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RESUMEN 

 

La neurogénesis es un proceso que continúa en la zona subventricular (ZSV) del 

cerebro adulto de mamíferos. Los precursores neuronales generados en la ZSV migran a 

través de la vía rostral migratoria para reemplazar a las interneuronas del bulbo olfatorio. 

Sin embargo, en respuesta a la lesión de la sustancia nigra (SNc) algunos precursores que 

proliferan en la ZSV (identificados con BrdU) se diferencian in situ en células tirosina 

hidroxilasa (TH+). Este proceso se incrementa por efecto del trasplante de células 

cromafines (CCs) en el estriado denervado y/o la estimulación magnética transcraneal. 

Ninguna célula TH+ fue inmunoreactiva a GFAP, un 60% de las células TH+ expresaron 

NeuN (marcador de neuronas) y un 45% de las células TH+ colocalizarón con el 

transportador de dopamina (DAT). Además, en este estudio se examinaron las propiedades 

funcionales de las células TH+ generadas en la ZSV. Utilizando la técnica de célula 

completa, se registraron las células TH+ en la ZSV de animales con lesión de la SNc y 

trasplante de CCs. La mayoría de las células (TH+ o TH -) fueron no excitables. No 

obstante, un 11% de las células TH+ registradas en la ZSV presentaron características 

electrofisiológicas de neuronas dopaminérgicas de la SNc y además mostraron potenciales 

postsinápticos espontáneos. Además, se determino la liberación de (DA) en la ZSV y en un 

fragmento proporcional del estriado. Doce semanas después de la lesión de la SNc, la 

liberación de DA disminuyó en un 70%. No obstante, 8 semanas después del trasplante de 

CCs en ratas con lesión de la SNc, la liberación de dopamina se recupero en la ZSV e 

incluso superó la liberación obtenida en la ZSV de ratas control. Lo cual sugiere, que las 

células TH+ recientemente formadas en la ZSV liberan DA. Nuestros resultados, muestran 

por primera vez que la lesión de la SNc induce la diferenciación in situ de células 

precursoras que proliferan en la ZSV, las cuales expresan TH y adquieren propiedades de 

neuronas dopaminérgicas excitables. Adicionalmente, la liberación DA es Ca++ 

dependiente. La integración a la red neuronal representa un hallazgo cuya importancia 

funcional se discute. 

 
Palabras Clave: neurogénesis; zona subventricular; células troncales/progenitoras neuronales; 
lesión de la sustancia nigra; neuronas dopaminérgicas; enfermedad de Parkinson. 
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ABSTRACT  

 

Neurogenesis in the adult mammalian brain continues in the subventricular zone 

(SVZ). Neuronal precursors from the SVZ migrate along the rostral migratory stream to 

replace olfactory bulb interneurons. However, after the substantia nigra (SN) lesion, several 

neural precursors from the SVZ (BrdU) differentiate into TH+ cells. Grafting of chromaffin 

cells (CCs) into the denervated striatum and/or transcraneal magnetic stimulation increases 

the number of TH+ cells (SVZ TH+ cells). Any TH+ cell that is not co-labelled with 

GFAP, 60% of this TH+ cells co-labeled with NeuN (neuronal markers) and 45% of TH+ 

cells expressed dopamine transporter (DAT). Also, in this study examines the functional 

properties of these newly differentiating TH+ cells. Under whole-cell patchclamp, most 

SVZ cells recorded from lesioned and grafted animals (either TH+ or TH-) were non-

excitable. Nevertheless, a small percentage of SVZ TH+ cells had the electrophysiologic 

phenotype of mature dopaminergic neurons and showed spontaneous postsynaptic 

potentials. Dopamine (DA) release was measured in SVZ and striatum from both control 

and SN-lesioned rats. As expected, 12 weeks after SN lesion, DA release decreased 

drastically. Nevertheless, 8 weeks after CCs graft, release from the SVZ of SN-lesioned rats 

recovered, and even surpassed that from control SVZ, suggesting that newly formed SVZ 

TH+ cells release DA. This study shows for the first time that in response to SN-lesions, 

neural precursors within the SVZ change their developmental program and differentiate 

into TH+ cells, but more importantly by acquiring excitable properties of mature 

dopaminergic neurons. Additionally, the release of DA in a Ca++ dependent manner and 

the attraction of synaptic afferents from neighboring neuronal networks gives further 

significance to the overall findings, whose potential importance is discussed. 

 

Key Works: neurogenesis; subventricular zone; neural stem/progenitors cells; substantia 

nigra lesion; dopaminergic neurons; Parkinson’s disease.  
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INTRODUCCIÓN 
 
 

Uno de los dogmas fundamentales en las neurociencias mantenido hasta finales del 

siglo pasado sostenía que la regeneración del sistema nervioso no puede ocurrir en etapas 

de la vida adulta. Sin embargo, a partir de los trabajos de Joseph Altman en la década de los 

60´s, utilizando la técnica de autoradiografía con timidina-3H para marcar células en 

división, permitieron demostrar la existencia de neurogénesis en algunas áreas del cerebro 

postnatal y adulto de la rata. Específicamente, se encontrarón nuevas neuronas en el bulbo 

olfatorio [BO] y el giro dentado [GD] del hipocampo en el cerebro adulto (Altman y Das, 

1965). Estas observaciones recibieron muy poca atención durante los años siguientes, hasta 

que en la década de los 90΄s diversos grupos reforzaron las investigaciones con las que se 

demostró que la neurogénesis persiste incluso en mamíferos como primates y humanos 

(Ericsson y col., 1998; Gould y col., 1999).  

 

NEUROGÉNESIS EN EL CEREBRO ADULTO 

 

En varias especies, durante la etapa postnatal y a lo largo de toda la vida, se ha 

demostrado que nuevas neuronas continúan generándose en el BO y GD. Además, se ha 

reportado neurogenesis en algunas áreas corticales (Gould y col., 1999) y en la sustancia 

nigra (Zhao y col., 2003). Cabe mencionar que estos últimos datos se han cuestionado en 

otros trabajos (Magavi y col., 2000; Frielingsdorf y col., 2004). Hoy en día, es posible 

especificar que las áreas en las cuales se ha demostrado actividad neurogénica en el cerebro 

adulto son: la zona subventricular [ZSV], la cual provee de nuevas neuronas al BO y la 

zona subgranular [ZSG] del GD en el hipocampo.  
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En estas dos zonas del cerebro adulto de mamíferos existen células con actividad 

mitótica, las cuales pueden ser clasificadas en 2 grupos: células troncales neurales [CTN, 

con un ciclo celular superior a 28 días], y células progenitoras neurales [CPN, con un ciclo 

celular de 12 horas] (Morshead y van der Kooy, 1992; Morshead y col., 1994). Las CTN 

tienen la capacidad de generar continuamente dos tipos de células: 1) nuevas CTN 

[capacidad de autorenovación] y 2) CPN. Las CPN al perder su capacidad mitogénica en 

etapas tempranas del desarrollo dan origen a neuronas, mientras que en etapas tardías del 

desarrollo originan astrocitos y oligodendrocitos (Reynolds y Weiss, 1992; Lois y Alvarez-

Buylla, 1993).   

 

Las células troncales embrionarias son pluripotentes; es decir, tienen la capacidad 

de originar todos los tipos celulares del organismo en desarrollo, mientras que las CTN del 

cerebro adulto pierden parte de esta capacidad, volviendose multipotentes, lo que implica 

que solo pueden dar origen a tipos celulares específicos [FIGURA 1] (Gage, 2000; Price y 

Williams, 2001; Tsai y col., 2002; Vescovi y col., 2002; Wulf y col., 2001). Es importante 

señalar que se ha logrado aislar y cultivar CTN a partir de tejido cerebral postmortem de 

humanos adultos (Laywell y col., 1999; Roisen y col., 2001; Palmer y col., 2001). 

 

A la fecha, la mayor controversia ha sido determinar la naturaleza de las células 

precursoras en las zonas neurogénicas del cerebro adulto. Hay dos teorías yuxtapuestas 

sobre el origen celular de las células troncales en la ZSV: 1) las células troncales de la ZSV 

provienen de células epéndimales que expresan nestina (Johansson y col., 1999; Chiasson y 

col., 1999); y 2) provienen de células del tipo astrocítico [GFAP+ y nestina+] (Doetsch y 
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col., 1999; Laywell y col., 2000). Cabe señalar, que las células precursoras del SNC y las 

células neuroepiteliales presentan inmunoreactividad a nestina [una proteína tipo VI de los 

filamentos intermedios], expresada en células troncales/progenitoras del neuroepitelio en 

desarrollo, tanto in vivo como in vitro (Frederiksen y McKay, 1988). 

 

? ?

bbllaassttoocciissttoo  

ccéélluullaa  ttrroonnccaall  
mmuullttiippootteennttee  

ccéélluullaa  pprrooggeenniittoorraa  
nneeuurroonnaall  

pprrooggeenniittoorr  nneeuurroonnaall pprrooggeenniittoorr gglliiaall 

nneeuurroonnaa  ggllííaa 
 

FIGURA 1 | Células troncales con potencial capacidad neurogénica. La figura muestra en orden 
jerárquico las células que en los mamíferos pueden dar origen a neuronas (modificado de Gage, 
2000). 
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La mayoría de los estudios refuerza la última teoría, tanto en la ZSV como en la 

zona subgranular del GD en el hipocampo. Se ha demostrado que una población específica 

de la glía radial puede originar precursores neurales, los cuáles a su vez dan origen tanto a 

neuronas como a células de la glía (Alvarez-Buylla y col., 2001; Spassky y col., 2005). 

Durante el desarrollo embrionario tardío y postnatal, las células de la glía radial generan 

astrocitos (Cameron y Rakic, 1991; Misson y col., 1991) y en algunas especies, la glía 

radial mantiene sus propiedades precursoras aún en el animal adulto (Alvarez-Buylla y col., 

1990). En este contexto, Merkle y colaboradores demostraron que en el adulto las células 

de la glía radial provienen de las células progenitoras de la ZSV (Merkle y col., 2004).  

 
 

 

ZSV 

CPN 

ccéélluullaa  eeppeennddiimmaall  

aassttrroocciittooss  

 
 
FIGURA 2 | Teorías sobre el origen de las células progenitoras neuronales en la ZSV. Existen 
dos teorías, en una se cree que las células progenitoras neuronales [CPN] se originan a partir de las 
células ependimales, mientras que en la otra se piensa que dichas células se generan de astrocitos. 
Los últimos trabajos muestran a las células astrocíticas como las protagonistas de la neurogénesis en 
la ZSV. 
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Por otro lado, estudios realizados sobre el origen de las neuronas corticales apuntan 

hacia dos direcciones. La primera sugiere que son las células de la ZSV las que las originan 

como sucede con las nuevas neuronas granulares y periglomerulares del BO (Bernier y 

Parent, 1998; Kornack y Rakic, 2001). La segunda teoria se basa en el comportamiento de 

células troncales que presentan las células de la glía radial, las cuales generan neuronas y 

células glíales (Hartfuss y col., 2001; Miyata y col., 2001; Malatesta y col., 2000; Noctor y 

col., 2001). En conjunto, estos datos soportan la idea de que las células troncales se 

desarrollan de un linaje neuroepiteial-glía radial-astrocítico [FIGURA 3] (Tramontin y col., 

2003; Álvarez-Buylla y col., 2001).  

 

Otro punto de controversia ha sido determinar si las nuevas neuronas originadas en 

el adulto provienen del mismo tipo de células neuroepiteliales que producen neuronas 

durante el desarrollo embrionario. Los tipos celulares retenidos dentro del neuroepitelio del 

sistema nervioso adulto, tales como las células ependimales o las llamadas células de la glía 

radial, son probablemente los precursores neurales equiparables a las células 

neuroepiteliales embriónicas, de las cuáles son derivadas y las que conservan propiedades 

que les permiten responder a los patrones de señales que inducen neurogénesis en el 

embrión (Alvarez-Buylla y col., 2001; Tamamaki y col., 2001; Kintner, 2002]. Por lo tanto, 

las neuronas generadas en el adulto pueden tener distintos precursores, siendo algunos de 

ellos cercanos pero no directamente equivalentes a los del neuroepitelio embrionario. Por lo 

anterior, se cree que las células troncales en el adulto pueden ser más especializadas y 

solamente generar un rango limitado de subtipos neuronales. Además, estas células son 

incapaces de activar las cascadas de señalización que utilizan las células troncales 

embrionarias y que involucran a las proteínas proneurales bHLH (Kintner, 2002). 
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NNeeuurrooeeppiitteelliioo    HHiissttooggéénneessiiss  eemmbbrriioonnaarriiaa SSVVZZ  aadduullttaa  

CCéélluullaa  
NNeeuurrooeeppiitteelliiaall    

GGllííaa  
RRaaddiiaall AAssttrroocciittoo 

PPrrooggeenniittoorr  
NNeeuurroonnaall  

NNeeuurroobbllaassttoo 

? 

? 

 

 
FIGURA 3 | Hipótesis unificada para el desarrollo de células troncales neuronales. Se cree que 
en el cerebro adulto, las células troncales/progenitoras neuronales se desarrollan de un linaje 
neuroepitelial-glía radial-astrocítico (Modificado de Álvarez-Buylla y col., 2001). 
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CÉLULAS TRONCALES/PROGENITORAS DE LA ZSV 
 
 

Durante el desarrollo del cerebro de los mamíferos, se forma a lo largo de los 

ventrículos laterales una capa germinativa (la zona ventricular) rica en CPN que dan origen 

a las neuronas que migran hacia todas las estructuras del cerebro. A finales del desarrollo 

embrionario se origina otra capa de células germinativas adyacente a la zona ventricular 

(denominada ZSV), la cual también está implicada en generar nuevas neuronas. En el 

desarrollo postnatal disminuye progresivamente la generación de neuronas y finalmente, en 

el cerebro adulto, desaparece la zona ventricular manteniéndose unicamente nichos de 

proliferación en la ZSV. Las nuevas neuronas generadas en la ZSV migran a través de la 

vía rostral migratoria [VRM] hacia el BO [FIGURA 4-A], donde se diferencian en dos tipos 

de interneuronas: las células granulares y las células periglomerulares (Altman, 1969; 

Corotto y col., 1993; Luskin, 1993; Lois y Álvarez-Buylla, 1994). 

 

Diversas investigaciones, han permitido determinar la presencia y características de 

las CTN en la ZSV del cerebro adulto de roedores (Reynolds y Weiss, 1992; Doetsch y 

col., 1997; Doetsch y col., 1999; Seaberg y Van der Kooy, 2002; Song y col., 2002). 

Estudios cuantitativos indican que la tasa de neurogénesis en la ZSV del cerebro adulto de 

rata es de aproximadamente 80,000 nuevas neuronas granulares por BO, esto representa el 

1% de la población de células granulares olfatorias por día (Kaplan y col., 1985).  
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A partir de los estudios realizados, se ha determinado que en la ZSV existen al 

menos cuatro tipos diferentes de células de acuerdo con su morfología, ultraestructura, 

propiedades electrofisiológicas y marcadores específicos que permiten su identificación 

[FIGURA 4-B, 8]. Estos tipos celulares son: 1) células ependimales ciliadas o células tipo E, 

ubicadas hacia el lumen del ventrículo, las cuales participan en la circulación del líquido 

cerebroespinal [LCE]; 2) neuroblastos proliferativos o células tipo A, las cuales presentan 

migración en cadena hacia el BO; 3) células astrocíticas de proliferación lenta o células tipo 

B; y 4) células transitorias amplificadoras o células tipo C, de proliferación activa y que 

forman cúmulos espaciados entre las cadenas formadas por las células tipo A en toda la 

ZSV (Alvarez-Buylla, A. y García-Verdugo, J.M., 2002). La división de las células tipo B 

[astrocitos monociliados de la SVZ] y C [células transitorias amplificadoras] sugiere que 

uno o ambos tipos celulares están implicados en la generación de nuevas neuronas [células 

tipo A o neuroblastos]. Sin embargo, las células tipo A son incapaces de autorenovarse in 

vitro (Lim y Álvarez-Buylla, 1999). A pesar de que se propuso que la CTN de la ZSV 

podría ser la célula tipo E, los trabajos de Doetsch y col., (1999), y más recientemente 

Spassky y col., (2005), contradicen esta hipótesis y muestran a las células astrocíticas como 

las protagonistas de la neurogénesis en la ZSV. En los experimentos de Doetsch se observó 

que la administración del antimitótico citosina-β-D-arabinofuranósido [AraC] elimina a las 

células tipo A y C pero no a las células tipo B. Una vez que cesa el tratamiento con AraC, 

la población de células tipo C se regenera y posteriormente se observan los neuroblastos. 

  

Así, las células tipo B son las células precursoras de las nuevas neuronas y son 

capaces de generar neuroesferas [agregados de CTN y CPN] in vitro, en respuesta al factor 

de crecimiento de fibroblastos [FGF] y al factor de crecimiento epidermal [EGF] (Doetsch 
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y col., 1999; Laywell y col., 2000). La capacidad de generar neuroesferas in vitro tamben 

ha sido observada en los astrocitos extraídos de cualquier área cerebral de animales jóvenes 

(menos de 10 días), capacidad que se pierde con el desarrollo postnatal y con la maduración 

cerebral (Laywell y col., 2000). Estos resultados demuestran el potencial neurogénico de 

las células tipo B presentes en la ZSV del cerebro adulto y unifica el linaje del cual 

provienen las neuronas y la neuroglía. Con base en estos resultados, se ha propuesto un 

modelo neurogénico en la ZSV, en el cual las células tipo B dan origen a las células tipo C 

y éstas a su vez a las células tipo A [FIGURA 4-B]. 

 

Con los trabajos de Merkle y col., (2004) se ha descubierto que los astrocitos 

neurogénicos de las etapas adultas derivan de glía radial que persiste en la pared de los 

ventrículos laterales de ratas recién nacidas. Al utilizar marcadores moleculares en las 

células de la glía radial en desarrollo, se observó que las células de la glía radial del neonato 

dan origen a neuronas, astrocitos, células ependimales y oligodendrocitos, y posteriormente 

desaparecen a pocos días del nacimiento. En la VRM se observó la presencia de 

neuroblastos marcados en todas las etapas de la edad adulta e incluso se encontró que 

nuevas neuronas continúan generándose a partir de los precursores derivados de la glía 

radial. Con este trabajo se concluyó que la glía radial es la célula precursora de neuronas y 

células gliales en la etapa neonatal, además de que genera a las células tipo B de la ZSV, las 

cuales continúan generando nuevas neuronas a lo largo de la vida adulta. 
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FIGURA 4 | Neurogénesis en el sistema ZSV-BO. A) La figura ilustra una vista sagital del cerebro 
de una rata adulta mostrando las CPN en la ZSV y su migración hacia el BO. B) Secuencia de los 
tipos celulares involucrados en el linaje neuronal y sus marcadores específicos (Modificado de  
Doetsch y col., 1999; Abrous y col., 2005). 
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Las células tipo A, formadas a partir de los astrocitos subventriculares [células tipo 

B]  migran posteriormente una distancia considerable, alrededor de 5 mm en roedores y 

hasta 20 mm en primates, durante un periodo de 6 a 15 días para alcanzar el BO [FIGURAS 5 

Y 6]. A pesar de que se ha sugerido que el BO puede tener un carácter quimioatractor, su 

participación en la proliferación, migración y diferenciación de las células recientemente 

formadas permanece incierta. Al alcanzar la parte media del BO, las nuevas neuronas se 

separan de las cadenas formadas por las células tipo A y migran radialmente para dirigirse a 

la capa granular y periglomerular [FIGURA 5]. Ahí llegan como neuronas inmaduras, las 

cuales extienden ramificaciones dendríticas y más adelante se diferencian en interneuronas 

GABAérgicas y dopaminérgicas [FIGURA 6] (Carleton y col., 2003). 

 

Con base en estas investigaciones, podemos definir a la neurogénesis en la ZSV del 

cerebro adulto como el proceso mediante el cual las células troncales/progenitoras 

neuronales proliferan en la ZSV, originan neuroblastos que migran en cadena al BO donde 

se diferencian en interneuronas que se integran a la red neuronal y sobreviven, manteniendo 

así la homeostasis del BO [FIGURA 5] (Arias-Carrión y Col., 2006). 
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FIGURA 5 | Esquema sagital del cerebro de una rata adulta que muestra la migración 
tangencial y radial de las nuevas neuronas desde la ZSV hasta el BO siguiendo la VRM. La 
migración tangencial de las nuevas neuronas en la VRM se divide en tres fases simultaneas: 1) Las 
células ya están migrando pero aún son capaces de dividirse. Las células migratorias con actividad 
mitótica se observan en las regiones más cercanas a la ZSV adyacente a los ventrículos laterales. 2) 
En un momento determinado dentro de la VRM, las células salen del ciclo celular y continúan su 
proceso de migración hacia el BO. 3) Una vez dentro del BO, las células cambian su migración 
tangencial por radial e invaden el parénquima de esta estructura, diferenciándose en células 
granulares y periglomerulares. Abreviaturas: NO, nervio olfatorio; Gl, células gromerulares; PG, 
células periglomerulares; M, células mitrales; Gr, células granulares.  
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VÍA ROSTRAL MIGRATORIA (VRM) 
 
 

La VRM es la única estructura del cerebro que posee una ruta larga de migración.  

Se inicia en la ZSV con la partida de las células tipo A y finaliza con el arribo de las nuevas 

interneuronas en el BO (Luskin, 1993; Lois y Álvarez-Buylla, 1994; Fukushima y col., 

2002). Los neuroblastos presentes en la VRM presentan una morfología alargada y forman 

cadenas entre ellos, esto facilita su migración hacia el BO (Lois y col., 1996; Kishi, 1987; 

Lois y Álvarez-Buylla, 1994). Estas cadenas de neuroblastos se desplazan entre estructuras 

tubulares integradas por células glíales [astrocitos], las cuales secretan factores de 

crecimiento que favorecen el proceso de migración (Lois y col., 1996; Wichterle y col., 

1997; Mason y col., 2001). Los tubos de células glíales [conocidos tambien como glía 

radial o glía de Bergmann] (Rakic, 1995; Rakic y Sidman, 1973) sirven de soporte 

direccional y contribuye en la supervivencia de los neuroblastos, evitando que estos salgan 

prematuramente de la ruta de migración (Álvarez-Buylla y García-Verdugo, 2002). Los 

neuroblastos en migración presentan conos de crecimiento muy desarrollados y en proceso 

activo de extensión y retracción, lo cual sugiere que estas células usan los mismos 

mecanismos de locomoción usados por los axones en crecimiento (Wichterle y col., 1997). 

 

 Distintos estudios demuestran la importancia de las moléculas de adhesión [como 

las integrinas] y de la matrix extracelular [como tenascina y el sulfato de condroitina] en la 

migración de los neuroblastos a lo largo de la VRM (Jacques y col., 1998; Thomas y col., 

1996; Bonfanti y Theodosis, 1994; Rousselot y col., 1995). Concretamente, la PSA-NCAM 

parece estar implicada en el establecimiento de contactos entre los neuroblastos de las 
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cadenas migratorias y las células glíales que forman los tubos de migración (Cremer y col., 

1994). Además, la presencia de factores quimiorepulsivos en el area septal, tales como los 

inhibidores migratorios Slits, parece jugar un papel importante en prevenir la migración de 

los neuroblastos hacia ciertas zonas cerebrales (Mason y col., 2001). Cabe mencionar que 

las nuevas interneuronas generadas a partir de CPN de la ZSV del cerebro adulto que 

migran hacia el BO por la VRM, presentan potenciales de acción de forma espontánea y 

reciben contactos sinápticos hasta que se integran a la red neuronal del BO [FIGURA 6].  
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FIGURA 6 | Maduración postmitótica de las nuevas neuronas en el cerebro adulto. La figura 
muestra los cambios morfológicos y funcionales que presentan las nuevas neuronas antes de 
integrarse a los circuitos neuronales del cerebro adulto.  
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Las nuevas interneuronas que se integran a la capa periglomerular expresan 

marcadores neuronales y reciben contactos sinápticos una vez que se integran a la 

circuiteria neuronal [FIGURA 6] (Carleton y col., 2003). El recambio continuo de las 

interneuronas del BO se modifica por cambios en el microambiente o modificaciones 

relevantes en los olores percibidos (Álvarez-Buylla y García-Verdugo, 2002). Animales 

knockout para la NCAM [la cual en condiciones normales esta altamente expresada en la 

VRM] presentan una disminución significativa en el número de interneuronas en el BO 

(Gheusi y col., 2000). Estos animales knockout no son capaces de discriminar los distintos 

olores, sin embargo, su capacidad para recordar olores, así como, su sensibilidad olfativa no 

están afectadas. Estos datos sugieren que las nuevas neuronas que migran hacia el BO 

participan en el reconocimiento olfatorio. Las nuevas interneuronas generadas en la ZSV 

también se incorporan al bulbo olfatorio accesorio (Bonfanti y col., 1997), el cual está 

implicado en el procesamiento de la información olfatoria asociada con el comportamiento 

sexual. Se sabe que la neurogénesis en la ZSV se incrementa durante la fase estrogénica 

(Smith y col, 2001) y como respuesta a la prolactina a finales del embarazo (Shingo y col., 

2003). Finalmente, los reportes indican que en condiciones fisiológicas, el recambio de las 

nuevas neuronas en el BO esta regulado por factores hormonales asociados con el 

comportamientos sexual [en donde hay un incremento de feromonas] regulado por el 

sistema límbico [principalmente por el hipotálamo]. 
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CÉLULAS TRONCALES EN EL HIPOCAMPO 

 

 
Las CPN del hipocampo son generadas en la zona subgranular y dan origen a  

células glíales y neuronas en la capa granular del GD (Eckenhoff y Rakic, 1988; Stanfield y 

Trice, 1988). Estudios realizados con trazadores neuronales retrógrados han permitido 

mostrar que las nuevas neuronas granulares del GD envían sus axones a la región CA3 del 

hipocampo, dos semanas después de que ocurre la mitosis (Stanfield y Trice, 1988; 

Markakis y Gage, 1999; Hastings y Gould, 1999). Aproximadamente, unas 250,000 nuevas 

neuronas se incorporan al mes en el GD, es decir, un 6% de la población celular total del 

GD (Cameron y McKay, 2001). 

