concentraciones elevadas de Shh, el cual induce la formación de los núcleos 

dopaminérgicos alrededor de la línea media [93]. También en la región ventral, la 

señalización de Shh establece el núcleo ocular motor, constituido por neuronas motoras 

[94].  

      
 
Durante la neurogénesis, Shh regula la expresión combinada de diversos genes de 

factores transcripcionales con homeodominio, lo cual establece un código que determina 

la identidad posicional de los precursores neurales y su capacidad para diferenciar a un 



linaje neuronal específico [95]. En la región cercana a la línea media ventral del 

mesencéfalo, la expresión del factor de transcripción con homeodominios LIM (Lmx1a) 

determina qué precursores neurales producirán a las neuronas DA del mesencéfalo 

[93,96]. Por otro lado, la expresión de Nkx6.1, adyacente a la línea media, define 

bilateralmente los dominios que darán origen a las neuronas glutamatérgicas del núcleo 

rojo que, a su vez, mantienen la expresión de Nkx6.1 y adquieren la expresión de Brn3a 

[94,97] (Fig. 4).  

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Desarrollo de las neuronas dopaminérgicas. Del lado superior izquierdo se muestra un esquema del 
SNC en el desarrollo temprano; en él se distinguen el mesencéfalo, el centro organizador (istmo) y el cerebro 
posterior. Además, los colores indican los dominios en los que se secretan los factores producidos por el istmo 
o la placa de piso. Los factores se indican en la parte inferior de la imagen.  La vista coronal del SNC muestra 
la región del mesencéfalo donde las neuronas DA se generan y del lado izquierdo un acercamiento que 
muestra la vía de diferenciación de las neuronas DA con los factores involucrados en cada etapa. Placa de piso 
(PP), zona ventricular (ZV), zona intermedia (ZI), zona del manto (ZM) (modificado de Deierborg et al., 2008).  



En cuanto al proceso de diferenciación de las neuronas DA mesencefálicas, se han 

identificado varios factores transcripcionales que actúan en distintas etapas del proceso 

de establecimiento del linaje [98]. En las primeras etapas, como ya se mencionó, Otx1/2 

establecen la región prospectiva del cerebro anterior y medio. En la frontera del 

mesencéfalo-metencéfalo, la expresión de Otx1/2 define las zonas en las que los 

morfógenos Shh y Fgf8 difunden y establecen diversos linajes neuronales incluyendo el 

dopaminérgico (Fig. 4). En las regiones ventrolaterales del mesencéfalo se logra la 

difusión de Shh hacia regiones más dorsales al tiempo que se reducen dramáticamente 

el número de neuronas DA y del núcleo rojo, todo esto gracias a la ausencia de Otx2 y 

de la expansión ventral de Nkx2.2. 

 

Se podría decir que la neurogénesis DA inicia con la conversión de las células de la PP 

en progenitores neurales. Aunque no se conocen los elementos responsables de dicha 

transición, ésta podría estar coordinada por la acción de la señalización canónica de Wnt 

que a su vez es activada por Otx2 [96,99]. Alrededor del día E10.5, los niveles de 

expresión de Shh disminuyen probablemente por la acción de Msx1; en consecuencia, 

se induce la expresión de Ngn2 que codifica para la Neurogenina 2: una proteína 

proneural [96,100]. Además, es posible que Fox 1/2 también contribuye a la activación 

de Ngn2, lo cual refuerza la vía de diferenciación DA en el mesencéfalo [101].   

 

Después de la inducción de la expresión de Ngn2, la neurogénesis continúa con la 

expresión de los genes Nurr1 y Pitx3, que codifican para factores de transcripción que 

participan en la definición fenotípica terminal de las neuronas DA como la presencia de 



la Th, el transportador de monoaminas 2 (vesicular monoamine transporter 2: Vmat2) y 

el transportador de dopamina [101–104]. Además, Nurr1 y Pitx3, juegan un rol importante 

en el mantenimiento de las neuronas DA [105,106]. En neuronas inmaduras, la expresión 

de Th se activa por la acción cooperativa de Foxa2 y Lmx1a; adicionalmente, es posible 

que Nurr1 y Foxa2 regulen la expresión de Th durante la diferenciación DA [107].  

 

1.1.2 Evidencias de neurogénesis en la substantia nigra pars compacta. 
 
 

Se creía que la formación de nuevas neuronas partiendo de la diferenciación de CTNs 

estaba limitada a la etapa de desarrollo embrionario; sin embargo, estudios que se 

realizaron hace algunas décadas demostraron que en mamíferos, incluyendo al humano, 

hay procesos neurogénicos asociados con el mantenimiento de la capacidad olfatoria y 

de la memoria [108–110]. En el cuerpo humano se reconocen nichos en los que residen 

células troncales adultas, y que la mayoría de dichas poblaciones además de mantener 

el recambio celular, también son capaces de responder ante un daño y mantener la 

función e integridad del tejido al cual pertenecen (por ejemplo, la piel [111]). En contraste, 

en el cerebro se ha demostrado contundentemente que existen al menos dos sitios de 

neurogénesis: el giro dentado del hipocampo en el que se generan células granulares, y 

la zona subventricular de los ventrículos laterales donde se generan neuroblastos 

migrantes que logran su diferenciación a interneuronas DAs cuando alcanzan el bulbo 

olfatorio [112]. En el humano, aún no se demuestra que el proceso neurogénico 

responsable de generar nuevas neuronas que se integran al bulbo olfatorio se mantenga 

en la etapa adulta.  



 

La detección de células que se mantienen en proliferación y la identificación de células 

migrantes en el cerebro adulto, fueron los primeros indicios de la existencia del proceso 

neurogénico postnatal [109], aunque los datos no fueron corroborados hasta que dichos 

fenómenos se pudieron observar en el microscopio electrónico después de tratar a los 

animales con timidina tritiada (útil para marcar células provenientes de un proceso de 

división celular) [110]. En la actualidad, para seguir el proceso neurogénico del cerebro 

adulto es necesario contar con marcadores que nos permitan identificar CTNs, células 

con capacidad de autorrenovación y diferenciación a precursores neuronales o gliales, 

y, posteriormente, la identificación secuencial y ordenada de marcadores específicos de 

cada etapa en el proceso de diferenciación neuronal. Otra de las estrategias para 

identificar poblaciones de células troncales en el cerebro adulto, es la de probar su 

capacidad de formar en cultivo agregados de origen clonal que contienen CTNs, 

conocidos como neuroesferas, que pueden diferenciar tanto a neuronas, como a 

astrocitos y oligodendrocitos [113].  

 

Como se ha mencionado, en la actualidad se sabe con claridad que existen dos sitios 

neurogénicos en el cerebro adulto; sin embargo, es posible que la baja proliferación y el 

bajo índice de recambio celular no permita la identificación de otros sitios de 

neurogénesis activa y, en consecuencia, existe una controversia en el campo. Uno de 

los sitios en los que se ha propuesto la existencia de una actividad neurogénica es la 

SNpc; inclusive se ha propuesto que en la SNpc se mantiene un proceso neurogénico a 



lo largo de la vida del organismo pero en nivel muy bajo, por lo cual las herramientas 

actuales no nos permiten determinarlo de manera contundente [114,115]. 

 

Además de haberse reportado el aislamiento de CTNs del cerebro medio con la 

capacidad de formar neuroesferas, en el 2003 se realizaron estudios en los que se 

demostró que el número de neuronas DA de la SNpc era similar cuando se comparaba 

en ratones con distinta edad (desde los dos meses hasta los veinte meses), aunque 

sorpresivamente, también se identificaron células DA de la SNpc con marcadores de 

muerte celular [116]. El hecho de que hubiera muerte celular en la SNpc pero que el 

número de células se mantuviera a lo largo de la vida del ratón, sugiere que existe un 

proceso neurogénico en el que se generan nuevas células DA de dicha región del 

mesencéfalo. En el mismo estudio se demostró que después de una lesión, dicho 

fenómeno de neurogénesis se ve favorecido. No obstante, los resultados no pudieron ser 

corroborados por otro grupo de investigación [117]. A pesar de este último resultado, en 

2016, utilizando un ratón transgénico capaz de impedir la expresión de la Th cuando la 

célula se encuentra en un estado troncal (Nes+; antes de la diferenciación DA), se 

observó en el ratón una disminución en la población de neuronas DA de la SNpc después 

de inducir la activación del transgén. La reducción en el ratón transgénico después de 6 

meses fue de apenas una octava parte de la población DA en la SNpc, lo que apoya la 

teoría del recambio lento [114].    

 

Como se mencionó anteriormente, los síntomas primarios de la EP son el resultado de 

la pérdida de las neuronas DA de la SNpc, por lo que la posibilidad de plantear un 



proceso regenerativo utilizando las células troncales del sitio es un tema muy atractivo 

para el propósito de desarrollar terapias alternativas a la farmacológica. No obstante, 

además de haber estudios que se contraponen a que exista un proceso neurogénico en 

la SNpc, existen pocos trabajos que se han enfocado a describir propiedades de la SNpc 

in situ y si ésta puede ser permisiva a la terapia de reemplazo celular.  

 

En cuanto al estudio de sitios neurogénicos y a la búsqueda de estrategias que pudieran 

ayudar a identificarlos, en 2009  nuestro grupo de investigación  encontró que las células 

derivadas de cuerpos embrioides (CE), agregados tridimensionales que recapitulan 

algunos aspectos del desarrollo temprano del embrión [118], son capaces de recibir 

señales de sitios neurogénicos durante el desarrollo temprano del embrión. Así, dichas 

células se diferencian a neuronas DAs cuando son implantadas en el mesencéfalo 

ventral de embrión (nicho dopaminérgico) o a neuronas gabaérgicas cuando son 

implantadas en el núcleo rojo. Otras células con capacidad pluripotente (CTEs) y 

multipotente (PNs) no diferenciaron de la misma forma [67]. Más adelante nos 

preguntamos si las células de CE eran capaces de responder a señales neurogénicas 

del cerebro de ratas en la etapa posnatal (24 días de edad) ; las células derivadas de 

CEs mostraron una diferenciación neurogénica progresiva cuando fueron implantadas 

cerca del ventrículo lateral, corroborando la capacidad de los CE para detectar sitios 

neurogénicos. De manera interesante, cuando las células de CE fueron trasplantadas a 

la SNpc de ratas adultas (2 meses de edad) éstas diferenciaron a neuronas (Neu-N+) 

después de 30 días, pasando por los estadios previos de CTNs y neuroblasto (Nes+ y 

Dcx+ respectivamente); sin embargo, el fenotipo neuronal no fue dopaminérgico [69] (Fig. 



5). Lo anterior nos permitió inferir que en la SNpc existen señales de especificación y 

diferenciación neuronal. En cuanto a la ausencia de diferenciación DA planteamos tres 

posibilidades, la primera, que la SNpc carece de señales de especificación y 

diferenciación DA; la segunda, que posee señales que reprimen la diferenciación DA; y, 

por último, que las señales de especificación y diferenciación DA de la SNpc, en caso de 

ser un sitio neurogénico DA, no pueden ser interpretadas por las células de los CE. Para 

descartar algunas de estas posibilidades, una línea celular con alto potencial DA y pocos 

requerimientos exógenos sería una herramienta ideal para evaluar la existencia o la 

carencia de propiedades de inducción y diferenciación DA de la SNpc.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
1.2.3 Estrategias para la diferenciación de células troncales pluripotentes a neuronas 
dopaminérgicas in vitro. 
 
 
 
Gracias a las características de las CTEs se han ideado numerosos protocolos para 

derivar células DA a partir de ellas. En algunos protocolos, se permite el crecimiento y la 

Figura 5. Diferenciación neuronal de CEs trasplantados en la SNpc. Las células derivadas de CEs (GFP+) 
trasplantadas a la SNpc diferencian a neuroblastos (Dcx+) 15 días post-trasplante (dpt) y a neuronas (NeuN+) 30 
dpt. La ausencia de expresión de Th indica la nula diferenciación a células DA. La gráfica muestra el porcentaje 
de células GFP+ que coexpresan los marcadores de diferenciación neural 6, 15 y 30 dpt (Modificado de Maya et 
al., 2015).  



diferenciación no específica de las células para después seleccionar aquellas con la 

identidad deseada, sin embargo, es de hacer notar que muestran alto grado de variedad 

en los tipos celulares generados y bajo porcentaje de células con fenotipo DA [107]. En 

otros métodos las CTEs son co-cultivadas con células estromales que promueven la 

diferenciación DA, en este caso el riesgo de contaminación con células que proliferan se 

incrementa y el número de células DA obtenido es aún bajo [119]. En otros intentos de 

generar células DA derivadas de CTEs se ha utilizado la adición in vitro de una gran 

variedad de moléculas presentes en etapas tempranas del desarrollo del mesencéfalo 

para establecer condiciones definidas que favorezcan dicha diferenciación. Aunque se 

ha logrado así aumentar los porcentajes de diferenciación, se requieren tiempos 

prolongados de cultivo y en algunos casos la identidad neuronal resultante no es la 

adecuada [107]. 