 

Para diferenciar los diferentes tipos celulares presentes en la zona subgranular 

[ZSG] del GD en el hipocampo  se han realizado diversos estudios. De ellos se sabe que las 

células que conforman la ZSG son: 1) Astrocitos radiales de la ZSG [células B, GFAP+] 

localizados en la parte más interna, de cara hacia el hilus; 2) Células precursoras (células D, 

PSA-NCAM+, GFAP-); y 3) las nuevas neuronas granulares (células G, PSA-NCAM+), las 

cuales presentan características electrofisiológicas de las neuronas diferenciadas (Seri y 

col., 2001 y 2004), [FIGURA 7]. 

 

Las células troncales de la ZSG son un tipo específico de astrocitos denominados 

astrocitos radiales [células B, nestina+, GFAP+, S-100β-] (Seri y col., 2001 y 2004). 

Estudios realizados en animales quiméricos [nestina/GFP], muestran a los astrocitos 
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radiales como las células troncales de la ZSG (Filippov y col., 2003). Los astrocitos 

radiales de la ZSG dan origen a los primeros precursores intermediarios [las células D, 

PSA-NCAM+], y estos a su vez originan las nuevas neuronas granulares [células G, PSA-

NCAM+] (Seri y col., 2001 y 2004). Por otra parte, en la ZSG también se encuentra otro 

tipo de astrocitos, llamados astrocitos horizontales [células B, GFAP+, S-100β-] (Seri y 

col., 2004). Estos astrocitos no tienen características de células troncales, sin embargo, 

conservan la actividad mitótica de los precursores neurales y se distinguen de los astrocitos 

radiales por su morfología y determinados marcadores moleculares (Seri y col., 2004). Los 

resultados experimentales indican que son los astrocitos radiales los que dan origen a los 

astrocitos horizontales (Seri y col., 2004), los cuáles a su vez son los precursores de los 

oligodendrocitos (Romero-Aleman y col., 2003; Vives y col., 2003). 

 

Las células troncales de la ZSG del GD adulto son capaces de generar neuronas, las 

cuáles desarrollan todas las características de las neuronas maduras del SNC: son no-

mitóticas y polarizadas, poseen axones y dendritas, forman sinapsis eficientemente, son 

eléctricamente activas, presentan potenciales de acción en respuesta a estímulos sinápticos 

tanto inhibitorios como excitatorios y, son capaces de liberar los neurotransmisores clásicos 

en respuesta a potenciales de acción (Song y col., 2002). Sin embargo, la funcionalidad de 

estas neuronas no es tan efectiva como la que se observa en las neuronas que se generan a 

partir de células troncales en desarrollo (Song y col., 2002). Contrario a lo que sucede con 

las neuronas generadas en la ZSV, las nuevas neuronas de la ZSG se desplazan en 

distancias cortas dentro de la capa de células granulares. 
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FIGURA 7 | Organización y tipos celulares en la ZSG. Esquema de una sección coronal del 
cerebro de ratón adulto mostrando el giro dentado (en rojo) y los tipos celulares en la SGZ: los 
astrocitos de la SGZ (B, en azul, GFAP+) son los precursores primarios in vivo y dan origen a los 
precursores intermediarios (D, en amarillo, GFAP-, PSA-NCAM+), los cuáles generan las nuevas 
neuronas granulares (G, en rojo, GFAP-, PSA-NCAM+).  

 

 

La función de las nuevas neuronas generadas en la ZSG se desconoce. De igual 

forma, la función especifica del GD en el cerebro es desconocida, pero se cree que puede 

conricuir en los procesos de aprendizaje y memoria del hipocampo (Barnea y Nottebohm, 

1996; Gould y col., 1999; Feng y col., 2001; Shors y col., 2001). Se sabe que las neuronas 

del GD reciben información de otras áreas del cerebro [especialmente del sistema límbico], 

y que distintos neurotransmisores del SNC tienen terminales en la ZSG (Kempermann y 

col., 2004). Además, hay reportes que indican que las nuevas neuronas del GD se proyectan 

hacia la región CA3 del hipocampo (Treves y Rolls., 1994). Con los resultados anteriores, 

se puede concluir que el GD participa en la codificación de la información que será 

utilizada por la zona CA3 del hipocampo (Kempermann y col., 2004; Aimone y col., 2006). 
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FACTORES QUE REGULAN LA NEUROGÉNESIS  

 

Diversas investigaciones indican que las nuevas neuronas que se generan en la ZSG 

del GD en el hipocampo participan en el procesamiento de la memoria (Gheusi y col., 

2000; Shors y col., 2001), mientras que las nuevas interneuronas que se incorporan al BO 

participan en la integración de la información olfatoria (Carleton y col., 2003). Hasta ahora, 

se desconoce si los mecanismos que regulan la neurogénesis en las dos áreas germinativas 

del cerebro adulto son los mismos que durante el desarrollo. El control en el número de 

CTN y la diferenciación de las CPN son procesos regulados por factores específicos de la 

zona en la cuál residen (Álvarez-Buylla y Lim, 2004). Al parecer, el microambiente que 

regula la neurogénesis durante el desarrollo embrionario y postnatal se conserva en el 

cerebro adulto.  

 

La neurogénesis en el cerebro adulto está regulada de manera positiva o negativa 

por diversos mecanismos. Además, existen factores internos y externos que participan en 

dicha regulación. Entre los factores internos se encuentra la expresión de genes, moleculas, 

factores de crecimiento, hormonas y neurotransmisores; la edad es otro factor interno 

involucrado en la neurogénesis. Entre los factores externos se pueden mencionar los 

estímulos medioambientales y farmacológicos (Duman y col., 2001).  

 

A continuación se mencionan algunos de los factores internos y externos 

involucrados en la neurogénesis del cerebro adulto.  
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FACTORES INTERNOS 

 

GENÉTICOS Y MOLECULARES 

 

Entre las moléculas que inducen neurogénesis y morfogénesis en el cerebro en 

desarrollo se pueden mencionar Notch, BMPs, Eph/ephrins, Noggin, y Shh. Estas moléculas 

participan también regulando la proliferación y diferenciación celular en las zonas 

neurogénicas del cerebro adulto (Álvarez-Buylla y Lim, 2004). Por otro lado, durante el 

desarrollo un gran número de genes proneurales [de la familia bHLH] regulan la 

determinación y diferenciación celular de las células troncales (Kintner, 2002). Algunos de 

esos genes, se expresan en las zonas neurogénicas del cerebro adulto en respuesta a un 

estímulo o lesión (Hallbergson y col., 2003).  

 

FACTORES DE CRECIMIENTO 

 

La expresión de diversos factores de crecimiento [como BDNF, IGF-I, FGF-2, 

EGF, HB-EGF, VEGF], implicados en la regulación del destino celular, puede determinar 

el tamaño de la población neuronal o glial, tanto en cerebros en desarrollo como en el 

cerebro adulto (Kuhn y col., 1997; Pencea y col., 2001). Estos factores se sobreexpresan en 

distintos modelos neurodegenerativos en donde participan como factores protectores de 

daño neuronal o como factores inductores durante la generación y diferenciación de nuevas 

células que reemplacen a las células lesionadas (Kuhn y col., 2001; Pencea y col., 2001; 

Aberg y col., 2000; Kuhn y col., 1997).  
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Se ha demostrado que la administración intracerebroventricular [icv] del factor 

neurotrófico derivado del cerebro [BDNF] incrementa la neurogénesis en el BO (Zigova y 

col., 1998). Además, se sabe que el BDNF es necesario para mantener la tasa de 

neurogénesis en el hipocampo de ratones adultos (Lee y col., 2002). Por otro lado, la 

infusión por vía periférica del factor de crecimiento tipo insulina [IGF-I] incrementa la 

neurogenesis en el hipocampo de ratas adultas (Aberg y col., 2000). También se ha 

demostrado que el factor de crecimiento de fibroblastos [FGF-2] y el factor de crecimiento 

epidérmico [EGF] tienen efectos específicos sobre las CPN in vivo. Así, la infusión icv de 

FGF-2 incrementa el número de nuevas neuronas en el BO, mientras que la infusión de 

EGF reduce el número de neuronas que llegan al BO, pero se incrementa el número de 

astrocitos en el BO (Kuhn y col., 1996). En contraste con estos resultados, Craig y col., 

(1996) encontraron que la infusión icv de EGF y FGF-2 incrementa la neurogénesis en la 

ZSV. Otras observaciones indican que hay un incremento en la neurogénesis de la ZSV y 

GD después de la administración icv del factor de crecimiento epidérmico ligado a heparina 

[HB-EGF] (Jin y col., 2002a) y del factor de crecimiento endotelial vascular [VEGF] (Jin y 

col., 2002b).  

 

NEUROTRANSMISORES 

   

Actualmente, se conoce que diversos neurotransmisores participan como factores 

que regulan la neurogénesis en el cerebro adulto. Entre los más estudiados se encuentran, el 

glutamato y monoaminas como la serotonina (5-HT), noradrenalina, GABA y dopamina.  
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El glutamato es considerado el neurotransmisor más importante para la función del 

encéfalo. Se sabe que regula la neurogénesis en el hipocampo de animales adultos. La 

mayoría de los estudios se han enfocado en el receptor NMDA. Los reportes indican que la 

administración de NMDA disminuye la neurogénesis en el hipocampo. Sin embargo, 

cuando se administra el antagonista del receptor NMDA se incrementa la neurogénesis 

[MK-801, CGP 43487] (Cameron y col., 1995; Cameron y col., 1998; Nacher y col., 2001). 

Además, se ha demostrado que como respuesta a la lesión de la corteza entorrinal (la cual 

es la mayor entrada glutamatérgica del hipocampo) se incrementa la proliferación celular en 

el giro dentado (Cameron y col., 1995). Además, algunos reportes indican que otros 

receptores glutamatérgicos, como el receptor AMPA (Bai y col., 2003) o los receptores 

metabotrópicos (Yoshimizu y Chaki., 2004) pueden estar involucrados en la regulación de 

la proliferación celular en el hipocampo.   

   

La participación de la 5-HT en la neurogénesis se demostró en varias 

investigaciones [FIGURA 10] (Gould, 1999). La lesión de las neuronas serotoninérgicas o la 

inhibición de la síntesis de 5-HT, ha permitido ver una disminución en la tasa de 

proliferación tanto en el hipocampo como en la ZSV (Brezun y Daszua., 1999; 2000). La 

administración de D-fenfluramina [un agente que induce la liberación de 5-HT], incrementa 

el número de células marcadas con BrdU en el hipocampo, este efecto se bloquea 

administración previamente WAY 100635 [antagonista de la 5-HT1A] (Jacobs y col., 1998). 

Por el contrario, la administración del agonista 5-HT1A, el 8-hidroxi-2-

dipropilaminotetralina, incrementa el número de células marcadas con BrdU (Jacobs y col., 

1998). Se sabe que el receptor de la 5-HT1A participa en la regulación de la neurogénesis en 
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el cerebro adulto. Sin embargo, la 5-HT también podría regular la neurogénesis a través de 

otros subtipos de receptores, como 5-HT2A o  5-HT7 (Duman y col., 1997).   

 

El sistema noradrenérgico también esta implicado en la regulación de la 

neurogénesis del cerebro adulto. Se ha demostrado que al inhibir la liberación de 

noradrenalina disminuye la proliferación, pero no se afecta la diferenciación o 

supervivencia de las nuevas células en el hipocampo (Kulkarni y col., 2002). En contraste,  

al bloquear el receptor α2-adrenérgico en el BO de la rata, por la administración sistémica 

del antagonista Dexefaroxan, no se observan cambios en el número de células marcadas 

con BrdU en la SVZ [FIGURA 8], pero se incrementa la sobrevida de las nuevas 

interneuronas en el BO (Bauer y col., 2003).  

 

La dopamina es otro neurotransmisor implicado en la regulación de la neurogénesis 

tanto en la ZSV como en el hipocampo del cerebro adulto [FIGURA 8]. Se ha demostrado 

experimentalmente, que la depleción de dopamina disminuye la generación de nuevas 

neuronas tanto en la ZSV como en el giro dentado en el hipocampo (Höglinger y col., 

2004). Estudios recientes, indican que la dopamina activa al receptor D3 localizado en las 

CPN de la ZSV y del hipocampo, regulando mediante este mecanismo la neurogénesis en el 

cerebro adulto (Van Kampen y col., 2004). 
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DDooppaammiinnaa  55--HHTT  MMeerrggee  NNeeuurrooggéénneessiiss  

 

 
FIGURA 8 | Dopamina y serotonina en la ZSV. La figura muestra dos de los neurotransmisores 
más importantes del cerebro. Las proyecciones dopaminérgicas y serotoninérgicas se entrecruzan en 
la zona marcada en amarillo, la cual limita la ZSV (azul). Esto sugiere la cooperación de los dos 
neurotransmisores para generar el nicho neurogénico en la ZSV.  
 

 

HORMONAS  

 

Algunos reportes indican que los esteroides ováricos, así como los estrógenos 

endógenos, tienen un efecto estimulante en la proliferación de los precursores de la ZSG 

del GD (Tanapat y col., 1999; Ormerod y Galea, 2001; Banasr y col., 2001). Un estudio en 

ratas demuestra que la tasa de neurogénesis se incrementa un 65% durante el embarazo, 

alcanzando su pico máximo justo antes del parto, el cual coincide con los niveles de 

prolactina (Shingo y col., 2003). 

 

EDAD   

 

Se sabe que la edad es uno de los factores más importantes en la regulación de la 

neurogénesis en el cerebro adulto. El  número de células marcadas con BrdU se reduce en 
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el giro dentado conforme las ratas y primates envejecen (Kuhn y col., 1996; Gould y col., 

1999). Sin  embargo, este decremento no se ha observado en la ZSV de ratas viejas (Kuhn y 

col., 1996), pero se ha reportado una disminución en el número de CPN en la ZSV de 

ratones viejos (Maslov y col., 2004). Al parecer, estos cambios observados en la 

proliferación celular de las CPN presentes en el hipocampo, se relacionan con los niveles 

elevados de glucocorticoides (Sapolsky, 2004). Los reporten indican que como 

consecuencia de la adrenalectomía, se reducen drásticamente los niveles de esteroides 

suprarrenales, lo que trae como resultado un incremento en la proliferación celular en el 

hipocampo en ratas jóvenes y viejas (Cameron y McKay., 1999). Estos trabajos sugieren 

que los esteroides suprarrenales inhiben la neurogénesis durante toda la vida adulta.  

 

Podemos concluir, que la tasa de neurogénesis en el cerebro adulto disminuye 

conforme se incrementa la edad (Kuhn y col., 1996; Bizon y Gallagher, 2003; Bondolfi y 

col., 2004). Sin embargo, al inducirse neurogénesis en el giro dentado, se observa una 

mayor proliferación en los animales viejos que en los animales jóvenes (Kepermann y col., 

2003), probablemente por una mayor plasticidad neuronal en las etapas tempranas del 

desarrollo. 
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FACTORES EXTERNOS 

 

MEDIOAMBIENTALES 

 

La neurogénesis no es un proceso biológico estático, ya que su tasa es variable y 

depende del microambiente (Peterson, 2002). Es conocido que la actividad física, los 

ambientes enriquecidos [cajas con objetos novedosos], la restricción energética, la 

modulación de la actividad neuronal, entre otros, actúan como reguladores positivos de la 

neurogénesis (Tanapat y col., 2005; Mirescu y col., 2004; Gould y col., 2000; Tanapat y 

col., 1999; Van Praag y col., 1999; Kempermann y col., 1997; Gould, 1994; Gould y col., 

1994; Gould y col., 1992). En los animales que viven en un ambiente enriquecido presentan 

un incremento en la neurogénesis de la ZSG del GD (Mirescu y col., 2004; Nilsson y col., 

1999; Kempermann y col., 1997; Barnea y Nottebohm, 1994). Sin embargo, en los 

animales que viven en condiciones de estrés, la neurogénesis en esta zona disminuye o es 

inhibida totalmente (Gould y col., 1997 y 1998; Tanapat y col., 2001). Además, las 

alteraciones en el eje hipotálamo-hipófisis-suprarrenal inducidas por estrés durante el 

desarrollo, disminuyen la generación de nuevas células en el GD (Lemaire y col., 2000; 

Lennington y col., 2003). Así, se sabe que la proliferación celular en el GD es disminuida 

por el efecto de los glucocorticoides, los cuáles son liberados en respuesta al estrés 

(Tanapat y col., 2001).  
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NEUROGÉNESIS EN PROCESOS PATOLÓGICOS 

 

La investigación generada en los últimos años, ha permitido aceptar que nuevas 

neuronas continúan generándose en el cerebro adulto de mamíferos. La importancia 

funcional de las nuevas neuronas está aún bajo investigación. Sin embargo, existen 

resultados sorprendentes, los cuales indican que las nuevas neuronas se integran al cerebro 

adulto y participan en diferentes procesos cognoscitivos (Carleton y col., 2003; 

Kemperman y col., 2004; Macklis, 2001; Shors y col., 2001, Van Praag y col., 2002; Lledo 

y col., 2006). Por otro lado, diferentes reportes indican que una reducción significativa en la 

tasa de neurogénesis del cerebro adulto, posiblemente está implicada en la fisiopatología de 

diferentes enfermedades neurológicas como depresión, epilepsia o enfermedades 

neurodegenerativas (Abrous y col., 2005). Además, se ha despertado un gran interés en la 

neurogénesis del cerebro adulto por las potenciales aplicaciones terapéuticas (Martino y 

Pluchino, 2006).  

 

PROCESOS INFLAMATORIOS 

 

Se ha demostrado experimentalmente, que diversos procesos inflamatorios en el 

cerebro adulto reducen la tasa de proliferación celular en el hipocampo (Ekdahl y col., 

2003; Monje y col., 2003). Los diferentes estudios indican que este efecto se debe al grado 

de activación de la microglía, el cual es mediado por citocinas, como interleucina-6 [IL-6] 

(Villieres y col., 2002). También se ha demostrado que al inhibir la activación de la 

microglía con minociclina (Ekdahl y col., 2001) o indometacina (Monje y col., 2003), se 
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restaura la neurogénesis en el hipocampo durante el proceso inflamatorio. La 

neuroinflamación y la activación de la microglía se han asociado con la patogénesis de 

diferentes enfermedades neurodegenerativas, por lo cual, el tratamiento coadyuvante con 

anti-inflamatorios representan una nueva estrategia terapéutica.   

 

EPILÉPSIA 

 

 

Las crisis epilépticas inducidas por diversas manipulaciones experimentales 

[Pilocarpina, Ácido Kainico] incrementan la neurogénesis en el GD (Auvergne y col., 

2002; Ekdahl y col., 2003; Parent y col., 1997; Radley y col., 2003) y en la VRM del 

sistema ZSV-BO (Parent y col., 2002). Sin embargo, no se ha identificado qué factores 

inducen neurogénesis en el cerebro epiléptico, y hasta ahora se desconoce si ésta tiene 

implicaciones patológicas o regenerativas. Como respuesta a la crisis epiléptica, las nuevas 

células participan en la reorganización anormal de las redes neuronales en el hipocampo 

(Parent y col., 1997). Además, se ha observado una localización ectópica de las neuronas 

recién generadas, las cuales se han encontrado en el hilus y la capa molecular interna 

(Scharfman y col., 2000). Estas células ectópicas, presentan propiedades electrofisiológicas 

(Scharfman y col., 2000, Scharfman y col., 2003] y morfológicas  anormales (Ribak y col., 

2003). Estos resultados sugieren que las neuronas que se generan en respuesta al status 

epiléptico, no contribuyen en la regeneración de la red neuronal y posiblemente generan 

nuevas crisis epilépticas. Además, el déficit neurológico que se observa después del status 

epiléptico, podría estar asociado a los circuitos aberrantes que se desarrollan (Parent, 2002; 

Sharfman, 2004).  
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ISQUEMIA CEREBRAL 

 

Se ha demostrado que la isquemia cerebral incrementa la neurogénesis en el GD y 

en la ZSV del cerebro adulto [FIGURA 9] (Jin y col., 2001; Arvidsson y col., 2002; 

Yamashita y col., 2006). Este incremento se ha asociado con la activación del receptor 

NMDA (Arvidsson y col., 2001). Los precursores neuronales de la ZSV, migran a la zona 

isquemica del estriado adyacente (Arvidsson y col., 2002; Yamashita y col., 2006) y a 

través de la VRM y de la vía cortical lateral migran a la zona isquemica de la corteza 

cerebral  (Jin y col., 2003) donde se diferencian y reemplazan las neuronas dañadas. 

 

a 
b 

c 

d 

CCéélluullaa  TTrroonnccaall//PPrreeccuurrssoorraa  ddee llaa ZZSSVV

NNeeuurroonnaa  eessttrriiaattaall  

NNeeuurroobbllaassttoo       

NNuueevvaa  nneeuurroonnaa    
eessttrriiaattaall  

 

FIGURA 9 | Neurogénesis en la ZSV en respuesta a la isquemia. La figura ilustra la respuesta de 
las células troncales/precursoras de la ZSV a la oclusión de la arteria cerebral media. A: Estriado 
normal; B: Estriado isquémico; C: Migración de precursores; D: Reemplazo neuronal por 
precursores endógenos (modificado de Lidvall y col., 2004). 
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ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS 

 

ENFERMEDAD DE PARKINSON  

 

En la enfermedad de Parkinson [EP], las neuronas dopaminérgicas de la sustancia 

nigra pars compacta [SNc] degeneran, lo que trae como consecuencia un déficit de 

dopamina en sus áreas de proyección [principalmente el núcleo caudado y putamen] 

(Hornykiewicz, 2001). Al inducirse una depleción de dopamina experimentalmente en 

roedores, se presenta una disminución en la tasa de proliferación celular de la ZSV y del 

GD (Höglinger y col., 2004). Esta respuesta, se previene si administra ropinirole, un 

agonista del receptor D2 de dopamina (Höglinger y col., 2004). La tasa de proliferación 

celular en la ZSV y el número de CPN en el GD y el BO, están disminuidas en cerebros 

postmortem de individuos que presentaron EP (Höglinger y col., 2004). Estas 

observaciones  sugieren que la neurogénesis está disminuida en pacientes con EP debido al 

déficit de dopamina (Höglinger y col., 2004).  

 

Por otro lado, hay evidencias experimentales contradictorias, las cuales indican que 

la SNc adulta mantiene mecanismos de reparación (Zhao y col., 2003). Este trabajo tenía 

como objetivo determinar si la SNc adulta era una zona neurogénica. Los resultados  

mostraron que las neuronas dopaminérgicas que mueren son reemplazadas en una 

proporción muy baja [20 nuevas células por día]. La tasa de reemplazo se duplica cuando se 

destruye parcialmente las neuronas dopaminérgicas mediante la administración de la 

neurotoxina 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6- tetrahidropiridina [MPTP]. Cabe mencionar que estos 

resultados no han sido reproducidos por otros autores (Frielingsdorf y col., 2004). Sin 
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embargo, si la neurogénesis se presenta en la SNc del humano tendría importantes 

aplicaciones clínicas, sobre todo en la estrategia de reemplazo celular y en la patogénesis de 

la EP. La evolución de este desorden podría ser determinado no sólo por la tasa de 

degeneración de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, sino también por la eficacia en la 

generación de nuevas neuronas (Zhao y col., 2003).  

 

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

 

La enfermedad de Alzheimer [EA] es un trastorno neurodegenerativo progresivo. 

Las regiones cerebrales que se asocian a funciones mentales superiores, particularmente la 

neocorteza y el hipocampo son las áreas más afectadas. Histológicamente, se caracteriza 

por placas seniles que contienen depósitos extracelulares del peptido β-amiloide [Aβ], y por 

la formación intracelular de ovillos neurofibrilares integrados por proteína tau 

hiperfosforilada. Además, se ha demostrado la pérdida de sinapsis y neuronas piramidales. 

 

Estudios realizados in vivo, indican que la administración de Aβ reduce la 

proliferación de las CPN obtenidas de la ZSV y del GD (Haughey y col., 2002a,b). Sin 

embargo, en estudios postmorten se ha reportado un incremento en la neurogénesis del 

hipocampo en cerebros de pacientes que presentaron EA (Jin y col., 2004). Hasta ahora, se 

desconocen los factores moleculares que regulan la neurogénesis en esta enfermedad. Con 

base en los resultados publicados, podemos pensar que existen otros factores además de la 

Aβ que regulan la neurogénesis en la EA (Jin y col., 2004).  
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 ENFERMEDAD DE HUNTIGTON   

 

La Enfermedad de Huntington [EH]es un proceso neurodegenerativo que afecta al 

estriado, la corteza y el hipocampo. Estas alteraciones son responsables de los trastornos 

motores [corea y rigidez], cognitivos y psiquiátricos que presentan los pacientes con esta 

enfermedad. Se hereda con carácter autosómico dominante debido a una mutación en el gen 

de la huntingtina [una proteína de función desconocida] (Rosas y col., 2003). En un estudio 

postmorten realizado en cerebros de pacientes que presentaron EH, se reporto un 

incremento en la proliferación celular de la ZSV (Curtis y col., 2003). Hasta ahora, se 

desconoce si este incremento en la tasa de neurogénesis tiene implicaciones funcionales.  
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ENFERMEDAD DE PARKINSON  

 
 

La enfermedad de Parkinson [EP], descrita por James Parkinson en 1817, es uno de 

los trastornos neurodegenerativos más frecuentes y mejor estudiados. Clínicamente se 

caracteriza por escasez y lentitud de movimientos [bradicinesia], aumento del tono 

muscular [rigidez], rostro inexpresivo y un temblor característico [4 o 5 por segundo] en 

reposo. También destaca, la marcha festinante [arrastrando los pies], así como una postura 

flexionada y un equilibrio inestable (Langston y col., 1987). 

 

Los defectos en la función motora se deben a una degeneración progresiva de las 

neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta [SNc], una población de 

neuronas en el mesencéfalo que se proyectan hacia sus blancos en el estriado, 

principalmente el núcleo caudado y putamen, por lo que su muerte representa un déficit de 

dopamina en estas estructuras [FIGURA 10] (Horynekiewicz, 2001). En algunas neuronas 

que sobreviven, se observan inclusiones citoplasmáticas eosinófilas llamadas cuerpos de 

Lewy, formados por ubiquitina y alfa-sinucleína (Fahn., 1986; Spillantini y col., 2000). 

 

Los síntomas de la enfermedad, aparecen cuando la pérdida de las neuronas 

dopaminérgicas excede el umbral crítico: 70–80% de las terminales dopaminérgicas en el 

estriado y 50–60% del perikarion en la SNc (Bernheimer y col., 1973). Una vez que 

aparecen los primeros síntomas, la muerte neuronal continua y los trastornos motores 

progresan lentamente (Morís y col., 1996; Lee y col., 1994). Diversos mecanismos 

compensatorios, retrasan la aparición de los síntomas (Bezard y col., 2003). 
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FIGURA 10 | Estructuras que integran a los ganglios basales en el cerebro humano. La mayoría 
de los componentes se hallan en el telencéfalo, aunque la sustancia nigra se encuentra en el 
mesencéfalo y el núcleo subtálamico está en el diencéfalo. Las proyecciones de la sustancia nigra 
llegan al estriado, principalmente al  núcleo caudado y putamen. GPe: segmento externo del globo 
palido; GPi: segmento interno del globo palido; SNc: zona compacta de la sustancia nigra; NST: 
núcleo subtálamico.  
 

 

La degeneración y muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, es un 

problema fundamental de la EP. Esta degeneración se extiende a varios núcleos del tallo 

cerebral y otras áreas del cerebro donde hay células dopaminérgicas. Además, del déficit de 

dopamina en el estriado, se presentan alteraciones en otros neurotransmisores como: 

noradrenalina, 5-hidroxitriptamina [5-HT], acetilcolina y ácido gamma-aminobutírico 

[GABA] (Horynekiewicz, 2001).  
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Actualmente, se desconocen  las causas que generan la EP. Sin embargo, se postula 

que el estrés oxidativo, la disfunción mitocondrial, toxinas exógenas, acumulación 

intracelular de metabolitos tóxicos, infecciones virales, excitotoxicidad y deficiencias en el 

sistema inmune, pueden ser factores que favorecen la aparición de la EP.  

 

TRATAMIENTO 

 

Los primeros esfuerzos en el tratamiento de la EP se redujeron únicamente a una 

ayuda sintomática y en ciertos casos aislados a procedimientos estereotáxicos ablativos que 

interrumpían la desinhibición resultante del eje globo pálido - tálamo - corteza hacia las 

neuronas motoras. 

 

A mediados de los años cincuenta, Arvid Carlson demostró que el 80% de la 

dopamina del cerebro se encuentra en los ganglios basales. Más tarde, Olen Horynekiewicz 

descubrió que el cerebro de los pacientes con EP tenía un déficit de dopamina en el 

estriado, sobre todo en el putamen. A principios de los años 60 se demostró que la EP se 

debe en gran parte a la degeneración de las neuronas dopaminérgicas de la SNc. En base a 

estos conocimientos, Walter Britkmayer y Olen Horynekiewicz advirtieron que la 

administración intravenosa de L-dihidroxifenilalanina [L-DOPA], la precursora de la 

dopamina, lograba una corrección llamativa, si bien breve, de los síntomas. La L-DOPA 

atraviesa la barrera hemato-encefálica y se metabolizada a dopamina en el estriado y de esa 

forma activa los receptores dopaminérgicos. Así, en 1967 George Cotzias demostró que la 

administración de cantidades gradualmente mayores de L-DOPA por vía oral podrían 
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conseguir una mejora significativa y continua de la EP. Aún cuando esta terapia 

proporcionó un significativo avance en el tratamiento farmacológico, incluso con el 

desarrollo de fármacos antiparkinsonianos más específicos, sólo se ha logrado controlar 

parcialmente algunos síntomas de la EP, mismos que comienzan a desaparecer al cabo de 

cinco años, al tiempo que se producen molestos efectos secundarios en forma de 

fluctuaciones de la respuesta motora y discinesias relacionadas con el fármaco.  

 

La limitación y duración corta del tratamiento farmacológico llevaron al desarrollo 

de métodos alternativos. En 1979, se propuso como una nueva estrategia terapéutica, el 

reemplazo de las neuronas dopaminérgicas por trasplante celular, demostrándose con éxito 

en un modelo en rata de la EP (Björklund y Steveni, 1979; Perlow y col., 1979). 
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MODELOS ANIMALES DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 

 

El desarrollo de modelos animales depende del conocimiento anatómico y 

fisiológico de la enfermedad. Una vez que se identificó que las neuronas de la SNc 

degeneran en los pacientes con EP, se han utilizado neurotoxinas selectivas para lesionar 

estas células (Ungeistedt y Arbuthnott, 1970; Sladek y Collier., 1988). 

 

Modelo de la 6-hidroxidopamina 

La 6-hidroxidopamina [6-OHDA] es la neurotoxina más ampliamente utilizada en el 

desarrollo de modelos experimentales de la EP en roedores, dada su alta afinidad por el 

sistema de transporte de catecolaminas. La inyección estereotáxica de 6-OHDA en el haz 

nigro-estriado o en la sustancia nigra [SN], induce la destrucción unilateral de las neuronas 

dopaminérgicas [FIGURA 11] (Ungeistedt y Arbuthnott, 1970). Como resultado, los 

animales lesionados desarrollan una conducta rotatoria, la cual puede demostrarse 

farmacológicamente inyectando a los animales lesionados con agonistas dopaminérgicos. 

Por ejemplo, la administración de apomorfina activa los receptores supersensibles presentes 

en el lado lesionado del cerebro, induciendo que los animales presenten una rotación 

contralateral al lado de la lesión. En contraste, la administración de anfetamina, estimula la 

liberación de dopamina de las neuronas del lado sano del cerebro, por lo cual el animal rota 

de forma ipsilateral a la lesión. Esta conducta rotatoria se debe al desequilibrio que existe 

entre el contenido de dopamina en el estriado ipsilateral y contralateral a la lesión 

dopaminérgica, de tal forma que el animal rota siempre hacia el lado contrario del estriado 

dominante.  
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FIGURA 11 | Modelo animal de la 6-OHDA. La inyección unilateral de 6-OHDA en la sustancia 
nigra induce una degeneración irreversible en la vía nigroestriatal ipsilateral. Agonistas 
dopaminérgicos como la apomorfina inducen una conducta rotatoria contralateral al lado de la 
lesión. En contraste, cuando se les administra anfetamina se presenta una conducta rotatoria 
ipsilateral a la lesión.   

 

 

Modelo del 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6- tetrahidropiridina 

 

 
Recientemente se ha empleado otra neurotoxina, la 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6- 

tetrahidropiridina [MPTP], un derivado de la petidina. Su inyección en primates, induce un 

síndrome motor y conductual muy parecido a la EP. La neurotoxicidad del MPTP se debe 

posiblemente a su metabolito MPP+, y a la afinidad de éste por la neuromelanina presente 

en las neuronas dopaminérgicas (Sladek y Collier., 1988). 
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ESTIMULACIÓN MAGNÉTICA TRANSCRANEAL 
 

 

Hace 26 años Merton y Morton demostraron que era posible estimular 

eléctricamente áreas motoras del cerebro humano utilizando estimulación eléctrica 

transcraneal [EET]. Ellos aplicaron un choque eléctrico breve de alto voltaje para activar la 

corteza motora e inducir potenciales motores evocados (Merton y Morton 1980). Este 

resultado aunque mostró potenciales aplicaciones clínicas tenía el problema de que la EET 

era muy dolorosa, dado que activa las terminales nerviosas presentes en la piel cabelluda. 

Cinco años mas tarde, Barker y col., demostraron que era posible estimular al cerebro 

utilizando estimulación magnética transcraneal [EMT], la cuál no generaba dolor (Barker y 

col., 1985). Actualmente, la EMT se emplea en la neurología clínica y en la investigación 

para estudiar la percepción, atención, aprendizaje, plasticidad, lenguaje y conocimiento 

(Hallet, 2000; Walsh y Cowey, 2000). Incluso ha demostrado ser una opción terapéutica y 

de estudio en trastornos del movimiento, epilepsia, depresión, ansiedad, trastornos del 

lenguaje y esquizofrenia (Cunnington y col., 1996; Walsh y Cowey, 2000). 

 

ANTECEDENTES HISTÓRICOS 

 

 Las primeras descripciones terapéuticas de la EMT se encuentran descritas en la 

antigua medicina egipcia (Breasted, 1930). De acuerdo a los registros históricos, se 

utilizaron piedras ferro-magnéticas sobre la cabeza de los pacientes para tratar diversas 

enfermedades. A fines del siglo XIX e inicios del siglo XX, se comenzaron a desarrollar 

dispositivos electromagnéticos y con ellos nuevas estrategias terapéuticas. El primer efecto 
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fisiológico debido a un campo magnético fue descrito por D’Arsonval en 1886, quien 

observó la aparición de fosfenos (destellos de luz ‘percibidos’ por un sujeto) y vértigo, 

cuando el individuo colocaba la cabeza en el interior de una bobina eléctrica con una 

frecuencia de descarga de 42 Hz, denominándose a este fenómeno ‘magnetofosfeno’.  

 

Posteriormente, Bickford y Fremming en 1965 reportaron la primera estimulación 

magnética no dolorosa de nervios periféricos en animales y humanos. Más tarde, Barker y 

col., propusieron el empleo de pulsos magnéticos de corta duración para obtener una 

velocidad de estimulación selectiva de los nervios periféricos del ser humano. Ellos 

desarrollaron un estimulador con potenciales aplicaciones clínicas, el cual era capaz de 

generar pulsos breves, que permitían obtener potenciales nerviosos y motores evocados, 

que podían ser registrados. En 1985, Barker y col., utilizaron un nuevo estimulador de alto 

voltaje, más eficaz en la transformación de energía desde el condensador hasta la bobina 

(obteniéndose un aumento del porcentaje de energía trasferida del 20 al 80%), el cual 

permitido que se realizara la primera estimulación magnética de la corteza motora en un ser 

humano [FIGURA 12]. Para ello, colocaron una bobina de estimulación de 100 mm de 

diámetro externo, centrada sobre el vértex de un sujeto sano, registrando el potencial de 

acción evocado en el abductor digiti minimi (localizado en la palma de la mano) por medio 

de electrodos de superficie. Lo importante fue que los individuos no describieron dolor, en 

contraste con el descrito durante la EET aplicada a la corteza cerebral, en la cual se fijaban 

electrodos a la piel cabelluda. 
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FIGURA 12 | Estimulación Magnética Transcraneal. Cuando se aplica la EMT, una corriente 
eléctrica pasa a través de una bobina de estimulación situada sobre la cabeza; la bobina genera 
campos magnéticos que fluyen a través de la piel cabelluda, el cráneo y las meninges, alcanzando al 
cerebro sin ser atenuados. El flujo magnético induce una corriente eléctrica en el tejido cerebral, el 
área estimulada depende de la forma y tamaño de la bobina de estimulación, de la fuerza 
(intensidad) del campo magnético, la frecuencia y la duración de los pulsos magnéticos producidos. 
 

 

PRINCIPIOS FÍSICOS Y MECANISMO DE ACCIÓN 

 

La EMT se basa en el principio de inducción electromagnética descrito por Michael 

Faraday en 1838. Un campo magnético variable en el tiempo puede inducir una corriente en 

un conductor cercano, de modo que la corriente inducida será proporcional a la rapidez de 

variación en el tiempo de la intensidad del campo magnético. El campo magnético es 

proporcional a la corriente que circula por la bobina de estimulación. Por tanto, la corriente 

inducida en el tejido (corriente secundaria) será proporcional a la velocidad de variación (es 

decir, la derivada en el tiempo) de la corriente en la bobina de estimulación (corriente 
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primaria). El voltaje de la corriente primaria y la geometría de la bobina de estimulación 

determinarán la amplitud y morfología del campo magnético originado, que, a su vez, 

determina la densidad y focalidad de la corriente secundaria inducida en el tejido. Podemos 

decir, que la EMT proporciona una vía de estimulación cortical sin electrodos, donde el 

campo magnético inducido actúa de puente entre la corriente primaria y la corriente 

secundaria. 

 

La diferencia principal entre la estimulación eléctrica y la estimulación magnética 

es el modo en que se genera la corriente eléctrica en el organismo. Las cargas de un 

estimulador eléctrico son transportadas mediante un flujo de electrones, a través de un 

conductor, desde el estimulador hasta los electrodos de estimulación, y son transferidas a 

un flujo de iones en la interfase electrodo-tejido. Una pequeña fracción de la carga de estos 

iones puede ser transferida sobre membranas excitables y puede inducir una 

despolarización. En la estimulación magnética, un pulso de campo magnético fluye a través 

del cuerpo. Éste induce un campo eléctrico, una diferencia de voltaje entre dos puntos en el 

tejido, el cual, debido a que muchos de sus componentes presentan propiedades de 

conducción eléctrica, origina un flujo de corriente eléctrica. Si la amplitud y las 

características espaciales y de duración son adecuadas para originar una despolarización en 

la membrana de un nervio, se generará un potencial de acción [FIGURA 13].  
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BBoobbiinnaa  ddee  EEssttiimmuullaacciióónn  

PPuullssoo  MMaaggnnééttiiccoo  

ZZoonnaa  ddee  EEssttiimmuullaacciióónn  

 
FIGURA 13 | El mecanismo de estimulación a nivel celular es el mismo para la estimulación 
magnética y eléctrica. En ambas técnicas las cargas fluyen al interior de una membrana celular 
electroexcitable, originando un cambio en el potencial transmembranal. Este cambio origina la 
despolarización de la membrana y el inicio de un potencial de acción, el cual se propagará a lo largo 
de la membrana mediante los mecanismos descritos en la conducción nerviosa. 

 

 

En la actualidad se emplean pulsos magnéticos con un pico de intensidad que oscila 

entre 1 y 4 Teslas. El valor exacto de la intensidad del campo magnético depende de varios 

parámetros como son la geometría de la bobina de estimulación, y la profundidad y 

trayectoria de la estructura cerebral que ha de ser estimulada. Los estimuladores originales 
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fueron diseñados para producir ondas de morfología tal, que las señales inducidas en el 

tejido fueran similares en secuencia temporal a los cambios producidos por el balance de 

cargas eléctricas en los estimuladores, cuya efectividad estaba bien definida. 

Recientemente, como resultado de los trabajos de Pascual-Leone y Cadwell (Cadwell, 

1991), se han desarrollado estimuladores magnéticos repetitivos en los que se omite la 

resistencia, y el diodo se cambia por un interruptor. De este modo, se origina un campo 

magnético oscilatorio, en contraposición a los campos magnéticos monofásicos que 

originaban los estimuladores convencionales. Los estimuladores de descargas oscilatorias 

tienen principalmente dos ventajas, ambas relacionadas con los requerimientos de energía. 

 

Con base en los estudios realizados en la última década sobre los principios físicos 

de la EMT y de las bases neurofisiológicas de la misma, se distinguen dos tipos de 

aplicación: EMT simple (EMTs) y EMT repetitiva (EMTr). La EMTs hace referencia a la 

aplicación de estímulos únicos. La EMTr es la aplicación de estímulos regularmente 

repetidos a una misma zona de la corteza cerebral. Se establece la diferenciación entre 

EMTr ‘rápida’ o de alta frecuencia, cuando se utilizan frecuencias de estimulación por 

encima de 1 Hz; y EMTr ‘lenta’ o de baja frecuencia, cuando se utilizan frecuencias de 1 

Hz o inferiores. Esta clasificación se basa tanto en los efectos fisiológicos como en el riesgo 

relativo de efectos secundarios de distintos parámetros de EMT (Pascual-Leone y col., 

1996, 1997). 
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MECANISMO DE ESTIMULACIÓN 

 

El punto de estimulación de una fibra nerviosa es aquel en que se produce el flujo 

de una cantidad de corriente por el axón a través de la membrana, suficiente como para 

originar una despolarización. Cuando se estimula mediante electrodos de superficie, se 

asume que la estimulación tiene lugar inmediatamente debajo del cátodo. En el caso de la 

estimulación magnética, el lugar exacto en el que se produce la estimulación no está 

definido de una forma tan clara, y depende de una serie de factores. Si un nervio se sitúa en 

la proximidad de la bobina, éste experimentará la inducción de una corriente 

transmembranal, la cual tenderá a originar una despolarización en una región del nervio que 

podríamos llamar ‘A’, y una hiperpolarización en otra región ‘B’. Estas regiones podrían 

considerarse, por analogía a la estimulación eléctrica, un ‘cátodo virtual’ y un ‘ánodo 

virtual’, respectivamente.  

 

El cerebro es una estructura tridimensional, razón por la cual no se puede aplicar el 

mismo razonamiento del cable cuando se le aplica la EMT. Por ello, al estudiar los efectos 

de la EMT en estructuras biológicas complejas, se habla de ‘densidad de corriente’; es 

decir, de la cantidad de corriente que fluye a través de una unidad de área del conductor. 

Las unidades de densidad de corriente pueden ser amperios por milímetro cuadrado 

(A/mm2), o amperios por centímetro cuadrado (A/cm2). 

 

Al revisar las propiedades generales del flujo de una corriente inducida en un 

conductor de morfología arbitraria se observa cómo las líneas de actividad se dirigen hacia 
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la periferia con un gradiente de intensidad decreciente hasta ocupar la totalidad del 

volumen del conductor. Se considera que existe una buena focalidad, o que un estímulo es 

focal, cuando circula una intensidad de corriente alta a través de la diana de estimulación, al 

tiempo que circula una corriente de intensidad baja alrededor de la misma. Podemos 

considerar que la focalidad depende de la configuración del conductor y de la forma, 

orientación y tamaño de la bobina de estimulación (Cohen LG y col., 1990; Cohen D y col., 

1991).  

 

El flujo de las corrientes inducidas en el cerebro mediante EMT resulta paralelo al 

plano de la bobina de estimulación, y es prácticamente paralelo a la superficie de la corteza 

cerebral, cuando la bobina de estimulación se sitúa tangencialmente respecto al cráneo. Se 

ha postulado, por tanto, que la EMT activará elementos neuronales situados 

horizontalmente, paralelos a la superficie cerebral, a diferencia de las estructuras activadas 

mediante estimulación eléctrica (Rothwell, 1991). La mayoría de los elementos neuronales 

intracorticales orientados horizontalmente son interneuronas, lo que induce a pensar que la 

activación de vías descendentes se produciría transinápticamente, originando ondas 

indirectas. Otras hipótesis apuntan que la diferencia en los mecanismos de estimulación, 

eléctrica y magnética, podría residir en el hecho de que el estímulo magnético actúa sobre 

las mismas estructuras que la estimulación eléctrica, pero a un nivel mucho más superficial. 

 

La documentación de una evidente focalidad no significa que el efecto de la 

estimulación esté limitado a las estructuras intracorticales, activadas de forma directa. Más 

bien debería contemplarse, en función de los hallazgos experimentales, la posibilidad de 

una transmisión transináptica del estímulo, que alcanzará estructuras corticales y 
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subcorticales distales al punto de estimulación. Paus y col., realizaron un estudio 

combinando, utilizando 15O-PET y EMTr sobre la corteza prefrontal, demostrado el efecto 

transináptico de la EMT (Paus y col., 1997). 

 

SEGURIDAD E INOCUIDAD DE LA EMT 

 

La seguridad de la EMT está avalada por la larga experiencia derivada de los 

estudios con estimulación eléctrica cortical en animales y humanos, así como en estudios 

específicos en materia de seguridad, utilizando EMT en humanos. La experiencia 

acumulada desde 1985 sugiere la ausencia de efectos adversos colaterales, derivados de la 

aplicación de pulsos simples en sujetos normales, aunque podría inducir crisis epilépticas 

en sujetos predispuestos. Sin embargo, la EMTr podría ocasionar dolores de cabeza, 

cambios temporales del umbral de estimulación, acúfenos y, en presencia de electrodos 

superficiales, quemaduras en la piel. Se ha descrito además, como complicación más 

relevante de la EMTr, la posibilidad de inducir crisis epilépticas en pacientes con epilepsia 

e, incluso, en sujetos normales. Estas crisis epilépticas son aisladas y no originan ningún 

tipo de secuela, no ocasionan la aparición de ningún foco epiléptico, ni requieren atención 

específica posterior, más que la derivada de la misma crisis en el momento de producirse. 

Se han llevado a cabo estudios con el propósito de conocer y profundizar en los 

mecanismos que conducen a este fenómeno, y determinar los parámetros de estimulación 

(intensidad, frecuencia, duración de los trenes, número de trenes, intervalos entre trenes) 

que se consideran seguros, libres de riesgo de inducir una crisis en sujetos sanos normales 

no predispuestos, y aquellas situaciones que pueden incrementar el riesgo potencial de la 
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EMTr. En 1996 tuvo lugar una reunión internacional de expertos en EMT en los Institutos 

Nacionales de Salud en Estados Unidos que generó recomendaciones sobre la utilización 

adecuada de la EMT, tras revisar la evidencia acumulada de riesgos y efectos adversos 

potenciales. Se han propuesto una lista de contraindicaciones absolutas y relativas de la 

misma, así como una serie de recomendaciones destinadas a incrementar al máximo la 

seguridad y prevención de posibles eventualidades (Wassermann, 1998). 

 

Por otra parte, la exposición a EMT no produce ningún tipo de alteración de tipo 

cognitivo, neurológico, ni físico, ya sea a corto o largo plazo (Wassermann 1998; Pascual-

Leone y col., 1993). El paso de la corriente a través de la bobina de estimulación genera un 

leve artefacto acústico que, en función de la sensibilidad acústica individual y de la 

frecuencia e intensidad de estimulación, puede resultar molesta, tanto para el sujeto, como 

para el experimentador. Este fenómeno no deriva en el deterioro de la capacidad auditiva de 

los sujetos expuestos a EMT, observándose tan sólo cambios temporales en los umbrales 

del audiograma, y tinnitus transitorios en sujetos expuestos a altas frecuencia de EMTr, por 

encima de 25 Hz. Este fenómeno se atenúa, mediante la utilización de tapones en los oídos, 

lo que garantiza la seguridad de la EMT cuando es aplicada dentro de los parámetros 

definidos en las normas de seguridad (Pascual-Leone y col., 1992).  

 

Por último, la inocuidad a nivel celular y ultraestructural de la EMT ha sido 

ampliamente estudiada, tanto en animales de experimentación como en sujetos que iban a 

ser sometidos a intervenciones de neurocirugía y fueron sometidos previamente a EMTr. 

Los estudios anatomopatológicos realizados no han sido capaces de detectar ningún tipo de 
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alteración, ni en los tejidos de los sujetos intervenidos, ni en los tejidos procedentes de 

animales de experimentación.  

 

APLICACIONES CLÍNICAS 

 

Una de las herramientas recientemente incorporada a la neurociencia es la EMT. Se 

trata de una técnica segura y no dolorosa que permite estimular la corteza cerebral del ser 

humano. Desde que Barker y col., desarrollaron en 1985 el primer estimulador compacto, la 

utilización de pulsos magnéticos simples ha demostrado ser de gran utilidad en el estudio 

de las vías motoras centrales, tanto en pacientes como en sujetos sanos. El desarrollo en 

1987 de estimuladores magnéticos capaces de generar estímulos repetitivos a frecuencias 

de hasta 60 Hz ha expandido notablemente las aplicaciones de la EMT en el campo de la 

neuropsicología y la neurociencia cognitiva (Pascual-Leone y col., 1997; Hallett 2000; 

Walsh y Cowey 2000). 

 

La EMT se ha empleado principalmente en el estudio de correlatos fisiológicos de 

funciones cognitivas. Existen numerosos estudios que se basan en las siguientes 

aplicaciones: 1) Pulsos simples de EMT para comprobar la excitabilidad de las redes 

neuronales. Esto permite realizar comparaciones del nivel de activación de diferentes 

estructuras cerebrales en distintos momentos, durante la realización de una determinada 

tarea; 2) Pulsos simples de EMT, apropiadamente aplicados en el tiempo y en el espacio, 

pueden bloquear de manera transitoria la función de redes neuronales; 3) La EMT puede ser 

aplicada de modo focal para realizar una cartografía de la representación cortical de los 
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músculos contralaterales. Se puede además, obtener mapas distintos, en diferentes 

momentos y en un mismo sujeto, lo que permite estudiar la plasticidad neuronal asociada 

con la recuperación de funciones después de lesiones centrales y o periféricas, y el estudio 

y seguimiento de la representación cortical de esos músculos durante la adquisición de 

nuevas habilidades motoras; 4) Pulsos pareados para estudiar y medir la excitabilidad de 

estructuras corticales y el grado de inhibición córtico-cortical, lo cual representa un 

importante avance en la comprensión de los mecanismos fisiopatológicos de las 

alteraciones del control motor, así como la investigación del efecto de diferentes fármacos 

sobre la excitabilidad cortical; 5) El empleo de trenes de pulsos magnéticos, conocido como 

EMTr, permite el bloqueo funcional, selectivo y transitorio de las redes neuronales 

responsables de diversas funciones cognitivas y motoras; 6) También se ha utilizado la 

aplicación de la EMTr como herramienta en la modulación del nivel de excitabilidad 

cortical transitoria, abriendo la posibilidad de convertir esta técnica, hasta ahora 

exploratoria y diagnóstica, en una herramienta terapéutica, en diferentes patologías que 

cursan con hipo-o hiperfunción cortical. 