 

Con los avances en el estudio de los factores de trascripción que controlan la 

diferenciación DA, la posibilidad de utilizarlos para inducir la diferenciación DA de células 

troncales es muy prometedora, inclusive, en la actualidad parece ser la estrategia con 

mejores resultados. Podría esperarse que la expresión ectópica de uno o varios genes 

maestros en la diferenciación DA sea suficiente para inducir programas específicos de 

diferenciación neuronal, sin embargo, el éxito de encontrar el gen o genes maestros en 

general ha sido bajo, debido a las combinaciones especificas expresadas en cada PN y 

sus niveles de expresión. La efectividad de un gen maestro puede definirse por su 

habilidad de promover la diferenciación específica de un precursor en la etapa de 

diferenciación más temprana posible. En este sentido, el gen maestro más efectivo sería 



aquel que de manera individual promueva la diferenciación específica de una CTE. En el 

caso de la diferenciación DA parece ser que ninguno de los factores involucrados en la 

especificación y diferenciación tiene la habilidad de inducir la diferenciación específica a 

partir de CTEs.   

La sobreexpresión de Nurr1, también llamado Nr4a2, gen que codifica para un factor de 

transcripción involucrado en definir características terminales de la diferenciación DA, 

sobre CTNs obtenidas de distintas regiones del cerebro y cultivadas en monocapa o 

después de formar neuroesferas, induce la expresión de Th, sin embargo, no se obtienen 

otras características de las neuronas DA [120]. Cuando se induce la sobreexpresión de 

dicho factor en PNs derivados de CTEs, se promueve la expresión de Th y otros 

marcadores DA como el transportador de dopamina, pero no hay influencia alguna sobre 

otros factores de especificación DA mesencefálica [121]. Por otra parte, la expresión de 

Pitx3, un factor transcripcional que posee funciones similares a Nurr1 y que es también 

importante en el mantenimiento de las neuronas DA mesencefálicas, no es suficiente 

para promover el fenotipo DA mesencefálico al sobreexpresarlo en CTEs indiferenciadas 

o en PNs derivados de CTEs. Incluso, la expresión conjunta de Nurr1 y Pitx3 no es 

suficiente para alcanzar el destino DA mesencefálico [122,123].  

 

En contraste, la sobreexpresión de Lmx1a mediada por la activación del promotor de 

Nestina (expresión temporal) en CTEs tratadas con FGF8 y SHH promueve la 

diferenciación eficiente a neuronas inmaduras que, además de expresar Th, expresan 

otros marcadores específicos de neuronas DA con identidad mesencefálica. Esta 

diferenciación altamente específica es observada en uno de los protocolos más robustos 



de diferenciación neuronal a partir de CTEs (protocolo de diferenciación de cinco etapas) 

y en otras condiciones de cultivo (cultivo en monocapa), indicando que la acción de 

Lmx1a no depende de condiciones particulares de cultivo. Cabe mencionar que las 

células Th+ obtenidas de las células control además de expresar Th, y no otros 

marcadores mesencefálicos, expresan marcadores de neuronas gabaérgicas [93,124]. 

Estas observaciones también se han hecho en células humanas [125].  

 

Tomando en cuenta lo anterior, una línea de CTEs que sobreexprese Lmx1a bajo el 

promotor de Nestina, sería una línea que ofrecería altas probabilidades para estudiar las 

propiedades neurogénicas de la SNpc.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 



2. Hipótesis. 
 
 
La SNpc de rata en la etapa adulta es permisiva a la diferenciación dopaminérgica de 

células troncales embriónicas de ratón con alto potencial dopaminérgico mesencefálico.  

3. Objetivo general.  
 
 
Evaluar si la SNpc de rata en la etapa adulta es un sitio permisivo a la diferenciación 

dopaminérgica de células troncales embriónicas con alto potencial dopaminérgico 

mesencefálico.  

 

4. Objetivos particulares. 
 
 
 
1. Generar una línea de CTEs a partir de la línea R1B5 que exprese de manera estable 

el factor de trascripción Lmx1a bajo el promotor de Nestina.  

2. Corroborar el potencial neurogénico dopaminérgico in vitro de la línea de CTEs que 

exprese de manera estable el factor de trascripción Lmx1a bajo el promotor de Nestina.  

3. Evaluar el potencial neurogénico dopaminérgico in vivo de la línea de CTEs que 

exprese de manera estable el factor de trascripción Lmx1a bajo el promotor de Nestina.  

 

 

 

 



5. Materiales y métodos. 

5.1 Generación de la línea de células troncales embriónicas de ratón que  

expresa Lmx1a bajo el promotor de Nestina. 

  

Para generar la línea transgénica de CTEs que sobreexpresa el factor de transcripción 

Lmx1a en respuesta a la activación del enhancer del promotor de Nestina (R1B5/Nes-

Lmx1a), se utilizó la línea de CTEs de ratón R1B5 que expresa de manera constitutiva el 

gen de la proteína verde fluorescente mejorada (GFP: enhanced green fluorescent 

protein; línea donada por el Dr. Andras Nagy) bajo el promotor híbrido de la actina de 

pollo y el promotor del citomegalovirus. Inicialmente fue necesario amplificar las CTEs 

sobre una cama de células alimentadoras (fibroblastos embrionarios de ratón 

mitomizados), utilizando medio para el crecimiento de CTEs (también llamado M15) 

compuesto por medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM: Dulbecco’s modified 

Eagle’s médium, Gibco) suplementado con 15% de suero fetal de bovino (FBS: fetal 

bovine serum, Gibco o Hyclone), GPS (Glutamax 1x, Gibco; penicilina 0.3 mg/mL y 

estreptomicina 0.5 mg/mL, Sigma), aminoácidos no esenciales 1x (de un stock a 100x, 

Gibco), 2-mercaptoetanol 0.55 mM (Sigma) y 1,000 U/mL de factor inhibidor de leucemia 

(LIF: leukemia inhibitor factor, Chemicon). Las células fueron electroporadas para 

introducirles el vector pNesE-Lmx1a (donado por la Dra. Elisabet Andersson), 24 h 

después de que las células fueran resembradas se añadió al medio G418 (Sigma) para 

hacer la selección de clonas. Las clonas seleccionadas fueron cultivadas y expandidas 

por separado durante 14 días de la misma forma en la que se expandieron las células 

R1B5 (ver protocolo detallado en el apartado de anexos).  



 

5.2 Diferenciación neural in vitro de las células troncales embriónicas.  
 
 

Con la finalidad de evaluar la expresión del transgén en las clonas seleccionadas, éstas 

fueron sometidas a un protocolo de diferenciación neural en monocapa [126]. Para ello, 

las células fueron sembradas en un plato de cultivo cubierto con gelatina al 0.1% de piel 

de porcino (Sigma) e incubadas de 12 a 15 h en medio M15. Después de la incubación 

se retiró el medio de las cajas y la superficie se lavó dos veces con buffer salino de 

fosfatos (PBS: phospate-buffered saline) para después ser cultivadas con medio N2B27 

compuesto por 50% DMEM/F12 con HEPES (Gibco), 50% de medio Neurobasal (Gibco) 

y suplementado con N2 y B27 a 1x (De stocks a 100x y 50x respectivamente, Gibco). 

Después de 4 días en cultivo se extrajo el ácido ribonucleico (RNA: ribonucleic acid; ver 

anexo) de los PNs para determinar los niveles de expresión del transgén pNesE-Lmx1a. 

 

Para realizar la diferenciación neuronal DA se llevó a cabo el protocolo de diferenciación 

de 5 etapas [124]; brevemente, las CTEs fueron expandidas sobre una monocapa de 

células alimentadoras y se incubaron en medio M15 más un inhibidor selectivo de Gsk3b 

y uno de Mek1/2, CHIR99021 (3 µM) y PDO325901 (1 µM), respectivamente (los dos de 

Stegment). Una vez que las CTEs alcanzaron entre el 80 y 90 % de confluencia se 

subcultivaron a otra monocapa de células alimentadoras y se incubaron durante 3 días 

con medio M15 sin los inhibidores. Posteriormente, las células se subcultivaron en una 

caja recubierta con gelatina de piel de porcino con M15 suplementado con LIF hasta que 

alcanzaron una confluencia entre el 80 y 90% (Etapa 1: crecimiento de CTEs sin células 



alimentadoras). Después, las células fueron sembradas en cajas bacteriológicas con 

propiedades no adherentes durante 4 días, realizándose un cabio de medio a las 48 h 

(Etapa 2: formación de CEs). Para la selección de los PNs (Etapa 3), los CEs fueron 

sembrados en condiciones adherentes (cajas cubiertas con gelatina) e incubados en M15 

durante 24 h y después en medio de selección compuesto por DMEM/F12 sin HEPES, 

1x de insulina/transferrina/selenio/piruvato de sodio (ITS, Gibco) y 1x de GPS, durante 7 

días con cambios de medio cada 24 ó 48 h, dependiendo de la acidez del medio. Para 

expandir los PNs (Etapa 4) las células disociadas con tripsina al 0.05% fueron sembradas 

en placas de cultivo de 24 pozos previamente tratadas con poli-D-lisina (10 mg/mL, 

Sigma) y fibronectina (1 mg/mL, Gibco), en esta etapa se utilizó DMEM/F12 sin HEPES, 

suplementado con 10 ng/mL de Fgf2, 100 ng/mL de Fgf8; y 500 ng/mL de Shh (todos los 

factores de Prepotech), también llamado medio de expansión de PNs. Esta etapa duró 7 

días con cambios de medio cada 24 ó 48 h dependiendo de la acidez del medio. Con la 

finalidad de promover la diferenciación terminal hacia el fenotipo neuronal DA (Etapa 5), 

el medio fue sustituido por medio de diferenciación (medio de expansión sin 

suplementos) y se mantuvieron durante 6 días con cambios de medio cada 24 ó 48 h 

(ver protocolo detallado en el apartado de anexos). Se realizaron inmunomarcajes y se 

extrajo RNA de las etapas cuatro y cinco con el fin de evaluar la expresión de genes de 

diferenciación neural, neuronal y la expresión del transgén pNesE-Lmx1a (ver protocolo 

detallado en el apartado de anexos). Las determinaciones se realizaron en tres cultivos 

diferentes.  

 

 



5.3 Animales y procedimientos de trasplante.  
 
 

Los animales utilizados en los experimentos fueron alojados dentro de barrera de 

ambiente controlado con un ciclo de luz/obscuridad de 12 h, con acceso ad libitum a 

comida y agua. Todos los procedimientos fueron revisados y autorizados por el Comité 

Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL; protocolo MGC08) 

del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM y por el comité de bioética del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM.  

 

5.4 Implante de células de cuerpos embrioides en el explante de mesencéfalo 
ventral de embrión de ratón.  
 

Con la finalidad de evaluar la capacidad de la sobreexpresión de Lmx1a para promover 

la diferenciación DA, decidimos implantar las células de CEs en el contexto del desarrollo 

embrionario (explantes de mesencéfalo embrionario) [67,127], tanto en el sitio en el cual 

se generan las neuronas DA mesencefálicas como en un sitio donde el fenotipo 

dopaminérgico es reprimido: la línea media del mesencéfalo y la región dorsal del 

mesencéfalo, respectivamente. Brevemente, las hembras donantes de embriones de la 

cepa CD1 fueron sacrificadas por dislocación cervical al día 10.5 postcoital (E 10.5; el 

día de detección del tapón vaginal se consideró como E 0.5), los embriones se 

recuperaron del útero y se extrajeron del saco amniótico con ayuda de unas pinzas de 

disección. Bajo el microscopio estereoscópico los mesencéfalos se obtuvieron realizando 

un corte en la flexura cefálica y un corte posterior a la altura del labio rómbico y colocaron 

en una gota de colágena de rata con la superficie ventricular hacia arriba. Con ayuda de 



una pipeta Pasteur estirada se tomó la suspensión de CEs y se trasplantaron a los sitios 

deseados en el explante. Los explantes con implantes se cultivaron por 4 ó 7 días (ver 

protocolo detallado en el aparatado de anexos).    

 

5.5 Trasplante de precursores neurales en el cerebro adulto de rata.  
 
 

Para evaluar el potencial DA de los PNs de la 4ta etapa del protocolo de diferenciación 

de 5 etapas, éstos fueron recuperados de la caja de cultivo al 6to día de la etapa de 

expansión de PNs. Se realizó una suspensión de PNs en medio Optimem (Gibco) y se 

trasplantaron mediante una cirugía estereotáxica en la SNpc del cerebro adulto de ratas, 

siguiendo las coordenadas -4.7 mm, -1.6 mm y -8.1 mm; posterior, lateral y ventralmente 

con respecto a bregma. De uno a dos microlitros de una suspensión de PNs 

(aproximadamente 150,000 células) fueron inyectados con ayuda de una jeringa 

Hamilton. Para realizar el trasplante, los animales fueron anestesiados con una mezcla 

de xilacina (8 mg/kg, PiSA) y ketamina (10 mg/kg, PiSA) posteriormente fueron 

sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital (PiSA) a los 6 dpt.  

 

5.6 Trasplante de células de cuerpos embrioides en el cerebro adulto de rata.  
 
 

Las células recuperadas de CEs del cultivo fueron trasplantadas siguiendo el método 

descrito para el trasplante de PNs; lo anterior se realizó tanto en ratas intactas y con 

lesión de 6-OHDA (ver más adelante). La evaluación de los trasplantes de células de 

CEs se realizó a los 6 y 15 dpt.  



 

Para realizar la lesión, los animales fueron anestesiados con xilacina/ketamina como se 

ha descrito anteriormente y, mediante cirugía estereotáxica, se inyectaron 0.5 mL de 6-

OHDA (Sigma) disuelta en solución salina en un rango de 0.1 mL por minuto en el 

hemisferio izquierdo, utilizando las coordenadas para la SNpc (mismas utilizadas para el 

trasplante celular).  