 

Las primeras aplicaciones clínicas de la EMT como agente terapéutico potencial 

para la enfermedad de Parkinson (EP) fueron realizadas por Pascual-Leone y col., en 1994. 

Ellos observaron que al usar EMTr (5 hz) en seis pacientes con EP, con una intensidad del 

90% del umbral de reposo de un potencial evocado (PE), en la corteza motora contralateral 

de la mano con la cual se realizaba la prueba de Grooved Pegboard (usada para medir la 

velocidad psicomotora, en la cual los pacientes con EP tienen gran dificultad), mostraban 

una mejoría en los tiempos de ejecución de la prueba. Esta mejoría era más notoria en los 

pacientes que estaban sin medicación. Por otro lado, Ghabra y col., intentaron replicar el 
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mismo estudio en 11 pacientes, sin encontrar ningún efecto benéfico (Ghabra y col., 1999). 

Por el contrario, en algunos pacientes -con una intensidad de 90%-, se evidenció la 

presencia de movimientos anormales, que impidieron la realización de la prueba. Este 

fenómeno se ha replicado en otros estudios, e inclusive se ha hecho con menores 

intensidades, viéndose que desaparece el temblor inducido por la EMT, pero sin mejoría en 

el tiempo de ejecución de la prueba (Topka y col., 1999). Otro estudio realizado por Tergau 

y col., utilizando EMTr en siente pacientes medicados con EP, y utilizando la sección 

motora del Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS) (que mide la velocidad de 

marcha y el tiempo de reacción motora simple) no encontraron efectos benéficos ni 

reacciones adversas (Tergau y col., 1999). 

 

Por otra parte, la EMTr de baja frecuencia es capaz de normalizar los niveles de 

excitabilidad de la corteza motora cuando éstos se hallan patológicamente aumentados, en 

pacientes con distonía, alcanzando una mejoría sintomática por un espacio de tiempo de 

horas, incluso días. Se podrían emplear argumentos similares para estudiar los efectos de la 

EMTr de la corteza orbitofrontal en trastornos obsesivocompulsivos (Greenber y col., 

1997), de la EMTr sobre la corteza suplementaria motora en los tics, de la corteza motora 

en mioclonías corticales, o de la EMTr de un foco epiléptico, estudiando la variación en la 

frecuencia de las puntas y de las crisis en epilepsias focales. Todos estos estudios nos sitúan 

en disposición de pensar que, aún en los casos en que los efectos mostraran una duración o 

vida media excesivamente corta o variable, sería posible alcanzar una eficacia mayor del 

tratamiento farmacológico mediante su combinación con EMTr. 

 

 62



La duración de los efectos de la EMTr sobre la sintomatología en todas estas 

situaciones genera preguntas interesantes respecto al mecanismo de acción. Un efecto 

sostenido que se prolonga por espacio de semanas e incluso meses no puede ser explicado 

exclusivamente desde los efectos moduladores de la EMTr sobre la excitabilidad cortical. 

Parece razonable asumir que los efectos de la EMTr no se localizan de manera exclusiva en 

la corteza directamente afectada por la EMTr, sino que producen un efecto mucho más 

amplio implicando otras estructuras, corticales y subcorticales, de forma transináptica. Los 

estudios combinados utilizando EMTr, PET y SPECT apoyan esta idea. Podría postularse 

que, además de la extensión de los efectos a redes neuronales corticales y subcorticales, la 

EMTr induce la expresión de genes que podrían desempeñar un papel importante en una 

cascada de eventos, que podrían redundar en un mantenimiento de los efectos observados a 

nivel emocional y conductual.  
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TERAPIA CELULAR EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

 
 

El trasplante intracerebral se define como el implante de tejido vivo neuronal o no 

neuronal en el sistema nervioso central [SNC] de un huésped. El primer trasplante de tejido 

nervioso fue reportado por W. Gilman Thompson en 1890. El análisis histológico del tejido 

trasplantado, fue el principal objetivo de los estudios, durante los siguientes 70 años 

[TABLA I]. Una nueva etapa en esta investigación comenzó en la década de 1960, cuando se 

describieron sus efectos funcionales, primero en reemplazos hormonales (Halász y col., 

1965) y posteriormente en un modelo en rata de la enfermedad de Parkinson (Björklund y 

Steveni, 1979; Perlow y col., 1979). Poco después, se demostró la recuperación del ritmo 

circadiano, inducido por el trasplante del núcleo supraquiasmático (Drucker-Colín y col., 

1984), así como la reversión del hipogonadismo determinado genéticamente en un ratón 

mutante, a consecuencia del trasplante heterotópico de bulbo olfatorio accesorio (Perlow y 

col., 1987). Estudios recientes han demostrado que el tejido nervioso trasplantado 

sobrevive, se integra en el cerebro del huésped e induce una recuperación funcional en 

modelos animales de diversas enfermedades neurodegenerativas humanas, como la 

enfermedad de Parkinson, Huntington, Alzheimer y narcolepsia (Koutouzis y col., 1994; 

Lindvall y col., 2004; Arias-Carrión y col., 2004, 2006). 

 

El trasplante de tejido generalmente se realiza en fragmentos, o bien como células 

disociadas. Los sitios que con mayor frecuencia se utilizan para realizar los implantes en el 

encéfalo son el parénquima cerebral [trasplante intraparénquimatoso] y sistema ventricular 

[trasplante intraventrícular] (Drucker-Colín y Verdugo-Díaz., 2004). 
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TABLA I. HISTORIA DE LOS TRASPLANTES INTRACEREBRALES EN MAMÍFEROS 
 
 

 
 

I. ESTUDIOS ANATÓMICOS 
 
 

 

1890  W.G Thompon (USA) Primer trasplante de tejido nervioso al cerebro adulto 
1907  G. del Conde (Italia) Primer trasplante de tejido embrionario al cerebro adulto 

1909  W. Ranson (USA) Primer trasplante de ganglios espinales al cerebro adulto 

1911  F. Tello (España) Primer trasplante de nervio periférico al cerebro adulto 

1917  E. Dunn (USA) Primer trasplante de tejido nervioso neonato a cerebro 
neonato 

1921  Y. Shirai (Japón) Primera demostración del cerebro como un sitio  
inmunológicamente privilegiado 

1940  W.E Le Gross Clark (Inglaterra)  Primer trasplante de tejido nervioso fetal al cerebro neonato 

1957  B. Flerko y J. Szentagothai (Hungria)  Primer trasplante intraventricular de tejido endocrino 
 

 
 
II. ESTUDIOS FUNCIONALES 
 
 

 

1965  B. Halász y col., (Hungría)  Primer reporte de recuperación hormonal después de 
trasplante neuroendocrino  

1979  A. Björklund y U. Stenevi (Suecia)  
1979  M. Perlow y col., (USA)              

Primer trasplante de tejido fetal demostrando recuperación 
motora en lesiones de la vía nigroestriatal 

1981  W.J. Freed y col., (USA) Primer trasplante de tejido suprarrenal que demuestra la 
recuperación motora en animales con lesión de la SNc 

1984  R. Drucker-Colín y col., (México) Trasplante de núcleo supraquiasmático fetal que induce 
recuperación del ritmo circadiano  

1987  M.J. Perlow y col., (USA) Trasplante  heterotópico fetal de bulbo olfatorio accesorio 
que revierte el hipogonadismo determinado genéticamente 
en un ratón mutante  
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Considerar al SNC como un sitio “inmunológicamente privilegiado”, ha 

caracterizado al cerebro como un órgano donde el sistema inmune tiene pocas posibilidades 

de atacar al tejido trasplantado (Shirai., 1921; Fisher y Gage., 1993). Este hecho confiere 

mayores posibilidades de que el implante sobreviva y se integre en el cerebro del huésped 

(Winkler y col., 2005). 

 

La sobrevida del tejido implantado, también está relacionada con la edad del 

donador (Seiger y Olson., 1997). Generalmente, el tejido embrionario sobrevive por más 

tiempo que el obtenido de recién nacidos o adultos. La edad del receptor, el sitio y la 

técnica de trasplante utilizada son otros factores importantes para su sobrevida (Poltorak y 

col., 1992). 

 

Después de 116 años de estudios y el uso de diversos tipos de tejidos implantados 

en cerebros normales o dañados, se ha demostrado la viabilidad de las células trasplantadas, 

así como la recuperación parcial de diversas alteraciones clínicas y conductuales. Sin 

embargo, la mayoría de los estudios sobre trasplante en el SNC, se han enfocado en la 

enfermedad de Parkinson. 
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TRASPLANTE CELULAR EN EL MODELO ANIMAL DE LA 6-OHDA 
 

 

Desde su inicio, la mayoría de las investigaciones realizadas sobre trasplantes de 

tejido nervioso, tanto clínicos como básicos, se han relacionado con la EP. Varios 

experimentos han caracterizado el tejido dopaminérgico trasplantado, su habilidad para 

formar conexiones ínterneuronales complejas, así como su capacidad para corregir el déficit 

de dopamina en el estriado lesionado (Fine y col., 1998).  

 

Perlow y col., [1979] implantaron sustancia nigra fetal en cerebros de ratas adultas, 

lesionadas con 6-OHDA. Ellos observaron una mejoría significativa en el déficit motor de 

las ratas implantadas. Otros investigadores reportaron resultados similares con otras 

técnicas y tejidos (Lindvall, 1989; Oyesiku y Bakau, 1993). Freed y col., [1981] realizaron 

el autotrasplante de médula suprarrenal, observando una recuperación funcional en los 

animales trasplantados.  

 

En la década de los 80´s, la mayoría de los estudios realizados, utilizaron como 

estrategia para inducir la recuperación de la asimetría motora, tejido o células cultivadas 

obtenidas de la médula suprarrenal y sustancia nigra fetal, así se demostró una superioridad 

funcional de la sustancia nigra fetal con respecto a las células de la médula suprarrenal. Sin 

embargo, las desventajas sociales y éticas de este tipo de donación que aún persisten en la 

clínica, impidieron su uso con mayor frecuencia. Por ello, el tejido obtenido de la médula 

suprarrenal demostró una mayor disponibilidad, además de sus ventajas inmunológicas, por 

lo que se desarrollaron rápidamente ensayos clínicos. La idea de utilizar médula suprarrenal 
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en este modelo de EP, se basó en el conocimiento previo de que las células cromafines 

producen y liberan cantidades importantes de catecolaminas (Freed y col., 1981).  

 

Posteriormente, se demostró que la recuperación motora también se observa, si el 

trasplante se realiza en el ventrículo contralateral al lado lesionado, aunque requiere un 

mayor tiempo (Mendoza-Ramirez y col., 1991). Esto sugirió que el trasplante tiene efectos 

a distancia, lo que se demostró posteriormente con estudios autoradiográficos (Zainos-

Rosales y col., 1993).  

 

EESSTTRRIIAADDOO  
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EMBRIONARIA

 

 

FIGURA 14 | Terapia celular en el modelo animal de la 6-OHDA. La figura ilustra las principales 
líneas celulares utilizadas para revertir la asimetría motora inducida por la pérdida de las neuronas 
dopaminérgicas de la SNc.  
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Recientemente, se ha utilizado tejido nervioso periférico, células tumorales 

encapsuladas, líneas celulares modificadas genéticamente (Levivier y col., 1995) y células 

troncales embrionarias (Börklund y col., 2002; Holden, 2002; Kim y col., 2002). Sin 

embargo, está claro que no importa que tipo de tejido se utilice como material para el 

implante, el déficit motor se reduce solo parcialmente.  

 

TRASPLANTES EN PACIENTES CON ENFERMEDAD DE PARKINSON 
 
 

La aplicacion clínica de los trasplantes neuronales se ha enfocado principalmente en 

la EP (Olanow y col., 1996). Otras patologías, en las cuales se han realizados trasplantes en 

humanos son: enfermedad de Huntington (Sanberg y Norman, 1998), dolor crónico (Wang 

y Segen, 1994), y esquizofrenia (Kolarik y col., 1988), 

 

El transplante se ha considerado una alternativa racional como tratamiento para los 

pacientes con EP porque: [i] La EP se asocia con una degeneración selectiva de las 

neuronas dopaminérgicas de la SNc; [ii] La terapia de reemplazo dopaminérgico 

proporciona beneficios clínicos considerables; [iii] Hay un área bien definida para realizar 

el trasplante; y [iiii] Los implantes de células dopaminérgicas mejoran parcialmente la 

conducta observada en los modelos animales de la EP. Hasta ahora, los dos tejidos más 

utilizados para el trasplante en humanos con EP son: células cromafines de la médula 

suprarrenal y mesencéfalo fetal.  
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TRASPLANTES DE MÉDULA SUPRARRENAL 
 

 

Los primeros pacientes con EP que recibieron trasplante autólogo de médula 

suprarrenal tuvieron una pobre respuesta (Backlund., y col., 1985). Posteriormente, el 

trasplante se puso en contacto con el líquido cerebroespinal [LCE], lo que incrementó 

probablemente la sobrevida del implante e indujo una mejoría considerable de la rigidez y 

la acinesia (Madrazo y col., 1987), esta mejoría persistió un año después de la cirugía 

(Drucker-Colín y col., 1988). Este procedimiento propuesto en México, ha sido utilizado 

por varios grupos en el mundo, obteniendo resultados variables [TABLA II] (Allen y col., 

1989; Goetz y col., 1989; Kelly y col., Penn y col., 1988). 

 

Diferentes cambios clínicos se han descrito en un número considerable de pacientes 

con EP que han recibido trasplante de médula suprarrenal (Goetz, 1992; López-Lozano y 

col., 1991). Esta mejoría clínica desaparece después de 1 a 2 años del trasplante (Drucker-

Colín y col., 1988). Los resultados de la autopsia realizada a algunos pacientes 

trasplantados, ha revelado que las células trasplantadas sobreviven en el sitio del implante 

(Hurning y col., 1989; Jankovic y col., 1989; Waters y col., 1990; Date y col., 1996).  

 

 

 70



 

TABLA II. TEJIDOS TRASPLANTADOS Y TÉCNICAS EMPLEADAS EN PACIENTES CON EP 
 

 Características 

I. Médula Suprarrenal 
 

 
 

Madrazo y col., (1987) 
Drucker-Colín y col., (1988) 
México 

Primer trasplante de médula suprarrenal implantada con éxito en 
pacientes con EP. Mejoría marcada de los trastornos motores por 1 año 

Hurtig y col., (1989) USA Análisis postmortem de un paciente con autotrasplante de médula 
suprarrenal 

Kordower y col., (1991) USA Demuestra que las células cromafines sobreviven  después del 
autotrasplante de médula suprarrenal 

López-Lozano y col., (1991) 
España. 

Perfusión de médula suprarrenal implantada en el núcleo caudado de 
pacientes con EP 

Olson y col., (1991) Suecia Infusión intraperitoneal de NGF y autotrasplante de médula suprarrenal 
en paciente con EP (1 año) 

López-Lozano y col., (1992) 
España 

Autotrasplante intraestriatal de co-cultivo de médula suprarrenal con 
nervio periférico en pacientes con EP 

Goetz (1992) USA Mejoría de los trastornos motores a largo tiempo (4 años) después del 
trasplante de médula suprarrenal 

Drucker-Colín y col., (1999) 
México 

Mejoría de los trastornos motores en una paciente implantada mediante 
cirugía estereotáxica de células cromafines diferenciadas en cultivo con 
campos magnéticos (7 meses) y seguimiento con tomografía por 
emisión de positrones (PET-scan). 

II. Tejido Fetal 
 

 
 

Madrazo y col., (1990) México Mejoría de los trastornos motores y descenso en la dosis de L-DOPA en 
7 pacientes con microcirugía unilateral (6-19 meses) 

Lindvall y col., (1990) Suecia Mejoría marcada de los trastornos motores en 2 pacientes con implante 
bilateral mediante cirugía estereotáxica (22-24 meses) 

Sawle y col., (1992) Suecia Estudio con PET-scan en 2 pacientes con trasplante de neuronas 
dopaminérgicas implantadas en el putamen 

Freed y col., (1992) USA Mejoría a largo plazo de los trastornos motores y reducción de los 
requerimientos de L-DOPA en pacientes con EP severa, después del 
implante de tejido embrionario mesencefálico  (5-45 meses) 

Deacon y col., (1997) USA Xenotrasplante de neuronas dopaminérgicas fetales de cerdo 
implantadas en pacientes con EP (7 meses) 

López-Lozano y col., (1997) 
España 

Mejoría a largo plazo de 10 pacientes con implante fetal de mesencéfalo 
ventral (5 años) 

III. Otros tejidos 

 

 
 

Itakura y col., (1997) Japón  Autotrasplante de ganglio simpático en 35 pacientes con EP. Mejoría en 
los trastornos motores (3 años) 

Freed y col., (2001) USA Primer estudio doble ciego, utilizando placebo versus tejido 
dopaminérgico fetal en 20 pacientes. Mejoría de los trastornos motores 
(1 año) 
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TRASPLANTE DE TEJIDO FETAL 

 

Las técnicas utilizadas para el trasplante de tejido fetal son: microcirugía abierta  y 

cirugía estereotáxica (Madrazo y col., 1990; Freed y col., 1990, 1992; Hitchcock y col., 

1990; Lindvall y col., 1990). El tejido fetal en todos los casos se ha obtenido de abortos 

electivos. Estos estudios han mostrado que las células fetales implantadas en el cerebro de 

pacientes con EP sobreviven y maduran 8 años después de la cirugía, ayudando a mejorar el 

temblor debilitante de la enfermedad [ver tabla II].  

 

A pesar de la mejoría funcional observada con trasplante fetal, el uso en humanos de 

tejido nervioso embrionario crea varios problemas, en particular, la dificultad para adquirir 

tejido suficiente para el implante [6-12 fetos por paciente], así como todos los problemas 

éticos asociados con el uso de tejido fetal humano obtenido de abortos (Barrer, 2002). En la 

mayoría de los países, el uso de este tejido no se permite o existen muchas restricciones.  

 

En resumen, como se observa en la tabla II, desde los reportes mexicanos realizados 

a finales de los años ochenta hasta la fecha, han sido trasplantados aproximadamente unos 

500 pacientes con EP en todo el mundo, y de ellos se ha obtenido un promedio de 30-40% 

de resultados benéficos, el resto ha tenido efectos nulos o una mejoría modesta. Los 

resultados en general sugieren que los trasplantes celulares al sistema nervioso son una 

alternativa en el tratamiento de la EP. Sin embargo, aún es necesario realizar más estudios 
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experimentales y clínicos con el fin de ensayar nuevas técnica de trasplante y/o de tipos 

celulares a implantar para lograr una mejor recuperación clínica.  

 

CÉLULAS CROMAFINES COMO MATERIAL DE TRASPLANTE 

 

Con base en estos resultados, se continúan desarrollando métodos para que las 

células de la médula suprarrenal se utilicen como una fuente de células dopaminérgicas 

(Date, 1996; Drucker-Colín y col., 1999). Algunas de estas estrategias, van dirigidas a 

incrementar la sobrevida del implante proporcionando factores de crecimiento y/o 

realizando co-transplantes con tejidos que proporcionen factores tróficos (Date, 1996).  

 

Respecto a las células cromafines [CCs] presentes en la médula de la glándula 

suprarrenal, se conoce que poseen la capacidad de diferenciarse in vitro en células tipo 

neuronal conservando su naturaleza catecolaminérgica (Unsicker y col., 1978; 1984). Esta 

diferenciación se incrementa cuando se cultivan en presencia de factor de crecimiento 

neuronal [NGF] (Tischler y col., 1982). Además, se ha reportado que otros procedimientos 

inducen efectos similares a los observados con NGF (Robinson, 1985). La estimulación con 

campos magnéticos de extrema baja frecuencia [CM-EBF, <100 Hz; Lacy-Hulbert y col., 

1998] también induce la diferenciación neuronal de las CCs (Drucker-Colín y col., 1994). 

Las CCs tratadas con CM-EBF presentan extensiones neuríticas con varicosidades y 

numerosos neurotúbulos (Feria-Velasco y col., 1998). 
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Los niveles de catecolaminas determinados por cromatografía líquida de alta 

resolución [HPLC] in vitro muestran que las CCs tratadas con CM-EBF liberan más 

dopamina que las no tratadas, las CCs no tratadas liberan más adrenalina, en ambos casos la 

liberación de noradrenalina no cambió (Verdugo-Díaz y col., 1998). La entrada de Ca2+ a 

través de canales voltaje dependientes tipo-L, es responsable del crecimiento de los 

procesos neuríticos mediados por CM-EBF (Morgado-Valle y col., 1998), lo cual se 

demostró al inhibir su desarrollo con nifedipina [bloqueador específico de los canales tipo-

L de Ca2+], mientras que la administración de Bay K-8644 [agonista  de los canales tipo-L 

de Ca2+] incrementó el porcentaje de células tipo neuronal, además de aumentar la longitud 

de las extensiones neuríticas en presencia de CM-EBF. 

 

La capacidad de las CCs para diferenciarse en células tipo neuronal al ser expuestas 

a CM-EBF, se ha demostrado en CCs de ratas recién nacidas (Drucker-Colín y col., 1994),  

y en CCs humanas (Drucker-Colín y col., 1999). Con base en estos conocimientos, se 

indujo la diferenciación de CCs de ratas con CM-EBF y posteriormente, se implantaron en 

ratas con lesión unilateral de la vía nigroestriatal, observándose una disminución en la 

asimetría motora inducida por la lesión (Drucker-Colín y col., 1994).  

 

Por otro lado, la eficacia de las CCs diferenciadas con CM-EBF se ha probado 

recientemente en una paciente con EP (Drucker-Colín y col., 1999). En este estudio, el 

tejido suprarrenal se obtuvo de un donador cadavérico de 14 años, las CCs se cultivaron y 

estimularon durante 10 días con CM-EBF. Posteriormente, las células diferenciadas se 

resuspendieron e implantaron utilizando cirugía estereotáxica en la cabeza del núcleo 
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caudado de la paciente. Posterior al trasplante, se observaron cambios motores 

significativos sobre todo en el temblor y la rigidez, así como una reducción en una tercera 

parte de la administración de L-DOPA. También se realizó el seguimiento con tomografía 

por emisión de positrones [PET-Scan] antes y 7 meses después del trasplante. Este estudio 

reveló un incremento en los receptores tipo D2 a dopamina y en el metabolismo de la 

glucosa después del trasplante. En conclusión, este estudio preliminar sugiere que las CCs 

diferenciadas con CM-EBF, pueden ser utilizadas como material de trasplante en pacientes 

con EP. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Observaciones preliminares de nuestro laboratorio, nos permitieron determinar que 

la EMT [0.7 mTeslas, 60 Hz] es capaz de inducir la neurogenización in vivo de CCs 

trasplantadas intracerebralmente en ratas con lesión unilateral de la SNc por efecto de la 

microinyección estereotáxica de 6-OHDA (Datos no publicados). Luego de dos meses, la 

EMT indujo un fenotipo neuronal en un 30% de las CCs trasplantadas, así como una mayor 

viabilidad en comparación con el grupo que no fue estimulado. 

 

Además, uno de los hallazgos más importantes de este experimento fue la 

observación de células positivas a tirosina hidroxilasa [TH+] en la ZSV de ambos 

ventrículos laterales. Hasta este momento, no se había reportado la presencia de estas 

células en ratas control. La posible migración de las CCs trasplantadas hacia la ZSV, se 

descartó marcándolas antes de ser trasplantadas con Fluoro-Gold. Por lo cual, decidimos 

determinar el efecto de la lesión de la SNc, el trasplante de CCs y/o la EMT en la 

neurogénesis de la ZSV.   
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HIPÓTESIS 

 

 
Las células progenitoras neuronales presentes en la zona subventricular se 

diferencian en neuronas dopaminérgicas in situ en respuesta a la lesión de la sustancia 

nigra, trasplante de células cromafines en el estriado y estimulación magnética transcraneal. 

 

 

OBJETIVOS 

 
1. Determinar el efecto de la EMT sobre las células cromafines trasplantadas. 

2. Establecer el efecto del trasplante de CCs sobre la conducta de giro que presentan 

los animales con lesión unilateral de la SNc. 

3. Determinar el efecto de la EMT sobre la conducta de giro que presentan los 

animales con lesión unilateral de la SNc. 

4. Estudiar el efecto combinado del trasplante de CCs y la EMT sobre la conducta de 

giro que presentan los animales con lesión unilateral de la SNc. 

5. Determinar que tratamiento [lesión de la SNc, trasplante de CCs o EMT] induce la 

expresión de células TH+ en la ZSV. 

6. Establecer si los precursores endógenos que proliferan en la ZSV dan origen a las 

células TH+ que se observan en esta zona. 

7. Determinar si las células TH+ que se observan en la ZSV son neuronas 

dopaminérgicas funcionales: expresan marcadores, liberan dopamina, presentan 

potenciales de acción. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Se utilizaron un total de 186 ratas macho de la cepa Wistar (180-200 g) para este estudio. 

Los animales se mantuvieron en grupos de seis con un ciclo de 12 h de luz y 12 h de 

oscuridad (luz de 7:00 a 19:00 hrs.), con una temperatura constante de 22±1°C. Se 

proporcionó comida y agua ad libitum. Estos animales se dividieron de acuerdo a los 

grupos experimentales que se describiran más adelante.  

 

Todos los animales se trataron de acuerdo con procedimientos aprobados por la Norma 

Oficial Mexicana para el Cuidado de Animales de Experimentación (NOM-062-ZOO-

1999). Se realizaron todos los esfuerzos para prevenir el sufrimiento y reducr al maximo el 

número de los animales utilizados. 

 

LESIÓN DE LA SUSTANCIA NIGRA CON 6-OHDA 

 

Previa anestesia con ketamina-xylazina (87 y 13 mg/kg, respectivamente) y bajo 

condiciones asépticas los animales se colocaron en un aparato de cirugía estereotáxica 

(Kopf Intruments, Tujunca, CA). Se lesionó unilateralmente la SNc mediante la inyección 

intracerebral de 4 μl de 6-Hidroxidopamina (6-OHDA, 2 μg/μl + 0.5% de ácido ascórbico 

en 0.9% de NaCl) según la técnica descrita previamente (Dunnett y col., 1981). Las 

coordenadas estereotáxicas fueron: antero-posterior (AP): -4.8 mm, medio-lateral (ML): -

1.6 mm, dorso-ventral (DV): -8.2 mm. La barra de incisivos se coloco ∼2.4 mm debajo de 

la línea interaural (Paxinos y Watson, 1986).  

 78



PRUEBAS CONDUCTUALES 

 

Para determinar el éxito de la lesión de la SNc y para llevar a cabo la monitorización de los 

efectos funcionales inducidos por el trasplante de CCs y la EMT, se evaluó la actividad 

rotatoria inducida por anfetamina (4 mg/kg de peso, IP). Para determinar esta conducta, los 

animales se colocaron en un rotómetro electrónico y 10 minutos después de recibir la 

anfetamina se cuantificó la conducta de giro [vueltas completas de 360º] durante 90 min. Se 

seleccionaron para el experimento sólo los animales que mostraron más de 500 giros hacia 

el costado ipsilateral a la lesión en el tiempo predeterminado (Björklund y Stenevi, 1979; 

Dunnett y col., 1981).  

 

Las ratas lesionadas se seleccionaron y dividieron en 4 grupos (n=8): Grupo 1 (Lesionado + 

EMT-falsa), Grupo 2 (Lesionado + EMT), Grupo 3 (Lesionado + trasplante de CCs + 

EMT-falsa), Grupo 4 (Lesionado + trasplante de CCs + EMT). Se realizaron evaluaciones 

conductuales cada 15 días en un tiempo de 2 meses después del trasplante y/o inicio de la 

EMT. 

 

OBTENCIÓN Y TRASPLANTE INTRACEREBRAL DE CCs 

 
Ratas recién nacidas de 3 a 5 días (~500 neonatos) se sacrificaron mediante exposición a 

hielo. La médula suprarrenal se obtuvo mediante laparotomía y se colocó en solución salina 

libre de calcio (Sigma) complementada con albúmina de suero bovino (1 mg/ml, BSA; 

Sigma). Los fragmentos se disociaron enzimáticamente en solución salina libre de calcio 

complementada con 2 mg/ml de colagenasa tipo I (Worthington) y 1.5 mg/ml de 
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desoxirribunocleasa tipo II (Sigma) durante 45 minutos a una temperatura de  37° C. 

Posteriormente las células se dispersaron mecánicamente y la suspensión celular se 

centrifugó a 800 rpm, a una temperatura de 20°C durante 10 minutos. Las CCs ya 

disociadas se suspendieron en medio de cultivo (Dulbecco’s modified eagle: DMEM; 

GIBCO), el cual se complementó con 4.5 µg de insulina (Sigma), 100 U/ml de penicilina 

(Sigma), 100 mg/ml de estreptomicina (sigma) y 2.5 mg/ml de fungizone (Gibco) y 

mantuvieron en una incubadora hasta que se requirieron para el trasplante. La viabilidad 

celular se determinó utilizando la tinción de azul de Tripano como método de exclusión.  

 

Los animales receptores se anestesiaron con ketamina-xylazina (87 y 13 mg/kg, 

respectivamente), y se colocaron en el aparato de cirugía estereotáxica (Kopf Intruments, 

Tujunca, CA). Una vez localizadas las coordenadas sobre la superficie del cráneo se utilizó 

un minitaladro para realizar un trepano en el hueso parietal. Las CCs se aspiraron utilizando 

una microcánula (<100 µm), la cual se acopló a una jeringa Hamilton de 25 µl montada en 

un microinyector (KD Scientific). Las coordenadas estereotáxicas para el trasplante fueron: 

AP: 0 mm; ML: -3 mm; DV: -5 mm. La barra de incisivos se coloco ∼2.4 mm debajo de la 

línea interaural (Paxinos y Watson, 1986). El medio de cultivo (DMEM, 4 µl) contiene una 

suspensión de 1 x 106 CCs las cuales fueron inyectadas a una proporción de flujo de 1 

µl/min en la cabeza del núcleo caudado en el lado lesionado del cerebro. Este 

procedimiento permitió depositar la cantidad exacta de CCs en el cerebro del receptor.  
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ESTIMULACIÓN MAGNÉTICA TRANSCRANEAL [EMT] 

 

Los animales se colocaron en cámaras de plástico diseñadas para mantenerlos inmóviles 

mientras reciben la EMT. El estímulo consistió en un campo magnético oscilatorio (60 Hz; 

0.7 mTeslas) aplicado diariamente 2 horas en la mañana y 2 horas por la tarde. Los 

animales no mostraron ninguna señal de incomodidad mientras fueron expuestos a la EMT. 

El tiempo de exposición diaria a EMT se seleccionó en base a resultados previos que 

demostraron la neurogenización de las CCs in vitro (Drucker-Colín et al., 1994). El tiempo 

de exposición in vivo se determinado en base a experimentos preliminares los cuales 

indicaron 60 días de EMT como óptimo (Verdugo-Díaz y Drucker-Colín). En los 

experimentos en los cuales los animales fueron inyectados con BrdU, las ratas fueron 

expuestas sólo durante una semana a EMT. Un par de bobinas Helmholtz (7 cm de 

diámetro) generó los campos magnéticos (se seleccionó este tipo de bobinas para minimizar 

los efectos del campo eléctrico). La exposición de dos horas a EMT generó un incremento 

máximo de 0.5°C de temperatura dentro de la cámara. Las bobinas se colocaron una dorsal 

y otra ventral a la cabeza de la rata, a una distancia de 12 centímetros una respecto a la otra, 

teniendo como punto medio la cabeza del animal. La EMT se empezó a realizar un día 

después del trasplante. Los animales que no fueron expuestos a EMT no se separaron de los 

animales estimulados, ellos se colocaron en las mismas cámaras de plástico a una distancia 

de 1.5 m del grupo que recibía la EMT. 
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INMUNOHISTOQUÍMICA E INMUNOFLUORESCENCIA A TH 

 

Al finalizar las pruebas conductuales (60 días, precedido por 30 días de observación 

después de la lesión con 6-OHDA), los 32 animales (8 por cada grupo experimental) 

recibieron una sobredosis de pentobarbital (100 mg/kg, IP), y posteriormente fueron 

perfundidos con solución salina seguida de paraformaldehído frío (4%). Los cerebros se 

retiraron y colocaron durante 24 hrs en paraformaldehído al 4%, posteriormente se 

resuspendieron en sacarosa al 20% durante 24 hrs. Finalmente, los cerebros se seccionaron 

en cortes coronales (30 μm). Las cortes recibieron un pre-tratamiento de bloqueo con suero 

de caballo, y se incubaron toda la noche a 4oC en buffer de fosfatos (PBS) al cual se le 

adicionó el anticuerpo primario anti-Tirosina Hidroxilasa (Chemicon; dilución 1:2000). 

Posteriormente, los cortes se lavaron con PBS e incubaron en presencia del anticuerpo 

secundario anti-conejo biotinilado (Vector labs, dilución 1:1000) durante 2 hrs. a 

temperatura ambiente. Subsecuentemente, los cortes se lavaron con PBS e incubaron en 

presencia del complejo avidina-biotina-peroxidasa. El revelado de la inmunohistoquímica 

se realizó con diaminobenzidina (DAB) (Hsu et al. 1981); posteriormente los cortes se 

montaron en portaobjetos y observaron en el microscopio óptico. Para la 

inmunofluorescencia a TH, los cortes se incubaron durante 24 hrs en presencia del 

anticuerpo primario anti-conejo dirigido a la enzima tirosina hidroxilasa (Chemicon, 

1:200). Posteriormente los cortes se lavaron con PBS e incubaron durante 2 hrs a 

temperatura ambiente en presencia de Tetrametil Rodamina Isoniacida (TRITC), la cual se 

conjugó con IgG anti-conejo (Vector Labs. Inc., dilución 1:500).  
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Los cerebros de los animales control (ratas no lesionadas) se analizaron también mediante 

inmunohistoquímica a TH. Cuarenta animales adicionales se dividieron en los siguientes 

grupos: Control (n = 8), control + EMT-falsa (n = 8), control + EMT (n = 8), control + 

trasplante de CCs (n = 8), y control + trasplante de CCs + EMT (n = 8). Los datos de estos 

animales aparecen en la Tabla I y se refieren solamente a los primeros cinco grupos 

mencionados como controles. 

 

MARCAJE DE CÉLULAS CROMAFINES CON FLUORO-GOLD 

 

Para determinar si hay o no migración de las CCs trasplantadas, éstas fueron obtenidas 

como previamente se describió y cultivadas según técnica descrita (Drucker-Colín et al., 

1994) en presencia de 1% de Fluoro-Gold (FG, Molecular Probes H-7599) durante dos 

días. Posteriormente, las células se lavaron dos veces con DMEM, recolectaron 

mecánicamente, y trasplantaron en la cabeza del núcleo caudado de 8 animales lesionados 

agrupados de la siguiente forma: Grupo FGA: Lesión + Trasplante de CCs marcadas con FG 

+ EMT-falsa (n = 4); Grupo FGB: Lesión + Trasplante de CCs marcadas con FG + EMT (n 

= 4). Dos meses después de realizado el trasplante de CCs marcadas con FG, todos los 

animales se sacrificaron previa sobredosis de pentobarbital (100 mgkg/1 I.P), para ser  

perfundidos con solución salina seguida de paraformaldehído frio (4%). Los cerebros se 

retiraron y colocaron durante 24 hrs en paraformaldehído (4%), posteriormente se 

suspendieron en sacarosa al 15 % durante 24 hrs. Una vez concluido este proceso los 

cerebros se cortaron en rebanadas de 30 μm y procesaron para inmunofluorescencia a TH.   
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TRANSFECCIÓN DE CCs UTILIZANDO UN VECTOR ADENOVIRAL (AdGFP) 

 

Se han descrito métodos para la construcción de vectores adenovirales con defecto de 

replicación (He, 1998). Estos vectores adenovirales son E1-a, parcialmente E1-b, y E3-

delete, todos ellos basados en el adenovirus humano tipo 5. Se usá un plasmido que 

transporta el gen reportero que expresa la Proteína Fluorescente Verde (GFP) bajo control 

transcripcional pCMV (pAd-Track), para la construcción del vector AdGFP. La 

transfección de las células cromafines con el AdGFP se realizó in vitro en cajas Petri (1 X 

107 células en 25 cm2 ). Veinticuatro horas después de cultivadas, las células se incubaron a 

37°C durante dos horas con medio de cultivo libre de suero (OptiMEM), y se agregó el 

AdGFP a una multiplicidad de infección (MOI) de 5 en 50 µl de OptiMEM.  Después de 

dos horas, las CCs se centrifugaron durante 5 minutos a 800 rpm, esto permitió retirar el 

medio rico en adenovirus y recolectar las células. Posteriormente, las CCs se 

resuspendieron en 1 ml de DMEM complementado con 10% de suero fetal bovino lo cual 

permitió inactivar al AdGFP aun presente. La viabilidad celular se evaluó con azul de 

tripano. Después de la transfección, se lavaron dos veces las células con DMEM, se 

colectaron mecánicamente y trasplantaron en el cerebro de 16 ratas con lesión de la SN, las 

cuales se dividieron de la siguiente forma: Grupo GFPA: Lesión + trasplante de CCs GFP+ 

+ EMT-falsa (n=8); Grupo GFPB: Lesión + trasplante de CCs GFP+ + EMT (n=8). Catorce 

días después, los animales se sacrificaron previa sobredosis de pentobarbital (100 mg/kg 

IP), para ser prefundidos con solución salina seguida de paraformaldehído frío (4%). Los 

cerebros se removieron y colocaron en paraformaldehído durante 24 hrs y posteriormente 
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en sacarosa al 20% otras 24 hrs; finalmente se cortaron en rebanadas de 30 μm y estas 

fueron procesadas para immunofluorescencia a tiroxina hidroxilasa. 

 

ADMINISTRACIÓN IN VIVO DE 5-BROMO-2´-DEOXIURIDINA 

 

Para determinar si células progenitoras de la ZSV proliferan después de los diferentes 

tratamientos, un anticuerpo dirigido contra el análogo de timidina 5-bromo-2´-deoxiuridina 

[BrdU] se utilizó para identificarlas. Un grupo de 32 ratas lesionadas se dividido en 4 

grupos (n=8):  Grupo BrdUA, (Lesionado + EMT-falsa), Grupo BrdUB, (Lesionado + 

EMT), Grupo BrdUC, (Lesionado + trasplante de CCs + EMT-falsa), Grupo BrdUD 

(Lesionado + trasplante de CCs + EMT. Una semana después de la última evaluación 

conductual los animales lesionados se agruparon en los diferentes grupos, los grupos BrdUC 

y BrdUD fueron trasplantados y los grupos BrdUB y BrdUD recibieron EMT. 45 días 

después de haber iniciado los tratamientos, todos los animales se inyectaron dos veces al 

día durante 2 días con BrdU (50 mg/kg IP, disuelto en 0.9% NaCl; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri). 2 semanas después de la última inyección, todos los animales recibieron 

una sobredosis de pentobarbital (100 mg kg/1 IP) al tiempo que fueron prefundidos con 

solución salina seguida de paraformaldehído al 4%. Posteriormente los cerebros fueron 

removidos y procesados para inmunofluorescencia a BrdU, TH, NeuN y GFAP como se 

explica más adelante. 
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INMUNOFLUORESCENCIA PARA BrdU, TH, NeuN Y GFAP 

 

Una vez removidos los cerebros, estos fueron post-fijados en paraformaldehído al 4% 

durante 24 hrs, posteriormente se lavaron con agua desionizada. Una vez lavados se obtuvo 

el segmento correspondiente al estriado y los ventrículos laterales mediante una matriz 

metálica, y este segmento se incluyó en parafina. Una vez parafinados, los segmentos se 

cortaron en secciones utilizando un microtomo en cortes coronales de 10 µm y se colocaron 

en portaobjetos para ser desparafinados. A continuación, los cortes se colocaron en una 

solución 1 N de ácido clorhídrico durante 30 min a 37°C; luego de este procedimiento, se 

lavaron con PBS e hidrataron con una combinación de alcohol + glicina, e inmediatamente 

después se incubaron con una solución de bloqueo (suero de caballo al 1.5%) durante 30 

min. a 4oC. Al finalizar este paso, los cortes se lavaron con PBS e incubaron durante 36 hrs 

a 4oC en PBS (Kit II anti-BrdU, Roche Molecular Biochemicals) al cual se le adicionó el 

anticuerpo monoclonal anti-BrdU (Kit II anti-BrdU de ratón, Roche Molecular 

Biochemicals, dilución 1:50). Después de este tratamieno, los cortes se lavaron con PBS e 

incubaron durante 2 hrs a temperatura ambiente con Isotiocianato Fluoresceínado (FITC) el 

cual se conjugó con el anticuerpo secundario anti-raton (Kit II anti-BrdU, Roche Molecular 

Biochemicals). Se consideraron células positivas a BrdU aquellas en las cuales se observó 

el núcleo redondo u oval fluorescente. Para determinar si las células marcadas con BrdU 

observadas en la ZSV se diferenciaron después de los tratamientos se utilizaron otros 

anticuerpos específicos. Los cortes una vez procesados para BrdU, se incubaron durante 2 

hrs a temperatura ambiente con los anticuerpos primarios anti-tirosina hidroxilasa (anti-TH 

de conejo; Chemicon Temecula, California, dilución 1:1000) o con el antígeno neuronal 

nuclear (anti-NeuN monoclonal de ratón; Chemicon Temecula, California, dilución 1:500). 
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Luego de este procedimiento los cortes se lavaron con PBS. El anticuerpo secundario 

utilizado para visualizar TH o NeuN fue TRITC-conjugado anti-conejo o anti-raton 

respectivamente (Zymed, dilución 1:250). La incubación de los anticuerpos secundarios se 

realizó con solución de bloqueo (BSA 1%) durante 2 hrs a temperatura ambiente. Los 

cortes para el control negativo se trataron igual, sólo que se omitieron los anticuerpos 

primarios. Una vez concluída la técnica de inmunofluorescencia los cortes se cubrieron con 

solución de montaje especial para fluorescencia (DAKO).    

 

MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA 

 

Un microscopio Nikon Diaphot equipado para ver fluorescencia se utilizó para obtener las 

fotografías. Para poder observar las CCs marcadas con Fluoro-Gold, se utilizó un juego de 

filtros de excitación entre 340 y 510 nm de emisión. Para la inmunofluorescencia a TH,  se 

colocaron filtros Nikon para Rodamina (510-560 nm de excitación y 590 nm de emisión). 

Los cortes se examinaron con objetivos de inmersión en aceite (10 X, 0.45 NA, Leitz 

Wetzlar, Alemania, y 60 X, 1.4 NA, Plan Apo, Nikon, Japón), primero mediante 

microscopía de contraste de fases y después con fluorescencia utilizando los filtros 

respectivos para visualizar FG o TH. Las imágenes digitales se obtuvieron alternativamente 

cambiando el CCD de la cámara digital (SenSys 0401E, Photometrics/Roper Scientific,; 

Tucson, AZ, EE.UU.). La iluminación se limitó por una contraventana electrónica (Lambda 

10, Sutter Instruments). Las exposiciones utilizadas se encontraban entre 0.6 y 1.0 s. Las 

imágenes se guardaron en formato TIFF (entre 8 y 16 bits de resolución) y procesadas con 

Metamorph 4.0 (Universal Imaging Corp. West Chester PA, EE.UU).  
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MICROSCOPÍA CONFOCAL 

 

Las fotografías de los cortes cerebrales se obtuvieron mediante la utilización de 

microscopia confocal, la cual utiliza un laser de Ar Kr/Ar (Bio-Rad MCR 1024), el cual 

examina el sistema a través de un microscopio invertido (Nikon TMD 300). Las fotografías 

se tomaron con objetivos de aceite de inmersión (10 X, 0.45 NA, Leitz-Wetzlar, Alemania 

y 60 X, 1.4 NA, Plan Apo, Nikon, Japón). Para obtener las imágenes de GFP y FITC-

inmunofluorescente (BrdU), las muestras se excitaron con 488 nm y una emisión de luz con 

un filtro de 522/DF32 nm. Para las imágenes de TRITC-inmunofluorescente (TH y NeuN) 

las muestras se excitaron con 568 nm y una emisión de luz con un filtro de 605/DF32 nm. 

Las imágenes de 488 y 568 nm de excitación se obtuvieron utilizando dos canales 

fotomultiplicadores, en algunas ocasiones de forma separada. El procesamiento y análisis 

de las imágenes obtenidas se realizó fuera de la línea con un software escrito por Todd 

Clark Breile (Confocal Assistant 4.02). La composición final de la imagen se realizó con 

Paint Shop Pro 5.0 (Jasc Software Inc) y Microsoft PowerPoint.   
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ANÁLISIS MORFOMÉTRICO 

 

El número de células inmunoreactivas a TH se determinó con un analizador digital de 

imágenes que utiliza el programa analySYS 2.1 (Carl Zeiss Company).  Los cortes se 

examinaron utilizando un microscopio de luz mediante un objetivo 40X, una videocámara 

SONY se acopló al analizador para obtener una última amplificación a 100X. 

 

LIBERACIÓN DE DOPAMINA 

 

Para este estudio, se integraron 5 grupos experimentales. Las ratas con lesión de la SNc se 

seleccionaron y dividieron en 3 grupos (n=8): Grupo 1 (Lesión); Grupo 2 (Lesión + EMT); 

Grupo 3 (Lesión + Trasplante de CCs); Grupo 4 (Lesión + Trasplante de CCs + EMT). 

Adicionalmente, un grupo de ratas no tratadas se mantuvo en paralelo (Control, n=8). Dos 

meses después del trasplante de CCs o del seguimiento análogo, todos los animales 

recibieron una sobredosis de hidrato de cloral al 10%. Posteriormente fueron decapitados y 

sus cerebros removidos rápidamente y mantenidos a - 4°C en líquido cerebroespinal 

artificial [LCEa] perfusado con una mezcla de O2/CO2 [95%, 5% respectivamente]. El 

LCEa contiene (en mM): 125 NaCl, 3 KCl, 25 NaHCO3, 1.25 Na2HPO4, 2 MgCl2, 2 CaCl2, 

25 glucosa. Se ajusto el pH a 7.3 con NaOH, obteniéndose una solución de 300 mOsm/L.  

 

En este medio, los cerebros se colocaron en una matriz para obtener el fragmento 

correspondiente al neoestriado. Bajo las mismas condiciones para mantener el tejido vivo, 

el fragmento se colocó en un vibratomo 3000 (Vibratome company, Saint Louis, MO USA) 

donde se obtuvieron cortes coronales de 300 µm [un promedio de 6 por animal] de acuerdo 
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a la metodología previamente reportada por Wang y col., en el 2003. Las rebanadas se 

colocaron en LCEa oxigenado y a temperatura ambiente. Una hora después se disecó la 

ZSV y el estriado (ambos zonas ipsilaterales a la lesión de la SN y del trasplante)  

utilizando un dispositivo especial para obtener fragmentos de 5 mm de longitud y 3 mm de 

ancho [FIGURA 9 A]. 

 

Los fragmentos de la ZSV y del estriado se transfirieron a recipientes de acrílico con un 

fondo en red el cual se coloca dentro de un tubo Eppendorf de 1 ml y se acopla a un tubo 

para suministrar oxígeno. Este dispositivo se diseñó para facilitar la manipulación y 

exposición de los fragmentos de tejido a las diferentes soluciones del experimento. Por 

periodos de 10 min se detectó la liberación de dopamina en las diferentes condiciones 

experimentales, de acuerdo a lo descrito previamente por Galárraga y col., en 1999. Los 

fragmentos de tejido correspondientes a la SZV y al estriado [FIGURA 9 B,C] se colocaron 

en recipientes separados, uno para cada región. A continuación, se sometieron a las cuatro 

condiciones experimentales.  

 

Los tubos Eppendorf se prepararon de la siguiente forma: Tubo 1, condición control: 200 µl 

de LCEa normal. Tubo 2: condición despolarizante: 200 µl de LCEa con 20 mM de KCl 

adicional (intercambiado por 20 mM de NaCl para mantener osmolaridad). Tubo 3: 

condición deficiente de calcio: 200 µl de LCEa sin CaCl2 mas 20 mM de KCl adicional. 

Tubo 4: condición control: 200 µl de LCEa normal. Todas las soluciones se mantuvieron 

oxigenadas, se ajusto su pH a 7.3 y se conservaron a 300 mOsm/L (Galarraga y col., 1999).  
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Después de la exposición secuencial  de los fragmentos de la ZSV y del estriado, se 

tomaron 20 µl de LCEa de los tubos 1 al 4 para ser analizados en un equipo de HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography). Lo anterior, con el objetivo de detectar la 

concentración de dopamina por volumen. La fase móvil se preparó con 1 litro de agua 

desionizada y filtrada a la cual se le adicionó 12.9 g el ácido cítrico (0.05 M), 4.1 g de 

acetato de sodio (0.05M) y 186 mg de EDTA (0.05 mM). El pH se ajustó a 5.2 con 1 M de 

HClO4. Los 20 µl de cada muestra se colocaron en el equipo utilizando un autoinyector 

[Rheodyne 712S] para su análisis. La detección electroquímica se realizó utilizando un 

detector BAS 4C (EDC) con un electrodo de carbono Ag/AgCl a un voltaje 650 mV. Las 

muestras se analizarón con una tasa de flujo de 1 mL/min a través de una columna 

Spherisorb 150 mmx4.6 mm, ODS-15 µm. Utilizando este procedimiento se detectó una 

espiga, la cual se comparo con un standard externo de dopamina (625 fmol de 3,4-

Hidroxytyramine; Dopamine, Sigma). El standard se corrió antes del análisis de la muestra, 

esto permitió asociar las espigas. Para determinar la concentración de dopamina se utilizo el 

software Unipoint (Gilson, Inc), el cual permitió calcular automáticamente el área bajo la 

espiga detectada por el equipo de HPLC.  

 

ESTUDIO ELECTROFISIOLÓGICO 

 

Para este estudio, se integraron 2 grupos experimentales. Por periodos, se seleccionaron 

ratas con lesión de la SNc (n=30) y se trasplantaron con CCs las cuales se integraron en el 

grupo 1 (Lesión + Trasplante de CCs). Adicionalmente, un grupo de ratas no tratadas se 

mantuvo en paralelo (Control, n=20). Dos meses después del trasplante de CCs, los 

animales recibieron una sobredosis de hidrato de cloral al 10%. Posteriormente, fueron 
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decapitados y sus cerebros removidos rápidamente y mantenidos a -4°C en LCEa 

perfundido con una mezcla de O2/CO2 [95%, 5% respectivamente]. El LCEa contenía (en 

mM): 125 NaCl, 3 KCl, 25 NaHCO3, 1.25 Na2HPO4, 2 MgCl2, 2 CaCl2, 25 glucosa. El pH 

se ajustó a 7.3 con NaOH, obteniéndose una solución de 300 mOsm/L.  

 

Del cerebro se obtuvo un bloque de tejido que se montó en la platina de un vibratomo 

(mod. 3000, Vibratome Company, Saint Louis, MO USA) donde se realizaron cortes 

coronales de 350 µm de espesor conteniendo el neoestriado y la zona subventricular (ZSV). 

De los cerebros de varios animales se obtuvieron rebanadas sagitales conteniendo la 

substancia nigra compacta (SNc) para registrar las neuronas dopaminérgicas contenidas en 

esta zona. Una vez obtenidas, las rebanadas se mantuvieron en LCRa oxigenado a 

temperatura ambiente [~24°C], por al menos una hora antes de iniciar la sesión de registros 

electrofisiológicos.  