 

Se evaluó a 6 dpt y 15 dpt el potencial de diferenciación de tres cultivos diferentes de 

cada una de las líneas (R1B5 y R1B5/Nes-Lmx1a) y en cada una de las condiciones: 

intacta y lesionada. En cada condición de cada cultivo evaluado se trasplantaron tres 

ratas y de cada cerebro obtenido se hizo la evaluación en dos campos visuales en dos 

cortes.   

 

5.7 Procesamiento de tejido e inmunomarcajes.  
 
 

Con la finalidad de evaluar la expresión de ciertos genes en el protocolo de diferenciación 

neuronal DA, se fijaron células de la 4ª etapa y 5ª etapa. Para la fijación, se retiró el 

medio de las cajas y se lavaron dos veces con PBS 1x estéril para después agregar 500 

µl de paraformaldehido (PFA, Sigma) al 4% frío (~ 4ºC) y se incubaron durante 10 min a 

temperatura ambiente (TA); posteriormente, se lavaron 3 veces con PBS 1x y se 

almacenaron a 4ºC. El tejido embrionario fue fijado con PFA al 4% por 2 h a 4ºC con 

agitación moderada. Posteriormente se hicieron 3 lavados de 15 min a 4ºC con PBS 1x 

para después ser incubados con sacarosa al 30 % (disuelta en PBS; J. T. Baker) durante 



24 h. Los tejidos fueron embebidos en Tissue–Tek® (Sakura Finetek) y cortados en 

secciones coronales de 10 µm de grosor en un criostato a -20ºC. El tejido se asoció a 

portaobjetos de cristal con carga positiva.  

 

Para analizar las células trasplantadas al cerebro de rata se realizó perfusión 

intracardiaca en los animales sacrificados con pentobarbital, primero con PBS seguido 

de PFA al 4%, las dos soluciones se mantuvieron en hielo durante el procedimiento. 

Antes de realizar los cortes en congelación, los cerebros fueron secuencialmente 

deshidratados con sacarosa al 10%, 20% y 30% (24 h en cada solución). Se obtuvieron 

cortes coronales de 45 µm que fueron almacenados a -80ºC en una solución 

anticongelante constituida por 60% de agua destilada, 20% de etilenglicol y 20% de 

glicerol.   

 

Después de la fijación, el tejido o las células cultivadas fueron sometidos a un proceso 

de inmunomarcaje para detectar la expresión de genes de diferenciación neural o 

neuronal. Los protocolos utilizados y la lista de anticuerpos utilizados se pueden 

consultar en el apartado de anexos. 

 

Las células y el tejido procesado fueron analizados utilizando microscopía de 

epifluorescencia o microscopía confocal como se detallará más adelante. 

 

 

  



5.8 Extracción de RNA y PCR cuantitativo. 
 
 

Con la finalidad de corroborar la expresión del transgén en la línea R1B5/Nes-Lmx1a, se 

realizó una extracción de RNA en la 4a etapa del protocolo de diferenciación neuronal 

DA para evaluar la expresión de Nestina y Lmx1a. La extracción de RNA también se 

realizó en la 5a etapa de dicho protocolo para corroborar el potencial neurogénico 

dopaminérgico de la línea.  

 

Para la medición de RNA se utilizaron al menos 1x106 células provenientes de la 4ª y 5ª 

etapa del protocolo de diferenciación neuronal DA. Se hizo la extracción en dos cultivos 

independientes. La extracción de RNA se realizó de acuerdo con las especificaciones 

del fabricante del Riboex (GeneAll; ver anexo). Una vez que se extrajo el RNA se evaluó 

la integridad en un gel desnaturalizante con buffer de urea al 10 M y 2% de azul de 

bromofenol (Sigma) y se descartó la presencia de DNA genómico realizando una PCR 

(polymerase chain reaction) con el RNA obtenido de las muestras y oligonucleótidos 

capaces de distinguir entre RNA mensajero (messenger RNA: mRNA,) de DNA genómico 

(oligos par el gen Th; revisar anexos). Posteriormente se realizó la síntesis de cDNA 

(complementary ADN) utilizando la enzima AMV Reverse Transcriptase (Invitrogen) y 

oligo-dT16 (Collaborative Research) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

El PCR cuantitativo (Quantitative PCR: qPCR) se realizó utilizando KAPA SYBR FAST 

mix (KAPA Biosystems) utilizando oligonucleótidos específicos para Nestina, Lmx1a, 

Lmx1a proveniente del transgén (Lmx1aTg) y Th. Los oligonucleótidos fueron probados 



previamente por PCR de punto final para su especificidad y rango de TM, la cual quedó, 

para todos los oligonucleótidos en 60°C. 

 

Se utilizó un termociclador Rotor-Gene 3000 (Qiagen). La curva de calibración se realizó 

utilizando el gen constitutivo Rplp0 o Ciclofilina, midiéndolo en 4 diluciones (1:1, 1:10, 

1:100 y 1:1000) por muestra. La expresión fue evaluada utilizando el método del ΔCt que 

consiste en obtener el Ct de un gen referencia (Rplp0 o Ciclofilina) y del gen problema. 

El ΔCt se obtiene restando el Ct del gen problema menos el Ct del de referencia y la 

expresión se obtiene de la ecuación 2!∆#!. 

 

5.9 Obtención de imágenes y conteo celular.  

 

La cuantificación celular en cultivo se realizó en imágenes capturadas en un 

microscopio Zeiss AxioVision utilizando el software AxioVison LE; o bien mediante el 

conteo directo desde los oculares del equipo. El conteo se realizó en dos campos 

diferentes de cada cultivo con magnificación de 40x o 60x. En el caso de las células 

trasplantadas, las imágenes se obtuvieron en un microscopio de láser 

multifotónico Olympus FV1000 en modo confocal. Las capturas en 60x se realizaron con 

un objetivo de inmersión UPLSAPO 60XS con apertura númerica de 1.3; las capturas en 

40 x fueron con el objetivo UPLFL 40X con apertura númerica de 0.75. En los dos casos 

las imágenes generadas fueron de 1024x1024 pixeles con una resolución de 4.8 

pixeles/µm en la captura a 60x y 3.2 pixeles/µm en en la captura a 40x. Las imágenes en 

tres dimensiones (X, Y, Z) tuvieron una profundidad de hasta 30µm realizado una captura 



cada micra en el plano Z. De cada cerebro trasplantado se analizaron al menos dos 

campos de dos cortes (tres cerebros por cada trasplante). La cuantificación de las células 

que tuvieron doble inmunomarcaje se hicieron en planos tridimensionales (capturas 

continuas en el plano espacial Z). Cuando fue necesario se realizó una prueba 

comparativa de t de Student (muestras independientes; ver resultados).  

6. Resultados.  
 

6.1 Generación de una línea con mayor potencial dopaminérgico. 
 
Cuando las células derivadas de CEs de la línea R1B5, que expresa la GFP, son 

trasplantadas a la zona subventricular de los ventrículos laterales del cerebro adulto (sitio 

neurogénico), el estriado lesionado o la SNpc, muestran capacidad de diferenciación 

neuronal; sin embargo, y en contraste con la diferenciación específica observada cuando 

son implantadas en el nicho embrionario de diferenciación dopaminérgica (línea media 

del mesencéfalo embrionario [67]), el destino de diferenciación es escasamente DA [69]. 

Lo anterior puede deberse a la falta de señales de especificación y diferenciación DA en 

el cerebro adulto, o bien, a la presencia de señales que reprimen tal fenotipo. Con la 

finalidad de responder este cuestionamiento era necesario contar con un sistema sensor 

de sitios neurogénicos, pero con requerimientos mínimos en la vía de diferenciación 

neuronal DA.  

 

En la última década se ha demostrado que la expresión forzada de Lmx1a dirigida por la 

activación del promotor de Nes incrementa la capacidad de las CTEs de diferenciar a 

neuronas DA in vitro. Esto se ha demostrado tanto en células humanas como de ratón y 

utilizando distintos protocolos de especificación y diferenciación neuronal [93,124]; 

además, las neuronas DA resultantes poseen marcadores de identidad mesencefálica, 

mientras que las células control expresan, además de marcadores DA (usualmente Th), 

marcadores de otros tipos neuronales, apuntando a una posible diferenciación aberrante 

que no debe de ser clasificada como dopaminérgica. Tomando en cuenta lo anterior, 



decidimos utilizar dicha herramienta para evaluar la permisividad de la SNpc a la 

diferenciación DA. Así, generamos una línea de CTEs que expresa el transgén NesE-

Lmx1a y usando como base la línea R1B5 (Fig. 6 A). Las células transfectadas fueron 

neuralizadas mediante el protocolo de diferenciación neural en monocapa (Fig. 6 B) [128] 

y fueron seleccionadas dos clonas en las que se detectó la expresión Nestina y del 

transgén NesE-Lmx1a (R1B5/NesE-Lmx1a/C3 y R1B5/NesE-Lmx1a/C5; Fig. 6, C). De 

dichas clonas, la clona 3 (de aquí en adelante llamada R1B5/NesE-Lmx1a), no sólo 

mostró una mayor expresión de Lmx1a, sino también una diferenciación DA más 

consistente en cultivo y por dichas razones fue la utilizada para los experimentos de 

implante en el mesencéfalo ventral de embrión y en las ratas adultas.  

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6. Generación de la línea R1B5/NesE-Lmx1a. (A) Representación esquemática de la estrategia utilizada 
en la generación y selección de las células de la línea R1B5 que expresaron el transgén NesE-Lmx1a cuando 
fueron diferenciadas a PNs. (B) Imágenes representativas de las células R1B5 transfectadas con NesE-Lmx1a y 
sometidas al protocolo de diferenciación neural en monocapa. (C) Expresión de Nes, Lmx1a y Tg-Lmx1a en las 
clonas transfectadas al día 4 del protocolo de diferenciación. Los niveles de expresión cualitativa de Nes, Lmx1a 
y Tg-Lmx1a fueron evaluados con RT-PCR. El recuadro rojo indica las clonas con expresión detectable del Tg-
Lmx1a en la etapa de PNs; como control positivo se usó una alícuota del plásmido.  



6.2 La sobreexpresión de Lmx1a promueve la diferenciación dopaminérgica 
fuera del nicho endógeno.  
 
 
Para corroborar que nuestras clonas generadas a partir de la línea R1B5 tuvieran un 

potencial DA incrementado, se realizó un protocolo de diferenciación de 5 etapas, un 

protocolo robusto y ampliamente utilizado para la diferenciación neuronal [129]; dicho 

protocolo se llevó a cabo con la línea R1B5/NesE-Lmx1a (Fig. 7, A) y los resultados de 

la eficiencia de diferenciación fueron comparados con la línea parental.  Asimismo, 

aprovechamos la expresión de la GFP para mostrar la distribución de las células durante 

la progresión del cultivo entre la línea R1B5 y la línea R1B5/NesE-Lmx1a (Fig. 7, B), 

sugiriendo que la expresión de Lmx1a, o cualquier evento durante la selección de clonas, 

no afectó el potencial de diferenciación neural. Observamos un efecto positivo de la 

expresión exógena de NesE-Lmx1a sobre la diferenciación neural hacia la 4a etapa, 

encontrando no solo más agregados celulares con células Lmx1a+, sino también un 

mayor porcentaje de células Lmx1a+/Nes+ al comparar los precursores neurales 

expandidos de la línea R1B5/NesE-Lmx1a contra la línea R1B5 (94.5% vs. 7.8%, n = 3; 

Fig. 2, C). En consistencia con lo anterior, se detectó una mayor expresión de Lmx1a 

total (endógeno y proveniente del transgen) en precursores neurales de la línea 

R1B5/NesE-Lmx1a comparando con los precursores neurales de la línea control (Fig. 7, 

E).  

 

El efecto sobre la diferenciación neuronal DA de la expresión exógena de Lmx1a fue 

evaluado en la 5a etapa del protocolo de diferenciación, contabilizando el número de 

agregados celulares en los que hubiera células Th+ y la cantidad de células Th+ en cada 

agregado (Fig. 7, D y F). Encontramos un número sustancialmente mayor de agregados 

que contenían células Th+ en los cultivos de la línea R1B5/NesE-Lmx1a que en los de la 

línea R1B5 (94.4%, n = 3 vs. 38%, n = 2), dato que correlaciona muy bien con el mayor 

número de agregados Lmx1a+ observados en la etapa cuatro. Adicionalmente, la 

proporción de células Th+ en los agregados de la quinta etapa fue también mayor en la 

línea R1B5/NesE-Lmx1a que en la línea R1B5 (61%, n = 3 vs. 4%, n = 2). Los niveles de 

expresión de Th fueron consistentes al observar una mayor expresión en la línea 



R1B5/NesE-Lmx1a comparando con la línea R1B5 (Fig. 7, F). Estos resultados muestran 

que la sobreexpresión de Lmx1a en la línea transgénica promueve la diferenciación DA 

desde etapas tempranas (durante la neuralización de las células que es cuando se 

expresa Nes) y tardías de la diferenciación, al tomar en cuenta el número de agregados 

que tienen células TH+ y el número de células Th+ en cada uno de ellos.  