 

Posteriormente, una rebanada de tejido cerebral fue transferida a una cámara de registro 

(plexiglass) y perfundida con LCRa a una tasa de 3-4 ml/min a 350 C utilizando un sistema 

de perfusión por gravedad. Las células de la ZSV se identificaron utilizando un sistema de 

microscopía y video en infrarrojo (Eclipse 600NF, Nikon, Japan) equipado con un objetivo 

de inmersión en agua 40X (Nikon, Japan) y una cámara CCD (CCD100S, DAGE.MTI, 

Michigan city, IN, USA). 

 

Registro de célula completa (Whole Cell): Para el registro de las células neuronales se 

utilizó la técnica de célula completa (whole cell) en el modo de current clamp o voltaje-
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clamp utilizando un amplificador Multiclamp 700B (Axon Instruments). La señal fué 

filtrada a 5Hz y digitalizada utilizando una interfase Digidata 1322A, (Axon Instruments). 

Asimismo, la señal fué monitoreada y almacenada para su posterior análisis mediante una 

computadora personal equipada con el programa pClamp8 (Axon Instruments, Union City, 

CA).  

 

Las células registradas en la ZSV se localizaron debajo de las células ependimales de la 

pared lateral izquierda del ventrículo lateral a no más de 100 µm del borde. Las células 

dopaminérgicas se registraron en la SNc.  

 

 Los microeléctrodos de registro se elaboraron con capilares de borosilicato (Frederick Haer 

& Co, Bowdoinham ME) mediante un estirador de micropipetas horizontal (Sutter 

Instruments CO. P-87) obteniendo una resistencia de 4 a 7 MΩ. Los microelectrodos de 

registro fueron llenados con solución interna la cual consistió (en mM): 119 KMeSO4, 1 

MgCl2, 10 HEPES, 0.5 EGTA, 2 Na2-ATP, 0.7 Na2GTP, biocitina al 0.5%. La solución se 

ajustó a un pH de 7.3 con KOH, y a 280-300 mOsm/L.  

 

En las células de la ZSV que presentaron potenciales de acción se obtuvieron curvas 

intensidad-frecuencia (I-F) a partir de las respuestas de voltaje de la célula registrada en 

fijación de corriente mediante pulsos de corriente despolarizante (2 seg. de duración) que 

incrementaban gradualmente (15mV en cada pulso) hasta alcanzar la frecuencia máxima de 

disparo, partiendo de un potencial de membrana de ≈-70mV. Las curvas intensidad–voltaje 

(I-V) obtenidas de las células de la ZSV se construyeron a partir de las respuestas de las 
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células a la aplicación de pulsos de corriente o comandos de voltaje hiperpolarizantes y 

despolarizantes. Estas curvas I-V se compararon con las obtenidas de las células 

dopaminérgicas registradas en la SNc y se utilizaron los mismos protocolos 

electrofisiológicos. La presencia de corrientes postsinápticas espontáneas (CPSe) se 

examinó en fijación de voltaje a un potencial de mantenimiento de -70 mV. Las CPSe se 

registraron en condiciones control y después de aplicar 4-aminopiridina (4-AP). 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Para el análisis estadístico se utilizo ANOVA y Kruskal Wallis o Friedman (para muestras 

no pareadas o pareadas, respectivamente) para comparar las medias de la liberación de 

dopamina (fmol/20µl) entre los grupos y una prueba post hoc de Tukey o Student-

Newman-Keuls para las comparaciones pareadas. Se fijo a una p < 0.05 como valor 

significativo. 
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RESULTADOS 
 
 
 
Lesión selectiva de las neuronas DA de la SNc por la inyección de 6-OHDA.  
 
 
 

Para inducir la lesión selectiva de las neuronas dopaminérgicas [DA] de la SNc, se 

inyecto unilateralmente mediante cirugía estereotáxica 8μg/4μl de 6-OHDA, según la 

técnica descrita por Dunnett y col., (1981). En un experimento adicional, se decidió 

determinar la lesión de la SNc y el grado de denervación dopaminérgica del estriado 

ipsilateral a la lesión mediante inmunofluorescencia a TH [FIGURA 1].  

 

 

 

 
 
FIGURA 1 | Lesión selectiva de la SNc por la inyección estereotáxica de 6-OHDA. La magnitud 
y especificidad de la lesión con 6-OHDA se puede observar por la pérdida casi completa de las 
neuronas dopaminérgicas de la SNc y la denervación del estriado ipsilateral,  comparado con el lado 
no lesionado 
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Recuperación funcional de la asimetría motora en ratas con lesión de la SNc. 
 
 

Los animales lesionados con 6-OHDA se seleccionaron mediante la cuantificación 

de la conducta rotatoria en respuesta a la administración de D-anfetamina (Ungeistedt y 

Arbuthnott, 1970). Una vez integrados los grupos experimentales, se iniciaron una semana 

después los diferentes tratamientos [EMT y/o trasplante de CCs], posteriormente se evaluó 

la conducta rotatoria a las semanas 2, 4, 6 y 8, para determinar el grado de recuperación. 

 

Como se muestra en la FIGURA 2, los animales con lesión de la sustancia nigra 

[SNc] que no recibieron ningún tratamiento [LESIÓN], mostraron un incremento gradual en 

el número de giros inducido por la inyección de D-anfetamina. Dos meses después, se 

demostró un incremento del 24.4% [p =0.008] en la conducta rotatoria con respecto a la 

determinada al momento de la selección. Se encontró un resultado interesante en el grupo 

de animales con lesión de la SNc que fueron tratados con EMT [LESIÓN + EMT]. En este 

grupo se demostró que el incremento en el número de giros observado en el grupo LESIÓN, 

se previno por completo por efecto de la EMT. Dos meses después, los animales 

presentaron una reducción del 0.7% en la asimetría motora en relación con el resultado 

obtenido al momento de ser seleccionados. Al comparar este efecto con el resultados del 

grupo LESIÓN, se observo una recuperación del 25.1% en la conducta rotatoria inducida por 

la administración de D-anfetamina [p <0.001].  

 

El grupo de animales con lesión de la SNc que recibieron trasplante de CCs [LESIÓN 

+ TRASPLANTE] presentaron una recuperación significativa en la asimetría motora, 38.4% 

menos que la registrada al momento del pre-trasplante [p <0.001]. Dos meses después del 
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implante, este grupo de animales mostró una reducción del 62.8% en la conducta de giro [p 

<0.001] al compararse con el grupo que no recibió ningún tratamiento. Por otro lado, se 

observó una mejoría adicional del 9.3% en la conducta rotatoria [p =0.76] de los animales 

que fueron trasplantados con CCs y expuestos a EMT [LESIÓN + TRASPLANTE + EMT], esto 

en comparación con los animales que solo recibieron el trasplante de CCs. 

 

 

 
 
FIGURA 1 | Recuperación de la conducta rotatoria en respuesta a la EMT y/o trasplante de 
CCs. La gráfica muestra los cambios en el número de giros [aumento o disminución] inducido por 
la administración de D-anfetamina en todos los grupos experimentales antes y después de los 
diferentes tratamientos. n=8 en todos los grupos experimentales. Pre Tx: Pre-Tratamiento. 
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Análisis de los cerebros por inmunofluorescencia a tirosina hidroxilasa 
 

 

Dos meses después de iniciados los diferentes tratamientos y concluidos los estudios 

funcionales, los animales fueron sacrificados y sus cerebros extraídos para su análisis por 

inmunofluorescencia a TH. El examen macroscópico de los cerebros, permitió observar el 

orificio de entrada de la cánula sobre la corteza parietal izquierda de los animales que 

fueron trasplantados. No se observaron procesos infecciosos o lesiones secundarias a la 

cirugía estereotáxica.  

 

 En los 2 grupos experimentales que fueron trasplantados, la inmunoreactividad a 

TH permitió analizar la zona del implante. En el grupo [LESIÓN + TRASPLANTE], se 

observaron aglomerados de CCs [FIGURA 3 A, asteriscos] a lo largo del tracto de la cánula. 

No se observaron CCs más allá de 300 µm. Algunas células dispersas se localizaron cerca 

de la zona de trasplante, encontrándose en ellas un citoplasma claro y un núcleo grande 

[FIGURA 3 A].  Algunas de las células implantadas desarrollaron procesos neuríticos cortos 

[flechas].  Las CCs se localizaron principalmente en el núcleo caudado izquierdo, además 

en la cápsula interna, el globo pálido y en el núcleo accumbens. El número total de CCs fue 

de 565±123 [n=8]. Algunas CCs se encontraron a lo largo del tracto de la cánula, desde la 

corteza hasta el cuerpo calloso, estas células no fueron cuantificadas. 

 

 En el grupo [LESIÓN + TRASPLANTE + EMT], se identificaron dos tipos de células 

[FIGURA 3 C]: CCs redondas con un diámetro de 12 a 15 µm [70%] y células dispersas con 

un soma alargado de 15-20 µm que desarrollaron procesos neuronales los cuales se 
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extienden en el estriado del huésped [30%]. El número total de CCs fue de 1076±141 

[n=8], es decir un 90% más que el grupo que no fue tratado con EMT [p=0.001]. Estas 

células se localizaron principalmente en el núcleo caudado izquierdo, la cápsula interna, el 

globo pálido y el núcleo accumbens. No se observaron CCs más allá de 300 µm del tracto 

de la cánula. 
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FIGURA 3 | Diferenciación de CCs trasplantadas por efecto de la EMT en ratas con lesión de 
la SNc. A: Fotografía obtenida por microscopía confocal del cerebro de una rata con lesión de la 
SNc y trasplante de CCs 60 días después del implante. Numerosas células inmunoreactivas a TH 
pueden observarse en esta zona, algunas células con procesos neuronales cortos [flechas]. B: 
Micrografía confocal de bajo aumento, la cual muestra la zona de trasplante 60 días después de la 
EMT. C: Micrográfia de mayor aumento que muestra dos tipos de células TH+, CCs redondas y 
células con procesos neuronales. D. Micrográfia de mayor aumento que muestra una célula CC 
inmunoreactiva a TH con morfología neuronal. 
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Por otro lado, al encontrar que la EMT previene el incremento de la conducta de 

giro inducida por la administración de D-anfetamina, se planteó la posibilidad de que la 

EMT podría estar restaurando de alguna manera la función dopaminérgica en el estriado 

denervado. 

  

Nuestra primera aproximación, fue realizar inmunofluorescencia a TH en cortes 

coronales seriados de los cerebros de todos los grupos experimentales. Un resultado 

interesante fue que el grupo de animales con LESIÓN + TRASPLANTE + EMT, se encontraron 

células TH+ en la zona subventricular [ZSV] de ambos ventrículos laterales [FIGURA 4 A,B]. 

Con base en este hallazgo, se revisó específicamente la ZSV de los otros grupos. También 

se encontraron estas células en el grupo LESIÓN + TRASPLANTE y LESIÓN + EMT [FIGURA 4 

C,D], incluso en los animales que sólo se lesionaron [FIGURA 4 E]. Sin embargo, no se 

encontraron células TH+ en la ZSV del grupo control [FIGURA 4 F]. La morfología de las 

células TH+ observadas en la ZSV sugiere un fenotipo neuronal [FIGURA 4]. 

 

Las CCs trasplantadas se identificaron claramente por su inmunoreactividad a TH, 

estas se localizaron principalmente dentro del núcleo caudado izquierdo, aunque algunas 

células se encontraron dispersas en núcleos cercanos [FIGURA 3 B]. No se observó 

inmunoreactividad cuando se omitió el anticuerpo primario para TH en todos los grupos 

experimentales [FIGURA 4 G].  
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FIGURA 4 | Tratamientos que inducen la expresión de células TH+ en la zona subventricular. 
Micrográfias obtenidas por microscopia confocal en todos los grupos experimentales. A: Ventrículo 
lateral izquierdo de una rata con lesión de la SNc, trasplante de CCs y EMT. Numerosas células 
TH+ pueden observarse alineadas delimitando el ventrículo lateral. B: Micrográfia de mayor 
aumento del área delimitada por el recuadro en A, se puede observar varias capas de células TH+ en 
la ZSV, algunas de ellas con morfología neuronal. C: Células TH+ en la ZSV de una rata con lesión 
de la SNc + trasplante de CCs. D: Micrografía confocal de la ZSV izquierda de una rata con lesión 
de la SNc + EMT, en ella se observan células TH+. E: Parte del ventrículo lateral de una rata con 
lesión de la SNc, se observan muy pocas células TH+. F: No se observan células TH+ en los 
animales control, solo se observa la inmnunoreactividad de las terminales dopaminérgicas en el 
estriado. G: Micrografía del ventrículo lateral izquierdo de una rata con lesión de la SN, trasplante 
de CCs y EMT, en este caso se omitió el anticuerpo primario para TH. Escala: A = 400 µm, B-F = 
100 µm. 

 
 

 

En la TABLA I se muestra el número de células TH+ observado en la ZSV de todos 

los grupos experimentales. La lesión de la SNc estimuló la expresión de un número 

reducido de células TH+, este número se incrementó en los animales que además de la 

lesión de la SNc recibieron EMT. Las células TH+ están presentes en mayor número en los 

animales lesionados + trasplante, y lesionados + trasplante + EMT. En general hubo más 

células TH+ en la ZSV del ventrículo izquierdo [ipsilateral a la lesión] que en la ZSV 
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derecha [contralateral a la lesión], aunque no hay ninguna diferencia significativa entre 

ambos ventrículos. Además, se realizaron grupos control con el objetivo de determinar si el 

trasplante o la EMT inducían la expresión de las células TH+ en la ZSV. En estos grupos se 

encontró un menor número de células [TABLA I]. Dado que no hay diferencias significativas 

en el número de células TH+ localizadas en la ZSV de ambos ventrículos laterales y la 

distancia entre el sitio de trasplante y estos es considerable, se sugiere que las células TH+ 

observadas en la ZSV no tienen su origen a partir de las CCs trasplantadas.  

 

 
TABLA I.   NÚMERO DE CÉLULAS TH+ CUANTIFICADAS EN 500 µm DE EXTENSIÓN VERTICAL 

EN LA ZSV A NIVEL DEL ESTRIADO DE TODOS LOS GRUPOS EXPERIMENTALES 
 
 

 

GRUPOS EXPERIMENTALES Ventrículo ipsilateral a 
la lesión/trasplante 

Ventrículo contralateal a la 
lesión/trasplante 

 
CONTROL - - 
CONTROL + EMT-FALSA - - 
CONTROL + EMT 85.0 ± 6.9 66.9 ± 4.9 
CONTROL + TX 114.1 ± 8.7 117.3 ±7.3 
CONTROL + TX + EMT 185.2  ± 14.2 165.3 ± 8.0 
LESIÓN + EMT 105.7 ± 7.5 112.4 ± 6.9 
LESIÓN + EMT 142.7 ± 8.5 136.4 ± 9.1 
LESIÓN + TX + EMT 241.3 ± 15.1 ** 238.0 ± 12.6 ** 
LESIÓN + TX + EMT 289.3 ± 19.5 * 268.2 ± 17.0 * 

 

EMT= Estimulación Magnética Transcraneal; TX = transplante. 
*  p  < 0.01 diferencia estadística vs todos los grupos excepto vs el grupo Lesión + TX.   
** p  <  0.05 vs todos los grupos.   
n = 8 en todos los grupos. 
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Trasplante de células cromafines marcadas con Fluoro-Gold  y GFP 

 

Para descartar la posible migración de las CCs hacía la ZSV, éstas fueron marcadas 

Fluoro-Gold [FG] antes de ser trasplantadas con. Dos meses después de su trasplante en la 

cabeza del núcleo caudado en ratas con lesión de la SNc y de la exposición o no a la EMT, 

se realizo inmunofluorescencia a TH. Posteriormente, con microscopia de fluorescencia se 

pudo identificar la presencia de las CCs marcadas con FG en el sitio de trasplante y en la 

periferia de éste [FIGURA 5 A]. La mayoría de las células trasplantadas fueron TH+ [FIGURA 

5 B]. Sin embargo, no se observaron células marcadas con FG en la ZSV de ambos 

ventrículos laterales [FIGURA 5 B]. Con base en reportes, que indican que el marcaje con FG 

compromete la viabilidad celular (Garred et al, 1991), y por la probabilidad que el FG 

liberado marque otras células cerca del área de trasplante, se realizó un experimento 

adicional utilizando un procedimiento de marcaje diferente basado en la expresión de la 

proteína fluorescente verde [GFP]. Un mes después del trasplante, se realizo 

inmunofluorescencia a TH. La mayoría de las células marcadas con GFP en la zona de 

trasplante fueron positivas a TH [FIGURA 5 C, D]. No se encontraron células GFP cerca de 

los ventrículos laterales o en la ZSV [FIGURA 5 F], aunque se observaron células TH+ en la 

ZSV de ambos ventrículos laterales en los animales trasplantados y expuestos a EMT 

[FIGURA 5 E]. Estos resultados sustentaron la idea de que las células TH+ observadas en la 

ZSV no tienen su origen a partir de las CCs trasplantadas. Es probable que estas células 

tengan su origen a partir de células progenitoras neuronales [CPN] presentes en la ZSV, las 

cuales se diferenciaron in situ en células TH+ por efecto de los diferentes tratamientos.  
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FIGURA 5 | Distribución de las células cromafines trasplantadas marcadas con FG y GFP. 
A,B: Micrografía compuesta de baja amplificación tomada por microscopía de fluorescencia de la 
misma sección coronal del cerebro de una rata con lesión de la SNc, dos meses después del 
trasplante de CCs marcadas con Fluoro-Gold [FG] y el tratamiento con EMT. A: Inmunoreactividad 
a TH. B: Fluorescencia a FG. Se localizaron células TH+ en la zona de trasplante y en la ZSV del 
ventrículo ipsilateral a la lesión, las células marcadas con FG solo se localizaron en el sitio de 
trasplante. C,D: Micrografía compuestas de baja amplificación tomada por microscopia confocal de 
la misma sección coronal del cerebro de una rata con lesión de la SNc, un mes  después del 
trasplante de CCs [GFP+] y EMT. C: Inmunofluorescencia a TH. D: Fluorescencia a GFP. La 
mayoría de las CCs trasplantadas fueron positivas a TH y GFP. Esto se puede distinguir claramente 
en las micrografías de mayor aumento obtenidas en las áreas de trasplante marcadas por los 
recuadros correspondientes [G y H]. E: Inmunoreactividad a TH, F: Fluorescencia a GFP del mismo 
campo mostrado en E, en estas imágenes, puede verse que células TH+ localizadas en la ZSV no 
fueron GFP+. 
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Caracterización de las células TH+ de la ZSV 
 

Teniendo como antecedente el hallazgo de las células TH+ en una de las áreas con 

mayor actividad neurogénica, como lo es la zona subventricular [ZSV], se decidió 

determinar si las células progenitoras neuronales [CPN] que proliferan en la ZSV, se 

diferencian in situ en células TH+ en respuesta a los diferentes tratamientos. 

 

Para confirmar nuestra hipótesis, se integraron nuevamente los diferentes grupos 

experimentales (n=8): [Grupo 1: Lesión; Grupo 2: Lesión + EMT; Grupo 3: Lesión + 

Trasplante; Grupo 4: Lesión + Trasplante + EMT]. Una semana después, los animales del 

grupo 3 y 4 se trasplantaron con CCs, y un día después en los grupos 2 y 4 se inicio la 

estimulación magnética transcraneal [EMT]. Todos los grupos experimentales se inyectaron 

con un análogo de timidina [5-bromo-2´-deoxiuridina: BrdU; 50 mg/kg i.p, cada 12 hrs] los 

días 45 y 46 después de iniciados los tratamientos. Quince días después, se sacrificaron 

todos los animales y sus cerebros se seccionaron para determinar la incorporación de BrdU 

mediante un anticuerpo dirigido contra éste.  

 

Inmunoreactividad a BrdU y TH 

 

En ratas con lesión de la SNc que no recibieron ningún tratamiento, se observaron 

pocas células positivas a BrdU en la ZSV en relación al control. Cuando se examinaron los 

ventrículos laterales en los animales con lesión de la SNc que recibieron trasplante y/o 

EMT, se observó un incremento significativo en el número de células positivas a BrdU en 
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ambos ventrículos laterales. La proliferación celular se identificó por los núcleos positivos 

a BrdU presentes en la ZSV, teniendo como control positivo los observados en los plexos 

coroideos. Además, también se observaron células positivas a BrdU en el cuerpo calloso y 

en la extensión rostral de la ZSV, es decir, la vía migratoria rostral [VMR] al bulbo 

olfatorio (Peretto et al., 1999). Esto indica, que una gran cantidad de CPN presentes en la 

ZSV incorporaron BrdU en la fase S del ciclo celular.  

 

De las células TH+ observadas en la ZSV, muy pocas fueron BrdU+. La mayoría de 

estas células doblemente marcadas, se localizaron en la ZSV, muy pocas en el estriado 

adyacente a la pared del ventrículo [FIGURA 6]. Recordemos que la BrdU sólo estuvo 

disponible durante 2 días de los 60 días que duró el experimento, y que seguramente las 

células TH+ se están generando durante todo este tiempo. 

 

Este resultado indica que algunas células TH+ observadas en la ZSV pudieran 

derivar de las CPN que proliferan en esta zona, las cuales se diferencian in situ, 

seguramente como respuesta a señales del estriado denervado y/o al trasplante de CCs. La 

EMT tiene efectos adicionales en la proliferación y diferenciación, mismos que están 

siendo determinados en este momento. 
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FIGURA 6 | Nuevas  células  TH+ en la zona subventricular. Micrografías obtenidas por 
microscopía confocal de una parte del ventrículo lateral izquierdo del cerebro de una rata con lesión 
de la SNc, trasplante de CCs y EMT. A: núcleos BrdU+. B: células TH+. C. Figura compuesta que 
resulta al unir la figura A con la B. Los núcleos BrdU+ predominan en la ZSV, Algunas células de 
reciente formación expresan también TH, lo cual confirma la hipótesis de que las células TH+ 
observadas en la ZSV, tienen su origen a partir de CPN presentes en esta zona. 
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Inmunoreactividad a TH y NeuN 
 

 

Para caracterizar el fenotipo de las células TH+ que se observan en la ZSV en 

respuesta a los diferentes tratamientos, se realizó doble inmunofluorescencia con TH y un 

anticuerpo anti-NeuN [marcador específico de neuronas] el cual se asocia a proteínas 

nucleares reguladas durante el desarrollo y terminación del ciclo celular  (Mullen y col.,  

1992). Los resultados mostraron dos tipos de células TH: células TH+/NeuN+, indicando 

que son neuronas maduras [FIGURA 7] y células TH+/NeuN-, posiblemente en proceso de 

diferenciación.   
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FIGURA 7 | Nuevas  neuronas TH+ en la zona subventricular. Micrografía obtenida por 
microscopía confocal de una parte del ventrículo lateral izquierdo del cerebro de una rata con lesión 
de la SN, trasplante de CCs y EMT. A: Núcleos NeuN+. B: células TH+. C. Figura compuesta 
resultado de unir la figura A con la B. Los núcleos NeuN+ predominan en el estriado, en la ZSV se 
observan dos poblaciones celulares, células TH+/NeuN+ [flechas] y TH+/NeuN- [asteriscos]. 
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Inmunoreactividad a TH y GFAP 

 
 

Como parte de la estrategia para caracterizar el fenotipo de las células TH+ 

observadas en la ZSV dos meses después de los diferentes tratamientos, se decidió utilizar 

un marcador específico de células glíales, la GFAP [Proteína Acídica Glial Fibrilar]. La 

doble inmunoreactividad se realizó en todos los grupos [TH/GFAP]. Como puede 

observarse en la FIGURA 8, ninguna célula TH+ expreso la GFAP, lo cual ratifica su 

fenotipo neuronal.  
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FIGURA 8 | Las células TH+ observadas en la zona subventricular no expresan GFAP. 
Micrografía obtenida por microscopía confocal de una parte del ventrículo lateral izquierdo del 
cerebro de una rata con lesión de la SNc, trasplante de CCs y EMT. A: células GFAP+. B: células 
TH+. C. Figura compuesta que resulta al unir la figura A con la B. Como puede observarse, ninguna 
célula TH+ expresa GFAP, lo cual descarta que se trate de células glíales. 
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Caracterización funcional de las células TH+ de la zona subventricular 
 
 

Propiedades bioquímicas  

 

Para determinar si las células TH+ que se observan en la zona subventricular [ZSV] 

presentan características de neuronas dopaminérgicas, se midió la liberación de dopamina 

en cortes seriados de esta zona. Como control del experimento, se utilizaron fragmentos 

proporcionales del estriado. 

 

La microfotografía de la FIGURA 9 A muestra un corte coronal de 300 µm del 

cerebro de una rata control. En este corte se pueden observar diferentes estructuras, entre 

ellas: los ventrículos laterales, el estriado, el septum y el cuerpo calloso. La ZSV y un 

fragmento del estriado están delimitados por la línea roja. Estos fragmentos se disecaron 

para determinar la liberación de dopamina en todos los grupos experimentales [FIGURA 9 B 

y C]. 

 

La FIGURA 9 D muestra la liberación basal [liberación espontánea] e inducida [liberación 

por despolarización con KCl] de dopamina, la cual se obtuvo de los fragmentos del estriado 

en el grupo control. La primera barra representa la liberación basal [barra azul izquierda]. 

La barra roja muestra la liberación de dopamina inducida por 20 mM de KCl, y se puede 

observar que al inducirse la despolarización se incrementa la liberación de dopamina un 

55% [p <0.001]. Sin embargo, en la barra verde se observa que en ausencia de Ca2+, el 

estímulo con 20 mM de KCl solo induce una liberación del 19% [p <0.001]. La 

concentración de dopamina liberada, se recuperó parcialmente al regresar los fragmentos 

 110



del estriado a la condición basal [barra azul derecha]. Estos datos son equivalentes a los 

reportados en la liberación Ca2+-dependiente de acetilcolina en el estriado normal (Galaraga 

y col., 1999). Cabe mencionar que utilizamos la misma metodología. 