 

La capacidad del transgen NesE-Lmx1a para promover la diferenciación DA fue también 

evaluada en el contexto del desarrollo embrionario (ex vivo). Se ha demostrado que las 

células de los CEs pueden ser específicamente instruidas para diferenciar a neuronas 

DA mesencefálicas cuando se exponen a las señales presentes en el nicho embrionario 

donde se generan las neuronas DA mesencefálicas (entre el día E9.0 y el día E10.5); 

dicha diferenciación de las células de CEs es gradual, pasando por precursores neurales 

Nes+/Lmx1a+ hasta diferenciar a neuronas posmitóticas Th+. En contraste, cuando las 

células de CEs se implantan en sitios lejanos a la línea media del mesencéfalo ventral, 

éstas se diferencian a otros fenotipos no DA dependiendo del sitio donde se integren 

[67]. Utilizando esta estrategia, células derivadas de CEs de la línea R1B5 o R1B5/NesE-

Lmx1a fueron trasplantadas sobre la superficie ventricular de explantes de mesencéfalo 

en E10.5 para evaluar su capacidad de diferenciación intrínseca (fuera del nicho DA 

endógeno) después de 4 o 7 días post-implantación (dpi; Fig. 8, A). Al día 4 de cultivo, 

las células de la línea R1B5/NesE-Lmx1a implantadas en la región ventral (dominio DA) 

fueron en la mayoría de los casos evaluados positivas para los marcadores Nes y Lmx1a 

(cinco de seis casos), pero en ningún caso se encontraron células Th+ (cero de 6 casos; 

Fig. 8, B y C); estos resultados son equiparables con lo observado en la línea R1B5 y 

consistentes con lo antes reportado [67,127]. En contraste, cuando las células de CEs 

derivadas de la línea R1B5 se implantaron en la región dorsal (dominio no DA) y fueron 

evaluadas a 4 dpi, éstas no adquirieron el marcador Lmx1a mientras que las células 

derivadas de la línea R1B5/NesE-Lmx1a generaron, en algunos casos, células Lmx1a+ 

(dos de cuatro casos; Fig. 8, B y C). Al día 7, las células derivadas de CEs de la línea 

R1B5/NesE-Lmx1a dieron lugar a células que co-expresaron Lmx1a y Th, tanto en la 

región ventral como en la dorsal (seis de once casos y tres de ocho casos, 

respectivamente), mientras que las células de CEs derivadas de la línea R1B5 sólo 



mostraron la co-expresión de dichos marcadores cuando fueron implantadas en el 

dominio DA (tres de cuatro casos; Fig. 8, B y C). Debido a que el Lmx1a endógeno se 

activa sólo cuando las células se integran en la línea media o cercanas a ella, nuestros 

resultados demuestran que la promoción de la diferenciación DA mediada por la 

activación del transgen NesE-Lmx1a se da cuando las células adquieren el fenotipo 

neuronal (Nes+); además, el hecho de que varias de las células Nes+/Lmx1a+ no se 

diferenciaran a células Th+ en la región dorsal, indica que existen factores adicionales en 

el nicho DA que son necesarios para completar la diferenciación neuronal DA, lo cual 

concuerda con lo observado al utilizar PNs dopaminérgicos tempranos en este mismo 

modelo [130]. 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Diferenciación DA in vitro de la línea R1B5/NesE-Lmx1a. (A) Esquema de la diferenciación neural DA a 
través del protocolo de 5 etapas. (B) Imágenes en campo claro y fluorescencia (GFP) de las células en cada una de las 
etapas del protocolo de diferenciación. (C) Identificación de los PNs dopaminérgicos (Nes+/Lmx1a+); los cuadros 
punteados marcan los agregados celulares Nes+/Lmx1a+. (C´) PNs en el área de interagregados. (D) Identificación de 
las neuronas DA (Th+) en los agregados celulares; los círculos punteados delimitan los agregados celulares que 
contienen o no contienen células Th+ (verdes y rojos, respectivamente). (E) Cuantificación de los PNs dopaminérgicos 
(células Lmx1a+/células Nes+) y determinación por qPCR de los niveles de expresión de Lmx1a en la etapa 4. (F) 
Cuantificación de las neuronas DA en la 5a etapa del protocolo de diferenciación y determinación por qPCR de los 
niveles de expresión de Th. Escala 500 µm. Los puntos negros en las gráficas corresponden a la línea R1B5 y los puntos 
grises a la línea R1B5/NesE-Lmx1a.    



 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figura 8. Evaluación de la función del trangen NesE-Lmx1a en el contexto del cerebro medio en desarrollo. (A) 
Representación esquemática del cultivo de explantes de cerebro medio y de la implantación de células de CEs en la 
zona ventral o dorsal. (B) Detección de PNs o neuronas en los explantes de cerebro medio a los 4 y 7 días en la zona 
ventral y dorsal. Las zonas con magnificación están delimitadas por los rectángulos punteados; las cabezas de flecha 
en color blanco indican las células trasplantadas (GFP+) que coexpresan Lmx1a y Th. La cabeza de flecha azul indica 
una de las células de las que se presentan los planos de análisis ortogonal. (C) Eficiencia de diferenciación de las 
células de CEs en la zona ventral o dorsal; número de casos de implantación en los que algunas de las células 
implantadas fueron Nes+, Lmx1a+ o Th+, 4 ó 7 dpi.  



6.3 El potencial neurogénico de la línea R1B5/NesE-Lmx1a in vivo parece 
alterarse cuando las células adquieren identidad neural in vitro. 
 
 
 
Hay pocos estudios enfocados en describir las propiedades del microambiente de la 

SNpc y de las neuronas DA del subtipo A9; algunos de ellos reportan la presencia de 

factores importantes en la especificación y diferenciación neuronal DA como Shh y Fgf8. 

Sin embargo, en el caso de Shh no es aún claro si su liberación, y por tanto su acción, 

se lleva a cabo desde los somas celulares (SNpc), o bien en el sitio a donde proyectan 

las neuronas DA (estriado) [131]. Por su parte, el Fgf8 se ha detectado solo cuando se 

provoca un daño en la SNpc, pero no se ha detectado su expresión en condiciones 

fisiológicas. En un inicio, estos datos nos indicaban la posibilidad de que las células 

derivadas de CEs, a pesar de lograr la neuralización in vivo, al ser trasplantadas a dicha 

región del mesencéfalo, no lograrían la especificación DA y por tanto sería necesaria la 

neuralización in vitro en presencia de los factores Shh y Fgf8. Inesperadamente, 6 dpt 

los PNs de la línea R1B5/NesE-Lmx1a (etapa 4 del protocolo de 5 pasos) se 

diferenciaron de una manera aberrante, mostrando morfologías no neurales y 

características de otros tejidos (posiblemente muscular; Fig. 9, A). En este caso no 

pudimos determinar si el efecto fue provocado por la expresión del transgen NesE-Lmx1a 

debido a que no observamos sobrevida de los PNs derivados de la línea parental; sin 

embargo, cuando trasplantamos PNs de mesencéfalo ventral de embrión de la etapa 

E10.5, éstos fueron capaces de diferenciar a neuronas DA 6 dpt (Fig 9, B) sin que 

generaran células de otros linajes no neurales. Es necesario realizar repeticiones de este 

experimento y hacer determinaciones más estrictas para poder afirmar si la neuralización 

in vitro o la sobreexpresión de Lmx1a promueven la pérdida del potencial neural de los 



PNs derivados del protocolo de diferenciación de 5 pasos; o si las células Nestina+ que 

se generan in vitro son en su totalidad neurales o están comprometidas a otros linajes 

que también son Nestina+. 

 

 

 

 
 
 
 
6.4 La sobreexpresión de Lmx1a promueve la diferenciación dopaminérgica de 
células de cuerpos embrioides en la substantia nigra pars compacta. 
 
 
 
Aunque sigue siendo controversial la existencia de procesos neurogénicos en la SNpc 

que puedan mantener en constante recambio la población de neuronas DA del subtipo 

A9, nosotros hemos propuesto que la SNpc se mantiene como un sitio neurogénico 

silencioso que puede ser detectado por las células derivadas de CEs [69], ya que las 

células derivadas de CEs de la línea R1B5/NesE-Lmx1a logran sobrevivir cuando son 

trasplantadas a la SNpc y diferencian a células con identidad neural en una proporción 

Figura 9. Diferenciación de los PNs provenientes del protocolo de 5 etapas y de los PNs embrionarios. (A) PNs (GFP+) 
de la línea R1B5/NesE-Lmx1a trasplantados a la SNpc y evaluados 6 dpt; los recuadros indican la zona con mayor 
aumento mostrada en los paneles inferiores. (B) PNs dopaminérgicos del cerebro medio (GFP+) trasplantados a la 
SNpc y evaluados 6 dpt. Las cabezas de flecha indican los PNs (GFP+) que son Th+.  



similar a las células de CEs derivadas de la línea R1B5 (sin diferencias significativas). 

En detalle, las células trasplantadas de la línea R1B5/NesE-Lmx1a diferencian a células 

Nes+ o Dcx+ 6 dpt (marcadores de PNs o neuroblastos, respectivamente; Fig. 10, B y D), 

así que la sobreexpresión de Lmx1a no altera las capacidades neurogénicas de las 

células de CEs en el cerebro adulto. Sorprendentemente, 6 dpt una proporción de las 

células trasplantadas de la línea R1B5/NesE-Lmx1a expresó Th (GFP+/Th+), mientras 

que el mismo marcador de diferenciación DA no fue encontrado en células en las células 

de CEs de la línea R1B5 (Fig. 10, B, C y D); como ya se había reportado [69]. Consistente 

con los resultados esperados del efecto del Lmx1a al inducir la diferenciación neuronal 

DA, se detectaron varias células con el marcador Pitx3 (Fig. 10, E), factor de transcripción 

que se activa específicamente en el cerebro medio en etapas tempranas de la 

diferenciación DA. Sin embargo, 15 dpt el número de células GFP+/Th+ se ve reducido, 

aunque el número de células DCX+ se mantiene en porcentajes similares a lo observado 

con la línea R1B5 (n=2; Fig. 10, D), lo que indicaría que las neuronas DA que se están 

generando no sobreviven más allá de 15 días, tal vez porque no logran integrarse a los 

circuitos neuronales. En conjunto, estas observaciones sugieren que Lmx1a puede 

conferir a las células derivadas de CEs (sensores de sitios neurogénicos en el contexto 

del desarrollo embrionario o en el cerebro adulto) un mayor potencial DA in vivo, sin la 

necesidad de una fuente exógena de Shh y/o de Fgf8 como había sido previamente 

reportado; sin embargo, es probable que dichos factores sean necesarios para completar 

la diferenciación DA y/o incrementar la sobrevida a largo plazo de las presuntas neuronas 

DA encontradas.     

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

Figura 10. Efecto de la sobreexpresión de Lmx1a sobre la diferenciación DA de las células de CEs en la SNpc. (A) 
Representación esquemática del trasplante de las células de CEs en la SNpc de ratas adultas. Se muestra una imagen 
representativa de la corroboración del sitio del trasplante (células GFP+ entre las células Th+ de la SNpc). (B) Destino 
de las células de CEs de la línea R1B5 y la línea R1B5/pNes-Lmx1a 6 dpt. Las cabezas de flecha blancas indican las 
células trasplantadas (GFP+) que coexpresan Nes, Dcx o Th, mientras que las cabezas de flecha amarillas muestran 
aquellas células de las que se muestran los planos de análisis ortogonal. (C) Magnificación marcada por el recuadro 
en los paneles inferiores de (B). (D) Cuantificación de la diferenciación de las células de CEs de la línea R1B5 y la línea 
R1B5/pNes-Lmx1a 6 y 15 dpt; cada punto en la gráfica representa el promedio de eficiencia de diferenciación de un 
cultivo independiente trasplantado a tres ratas. (E) Detección de Pitx3 como marcador de identidad mesencefálica. 



6.5 La lesión de la substantia nigra pars compacta con 6-OHDA favorece la 
diferenciación da de células derivadas de cuerpos embrioides. 
 

En el pasado se ha demostrado que generar daño al cerebro puede promover la 

neurogénesis, tanto de PNs endógenos como de exógenos, o bien, de células 

pluripotentes indiferenciadas [69,132,133]. Con el fin de evaluar si la SNpc puede 

convertirse en un sitio de neurogénesis más robusto después de ser lesionada con 6-

OHDA, se evaluó el fenotipo de células derivadas de CEs de las líneas R1B5 y 

R1B5/NesE-Lmx1a cuando son trasplantadas a la SNpc después de ser lesionada. 

Observamos que después de 6 dpt una proporción de células trasplantadas directamente 

al área dañada presentan una morfología neuronal, inesperadamente algunas de ellas 

eran Th+ (>20%) no importando si eran de la línea R1B5 o de la línea R1B5/NesE-Lmx1a 

(Fig. 11, B y D; Fig. 12). Además, una proporción de dichas células co-expresaron Dcx y 

Th (>90%; Fig. 12, C y D). En contraste con la sobrevida al menos de 30 dpt del trasplante 

de células derivadas de CEs en la SNpc sin lesión, la condición lesionada no permite la 

sobrevida a largo plazo de las células trasplantadas, posiblemente por un fenómeno de 

cavitación resultado de la neurodegeneración inducida con la 6-OHDA en el tejido 

hospedero. Nuestros resultados sugieren que la SNpc lesionada promueve un ambiente 

neurogénico y además adquiere propiedades que promueven la diferenciación hacia el 

fenotipo DA. Adicionalmente, encontramos algunos grupos de células GFP+/Th+/Dcx+ con 

una morfología distinta a la neuronal (Fig. 13, A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

Figura 11. Influencia de la lesión con 6-OHDA sobre la diferenciación de CE. (A) Representación grafica del trasplante 
de células de CEs en el modelo de lesión de la SNpc. Imágenes representativas de la perdida unilateral de Th (rojo) en 
un corte coronal del estriado y de la SNpc dos semanas después de realizar la lesión (B y C) Identificación de posibles 
neuronas DA. Se detectaron células Th+ derivadas de la línea R1B5 6dpt (B) y de la línea R1B5/NesE- Lmx1a (C) cuando 
se trasplantaron en el cerebro lesionado. Los recuadros delimitan el área con mayor aumento mostrada en los paneles 
inferiores; las cabezas de flecha blancas indican las células Th+ derivadas del trasplante, mientras que las cabezas de 
flecha amarillas indican las células analizadas en la vista ortogonal.  Barra de escala 50 µm. (D) Cuantificación de las 
células Th+ derivadas del trasplante en el contexto de lesión. Las células fueron contadas manualmente, cada punto 
en la gráfica representa el promedio de diferenciación de tres cultivos diferentes trasplantantados al cerebro de tres 
ratas; n.s, sin diferencias significativas. Es de importancia notar que, en contraste con los resultados obtenidos del 
trasplante en ratas intactas, en este caso las células de la línea R1B5 adquieren la expresión de Th. (E) Reconstrucción 
en dos planos (X-Y) de la región lesionada 15 días después de aplicar la 6-OHDA. La imagen esta compuesta por 3 
tomas en el plano X por 4 tomas en el plano Y. Las cabezas de flecha indican la zona de cavitación.    
 



 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Diferenciación de las células de CE a neuroblastos DA in vivo. (A y B) El marcador de neuroblastos Dcx fue 
detectado en células Th+ derivadas del trasplante de las líneas R1B5 o R1B5/NesE-Lmx1a, tanto en condición intacta 
como en la condición lesionada. Los recuadros marcados en los paneles superiores delimitan el área con mayor 
magnificación mostrada en los paneles inferiores. Las cabezas de flecha apuntan aquellas células GFP+ que co-
expresan Th y Dcx, mientras que las cabezas de flecha amarillas apuntan aquellas células que fueron analizadas en la 
vista ortogonal. El asterisco señala a un grupo de células Th+/Dcx+ con identidad no neuronal. Barra de escala 100 µm. 
(C) Mayor magnificación de las células Th+/Dcx+. (D) Cuantificación de los neuroblastos DA en la SNpc intacta y 
lesionada; cada punto en la gráfica representa la eficiencia promedio de diferenciación de un cultivo independiente 
trasplantado y evaluado en el cerebro de 3 ratas.  



 
 
 
 
 
 
 
 
 

7. Discusión. 
 
 

De entre las posibles terapias alternativas (no farmacológicas) para el tratamiento de la 

EP destaca la del reemplazo celular, que supone el re-establecimiento de la 

neurotransmisión dopaminérgica gracias a la implantación de células DA de origen 

exógeno. A la fecha, el trasplante al estriado, región de proyección de las neuronas DA 

de la SNpc, es la estrategia más utilizada para probar la capacidad de las células 

trasplantadas de liberar dopamina [134]. Desde este enfoque, no es necesario, y 

tampoco es de esperarse, que las células trasplantadas tengan la capacidad de 

integrarse a los circuitos nigro-estriatales; en cambio se espera que las células sirvan 

como un sistema de liberación de dopamina que rescate en cierta medida la deficiencia 

de dopamina en los ganglios basales.  En contraste, el trasplante en la SNpc requiere de 

Figura 13. Características morfológicas de los neuroblastos Th+/Dcx+ derivados de las CEs de la línea R1B5/NesE-
Lmx1a. Detección del marcador de neuroblastos Dcx en células Th+ de CEs 6 dpt en la SNpc intacta (A) y lesionada (B). 
En los paneles inferiores se muestra una selección de las células Th+/Dcx+ que poseen una morfología característica 
de fibroblastos: núcleo y soma alargado con pequeñas extensiones unipolares o bipolares que son mas anchas en la 
base. Barra de escala 50 µm.  



células con la capacidad, no solo de producir dopamina, si no de proyectar desde el 

cerebro medio hasta el estriado y generar conexiones funcionales con los circuitos 

preexistentes. De entre las posibles fuentes celulares que pueden ser utilizadas para 

dicho propósito, destacan las células troncales embrionarias que pudieran ser 

diferenciadas in vivo a neuronas, propiedad que aumenta las posibilidades de una 

integración funcional.  

 

Nosotros hemos demostrado que la SNpc intacta puede inducir la diferenciación neuronal 

de células no neuralizadas pluripotentes derivadas de CEs, sin embargo, el fenotipo 

terminal no es dopaminérgico [69]. Este resultado apuntó a dos posibilidades, 1) que las 

células de CEs no tuvieran la capacidad de diferenciar a neuronas dopaminérgicas in 

vivo y 2) que en la SNpc existan factores que no permitan la diferenciación DA o la 

sobrevida neuronal. Para resolver dicha cuestión, generamos una línea de CTEs con 

mayor potencial de diferenciación dopaminérgica in vivo, resultado de la expresión del 

transgén NesE-Lmx1a, posteriormente evaluamos esa capacidad in vivo, tanto en la 

SNpc intacta como en la SNpc lesionada. En un inicio, confirmamos que las CTEs que 

poseen el transgén NesE-Lmx1a incrementan su capacidad de diferenciar a neuronas 

DA cuando son sometidas al protocolo de diferenciación de 5 etapas en presencia de 

Shh y Fgf; además inferimos que la acción de Lmx1a es importante en dos etapas del 

protocolo. El hecho de que Lmx1a incrementa el número de grupos celulares que 

contienen células Th+ puede ser considerado un indicativo de la contribución de dicho 

gen en la especificación inicial de los precursores neurales dopaminérgicos, mientras 



que un número mayor de células Th+ en cada uno de los grupos podría implicar que, 

después de la especificación inicial, Lmx1a también contribuye a la diferenciación DA.  

 

En el contexto de la SNpc intacta, sólo se observa la diferenciación de las células de CEs 

a neuroblastos Th+ en la presencia de Lmx1a derivado del transgén cuando las células 

son evaluadas 6 dpt, sin embargo, a los 15 dpt dichas células (GFP+/Th+) no son 

detectables. Tomando en cuenta lo descrito anteriormente sobre la doble acción de 

Lmx1a sobre la diferenciación DA in vitro, una de las posibles explicaciones a la no 

prevalencia de células Th+ es que la especificación inicial mediada por Lmx1a se lleva a 

cabo in vivo, pero la diferenciación no continua y/o la identidad de neuroblasto 

dopaminérgico se pierde.  

  

Las células indiferenciadas (no neuralizadas) de los CEs mantienen la capacidad de 

diferenciarse a neuronas cuando se colocan en sitios o condiciones neurogénicas del 

cerebro adulto; dicha diferenciación, más que ser un evento predeterminado, es 

resultado de la interacción de las células con un ambiente permisivo o inductivo de la 

diferenciación neuronal. Cuando las células de CE se colocan en el estriado intacto (sitio 

no neurogénico) no se observa la diferenciación neural, en cambio las células se 

diferencian en cierto porcentaje a astrocitos. En particular, la diferenciación de las células 

que expresan Lmx1a (aquellas derivadas de la línea R1B5/NesE-Lmx1a) a células Th+ 6 

dpt revela no sólo la ausencia de señales que repriman la especificación dopaminérgica, 

que pueden ser parcialmente cubiertas por la expresión de Lmx1a, sino también la 

ausencia de señales de diferenciación DA terminal.  



 

Se ha demostrado ampliamente que los PNs tienen la capacidad de sobrevivir, e incluso 

diferenciarse, cuando son trasplantados en sitios lesionados del cerebro adulto, 

demostrando que una lesión, inducida por acción mecánica o por la infusión de toxinas, 

genera un ambiente propicio para la sobrevida de células trasplantadas y la neurogénesis 

específica [133,135]. En el caso de la SNpc lesionada con 6-OHDA, las células derivadas 

de CEs pueden detectar y responder a las señales neurogénicas preexistentes en el sitio, 

pero en contraste con los resultados observados en la SNpc intacta, parece ser que la 

expresión exógena de Lmx1a no es determinante en la adquisición del fenotipo 

dopaminérgico, ya que las células de CE de la línea R1B5 también derivan a 

neuroblastos dopaminérgicos. Estos datos sugieren que la lesión con 6-OHDA no sólo 

no afecta las propiedades neurogénicas de la SNpc, si no también promueve un 

ambiente que favorece la diferenciación DA. Por ahora se desconocen en su totalidad 

las moléculas involucradas en promover la neurogénesis en los sitios neurogénicos 

embrionarios o del adulto, así como los niveles y temporalidades en las que ellas se 

expresan, o cuáles son las moléculas presentes en la SNpc después de sufrir una lesión, 

y lograrlo es una tarea que tomaría mucho tiempo resolver. Sin embargo, es una 

observación que debe de empezar a considerarse, ya que los resultados (sean buenos 

o malos) que se observan después de realizar cualquier trasplante en cualquier modelo 

de la EP pueden estar notablemente influenciados por el ambiente promovido por la 

lesión que dista de ser el mismo que resulta de la neurodegeneración progresiva en un 

paciente.  

 



En contraste con los resultados anteriores, cuando se han trasplantado PNs 

dopaminérgicos en diferenciación se ha logrado observar un porcentaje significativo de 

sobrevida y de integración. Por ejemplo, los PNs recuperados del mesencéfalo en 

desarrollo del ratón (E 12.5) y trasplantados en la SNpc lesionada diferencian en un buen 

número a neuronas DA y en algunos casos muestran la habilidad de proyectar hacia el 

estriado [75]. Sin embargo, es de relevancia mencionar que los PNs trasplantados en 

dichos estudios incluyen muchos PNs que tienen ya un compromiso celular definido 

hacia la diferenciación DA, así que no son necesarios factores adicionales que 

promuevan la diferenciación neuronal. En consecuencia, en un estudio en el que se 

trasplantaron PNs con distintos grados de diferenciación en la SNpc intacta o en el 

estriado lesionado, se determinó que las neuronas observadas derivan principalmente 

de precursores neurales Neurog2+, mismos que en el mesencéfalo ventral de embrión 

representan a la población de neuroblastos dopaminérgicos comprometidos a diferenciar 

a neuronas DA. Lo anterior también se observa cuando se trasplantan precursores 

neurales dopaminérgicos derivados in vitro a partir de células troncales humanas [75]. 

Por lo tanto, la diferenciación ineficiente o la baja sobrevida de los PNs DA provenientes 

de las CT en nuestro estudio, puede estar relacionada con su limitada capacidad para 

alcanzar un estado de diferenciación más avanzado. En el caso del experimento 

realizado en la SNpc lesionada, no es posible determinar si las células logran un estado 

de diferenciación más avanzado debido a que la sobrevida se ve fuertemente afectada 

por las condiciones adversas que resultan de la lesión con 6-OHDA (principalmente la 

cavitación progresiva). Sería interesante saber si la adición post-trasplante de factores 

necesarios para la progresión de la diferenciación DA, como Shh y Fgf8, puede 



incrementar la eficiencia de diferenciación en cuando las células de CE son trasplantadas 

a la SNpc.  

 

Una de las estrategias comúnmente utilizadas para aumentar la sobrevida de los 

trasplantes es aplicar tratamientos que supriman la acción del sistema inmune, o bien 

utilizar animales con deficiencias del sistema inmunitario (por ejemplo, ratones atímicos). 

Nosotros realizamos todos nuestros experimentos de trasplante en ratas 

inmunocompetentes y evitamos el uso de inmunosupresores, como el tacrolimus o la 

ciclosporina. Esta decisión fue el resultado de la observación de que las células de CE 

reducen su capacidad proliferativa y de diferenciación en la presencia de 

inmunosupresores que pudieran estar afectando la capacidad angiogénica del 

hospedero [136,137]. Aunque la respuesta inmune del hospedero pudiera estar 

afectando las células del trasplante en la SNpc intacta, ese efecto no parece ser evidente 

hasta los 15 dpt, tiempo en el que podemos observar el mayor número de neuroblastos 

(células Dcx+). Una de las posibilidades por las cuales no se observan células Th+ 

provenientes de las células trasplantadas, es que el sistema inmune afecte de manera 

selectiva aquellas células maduras que cuentan con una identidad inmunológica definida 

que pudiera no lograrse durante el proceso de diferenciación, aunque parece mayor la 

probabilidad de que las células degeneren por la falta de factores que permitan la 

progresión en la diferenciación DA.  

 

En nuestro grupo de investigación creemos que las células pluripotentes con potencial 

neurogénico dopaminérgico (como las células de CE) o bien de PNs no diferenciados, 



tienen mayor posibilidad de integrarse de manera funcional a los circuitos neuronales 

preexistentes cuando son trasplantados al cerebro adulto, esto debido a las propiedades 

plásticas de las células indiferenciadas y a su capacidad de responder a las señales 

existentes en el medio. Aunque no se han descrito con detalle, en los sitios neurogénicos, 

o con propiedades neurogénicas como la SNpc, deben existir señales que promuevan, 

además de la diferenciación neuronal específica, la integración de las células que 

constantemente son generadas, como es el caso de los neuroblastos migrantes 

provenientes de la zona subventricular de los ventrículos laterales que alcanzan su 

diferenciación terminal a interneuronas DAs, y por lo tanto su integración, sólo después 

de llegar a los bulbos olfatorios. A pesar de que la SNpc posee un ambiente neurogénico 

que se mantiene después de ser lesionada con 6-OHDA, parece no tener señales que 

dirijan la diferenciación DA, o al menos no señales que puedan ser interpretadas por los 

neuroblastos dopaminérgicos derivados de la diferenciación in vivo de células de los CE. 