 

En el estriado ipsilateral a la lesión de la SNc, puede observarse un déficit de 

dopamina del 70% en la liberación basal y 73% en la liberación inducida, en comparación 

con el estriado normal [FIGURA 9 E, p <0.004 en ambos casos]. Sin embargo, aún con el 

estriado denervado se observó que la despolarización indujo un incremento del 64% en la 

liberación de dopamina respecto a la basal [FIGURA 9 E, barra roja]. También se puede 

observar una reducción significativa del 77% en la liberación de dopamina inducida por 

despolarización en ausencia de Ca2+ [FIGURA 9 E, barra azul]. 

 

Una vez que se estandarizó la metodología, se determinó la liberación de dopamina 

en la ZSV en los diferentes grupos experimentales. En la FIGURA 9 F, se puede observar que 

la liberación de dopamina se redujo un 80% en el estriado lesionado al compararse con el 

estriado control [p <0.001]. Nuestros resultados están en relación con los reportes 

anatómicos, los cuales indican que la inervación dopaminérgica de la ZSV es menor en 

comparación a la mayor densidad que se observa en el estriado (Hoglinger y col., 2004). A 

pesar de esta reducción, la liberación de dopamina determinada en la ZSV, conserva los 

mismos patrones observados en el estriado. Así, la despolarización inducida por KCl 

aumentó un 60% la liberación de dopamina [p <0.003] y se redujo en un ~87% en ausencia 

de Ca2+ externo [p <0.001] (FIGURA 9 F).  
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FIGURA 9 | Concentración de dopamina en el estriado y en la zona subventricular. A: Corte 
coronal del cerebro de una rata control. La ZSV  [B] y un fragmento del estriado [C] están 
delimitados por la línea roja. Estos fragmentos se disecaron secuencialmente para determinar la 
liberación de dopamina en todos los grupos experimentales. D-E: Concentración de dopamina en el 
estriado. F-J: Concentración de dopamina en la ZSV. 
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En la FIGURA 9 G podemos observar que en la ZSV ipsilateral a la lesión de la SNc, 

la liberación de dopamina [basal e inducida] se redujo significativamente [p <0.001]. En el 

grupo LESION + EMT, no se observaron diferencias significativas al compararse con el grupo 

lesionado [FIGURA 9 H]. Un resultado interesante se presentó cuando determinamos la 

liberación de dopamina en los fragmentos de la ZSV de los animales con lesión de la SNc 

que recibieron trasplante de células cromafines [FIGURA 9 I]. En este grupo, la 

concentración basal de dopamina se incrementó en un 18% [p <0.04] y en un 27% 

[p<0.001] al inducirse la liberación por despolarización, esto es comparado con los 

resultados obtenidos en el grupo control. Al determinarse la liberación de dopamina en 

ausencia Ca2+ externo, se observó una reducción del 85% [p<0.001]. Estos resultados 

sugieren que las células TH+ que observamos en la ZSV [FIGURA 3], las cuales se generan 

en respuesta a los diferentes tratamientos, pueden ser las responsables del incremento 

observado en la liberación de dopamina. No se encontraron diferencias significativas en la 

concentración de dopamina determinada en el grupo LESION + TRASPLANTE + EMT, esto al 

compararse con el grupo LESION + TRASPLANTE [FIGURA 9 J]. 
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Propiedades electrofisiológicas  

 

Con el objetivo de obtener una mayor probabilidad de registrar una célula 

inmunoreactiva a TH en la ZSV, el estudio electrofisiológico se realizó en ratas con lesión 

de la SNc que recibieron trasplante de células cromafines. En este grupo experimental se 

cuantificaron 241.3 ± 15.1células TH+ en 500µm de extensión vertical de la ZSV (Arias-

Carrión y col., 2004). Dos meses después del trasplante, los animales se sacrificaron por 

decapitación y se obtuvieron cortes coronales seriados de su cerebro [FIGURA 9 A]. Las 

rebanadas obtenidas contienen los ventrículos laterales, el estriado ipsilateral a la lesión de 

la SNc, así como la zona de trasplante. Todos los registros se realizaron en la ZSV 

ipsilateral a la lesión. El grupo control se registró bajo las mismas condiciones, en este 

grupo también se realizaron registros en la SNc. 

   

Bajo estas condiciones, se logró registrar un total de 87 células en la ZSV. Durante 

el protocolo de registro, la célula se marcó para su identificación con biocitina. Una vez 

concluido el registro, la rebanada se fijó con paraformaldehído al 4% y posteriormente se 

procesó para inmunofluorescencia a TH. Los resultados mostraron que ~54% de las células 

registradas fueron TH+ [n = 47/87]. De las 47 células TH+ registradas en la ZSV, solo 5 

presentaron potenciales de acción [~11%]. Por otro lado, de las 42 células registradas que 

no fueron inmunoreactivas a TH, 8 presentaron potenciales de acción (datos no mostrados). 

Además se registraron 30 células en el grupo control y no se encontró inmunoreactividad a 

TH, ni se registraron potenciales de acción.   
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La FIGURA 10 muestra las microfotografías obtenidas por microscopía confocal 

después del registro. En ellas puede observarse el ventrículo lateral, la zona subventricular 

y el estriado ipsilateral a la lesión de la SNc. La FIGURA 10 A, identifica la célula registrada 

marcada con biocitina [asterisco]. La FIGURA 10 B muestra la inmunoreactividad a TH en el 

mismo campo; en ella pueden observarse cuatro células TH+. La superposición de las 

microfotografías demuestra que la célula registrada no es TH+ [FIGURA 10 C]. La FIGURA 10 

D muestra que la célula TH- registrada en la ZSV no presentó potenciales de acción al 

inducirse la despolarización. Al inyectarse una mayor corriente despolarizante, sólo se 

observó una espiga rudimentaria al principio del pulso [flecha].  

 

Estos registros electrofisiológicos obtenidos en la ZSV son iguales a los reportados 

en células progenitoras neuronales y neuroblastos presentes en la ZSV y en la vía 

migratoria rostral [VMR] de animales control (Wang y col., 2003; Belluzzi y col., 2003). 
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FIGURA 10 | Propiedades electrofisiológicas de las células registradas en la ZSV que no fueron 
inmunoreactivas a TH. A-C: Micrografía confocal obtenida de una rata con lesión de la SNc y 
trasplante de CC. A: Células registrada marcada con biocitina. B: inmunoreactividad a TH. C. la 
superposición de las microfotografías demuestra que la célula registrada no es TH+. D: la célula TH- 
registrada en la ZSV no presento potenciales de acción al inducirse la despolarización. Al inyectarse 
una mayor corriente despolarizante, solo se observo una espiga rudimentaria al principio del pulso 
[flecha].  
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Algunas células TH+ registradas en la ZSV presentaron potenciales de acción 
 

 

Como ya se comentó, sólo un 11% de las células TH+ registradas en la ZSV 

[n=5/47] presentaron potenciales de acción. Un ejemplo se muestra en la FIGURA 11. Las 

microfotografias obtenidas por microscopía confocal muestran que la célula marcada con 

biocitina es también una célula TH+. La FIGURA 11 D muestra que la inyección de un pulso 

despolarizante indujo potenciales de acción de forma regular y de frecuencia baja [<10 Hz], 

así como una deflexión tiempo-dependiente [sag] al hiperpolarizarse la membrana [flecha]. 

Las células TH+ registradas en la ZSV presentaron potenciales de acción a intervalos 

regulares, posteriormente se presentó una despolarización pequeña como resultado de la 

corriente actual [FIGURA 11 A], con un umbral de alrededor de -40±4 mV [n=5]. Al final del 

registro del potencial de acción se observó una hiperpolarización de la membrana [AHPs] 

con una amplitud máxima de 21±2.3 mV (n=4) y 100-500 ms de duración. Estos AHPs son 

bifásicos, de inicio breve, con un  componente creciente rápido, seguido por otro duradero 

de componente lento [FIGURA 11 A]. Estas propiedades electrofisiológicas, son similares a 

las reportadas en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta [SNc] 

(Grace y Bunney, 1983a, 1983b, 1984a, 1984b; Grace y Onn, 1989; Tepper y col., 1987). 

Las células TH+ observadas en la ZSV también presentaron una deflexión característica en 

la fase creciente del potencial de acción [FIGURA 11 B]. La FIGURA 11 C ilustra un registro 

realizado en una neurona dopaminérgica de la SNc, en el cual puede observare una 

deflexión similar [flecha], que en este caso, es el resultado de un retraso entre la activación 

de un segmento proximal de la neurona y el inicio del potencial de acción somato-

dendrítico (Grace y Bunney, 1983b).  
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FIGURA 10 | Propiedades electrofisiológicas de las células TH+ registradas en la ZSV en ratas 
con lesión de la SNc y trasplante de células cromafines. A: célula marcada con biocitina. B: 
Inmunoreactividad a TH. C: La superposición de las micrográficas demuestra que la célula 
registrada es TH+ [*]. D: potenciales de acción regulares y de baja frecuencia registrados en esta 
celula. Además, se observaron propiedades electrofisiológicas presentes en las neuronas 
dopaminérgicas de la SNc, como una deflexión tiempo-dependiente [sag] al hiperpolarizarse la 
membrana [flecha]. 
 

 

 117



CCÉÉLLUULLAA  TTHH  [[++]]  EENN  LLAA  ZZSSVV  

CCÉÉLLUULLAA  TTHH  [[++]]  EENN LLAA ZZSSVV NNEEUURROONNAA DDAA EENN LLAA SSNNcc  

A 

B C 

 

 

FIGURA 11 | Comparación de los potenciales de acción obtenidos en células TH+ de la ZSV y 
neuronas dopaminérgicas de la SNc. A: registro obtenido por fijación de corriente en una célula 
TH+ de la ZSV. Se muestran potenciales de acción regulares en respuesta a la inyección de 
pequeños pulsos despolarizantes. Los intervalos inter-espiga muestran corrientes hiperpolarizantes 
duraderas [flecha]. B: potencial de acción registrado en una célula TH+ de la ZSV. La derivada de 
este registro se muestra debajo. La flecha indica la deflexión en la fase creciente del potencial de 
acción, el cual puede verse claramente en la derivada. C: potencial de acción registrado en una 
neurona dopaminergica de la SNc. Su derivada también se muestra. Note las similitudes entre 
ambos registros, incluso en la deflexión observada en la fase creciente del potencial de acción. 
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Una comparación más detallada de las propiedades electrofisiológicas encontradas 

entre las células TH+ registradas en la ZSV y las neuronas dopaminérgicas de la SNc se 

muestra en FIGURA 12. La columna izquierda [A] ilustra las propiedades de membrana de 

una célula TH+ de la ZSV y la columna derecha [B] ilustra la respuesta de una neurona 

dopaminérgica de la SNc. Las células recibieron pulsos despolarizantes de 2 segundos de 

duración, los cuales se fueron incrementando en intensidad [FIGURA 12 A-C]. Se puede 

observar que una despolarización débil origina trenes de potenciales de acción de baja 

frecuencia, e incluso pueden observarse algunas fallas en el desarrollo del potencial de 

acción [FIGURA 12 A-B]. La despolarización moderada, genera trenes de potenciales de 

acción de mayor frecuencia [FIGURA 12 C]. La frecuencia de disparo se incrementó con 

pulsos de despolarización más fuertes, pero el disparo no se mantuvo hasta el final del 

estímulo [bloqueo de disparo; FIGURA 12 C]. La relación intensidad-frecuencia [I-F] se 

mantuvo en los dos tipos de células como puede observarse en la FIGURA 12 E y J. La 

frecuencia más alta que alcanzaron las células TH+ de la ZSV fue de 8.9±0.9 Hz [n=4]. La 

relación I-F obtenida en la neurona dopaminérgica de la SNc fue muy similar a la célula 

TH+ de la ZSV [FIGURA 12 E y J]. En ambos casos, la frecuencia no fue mayor a ~10 Hz. 

 

Como se mostró anteriormente, las células TH+ de la ZSV presentan una deflexión 

voltaje dependiente [sag] como respuesta a la inyección de corriente hiperpolarizante 

[FIGURA 10 D]. Este sello electrofisiológico también es una característica de las neuronas 

dopaminérgicas (Lacey et al. 1989; Grace y Onn, 1989). La FIGURA 13 A Y E ejemplifica un 

registro de voltaje obtenido en una célula TH+ de la ZSV y una neurona de la SNc como 

respuesta a la despolarización e hiperpolarización. La relajación producida después de la 

inyección de la corriente hiperpolarizante se indica con los asteriscos. La despolarización 
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de rebote después del fin de la hiperpolarización es evidente en ambos registros. 

Posteriormente, las mismas células se registraron con la técnica de fijación de voltaje, 

encontrándose trazos de corriente en respuesta a la corriente despolarizante. La FIGURA 13 B 

ejemplifica trazos de corrientes obtenidos de una célula TH+ de la ZSV en respuesta a 

comandos de voltaje despolarizantes e hiperpolarizantes. La FIGURA 13 F muestra el registro 

obtenido de una neurona dopaminérgica de la SNc. Los pulsos de voltaje despolarizante 

fuera de corriente y los pulsos obtenidos con fijación de corriente, considerando que la 

corriente de inversión se activa lentamente, se desarrolla como respuesta a la corriente 

hiperpolarizante [*]. 

 

En el curso temporal y voltaje dependiente de la corriente de inversión registrada en 

la célula TH+ de la ZSV aparece una corriente catiónica activada por hiperpolarización 

[corriente HCN], la cual se ha caracterizado en neuronas dopaminérgicas y otro tipo de 

neuronas (Mercuri y col., 1995; Watts y col., 1996). Una aplicación de Boltzmann para 

diferenciar la curva IV de la corriente de inversión registrada en células de TH+ de la SVZ 

[FIGURA 13 D] mostró los siguientes parámetros: umbral de voltaje = -74 ± 4.2 mV; voltaje 

de activación; Vhalf = -93 ± 2.8 mV y conductancia de la cresta; Gmax ~18 nS [n=5]. Los 

mismos parámetros se obtuvieron en las neuronas dopaminérgicas de la SNc[FIGURA 13 H]: 

-73 ± 5 MV; -98 ± 6 mV y ~16 nS, respectivamente [n=6]. Se han reportado valores 

similares en otros estudios realizados en neuronas dopaminérgicas de la SNc (Mercuri y 

col., 1995; Whatts y col., 1996).   

 

 120



A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

J 

CCÉÉLLUULLAA  TTHH  [[++]]  EENN  LLAA ZZSSVV NNEEUURROONNAA  DDAA  EENN  LLAA  SSNNcc  

** ** 

* *

 

FIGURA 12 | Relación intensidad-frecuencia entre las células TH+ de la ZSV y las neuronas 
dopaminérgicas de la SNc. A-D: Trazos representativos de los potenciales de acción registrados en 
una célula TH+ de la ZSV en respuesta a 2 sec de corriente despolarizante de intensidad creciente 
[el protocolo de registro se muestra al fondo]. La célula muestra fallas en el desarrollo de los 
potenciales de acción por despolarizaciones débiles [*] y presenta bloqueo de disparo por estímulos 
de mayor intensidad [**]. E. Relación intensidad-frecuencia [IF] obtenida con el registro completo 
de la célula TH+ de la ZSV. F-I: Trazos representativos de los potenciales de acción registrados en 
una neurona dopaminergica de la SNc en respuesta a un protocolo igual al realizado a la célula TH+ 
de la ZSV. La neurona dopaminergica de la SNc también muestra las fallas en el desarrollo de los 
potenciales de acción por despolarizaciones débiles [*], y el bloqueo de disparo en respuesta a 
estimulos de mayor intensidad [**]. J: Relación intensidad-frecuencia de la neurona dopaminérgica 
de la SNc. 
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Es interesante hacer notar que, los registros obtenidos en ambas poblaciones 

celulares son casi indistinguibles. Las diferencias que podemos notar, son una corriente de 

inversión mas grande y una corriente exterior persistente inducida por los comandos de 

despolarización en las neuronas dopaminérgicas de la SNc. Finalmente, en la FIGURA 13 C Y 

G se ilustra la relación corriente-voltaje [curva I-V], obtenida en los registros mostrados en 

la FIGURA 13 A Y E [círculos blancos], y los registros de corriente mostrados en la FIGURA 

13 B Y F [círculos negros]. Nótese la superposición de los datos al momento del potencial de 

reposo de la célula, y las similitudes en la curva I-V en ambos tipos celulares. A partir de 

esta curva I-V, se obtuvo la conductancia recíproca mínima: La media de la resistencia de 

entrada [Rin] determinada en las células TH+ de la ZSV fue de 156 ± 1 MΩ [n=5], 

mientras en las neuronas de la SNc fue de 160 ± 5 MΩ [n=6].   
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FIGURA 13 | Relación corriente-voltaje de las células TH+ de la ZSV y las neuronas 
dopaminérgicas de la SNc. Registros de voltaje obtenidos de una célula TH+ de la ZSV [A] y una 
neurona de la SNc [E], en respuesta a la inyección de corrientes despolarizantes e hiperpolarizantes. 
Los registros se obtuvieron con el protocolo utilizado para la fijación de corriente. B,F: Registros de 
corriente obtenidos en las mismas células mostradas en A y E, en respuesta a cambios 
hiperpolarizanes y despolarizantes de voltaje. El voltaje se fijo a -70 mV. En el curso temporal y 
voltaje dependiente se observa una corriente de inversión. C,G: Muestra la relación corriente-voltaje 
[IV] obtenida de los registros mostrados en A y D, B y F. Los círculos vacíos corresponden a los 
registros de voltaje [A,E], los círculos cerrados a los registros de corriente [B,G]. Se puede observar 
la similitud entre las dos células. D,H: La aplicación de Boltzmann permite diferenciar la curva IV 
de la corriente de inversión registrada. 
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Corrientes sinápticas espontáneas registradas en las células TH+ de la ZSV 
 

 

Con base en los resultados previos, decidimos investigar si las células TH+ 

registradas en la ZSV reciben proyecciones que las integran a la red neuronal del cerebro 

huésped. Para ello, utilizando la técnica de fijación de voltaje se registraron los eventos 

postsinapticos espontáneos. No se observaron corrientes sinápticas espontáneas [con o sin 

4-aminopiridina] en las células registradas en la ZSV que fueron TH- o TH+ que no 

presentaron potenciales de acción [n=7]. Sin embargo, en los registros obtenidos en células 

TH+ registradas en la ZSV  [n=3] las cuales presentaron potenciales de acción [FIGURA 14 

A], se observaron corrientes sinápticas espontáneas. La frecuencia de estos eventos se 

incrementó después de la aplicación de 100 µM de 4-aminopiridina (4-AP) [FIGURA 14 B]. 

En la FIGURA 14 C, se muestra una amplificación de los eventos sinápticos espontáneos 

antes y después de la administración de 4-AP. Estos resultados sugieren fuertemente que las 

células TH+ de la ZSV, además de presentar diversas características electrofisiológicas de 

las neuronas dopaminérgicas de la SNc también reciben aferencias sinápticas de las redes 

neuronales vecinas.  
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FIGURA 14 | Potenciales postsinapticos espontaneos en células TH+ excitables de la ZSV.        
Los registros se obtuvieron utilizando la técnica de fijación de voltaje [-70 mV]. A: Las células TH+ 
registradas en la ZSV que presentaron potenciales de acción, mostraron también corrientes 
sinápticas espontáneas. B: La frecuencia de estos eventos se incremento después de la aplicación de 
100 µM de 4-AP. C: Amplificación de los eventos sinápticos espontáneos antes y después de la 
administración de 4-AP. La administración de 4-AP no afecta la cinética de los potenciales 
sinápticos.  
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DISCUSIÓN 

 
 
Resultados de las pruebas conductuales 

 

Nuestro estudio ha permitido demostrar que la asimetría motora que se observa en 

los animales con lesión de la SNc al ser inyectados con D-anfetamina, se incrementa 

después de dos meses en los animales que no recibieron ningún tratamiento. Este deterioro 

se previene cuando son tratados con EMT (Arias-Carrión y col., 2004), y como ya se había 

demostrado, se presenta una recuperación funcional después del trasplante de CCs (Freed y 

col., 1981). En aquellos animales que además del trasplante de CCs se sometieron a EMT 

se observó una recuperación adicional (Arias-Carrión y col., 2004). Sin embargo, hasta este 

momento no conocemos si esto se debe a la neurogenización de las CCs, o a un efecto 

adicional de la EMT. 

 

Estudios realizados en modelos animales y pacientes con EP, apoyan el potencial 

terapéutico de la EMT. Por ejemplo, en ratas con lesión de la SNc inducida por la 

administración estereotáxica de 6-OHDA, las cuales son expuestas durante 14 días a EMT, 

se reduce la hipersensibilidad asociada a la denervación (Sieron y col., 2001). Pacientes con 

EP, han mostrado una mejoría significativa de los síntomas parkinsonianos hasta por 6 

meses después de la estimulación magnética transcranial repetitiva [EMTr], la cual se 

aplicó diariamente por 10 días (Mally y Stone, 1999). Otros estudios clínicos se han 

realizado utilizando EMTr como posible tratamiento de la disfunción motora que presentan 

los pacientes con EP (Shimamoto y col., 2001; Cantello y col., 2002). Hasta ahora, los 
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resultados han sido variables, pero se ha generado un gran interés por desarrollar 

experimentos  en los cuales se utilicen controles apropiados. 

 

Neurogénesis en la ZSV en ratas con lesión de la SNc, trasplante de CCs y/o EMT 

 

De acuerdo a nuestro conocimiento, la inducción de neurogénesis en la zona 

subventricular [ZSV] después de la lesión de la SNc, trasplante de CCs y/o EMT no se 

había reportado (Fallon y col., 2000; Cooper e Isacson., 2004). La destrucción de la SNc y 

la consecuente denervación dopaminérgica en el estriado (Zhou y col., 1996), pueden 

inducir señales tróficas similares a las que se presentan después de la isquemia inducida por 

la oclusión de la arteria cerebral media, la cual se ha demostrado que incrementa la 

neurogénesis en la ZSV (Arvidsson y col., 2002; Yamashita y col., 2006). De igual forma, 

el trasplante de CCs podría incrementar la proliferación y diferenciación de las CPN 

presentes en la ZSV de las siguientes formas: 1) Producción de señales tróficas locales 

debidas a la lesión ocasionada por el trasplante; y 2) Liberación local de moléculas 

neurotróficas por las CCs trasplantadas (Krieglstein y Unsicker, 1997). Por lo cual, 

consideraríamos que estas señales deberían tener un mayor efecto en la ZSV ipsilateral a la 

lesión y/o trasplante (Fallon et al., 2000). Sin embargo, los efectos sobre la neurogénesis de 

la SVZ se observaron en ambos ventrículos laterales, lo cual sugiere que otros estímulos 

pueden estar participando. 

 

Los campos magnéticos de extrema baja frecuencia [CM-EBF] influyen sobre 

diferentes sistemas biológicos generando campos eléctricos, modificando la permeabilidad 

de las membranas y catalizando reacciones que implican la formación de radicales libres 

 127



(Levin, 2003). Los CM-EBF son responsables de la diferenciación neuronal de las CCs in 

vitro e in vivo  (Drucker-Colín y col., 1994; Feria-Velasco-Velasco y col., 1998; Arias-

Carrión y Drucker-Colín 2006). Se conoce que los campos bioelectromagnéticos endógenos 

transportan información morfogenética durante el desarrollo embrionario y durante la 

regeneración de tejidos (Levin, 2003; Nuccitelli, 2003). Por ejemplo, la aplicación exógena 

de campos magnéticos induce la regeneración de la médula espinal, mientras que la 

inhibición de los campos magnéticos endógenos la inhibe. Las células precursoras de la 

cresta neural detectan y responden a señales eléctricas (Gruler y Nuccitelli, 2003). Hasta el 

momento, se desconoce la participación de los campos eléctricos endógenos sobre la 

proliferación, migración y diferenciación de las células progenitoras neuronales [CPN] 

presentes en la ZSV. La EMT podría incrementar la neurogénesis al modificar los campos 

eléctricos endógenos. 

 

Diferenciación in situ de CPN de la ZSV 

 

Las CPN que proliferan en la ZSV migran a través de la vía migratoria rostral 

migratoria [VRM] hacia el bulbo olfatorio [BO], donde se diferencian en interneuronas 

GABAérgicas y dopaminérgicas (Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Doetschet y col., 1997; 

Luskin, 1998). Éstos precursores nunca se diferencian en la ZSV o en la VMR; alcanzan su 

madurez cuando se integran en el BO (Wang y col., 2003; Belluzzi y col., 2003; Carleton y 

col., 2003). 

 

La tirosina hidroxilasa [TH] es la enzima limitante en la síntesis de catecolaminas.  

Por lo cual, existe un gran interés en estudiar la regulación y expresión de esta enzima en 
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las regiones cerebrales en las cuales se induce depleción de dopamina. Por otro lado, en los 

últimos años se han desarrollado diversas estrategias para restaurar la función 

dopaminérgica (Drucker-Colín y Verdugo-Díaz, 2004); en este sentido, el hallazgo de la 

presencia de células TH+ en la ZSV es de enorme relevancia. Estas células no se observan 

en animales control, por lo que su presencia en los animales tratados, sugiere que derivan 

de CPN que proliferan en la ZSV (Alvarez-Buylla y García-Verdugo, 2002). Esta hipótesis 

se ha demostrado mediante la administración de BrdU, la cual se incorpora a la célula en la 

fase S del ciclo celular. En estos experimentos, se encontró que algunas de las CPN que 

proliferan en la ZSV se diferencian in situ en células TH+. Algunas de las nuevas células 

TH+ coexpresan NeuN, pero ninguna GFAP. 