Por su parte, Lmx1a y la lesión con 6-OHDA contribuyen a la promoción de la 

especificación DA temprana de las células de CE, pero, de acuerdo con nuestras 

observaciones, es posible que se necesiten factores adicionales para que alcancen la 

diferenciación terminal. Así, es posible que la diferenciación DA terminal de las células 

no neuralizadas de los CE se logre con la adición de factores intrínsecos como Foxa2 o 

de factores extrínsecos como Shh y Fgf8.  

  



8. Conclusiones. 
 
 

• La SNpc es un sitio permisivo a la diferenciación DA de células con alto potencial 

de diferenciación hacia ese linaje.  

• La lesión de la SNpc con 6-OHDA promueve un ambiente neurogénico que puede 

ser detectado por células pluripotentes derivadas de CEs.  

• La sobreexpresión del factor de transcripción Lmx1a no afecta el potencial 

neurogénico de las células derivadas de CEs.  

• Es posible que los PNs obtenidos in vitro pierdan la capacidad de recibir señales 

de diferenciación neuronal en los sitios neurogénicos del cerebro adulto.  

9. Perspectivas.  
 
 

• Realizar un mayor número de experimentos de trasplante de precursores neurales 

al finalizar la etapa de expansión del protocolo de cinco etapas, con la finalidad de 

corroborar que se pierde la capacidad neurogénica cuando son trasplantados al 

cerebro de ratas adultas sin inmunosupresión.  

• Implementar estrategias que promuevan una sobrevida más prolongada de las 

células trasplantadas en el contexto de lesión. Lo anterior permitirá conocer más 

a detalle la influencia de la lesión sobre la diferenciación de células troncales 

pluripotentes.  

• Generar una línea de células troncales embrionarias con alto potencial 

dopaminérgico y que no dependa de la adición de factores solubles, apoyándose 



de la sobre expresión de FoxA2 (Fgf 8 y Shh) y evaluar su potencial de 

diferenciación dopaminérgico en el contexto sin lesión y con lesión.  

• Buscar estrategias que promuevan la neurogénesis endógena sin la necesidad de 

realizar trasplantes de células indiferenciadas.   
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Anexo 1. Materiales y métodos 
 

1. Cultivo celular  

 

Medios de cultivo, factores de crecimiento y suplementos 

 

1. Medio DMEM (Dulbecco´s modified Eagle´s medium, Gibco). Disolver el contenido 

del sobre en un litro de agua desionizada estéril, ajustar el pH a 7.4, filtrar con 

membrana de 0.22 µm (Millex-GV) y almacenar a 4ºC hasta por un mes.  

2. Suero fetal de bovino certificado para su uso en células troncales (SFB, Gibco o 

Hyclone). Inactivar A 56ºC durante 30 min. Se recomienda hacer alícuotas y 

almacenar a -20ºC.  

3. β-Mercaptoetanol (Gibco). 

4. Glutamax/Penicilina/Estreptomicina 100x (GPS, glutamax/penicilin /streptomicyn). 

Disolver en 10 ml de glutamax (Gibco) 300 mg de penicilina (Sigma) y 500 mg  de 

estreptomicina (Sigma) para después filtrar con membrana de 0.22 µm. Una vez 

filtrado agregar 90 ml extra de Glutamax. Hacer alícuotas y almacenar a -20ºC. 

5. Piruvato de sodio 100x (Gibco). 

6. Aminoácidos no esenciales 100x (Gibco). 

7. Solución amortiguadora de fosfatos estéril (PBS; phosphate saline buffer). 

Disolver en 900 mL de agua desionizada estéril 8 g de cloruro de sodio (NaCl, J. 

T. Baker), 0.2 g de cloruro de potasio (KCl, Sigma), 1.44 g de fosfato de sodio 

dibásico (Na2HPO4, Sigma) y 0.24 g de fosfato de potasio monobásico (KH2PO4, 

Sigma). Ajustar pH a 7.4 y filtrar con membrana de 0.22 µm.   



8. Gelatina de piel de porcino 0.1% (Sigma). Mezclar 0.01 g de gelatina de piel de 

porcino en agua desionizada estéril. Calentar en el microondas para disolver (no 

es recomendable que hierva). Filtrar con membrana de 0.22 µm y almacenar a 

temperatura ambiente. Si la gelatina se prepara a una concentración mayor, ésta 

deberá de esterilizarse en autoclave. 

9. Verseno 10 x (EDTA 0.22%, Gibco). Disolver en 50 mL de PBS 10 mg de EDTA y 

filtrar con membrana de 0.22 µm. 

10.  Tripsina 2.5% (Gibco).  

11.  Factor inhibidor de leucemia (LIF: Leukemia Inhibitor Factor, Chemicon).  

12.  Mitomicina C (Mitolem). Disolver 2 mg en 4 mL de PBS estéril (0.5 mg/mL). 

13.  Poli-D-lisina (Sigma) 10µg/ml en agua desionizada estéril.  

14.  Medio para cultivo de células troncales (M15). Preparar 100 mL de DMEM al 15% 

de SFB, GPS 1x, piruvato de sodio 1x, aminoácidos no esenciales 1x y 180 µL de 

β-Mercaptoetanol. No es necesario filtrar.  

15.  Medio de cultivo para fibroblastos embrionarios de ratón o células alimentadoras 

(M10). Preparar 50 mL de DMEM al 10% de SFB, GPS 1x, piruvato de sodio 1x, 

aminoácidos no esenciales 1x y 180 µL de β-Mercaptoetanol. 

16.  Medio de congelación. Se deberá preparar con 60% de DMEM, 20% de dimetil 

sulfóxido grado cultivo celular (DMSO, Sigma) y 20% de SFB.  

17.  Medio de selección de células precursoras neurales ITS-A (insulin/transferrin, 

selenium/sodium piruvate). A 7500 µL de medio DMEM/F12 sin HEPES agregar 

100 µL de suplemento ITS-A 100x (Gibco), 100 µL de GPS al 100x y 50 µL de 

fibronectina del stock al 1 µg/µL (Gibco). Filtrar con membrana de 0.22 µm.  



18.  Medio para expansión de Células Precursoras Neurales. Para 50 mL: 

• DMEM/F12 sin HEPES (Gibco): 48.441 mL. 

• N2 100x (Gibco): 500 μL. 

• GPS 100x: 500 μL. 

• Laminina 0.85 µg/μL (Gibco): 58.82 μL. 

• Factores de crecimiento. Preparar a las siguientes concentraciones:  

o Fgf2: 1 ng/mL (Gibco).  

o Fgf8: 5 ng/mL (Peprotech).  

o Shh: 25 ng/mL (Peprotech).  

 

Las alícuotas de Fgf2, Fgf8 y Shh deben diluirse en medio DMEM/F12 sin HEPES con 

albúmina (Sigma) a 1 mg/mL. Esterilizar por filtración con membrana de 0.22 μm.  

 

• Medio para diferenciación de Células Precursoras Neurales a neuronas DAs. 

Para 50 mL: 

 

o DMEM/F12 sin HEPES: 48.441 mL. 

o N2 100x: 500 μL. 

o GPS 100x: 500 μL. 

o Laminina 0.85 µg/mL: 58.82 μL. 

o Ácido ascórbico 10 mM (Sigma): 500 μL.  

 

 



2. Obtención de fibroblastos embrionarios de ratón.  

 

Materiales e insumos

 

 
§ Hembras gestantes de E13.5-

E14.5 días post-coito.   

§ Cajas de cultivo de 10 cm de 

diámetro (Corning).   

§ Medio M10.  

§ Material de disección.  

§ Tubo para centrífuga de 15 mL. 

§ Alcohol al 70%.  

§ Microscopio estereoscópico  

§ Gelatina de piel de porcino.  

§ Tripsina 2.5%. 

§ Verseno 1x (EDTA O.02%).  

§ PBS 1x 

§ 2 jeringas de 5 mL con aguja.  

§ Filtro de membrana de 0.22 µm 

§ Agua destilada estéril.  

 

 Procedimiento 

 

1. De un grupo de hembras en etapa reproductiva (preferentemente de una edad 

entre 6 semanas y 4 meses) identificar aquellas que se encuentren en la etapa de 

estro y colocarlas en compañía de un macho fértil. Se pueden colocar hasta dos 

hembras con un macho. El procedimiento se debe llevar a cabo por la tarde (entre 

las 17 y 19 h). 

 

La presencia de “tapón vaginal” (copulation plug) en la mañana siguiente a la 

cruza será indicativo de apareamiento y tendrá que considerarse como el día 0.5 



de gestación. Es importante que las hembras sean examinadas durante las 

primeras horas de la mañana (8 a 10 h), de lo contrario el tapón vaginal puede ya 

no ser visible.    

  

2. Para gelatinizar las cajas de 10 cm de diámetro es necesario verter 4 mL de 

gelatina de piel de porcino al 0.1% y distribuir uniformemente sobre la superficie 

de la caja e incubar a temperatura ambiente al menos media hora. Transcurrido 

el tiempo de incubación desechar los restos de gelatina líquida que permanecen 

en la caja. Las cajas se pueden almacenar hasta por una semana a temperatura 

ambiente.  

 

3. Sacrificar a la ratona gestante por dislocación cervical, limpiar la zona ventral con 

alcohol al 70% y hacer una incisión sobre la piel del abdomen con la finalidad de 

descubrir el peritoneo. Con ayuda de una pinza levantar el peritoneo y hacer una 

incisión, exponer los cuernos uterinos y realizar una disección cuidando no dañar 

los embriones. Colocar los cuernos uterinos en una caja de cultivo limpia y apartar 

los embriones cortando entre las separaciones de los sacos amnióticos. 

 

4. Tomar cada uno de los embriones y, con ayuda de dos pinzas, rasgar el saco 

amniótico hasta que el embrión quede totalmente expuesto. Bajo el microscopio, 

hacer una disección de la cabeza, cola, extremidades inferiores y superiores y 

separarlos del resto del cuerpo, posteriormente, hacer una incisión longitudinal 

desde la cavidad abdominal hasta la cavidad torácica y retirar todos los órganos 



internos para después verter los arcos costales junto con las vértebras en el tubo 

de 15 mL con PBS 1x.  

 
5. Quitar el émbolo de una jeringa de 5 mL y transferir el tejido con el menor volumen 

de líquido posible. Procurar que el tejido se sitúe en el fondo de la jeringa y colocar 

nuevamente el émbolo. Dentro de la campana de flujo laminar abrir una de las 

cajas gelatinizadas y desplazar el émbolo de la jeringa con la finalidad de 

comprimir el aire y hacer pasar el tejido por la jeringa. El tejido será “macerado” y 

expulsado con fuerza. Procurar que quede bien distribuido sobre la superficie de 

la caja de cultivo.  

 

6. Añadir 10 mL de medio M10 e incubar a 37º C y 5% de CO2.  

 

7. Cambiar medio a las 24 h y cada vez que éste se acidifique hasta que las células 

lleguen a la confluencia deseada. 

 

8. Cuando la confluencia celular sea cercana al 90% retirar el medio y lavar dos 

veces con PBS atemperado a 37°C. Añadir 1 mL de tripsina al 0.25% diluida en 

verseno 1x. Incubar de 5 a 10 min a 37°C. Transcurrido el tiempo, inactivar la 

tripsina con 1 mL de medio M10 y transferir la suspensión celular a un tubo de 

centrífuga de 15 mL. Dejar sedimentar los retos de tejido por 5 min y transferir el 

sobrenadante a otro tubo de centrifuga de 15 mL; centrifugar 3 min a 1000 rpm y 

retirar el sobrenadante. Resuspender el comprimido celular con medio M10 en un 



volumen no mayor a 5 mL y resembrar las células recuperadas en 2 ó 3 cajas de 

10 cm utilizando M10. Cambiar medio a las 24 h y cada vez que se acidifique.  

 

9. Congelar cuando las células tengan una confluencia del 90% (ver protocolo de 

congelación más adelante).  

 

3. Establecimiento de monocapa de células alimentadoras 

 

Materiales e insumos 

§ Fibroblastos embrionarios de 

ratón. 

§ Caja de cultivo de 60 mm de 

diámetro.  

§ Gelatina de piel de porcino 1x.  

§ Mitomicina.  

§ Medio de cultivo M10.  

§ PBS 1x estéril.  

 Procedimiento 

 

1. Gelatinizar una caja de cultivo de 60 mm como se mencionó en el procedimiento 

anterior.  

2. Sembrar de 1x106 fibroblastos embrionarios de ratón en 4 mL de medio M10. 

Cambiar medio a las 24 h y revisar confluencia. 

3. Cuando la confluencia celular sobre la superficie de la caja se encuentre entre el 

80 y 90 %, agregar al medio 100 µL de mitomicina que se encuentra a una 



concentración de 2 mg/5 mL (disuelta en PBS 1x) e incubar durante dos horas a 

37°C.  

4. Después de las dos horas de incubación se debe de retirar el medio que contiene 

la mitomicina y lavar la superficie de la caja dos veces con PBS 1x atemperado a 

37°C. Adicionar 4 mL de medio M10 atemperado a 37°C.  

5. Mantener la monocapa de células alimentadoras en la incubadora.  

 

4. Amplificación de CTEs 

 

Materiales e insumos 

 

§ Monocapa de células 

alimentadoras.  

§ Alícuota de células troncales 

embriónicas.  

§ Medio M15. 

§ CHIR99021.  

§ PDO325901. 

§ PBS 1x estéril.  

§ Tripsina 0.25%. 

§ Cajas de 60 mm gelatinizadas.  

 

 

Procedimiento 

 

1. Sembrar 1x106 de CTEs sobre la monocapa de células alimentadoras utilizando 

medio M15. Cambiar el medio a las 24 h y cada vez que éste se acidifique.  



2. Una vez que las colonias de CTEs cubran el entre el 80 y 90% de la superficie se 

tienen que subcultivar. Para el subcultivo se debe de retirar el medio y lavar dos 

veces con PBS1x, añadir 500 µL de tripsina 0.25% (diluida en verseno 1x) e 

incubar hasta que se hayan despegado las colonias (entre 5-10 min) a 37ºC, 

inactivar tripsina con 2 mL de medio M15 y pasar la suspensión a un tubo de 15 

mL. Centrifugar 3 min a 1000 rpm y retirar el sobrenadante.  

3. Realiza el conteo celular y sembrar 1x106 células en una caja de 60 mm de 

diámetro (se pueden sembrar más de una caja de manera consecutiva para 

obtener un mayor número de células). 

4. Adicionar CHIR99021 y PDO325901 (medio 2i) 1 µL/mL de medio M15 

concentraciones.  

5. Cambiar medio a las 24 h y cada vez que el medio se acidifique.  

6. Cultivar en medio 2i hasta llegar a confluencia de entre 80 y 90%.  

7. Congelar (ver protocolo de congelación más adelante).  

 

 

 

5. Protocolo de diferenciación neural en monocapa 

Materiales e insumos  

§ Placas de cultivo de 24 pozos.  

§ Gelatina 1x.  

§ Medio M15.  

§ PBS 1x estéril.  

§ Suplemento N2 100x. 

§ Suplemento B27 100x.  

§ Medio DMEM/F12 con HEPES.  

§ Medio neurobasal. 



§ CTEs en cultivo.   

 

Procedimiento 

 

1. Subcultivar de 5x105 a 1x106 CTEs a una caja gelatinizada de 35 mm e incubar 

por 24 h.  

2. Subcultivar las células y sembrar en una placa de 24 pozos previamente 

gelatinizada, sembrar 200 mil células por pozo e incubar durante 15 h con medio 

M15.  

3. Retirar el medio y lavar dos veces con PBS1x.  

4. Preparar medio de diferenciación neural con 50% de DMEM/F12 y 50% de 

neurobasal, suplementarlo con 1x de N2 y B27.  

5. Cultivar durante 7 días y realizar cambios de medio cada 24 ó 48 h. 

 

6. Protocolo de diferenciación neuronal de 5 etapas  

 

Materiales e insumos  

 

§ Monocapa de células 

alimentadoras.  

§ CTEs en cultivo.  

§ Medio M15.  

§ Factor inhibidor de leucemia 

(inhibitor leukemia factor; LIF).  

§ Tripsina 0.25% y 0.05%.  

§ PBS 1x estéril.  



§ Cajas gelatinizadas de 60 mm y 

10 cm.  

§ Cajas de cultivo bacteriológicas 

(no adherentes).  

§ Placas de cultivo de 24 pozos.  

§ Poli-D-lisina 10 µg/mL; preparada 

con agua milli-Q y filtrada con 

membrana de 0.22 µm.   

§ Fibronectina 1 mg/mL; preparada 

con agua milli-Q y filtrada con 

membrana de 0.22 µm.  

§ Medio de selección de PNs.  

§ Medio de expansión de PNs.  

§ Medio de diferenciación neuronal.  

 

 

Procedimiento 

 

 Primera etapa: Expansión de CTEs  

 

1. Sembrar de 1 a 2x106 millones de CTEs sobre la capa de células alimentadoras. 

Cambiar medio cada 24 h.  

2. Una vez que se logre la confluencia de 80 al 90% (aproximadamente al 3er día), 

subcultivar a una caja gelatinizada libre de células alimentadoras. En esta etapa 

se debe de utilizar medio M15 suplementado con LIF (1 uL/mL). Cambiar y 

suplementar medio cada 24 h.  

 

 

 

 



Segunda etapa: Formación de CEs 

 

3. Una vez alcanzada la confluencia (3 a 4 días), las células deben de ser 

subcultivadas a una placa de cultivo no adherente (de 1 a 2x106) utilizando M15 

sin adicionar ningún factor anti-diferenciación.  

4. Dos días después de la siembra de las células troncales se habrán formado CEs 

de 2 días. Para hacer el cambio de medio todo el contenido de la caja se debe de 

pasar a un tubo de centrífuga de 50 mL, ya sea con una pipeta de boca ancha 

(desechable de 25 mL), o bien, vaciando gentilmente el contenido de la caja 

directamente al tubo, ello con la finalidad de no dañar los agregados. Dejar 

sedimentar por 5 min y aspirar de 5 a 7 mL de medio procurando no dañar los 

agregados en el fondo del tubo.  

5. Añadir medio M15 hasta completar 10 mL y resuspender de manera gentil con la 

pipeta desechable de 25 mL.  

6. Resembrar los CEs en la caja original. 

 

Tercera etapa: selección de PNs 

  

7. Al día 4 de la formación de CEs éstos deben de ser transferidos gentilmente a un 

tubo de 50 mL, dejar que se sedimenten por 5 min y retirar el mayor volumen de 

medio posible.  

8. Resuspender en 10 mL de medio M15 y sembrar en una caja gelatinizada de 10 

cm.  



9. Al día siguiente de haber hecho el subcultivo, se debe de retirar el medio y lavar 

2 veces con PBS 1x y adicionar 10 mL de medio de selección de PNs.  

10. Cambiar medio a las 24 h y cada vez que se acidifique hasta el 6to día. Las cajas 

para la expansión de precursores se deben de preparar entre el 4º y 5º de la etapa 

de selección (ver más adelante).   

 

Cuarta etapa: expansión de PNs  

 

11.  Cubrir los pozos de una caja de 24 pozos con 0.5 mL de poli-D-lisina (10 mg/mL) 

e incubar toda la noche.  

12.  Lavar los pozos 3 veces con PBS 1x y cubrir con 0.5 mL de fibronectina (1 mg/mL) 

e incubar a 37ºC por al menos 3 h, después lavar 3 veces con PBS 1x.  

13.  Cumplidos los 6 días de la selección, aspirar el medio de las cajas con las células 

y lavar 2 veces con PBS 1x. 

14.  Agregar 2 mL de tripsina 0.05% e incubar por 5 min a 37ºC. Balancear la caja 

gentilmente e incubar por 5 min más.  

15.  Inactivar la tripsina con 3 mL de medio M15. Utilizando los 5 mL tripsina/M15 lavar 

repetidamente el fondo de la caja procurando que todas las células se 

desprendan. Es importante no despegar los agregados remanentes de la etapa 

de selección.  

16.  Transferir la suspensión a un tubo de centrífuga de 15 mL y dejar que los 

agregados se sedimenten por 5 min.  



17. Tomar el sobrenadante y transferirlo a un tubo de centrífuga de 15 mL. Disociar 

brevemente y centrifugar a 1000 rpm por 3 min.  

18. Resuspender en medio de expansión de PNs y sembrar de 3x105 células por pozo 

en las cajas pretratadas con poli-D-lisina y fibronectina.  

19. Agregar Fgf2 (10 ng/ml), Fgf8 (100 ng/ml) y Shh (500 ng/ml), procurar que el 

volumen final en el pozo sea de 500 µL, e incubar a 37ºC.   

20.  Cambiar el medio de expansión al 3er día y cada vez que éste se acidifique.  

 

Quinta etapa: Diferenciación de PNs a neuronas DAs 

 

21. Cambiar el medio de expansión por medio de diferenciación. Incubar durante 6 

días cambiando medio cada 48 h.  

 

7. Extracción de RNA y qPCR  

§ Materiales e insumos  

§ Suspensión de células 

recuperadas de cultivo. 

§ TRIzol (Invitrogen) 

§ Cloroformo (J. T. Baker) 

§ Centrífuga refrigerada.  

§ Tubos libres de RNAsas (Axigen).  

§ Micropipetas limpias.  

§ Puntas para micropipeta libres de 

RNAsas. 

§ Isopropanol (J. T. Baker).  

§ Etanol grado biología molecular 

(Merck). 

§ Agua estéril y libre de RNAsas. 

§ Kit de DNAsa (Roche). 

§ Nanofotómetro (Implen).  



§ Buffer de urea 10 M a 2% de azul 

de bromofenol. 

§ Gel de agarosa al 2% 

§ TAE 1x 

§ Cámara de electroforesis y fuente 

de poder.  

§ Termociclador Rotor Gene 

(Qiagen)  

§ Kit de síntesis de cDNA. 

 

Procedimiento  

1. Centrifugar las células y descartar el sobrenadante.  

2. Añadir 500 µL de TRIzol e incubar las muestras 5 min a temperatura ambiente.  

3. Añadir 100 µL de cloroformo, agitar por inversión por 10-15 s y dejar reposar 5 

min a TA para después centrifugar a 10,000 rpm por 30 min a 4ºC. 

4. Se formarán tres fases, se toma la fase acuosa, cuidando de no tomar parte de 

alguna de las otras y transferir a un tubo limpio. 

5. Añadir 250 µL de isopropanol y mezclar suavemente por inmersión por 15 s. Dejar 

toda la noche a -20ºC.  

6. Centrifugar a 10,000 rpm, 4ºC, por 30 min (se formará un pellet).  Quitar el 

sobrenadante, añadir 500 mL de etanol al 75% (diluirlo en H2O estéril y libre de 

RNAsas) y agitar con vórtex por 5-10 s. 

7. Centrifugar a 14,000 rpm a 4ºC por 15 min. Remover el sobrenadante y dejar secar 

a TA. Disolver en agua estéril y libre de RNAsas, entre 5–20 µL dependiendo del 

tamaño del pellet. 

8. Mezclar 5 µL de RNA, 1 µL de buffer DNAsa 10x, 0.2 µL DNAsa, llevar a 10 µL 

con H2O y calentar por 15 min a 37ºC. 



9. Cuantificar el RNA en el nanofotómetro. 

10. Para verificar la integridad del RNA se mezcla el volumen que contenga 1 µg de 

RNA y se agregan 3 volúmenes de buffer de urea (10 M de urea con 2% de azul 

de bromofenol), se mezcla y se calienta a 55ºC por 5 min. La mezcla se corre en 

un gel de agarosa al 2% con TAE 1x, dejando que el azul salga del pozo (10-15 

min a 100 V). 

11. Para corroborar que las muestras no contengan DNA genómico, se hace un PCR 

con el RNA utilizando un par de oligonucleótidos que logren distinguir RNAm 

(oligos para el gen Th) de DNA genómico. 

12. Para la síntesis de cDNA, mezclar el oligo dT, el RNA y los dNTPs y se calientan 

5 min a 65ºC. Se centrifugan 1 min. Se añade el buffer, DTT, la enzima y el agua 

y se mezcla. Se incuba a 42ºC por una hora y luego 10 min a 72ºC (6 µL buffer 

5x, dNTPs 10 mM 1.5 µL, 1 µL oligo dT 500 µg/mL, transcriptasa 0.5 µL, DTT 3 

µL, RNA 1 µg y llevar a 30 µL con agua). 

13. Verificar mediante PCR de un gene constitutivo (Ciclofilina o Rplp0) que el cDNA 

se haya sintetizado bien y que no tenga DNA genómico (oligos para Th). 

 

 

Gene Sequence 5´to 3´ Reference 

Rplp0 
Forward: 

CACTGGTCTAGGACCCGAGAA 
Reverse: 

AGGGGGAGATGTTCAGCATGT 

[138] 

Cyclophilin 
Forward: 

GGCAAATGCTGGACCAAACAC 
Reverse: 

TTCCTGGACCCAAAACGCTC 

 



Nestin 
Forward: 

TGAGAACTCTCGCTTGCAGACAC 
Reverse: 

GGTCCTCTGGTATCCCAAGGAAATG 

[139] 

Th 
Forward: 

TGGGACACGTACCCATGTTG 
Reverse: 

ACCAGTACACCGTGGAGAGT 

Primer blast 

Th 
genómico 

Forward: 
TACGCCACGCTGAAGGGCCTCTAT 

Reverse: 
AGGTGAGGAGGCATGACGGATGTA 

Primer blast 

Lmx1a 
Forward: 

GGACCATAAGCGACCCAAAC 
Reverse: 

CCTGAACCACACGGACACTC 

[139] 

Tg-Lmx1a 
Forward: 

GGACCATAAGCGACCCAAAC 
Reverse: 

CCTGAACCACACGGACACTC 

Primer blast  

 

8. Preparación de suspensión celular para implante al mesencéfalo o trasplante al 

cerebro adulto  

 

Materiales e insumos  

 

§ CEs de 4 días.  

§ Tripsina 0.25%. 

§ Medio Optimem (Gibco). 

 

Procedimiento  

 

1. Transferir los CEs de 4 días a un tubo falcon de 15 mL.  



2. Centrifugar a 200 rpm durante 2 min y aspirar el sobrenadante.  

3. Agregar al tubo 2 mL de tripsina al 0.25% atemperada y resuspender gentilmente.  

4. Incubar durante 15 min procurando mover cada 5 min.  

5. Inactivar con 5 mL de medio M15, resuspender y tomar una alícuota para contar 

el número de células.  

6. Centrifugar durante 3 min a 1000 rpm, retirar el sobrenadante y resuspender en 

medio optimen procurando tener una concentración de 3x105/µL.  

7. Mantener la suspensión celular en hielo hasta el momento del implante al explante 

de mesencéfalo o trasplante al cerebro adulto.  

 

9. Implante de células de CEs al mesencéfalo de embrión 

 

Materiales e insumos 

 

§ Mesencéfalos de E10.5.  

§ Medio DMEM/F12. 

§ Mezcla de colágena compuesta 

por 25% colágena de rata, 2.5% 

NaCl 1.5 M. 2.5% NaHCO3 al 

7.5% y 70 % de medio para 

explantes.  

§ Medio para explantes compuesto 

por 72% de medio Optimem, 25% 

de DMEM/F12 con HEPES, 

Glucosa 40 mM y GPS 1x.  

§ Capilar de cristal estirado.  

§ Sistema de aspiración para pipeta 

de boca.  

§ Cajas de cultivo de 35 mm.  

 



Procedimiento 

 

1. Falta la parte de obtener los mesencéfalos. 

2. Cortar la línea media dorsal del mesencéfalo para cultivar los tejidos en la 

disposición de “libro abierto”.  

3. Gentilmente y con ayuda de una pipeta de boca ancha o una punta de micropipeta 

recortada, transferir cada uno de los tejidos a una caja de 35 mm (4 explantes 

máximo por caja) dejando un poco del medio donde se hizo la disección.   

4. Dentro de la gota, los tejidos se deben de manipular para posicionar la zona 

ventricular hacia arriba y la zona pial en contacto con la superficie de la caja. Una 

vez que el tejido se haya posicionado, se debe de retirar el mayor volumen de 

medio posible y se embebe cada mesencéfalo en 35 µL de la mezcla de colágena. 

5. Antes de cortar los explantes por la línea media dorsal, preparar una suspensión 

de células de CEs. 

6. Con la ayuda de un mechero, estirar varias pipetas de cristal con la finalidad de 

obtener una con un diámetro muy reducido que permita el flujo de la suspensión 

celular. Colocar la pipeta en el sistema de aspiración.  

7. Utilizar la pipeta de cristal y el sistema de aspiración para colocar las células de la 

suspensión celular sobre la superficie del explante sin perforarlo.  

8. Una vez que se haya hecho el “depósito” de las células sobre la región ventricular 

del mesencéfalo, éste se debe de incubar por 3 h a 37ºC.  

9. Cumplido el tiempo de incubación agregar gentilmente 2 mL de medio de 

explantes y cultivar hasta por 7 días a 37ºC.  



10. Cambiar la mitad de medio cada 48 h.   

   

10. Trasplante de células de CEs a la SNpc de rata adulta  

 

Materiales e insumos 

 

§ Ratas Wistar Macho de 250-280 

g. 

§ Mezcla de ketamina y xilacina 

(PiSA).  

§ Epinefrina/Lidocaína (PiSA).  

§ Equipo de cirugía estereotáxica.   

§ Instrumental e insumos de cirugía. 

§ Suspensión celular de cuerpos 

embriodes.  

§ Jeringa Hamilton de 5 µL. 

 

Procedimiento 

1. Preparar la suspensión celular de CEs y mantenerla en hielo. 

2. Pesar a la rata y administrar vía intraperitoneal la dosis de ketamina y xilacina.  

3. Una vez que la rata se haya sedado y no muestre signos de sensibilidad o reflejo 

proceder a “montarla” en el equipo estereotáxico.  

4. Inyectar subcutáneamente en la parte superior del cráneo 0.2 mL de 

epinefrina/lidocaína.  

5. Con ayuda de un bisturí, hacer una incisión longitudinal sobre la meseta superior 

del cráneo. Limpiar cualquier residuo de sangre con un hisopo hasta hacer visible 

la sutura craneal bregma. 



6. Trepanar el cráneo en las coordenadas con respecto a bregma: -4.7 mm 

anteroposterior y -1.6 mm medio lateral.  

7. Resuspender la suspensión celular y cargar 2 µL con la jeringa Hamilton.  

8. Hacer llegar el bisel de la jeringa a través del trepano hasta la coordenada -8.1 

mm dorsoventral con respecto a bregma.  

9. Trasplantar 1 µL de suspensión celular (~1.5x105 células) a una velocidad 

aproximada de 0.1 µL/min. Una vez realizado el trasplante, esperar 3 min antes 

de retirar la jeringa.  

10. Cubrir el trepano con cera para hueso, limpiar la herida con solución salina estéril, 

cerrar la herida y permitir la recuperación de la rata.  

11. Con la misma suspensión se puede repetir el procedimiento hasta en 5 ratas.  

 

 

11. Inmunomarcajes 

 

Materiales e insumos  

 

§ Lápiz hidrofóbico (Vector).  

§ PBS 1x.  

§ Cámara húmeda.  

§ PBT (PBS 1x/ 0.03% Tritón x-100; 

Biorad).  

§ Anticuerpos primarios (ver tabla 

1).  

§ Anticuerpos secundarios (ver 

tabla).  

§ Recuperador de antígenos 1x 

(Buffer de citratos; Bio SB).  



§ Solución de bloqueo.   

§ DAPI (4‘, 6-diamino-2-fenilindol; 

Invitrogen) 1:15,000 en PBS 1x. 

§ Solución de montaje (Dako).



 

11.1 Inmunomarcaje en cortes de explantes  

 

1. Dejar las laminillas a TA hasta que pierdan la humedad generada por el   

descongelamiento, una vez secas pintar cuadrantes alrededor del tejido con 

lápiz hidrofóbico. 

2. Hacer un lavado con PBS durante 10 min (los tejidos nunca deben secarse 

por lo que las laminillas siempre se dejan en una cámara húmeda).  

3. Lavar 3 veces con PBT a TA, 10 min cada lavado. 

4. Incubar con recuperador de antígenos a 65ºC por 20 min y posteriormente 

15 min a TA. Después hacer 2 lavados de 5 min con PBS. 

5. Incubar en la solución de bloqueo por 1 h a TA.  

6. Diluir los anticuerpos primarios en la solución de bloqueo según la 

concentración indicada.  

7. Incubar los tejidos en el anticuerpo primario durante 30 min a TA y después 

toda la noche a 4ºC. 

8. Hacer 3 lavados de 10 min con PBS. 

9. Incubar 2 h con el anticuerpo secundario diluido en PBS.  

10. Hacer dos lavados de 10 min con PBS. 

11. Incubar con DAPI por 5 min para teñir núcleos. 

12. Realizar 2 lavados de 10 min con PBS. 

13. Se agrega la solución de montaje y se coloca el cubreobjetos tratando de no 

dejar burbujas. 
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11.2 Inmunomarcaje en cultivo celular en cajas de cultivo 

 

1. Si las cajas fueron guardadas a 4ºC se dejan temperar por unos minutos y 

se hace un lavado con PBS. Posteriormente se hacen 3 lavados de 10 min 

con PBT.  

2. Se incuba en solución de bloqueo durante 30 min. 

3. El anticuerpo primario se diluye en solución de bloqueo y se incuba durante 

toda la noche a 4ºC con agitación moderada.  

4. Después se hacen 3 lavados de 10 min con PBS. 

5. Se incuba con el anticuerpo secundario 1 h a TA con agitación. 

6. Se hace un lavado con PBS. 

7. Se incuba con DAPI por 5 min. 

8. Se hacen 2 lavados más con PBS y se cubre con solución de montaje.  

 

11.3 Inmunomarcaje en cortes de cerebro  

 

Ya que los cortes de cerebro se mantienen en flotación, el proceso de 

inmunomarcaje se debe de llevar a cabo en placas de cultivo de multipozos, no es 

necesario que éstas sean estériles. 

 

1. Lavar los cortes en la caja multipozos (de 24 pozos) 10 min con PBS 1x.  

2. Se lava 3 veces con PBT, 10 min por lavado. 

3. Se incuba con recuperador de antígenos 1x a 65ºC durante 30 min. El 

recuperador de antígenos tiene que ser atemperado antes de usarse.  
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4. Incubar 15 min a temperatura ambiente.  

5. Lavar 3 veces con PBT e incubar con solución de bloqueo durante 30 min.  

6. Diluir el anticuerpo primario en solución de bloqueo e incubar el tejido en 150 

µL durante 15 min a TA. Utilizar cajas de 96 pozos.  

7. Incubar toda la noche a 4º C y en agitación lenta.  

8. Lavar 3 veces con PBT.  

9. Incubar 2 h a TA con anticuerpo secundario diluido en solución de bloqueo.  

10. Lavar 3 veces con PBS 1x.   

11. Incubar con DAPI durante 15 min.  

12. Lavar 3 veces con PBS 1x.  

13. Montar los cortes en laminillas, secar el exceso de PBS y cubrir con solución 

de montaje. Procurar no dejar burbujas.  

14. Cubrir con un cubreobjetos ultrafino.  

15. Sellar los bordes del cubreobjetos con barniz para uñas y dejar secar toda la 

noche a 4ºC.  

Anticuerpos 
primarios 

Origen Dilución  Marca 

Anti-NeuN Ratón 1:200 Chemicon 
Anti-Dcx Cabra 1:500 SantaCruz 
Anti-Th Conejo 1:2000 Chemicon 
Anti-Nestin Ratón 1:500 Millipore 
Anti-Lmx1a Conejo 1:2000 Millipore  

 

Anticuerpos 
secundarios  

Origen Dilución Marca 

Anti-Ratón 
IgGs coupled 
to Alexa flour 
555 

Burro 1:1000 Invitrogen 
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Anti-Ratón 
IgGs coupled 
to Alexa flour 
549 

Burro 1:1000 Invitrogen 

Anti-Ratón 
IgGs coupled 
to Alexa flour 
647 

Burro 1:1000 Invitrogen 
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Anexo 2. Publicaciones. 
 

 

The Substantia Nigra Is Permissive and Gains
Inductive Signals When Lesioned for Dopaminergic

Differentiation of Embryonic Stem Cells

Omar Collazo-Navarrete,1,2,* David Hernández-Garcı́a,2 Gilda Guerrero-Flores,2,*

René Drucker-Colı́n,1,{ Magdalena Guerra-Crespo,1,x and Luis Covarrubias2

Transplantation of dopaminergic (DA) cells into the striatum can rescue from dopamine deficiency in a Parkinson’s
disease condition, but this is not a suitable procedure for regaining the full control of motor activity. The minimal
condition toward recovering the nigrostriatal pathway is the proper innervation of transplanted DA neurons or their
precursors from the substancia nigra pars compacta (SNpc) to their target areas. However, functional integration of
transplanted cells would require first that the host SNpc is suitable for their survival and/or differentiation. We
recently reported that the intact adult SNpc holds a strong neurogenic environment, but primed embryonic stem cells
(ie, embryoid body cells, EBCs) could not derive into DA neurons. In this study, we transplanted into the intact or
lesioned SNpc, EBCs derived from embryonic stem cells that were prompt to differentiate into DA neurons by the
forced expression of Lmx1a in neural precursor cells (R1B5/NesE-Lmx1a). We observed that, 6 days post-
transplantation (dpt), R1B5 or R1B5/NesE-Lmx1a EBCs gave rise to Nes+ and Dcx+ cells within the host SNpc, but a
large number of Th+ cells derived only from EBCs exogenously expressing Lmx1a. In contrast, when transplantation
was carried out into the 6-hydroxidopamine-lesioned SNpc, the emergence of Th+ cells from EBCs was independent
of exogenous Lmx1a expression, although these cells were not found by 15 dpt. These results suggest that the adult
SNpc is not only a permissive niche for initiation of DA differentiation of non-neuralized cells but also releases factors
upon damage that promote the acquisition of DA characteristics by transplanted EBCs.

Keywords: transplantation, substantia nigra, dopaminergic differentiation, adult neurogenesis

Introduction

Parkinson’s disease (PD), the second most common
neurodegenerative disease, is characterized by the se-

lective loss of A9-subtype ventral midbrain neurons that
project to the striatum [1]. The current therapy for PD is the
administration of dopamine analogs that, although effective
for reducing some motor symptoms, their effects are lost after
long-term administration and, in addition, can generate se-
vere side effects [2]. Hence, there is a pressing demand for
more effective therapies.

Among the promising alternative therapies is the replace-
ment of damaged neurons by cell transplantation. Studies in
PD patients or animal models have indicated that these
therapies can result in significant symptomatic improvements

[3–5]. To date, cell transplantation into the striatum is the most
common strategy to rescue from dopamine deficiency; how-
ever, cell transplantation into the substancia nigra pars com-
pacta (SNpc) followed by a proper rewiring should provide a
better condition for the re-establishment of motor functions. In
contrast with transplantations to the striatum, the latter strategy
requires cells with the potential of getting the full character-
istics of mesencephalic dopaminergic (DA) neurons and a host
environment for efficient survival and differentiation, the
minimal conditions for functional integration.

Pluripotent stem cells (PSCs), self-renewable cells with
high differentiation potential, are a promising cell source for
the treatment of degenerative disorders, including PD [6].
Although significant improvements in protocols for specific
PSC differentiation have been accomplished [7,8], undesirable

1Department of Molecular Neuropathology, Instituto de Fisiologı́a Celular, Universidad Nacional Autónoma de México, Mexico
City, Mexico.

2Department of Developmental Genetics and Molecular Physiology, Instituto de Biotecnologı́a, Universidad Nacional Autónoma de
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