 

Por otro lado, se ha identificado un subtipo de interneuronas dopaminérgicas 

intrínsecas en el estriado de humanos y primates (Porritt y col., 2000). Estas neuronas TH+ 

coexpresan el transportador de dopamina, lo que sugiere que son capaces de presentar 

neurotransmisión dopaminérgica (Betarbet y col., 1997). De forma interesante, el número 

de células dopaminérgicas observadas en el estriado, se incrementa significativamente en 

monos en los que se indujo la denervación del estriado con MPTP (Betarbet et al, 1997; 

Palfi y col., 2002), y en los cerebros de pacientes que presentaron EP (Porritt y col., 2000). 

Recientemente se ha demostrado que las nuevas neuronas dopaminérgicas observadas en 

los monos tratados con MPTP, resultan de un cambio en el fenotipo de las interneuronas 

GABAérgicas preexistentes y no de neurogénesis como se pensaba (Tandé y col., 2006). 

Sin embargo, nuestros resultados sugieren que las CPN que proliferan en la ZSV se 

diferencian in situ en neuronas dopaminérgicas. Por lo cual, la presencia de estas células en 
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una de las zonas neurogénicas, representa una respuesta del cerebro adulto a la depleción 

dopaminérgica (Arvidsson y col., 2004; Tandé y col., 2006).  

 

Nuevas neuronas dopaminérgicas en la ZSV 

 

Una de las características distintivas de las neuronas es su capacidad para generar 

potenciales de acción, es decir excitabilidad (Reh, 2002). El potencial de acción surge de 

los cambios secuenciales de la permeabilidad selectiva de la membrana celular a los iones 

de Na+ y K+ (Spitzer y col., 2002). Los precursores neuronales comienzan su diferenciación 

cuando salen del ciclo celular. La adquisición de canales iónicos es una parte crucial de la 

diferenciación, pues tales canales (i) se requieren para la excitabilidad y (ii) tienen una 

funcion basica en la maduración morfológica y funcional de las neuronas y por ende de las 

redes neuronales (Zhang y Poo, 2001; Spitzer y col, 2002; Ben-Ari y col.,  2004). En el 

desarrollo del cerebro, los canales iónicos participan en la migración celular (Komuro y 

Rakic, 1998; Marin y Rubenstein, 2003), el crecimiento neurítico (Chemin y col., 2002), la 

dirección axonal (Catalano y Shatz, 1998; Dantzker y Callaway, 1998), la forma del 

potencial de acción (Spitzer y col., 2002), la especificación del neurotransmisor 

(Borodinsky y col., 2004; Spitzer y col., 2004) y la supervivencia neuronal (Mennerick y 

Zorumski, 2000; Salthun-Lassalle y col., 2004). Los progenitores neuronales residentes en 

la ZSV del cerebro adulto no expresan canales de Na+ ni K+, es hasta su diferenciación e 

integración en el bulbo olfatorio donde los expresan, por ende es hasta estas etapas cuando 

desarrollan potenciales de acción y liberan dopamina (Carleton y col., 2003).
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Los resultados bioquímicos muestran una menor concentración de dopamina en la 

ZSV en comparación con un fragmento proporcional del estriado.  Este resultado demuestra 

que la ZSV recibe una menor inervación dopaminérgica (Höglinger y col., 2004). Los 

niveles de dopamina determinados en la ZSV de animales con lesión de la SNc mostraron  

una reducción significativa en relación al grupo control. En los animales con lesión de la 

SNc que fueron trasplantados con CCs, se presentó un incremento significativo en la 

concentración de dopamina en esta zona, incluso fue mayor a la determinada en los 

animales control. Esto último sugiere que las nuevas células TH+ observadas en la ZSV 

pudieran ser las responsables de este incremento. 

 

Los registros electrofisiológicos explican parcialmente por que la liberación de 

dopamina, determinada en los fragmentos de la ZSV de animales con lesión de la SNc y 

trasplante de CCs, fue tan baja. La mayoría de las células TH+ registradas en la ZSV no 

presentaron potenciales de acción. Los registros obtenidos en la ZSV de animales control 

mostraron que las CPN presentan propiedades electrofisiológicas de neuronas inmaduras 

(Wang, 2003; Belluzzi y col., 2003). En contraste, el presente trabajo demuestra que el 11% 

de las células TH+ registradas en la ZSV de animales con lesión de la SNc que recibieron 

trasplante de CCs, presentaron potenciales de acción. Por lo cual, es posible especular que 

las CPN predestinadas a convertirse en interneuronas dopaminérgicas en la capa 

periglomerular del BO presentaron una diferenciación ectópica en la ZSV. Sin embargo, las 

propiedades electrofisiológicas que presentan las células TH+ registradas en la ZSV, 

difieren considerablemente de los registros reportados en las interneuronas de la capa 

periglomerular del BO. Estas células responden a la corriente despolarizante generando un 

solo potencial de acción seguido de una larga meseta. Además, la curva IV muestra una 
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pequeña corriente exterior de rectificación (Puopolo y Belluzzi, 1998; Belluzzi y col., 

2003). Las propiedades electrofisiológicas de las células TH+ registradas en la ZSV son 

muy parecidas a las que presentan las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas, las cuales 

difieren considerablemente de las neuronas preexistentes en el estriado. Sin embargo, la 

posibilidad de una diferenciación ectópica prematura de los precursores que darán origen a 

las interneuronas periglomerulares no se puede descartar completamente. Algunas de las 

células registradas en la ZSV que presentaron potenciales de acción no fueron 

inmunoreactivas a TH. Por lo tanto, cabe la posibilidad de haberse registrado células 

propias del estriado, o bien, la expresión de TH ocurre más lentamente que la aparición de 

excitabilidad de la membrana. Estos hallazgos correlacionan con los resultados previos que 

indican que las interneuronas periglomerurales presentan potenciales de acción antes de ser 

inmunoreactivas a TH (Belluzzi y col., 2003).  
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CONCLUSIONES 

 

La investigación generada en los últimos años, ha permitido aceptar que nuevas 

neuronas continúan generándose en el cerebro adulto de mamíferos. La importancia 

funcional de las nuevas neuronas está aún bajo investigación. Sin embargo, existen 

resultados sorprendentes, los cuales indican que las nuevas neuronas se integran al cerebro 

adulto y participan en diferentes procesos cognoscitivos. Además, se ha despertado un gran 

interés en la neurogénesis del cerebro adulto por las potenciales aplicaciones terapéuticas. 

 

Hasta este momento, nuestros resultados indican que la lesión de la SNc induce que 

las CPN presentes en la ZSV se diferencien in situ en células TH+ que coexpresan 

marcadores neuronales de células dopaminérgicas (Arias-Carrión y col., 2004, 2006).  

 

Estas nuevas células TH+ posiblemente se integran a la red neuronal, liberan 

dopamina y se comportan eléctricamente como neuronas dopaminérgicas. Por lo tanto, es 

necesario realizar estudios que nos permitan entender los mecanismos celulares y 

moleculares que inducen la diferenciación in situ de las CPN de la ZSV. Esto nos permitirá 

desarrollar nuevas estrategias terapéuticas en diversas enfermedades neurodegenerativas.  
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Neurogenesis in the Subventricular Zone
Following Transcranial Magnetic Field
Stimulation and Nigrostriatal Lesions
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Neurogenesis continues at least in two regions of the
mammalian adult brain, the subventricular zone (SVZ)
and the subgranular zone in hippocampal dentate gyrus.
Neurogenesis in these regions is subjected to physiolog-
ical regulation and can be modified by pharmacological
and pathological events. Here we report the induction of
neurogenesis in the SVZ and the differentiation after
nigrostriatal pathway lesion along with transcranial mag-
netic field stimulation (TMFS) in adult rats. Significant
numbers of proliferating cells demonstrated by
bromodeoxyuridine-positive reaction colocalized with
the neuronal marker NeuN were detected bilaterally in
the SVZ, and several of these cells also expressed ty-
rosine hydroxylase. Transplanted chromaffin cells into
lesioned animals also induced bilateral appearance of
subependymal cells. These results show for the first time
that unilateral lesion, transplant, and/or TMFS induce
neurogenesis in the SVZ of rats and also that TMFS
prevents the motor alterations induced by the lesion.
© 2004 Wiley-Liss, Inc.

Key words: subventricular zone; grafts; magnetic fields;
substantia nigra lesions; brain insults

Studies both in animal models of Parkinson’s disease
(PD) and in PD patients argue in favor of a possible
therapeutic potential of transcranial magnetic field stimu-
lation (TMFS). For instance, rats with chemical damage of
the central dopaminergic system (a standard animal model
of PD), reduced significantly their dopamine
hypersensitivity-associated behavior after 14 days of expo-
sure to extremely-low-frequency magnetic fields (Sieron
et al., 2001). Similarly, PD patients subjected to repetitive
transcranial magnetic stimulation daily for 10 days had
improved Parkinsonian symptoms for up to 6 months
(Mally and Stone, 1999). Aside from this, there is an
extensive literature showing effects of magnetic fields on
biological systems (Ahlborn and Feychting, 2003).

Neurogenesis occurs in discrete regions of the adult
mammalian brain, such as the hippocampal dentate gyrus

and the forebrain subventricular zone (SVZ). Neuronal
precursors persist and continue to proliferate in the adult
rodent forebrain SVZ (Hinds, 1968; Altman, 1969; Kaplan
and Hinds, 1977; Lois and Alvarez-Buylla, 1994; Lois et
al., 1996; Thomas et al., 1996). Neurogenesis in these
regions is subjected to physiological regulation (Cameron
and McKay, 1999; Kirschenbaum et al., 1999) and can be
modified pharmacologically (Chen et al., 2000). Patho-
logical events can also stimulate neurogenesis in the adult
brain (Jin et al., 2004). These regional progenitors exhibit
distinct profiles of cellular proliferation and differentiation
in response to brain injury (Mehler and Gokhan, 1999).
For example, chemoconvulsant-induced status epilepticus
markedly increases dentate granule cell neurogenesis in the
adult rat (Parent et al., 1997; Gray and Sundstrom, 1998).
Ischemic cell damage in the hippocampus significantly
increases cell proliferation and neurogenesis in the dentate
subgranular zone, but not in the SVZ in the adult gerbil
(Liu et al., 1998). Frontoparietal cortical lesion induces
increased cell numbers in the SVZ of adult rats (Szele and
Chesselet, 1996), and focal cerebral ischemia induced by
middle cerebral artery occlusion leads to a marked increase
of cell proliferation in the SVZ (Arvidsson et al., 2002).

It appears, therefore, that a variety of insults to the
nervous system stimulates neurogenesis in some brain ar-
eas. To date, no such evidence has been demonstrated
following lesion of the substantia nigra (SN). The aim of
this work was to investigate whether lesion of the dopa-
minergic system, along with additional manipulations,
such as grafting of dopaminergic cells and TMFS, induces
or increases neurogenesis in the SVZ in correlation with
improvement of the altered motor activity.
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MATERIALS AND METHODS

Subjects

In total, 128 adults male Wistar rats weighing 180–200 g
were used in this study. These animals were divided into various
groups depending on the experiments described below.

Nigrostriatal Lesion and Behavioral Tests

Animals were maintained in a 12-hr light:12-hr dark cycle
(light on at 0700 hr) and kept at 22°C � 1°C. Food and water
were provided ad libitum. Stereotaxic surgery was performed
using anesthesia either with halothane (0.8% in a mixture of
95%/5% O2/CO2) or with ketamine-xylazine (87 and 13 mg/
kg, respectively). Under aseptic conditions, the SN was unilat-
erally lesioned by injection of 4 �l 6-hydroxydopamine
(2 �g/�l in 0.9% NaCl with 0.5% ascorbic acid) into the right
medial forebrain bundle as described by Dunnett et al. (1981).
Stereotaxic coordinates for lesion were 3.5 mm anterior to the
interaural line; 1.5 mm lateral to the sagittal suture, and 8.8 mm
below the skull surface. The incisor bars were placed 2.4 mm
below the interaural line. The extent of nigrostriatal denervation
was evaluated 15 and 30 days after surgery (pretest period), by
counting the number of turns elicited by intraperitoneal (i.p.)
injection of amphetamine (2.5 mg/kg; Sigma, St. Louis, MO).
Only animals with more than 500 complete turns in 90 min,
ipsilateral to the lesioned side, were selected (Dunnett et al.,
1981). Transplantation of chromaffin cells took place 1 week
after the last pretest behavioral evaluation. The number of turns
elicited by amphetamine 30 days after surgery was taken as
baseline � 0. Thirty-two lesioned rats were divided into four
groups: group 1, sham exposed to transcranial magnetic field
stimulation (TMFS; n � 8); group 2, exposed to TMFS (n � 8);
group 3, with chromaffin cell transplant (n � 8); group 4, with
chromaffin cell transplant � TMFS (n � 8). Behavioral evalu-
ations continued every 15 days until the experiment was dis-
continued, at 90 days after SN lesion. Data from these animals
appear in Table I and refer to the last four groups mentioned as
lesioned.

Intracerebral Transplant of Chromaffin Cells

Newborn 3–5-day-old rats (�100 pups) were killed by ice
exposure. Chromaffin cells (CCs) were obtained as previously
described (Drucker-Colı́n et al., 1994), which in short consisted
of the following: Adrenal medulla tissue was placed in Ca2�-free
Spinner’s saline solution (Sigma) supplemented with (1 mg/ml)
bovine serum albumin (BSA; Sigma). Tissue fragments were
enzymatically digested in Spinner’s saline solution supplemented
with 2 mg/ml collagenase (Worthington type l) and 1.5 mg/ml
deoxyribonuclease type ll (Sigma) for 45 min at 37°C. Freshly
dissociated CCs were suspended in culture medium [Dulbecco’s
modified eagle medium (DMEM); Gibco, Grand Island, NY];
supplemented with 4.5 �g insulin (Sigma), 100 U/ml penicillin
(Sigma), 100 mg/ml streptomycin (Sigma), and 2.5 mg/ml
fungizone (Gibco); and kept in a tissue culture incubator until
the transplant. Host animals were anesthetized with either halo-
thane or ketamine-xylazine and placed in the stereotaxic appa-
ratus. A burr hole was drilled in the skull, and CCs were
aspirated into a glass micropipette with a tip diameter of less than
100 �m attached to a 10-�l Hamilton syringe mounted in a

manually driven microinjector (KD Scientific). The stereotaxic
coordinates for transplantation were 1 mm anterior to the in-
teraural line; 2.2 mm lateral to the sagital suture, and 5.5 mm
below the skull surface, with the incisor bar set at 2 mm below
the interaural line. Four microliters of DMEM, containing a
suspension of 1 � 106 CCs, were injected at a flow rate of
1 �l/min into the head of the caudate nucleus on the lesioned
side of the brain. All rats were treated in accordance with
procedures approved by UNAM’s Committee of Bioethics and
Care of Experimental Animals and the National Institutes of
Health Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals
(NIH, 1985). All efforts were made to prevent animal suffering
and to minimize the number of animals used in the experiments.

TMFS Procedures

Animals were placed in plastic cylindrical cages designed
to keep them immobile while they received magnetic stimula-
tion to their heads. The stimulation consisted of an oscillatory
magnetic field (60 Hz; 0.7 mTesla) applied for 2 hr in the
morning and 2 hr in the afternoon. Animals showed no signs of
discomfort when exposed to TMFS. The daily time of exposure
to TMFS was selected on the basis of our previous reports
demonstrating in vitro neuronal differentiation of CCs
(Drucker-Colı́n et al., 1994; Feria-Velasco et al., 1998). The
length of in vivo exposure was determined on the basis of
preliminary experiments indicating 60 days of TMFS as optimal
(Verdugo-Dı́az and Drucker-Colı́n, unpublished observations).
In 5-bromo-2-deoxyuridine-5-monophosphate (BrdU)-
labeling experiments, rats were exposed for 1 week only to
TMFS. A pair of 7-cm-diameter Helmholtz coils (selected to
minimize electric field effects) generated the fields. The 2-hr
exposure to TMFS induced a maximum of 0.5–1°C tempera-
ture increase in the chamber. The two coils were located dor-
sally and ventrally to the head. The distance between each coil
and the midpoint of the head was approximately 6 cm. TMFS
was initiated on the next day after the transplant. Sham-exposed
animals were placed into similar plastic cages with the coils
turned off, at a distance of at least 1.5 m from the group
receiving TMFS.

Tyrosine Hydroxylase Immunohistochemistry and
Immunofluorescence

At the end of behavioral tests (60 days, preceded by
30 days of evaluation after SN lesion), 32 animals (eight from
each experimental group; the same animals are described under
Nigrostriatal lesion and behavioral tests) were deeply anesthe-
tized with Nembutal (100 mg/kg, i.p.) and perfused transcardi-
ally with saline, followed by ice-cold 4% paraformaldehyde.
Brains were then removed, placed in buffered 4% paraformal-
dehyde for 24 hr and 15% sucrose for 24 hr, and finally cut into
30-�m slices. After being blocked with horse serum, slices were
incubated overnight at 4°C in the presence of a rabbit primary
antibody antityrosine hydroxylase (Chemicon, Temecula, CA;
1:2,000 dilution) in phosphate-buffered saline (PBS) for 24 hr
and then incubated with biotinylated secondary anti-rabbit an-
tibody (Vector, Burlingame, CA; 1:1,000 dilution) for 2 hr at
room temperature. Subsequently, slices were washed in PBS and
incubated with avidin-biotin-hoseradish peroxidase complex.
Diaminobenzidine was then used as a chromogen for light
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microscopy (Hsu et al., 1981). For tyrosine hydroxylase (TH)
immunofluorescence, sections were incubated for 24 hr in the
presence of a rabbit anti-TH antibody at 1:200 dilution (Chemi-
con) and then incubated for 2 hr at room temperature in the
presence of a tetramethyl rhodamine isothiocyanate (TRITC)-
conjugated anti-rabbit IgG (Vector) at 1:500 dilution. Sections
used as negative controls were treated identically, except that the
primary antibody was omitted.

Brains of control animals (unlesioned rats) were analyzed
with TH immunohistochemistry. Forty additional animals were
divided into the following groups: control animals (n � 8),
control � sham exposure to TMFS (n � 8), control � exposure
to TMFS (n � 8), control � transplant of CCs (n � 8), and
control � transplant of CCs exposed to TMFS (n � 8). Data
from these animals appear in Table I and refer only to the first
five groups mentioned as controls.

Fluorescent Labeling of CCs With Fluoro-Gold

CCs were cultured as described (Drucker-Colı́n et al.,
1994) and labeled by incubation for 2 days with 1% Fluoro-Gold
(FG; Molecular Probes, Eugene, OR; H-7599). Cells were
washed twice with fresh DMEM, detached mechanically, and
transplanted into the brain of a new set of eight lesioned animals
specifically used for this experiment: group FGA, animals with
sham exposure to TMFS (n � 4); group FGB, rats with TMFS
(n � 4). Two months after transplantation and TMFS, animals
were deeply anesthetized with Nembutal and perfused transcar-
dially with ice-cold buffered 4% paraformaldehyde. Brains were
removed and placed in the buffered paraformaldehyde fixative
for 24 hr with 15% sucrose for 24 hr. Tissues were cut into
30-�m slices and processed for TH immunofluorescence.

Construction of the Replication-Defective Adenoviral
Vector (AdGFP) and Gene Delivery

Methods for the construction of replication-defective Ad
vectors have been described elsewhere (He et al., 1998). These
Ad vectors are E1-a, partially E1-b, and partially E3-deleted
vectors based on human adenovirus type 5. Briefly, a shuttle
plasmid containing the green fluorescent protein (GFP) reporter
gene under the transcriptional control of pCMV (pAd-Track)
was used for the construction of the AdGFP vector. Homolo-
gous recombination with the AdEasy 1 plasmid was carried out
in electrocompetent bacteria. Clones that had inserts were tested
by restriction endonuclease digestion. With confirmation, su-
percoiled plasmid DNA was amplified in DH10B bacteria.
Subsequently, 293 cells were transfected with the digested re-
combinant plasmid Pac1. Infected cells were monitored for
cytopathic effect, collected, and lysed with three cycles of freez-
ing and thawing, and purified by cesium chloride gradients. The
stock titer was 5 � 108 pfu/ml. In vitro transfection of CCs with
GFP was performed by plating 1 � 107 cells in 25-cm2 Petri
dishes. Twenty-four hours after plating, cells were incubated for
2 hr with AdGFP at a multiplicity of infection (moi) of 5 in
50 �l serum free-OptiMEM medium. After 2 hr, the CCs were
collected, centrifuged at 1,000 rpm for 3 min, and resuspended
in 1 ml fresh DMEM medium supplemented with 10% fetal
bovine serum. Cell viability was evaluated by trypan blue ex-
clusion. After infection, cells were washed twice with supple-
mented DMEM, detached mechanically, and transplanted into

the brains a new set of 16 lesioned animals used specifically for
this experiment: group GFPA, animals with sham exposure to
TMFS (n � 8); group GFPB, rats with TMFS (n � 8). Fourteen
days after transplantation and TMFS, animals were deeply anes-
thetized with Nembutal and perfused transcardially with saline,
followed by ice-cold paraformaldehyde (4%). Brains were then
removed, placed in phosphate-buffered 4% paraformaldehyde
for 24 hr and 15% sucrose for 24 hr, and finally cut into 30-�m
slices to be processed for TH immunofluorescence.

In Vivo BrdU Labeling

To determine whether ependymal and subependymal cells
proliferate after these treatments, an antibody against the thy-
midine analogue BrdU was used to identify potential neural
stem cells. An additional and independent group of 32 SN-
lesioned rats was divided into four groups: group BrdUA, SN
lesioned, sham exposed to TMFS (n � 8); group BrdUB, SN
lesioned � TMFS (n � 8); group BrdUC, SN lesioned � CCs
transplant (n � 8); group BrdUD, SN lesioned � CCs trans-
plant � TMFS (n � 8). The extent of nigrostriatal denervation
was evaluated 15 and 30 days after SN lesion. One week after
the last behavioral evaluation, groups 3 and 4 were transplanted,
and TMFS was initiated in groups 2 and 4. Thereafter, all groups
were treated with BrdU, administered twice daily during 7 days
(50 mg/kg i.p., dissolved in 0.9% NaCl; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). On the next day after the last injection, animals
were deeply anesthetized (Nembutal 100 mg/kg, i.p.), and their
brains were processed for BrdU immunofluorescence as ex-
plained below.

BrdU, TH, and NeuN Immunofluorescence

After transcardiac perfusion with ice-cold phosphate-
buffered 4% paraformaldehyde, brains were postfixed in the
same fixative and processed for paraffin embedding. Coronal
sections, 10 �m in thickness, were obtained through the stria-
tum and lateral ventricles. After deparaffinizing, sections were
placed in 1 N hydrochloric acid at 37°C for 30 min, washed
with PBS, and incubated with blocking solution (horse serum
1.5%) for 30 min at 4°C and then for 36 hr at 4°C with the
monoclonal antibody against BrdU in PBS (mouse anti-BrdU
Kit II; Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN; dilu-
tion 1:50). Subsequently, sections were incubated for 2 hr at
room temperature with the fluorescein isothiocyanate (FITC)-
conjugated secondary anti-mouse antibody (provided with the
anti-BrdU Kit II; Roche Molecular Biochemicals). To deter-
mine whether ependymal and subependymal cells differentiate
after treatments, cell-type-specific antibodies were used. Sec-
tions were incubated for 2 hr at room temperature with primary
antibodies against TH (rabbit anti-TH; Chemicon; 1:1,000 di-
lution) or the neuronal nuclear antigen (mouse monoclonal
anti-NeuN; Chemicon; 1:500 dilution). The secondary anti-
body to visualize either NeuN or TH was a TRITC-conjugated
anti-rabbit or anti-mouse antibody, respectively (Zymed, South
San Francisco, CA; 1:250 dilution). Incubation in secondary
antibodies was carried out in blocking solution (BSA 1%) for
2 hr at room temperature. Sections for negative control were
treated identically, except that primary antibodies were omitted.
Brain sections were mounted with fluorescence mounting me-
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dium (Dako, Carpinteria, CA). The criteria to identify BrdU-
positive cells were defined such that BrdU staining should be
localized within intact, round or oval nuclei.

Digital Fluorescence and Confocal Microscopy

A Nikon Diaphot microscope equipped with an epifluores-
cence device was used for imaging. For FG, a filter set with 380-nm
excitation filter and 510-nm emission filter was used. For TH
immunofluorescence, a standard rhodamine Nikon filter set (510–
560-nm excitation and 590-nm emission) was used. Brain slices
were examined with oil-immersion fluorescence objectives (�10,
0.45 NA; Leitz, Wetzlar, Germany; and �60, 1.4 NA, Plan Apo,
Nikon, Japan), first with phase-contrast microscopy and then with
epifluorescence for FG and TH, respectively. Corresponding digital
images were acquired alternatively with a cooled CCD digital
camera (SenSys 0401E; Roper Scientific, Tucson, AZ). Illumina-
tion was limited with an electronic shutter (Lambda 10; Sutter
Instruments). Exposures were for between 0.6 and 1.0 sec. Images
were stored in a TIFF image format (both 8- and 16-bit resolution)
and analyzed with Metamorph 4.0 (Universal Imaging Corp., West
Chester, PA).

Confocal images of brain slices were obtained with an
MCR 1024 Bio-Rad laser scanning system equipped with an Ar
Kr/Ar laser attached to an inverted Nikon TMD 300 micro-
scope. Images were collected with oil-immersion objectives
(�10, 0.45 NA; Leitz; and �60, 1.4 NA, Plan Apo; Nikon). For
imaging of GFP of FITC immunofluorescence (BrdU), samples
were excited at 488 nm and emitted light was bandpassed with
a 522-/DF32-nm filter. For imaging of TRITC immunofluo-
rescence (TH, NeuN), samples were excited at 568 nm, and
emitted light was bandpassed at 605/DF32 nm. Images at
488-nm and 568-nm excitation were obtained by two separate
photomultiplier channels, either concurrently or in separate
runs. Analysis and processing of confocal images were carried
out with software written by Todd Clark Breile (Confocal
Assistant 4.02). Final image composition was made with Paint
Shop Pro 5.0 (Jasc Software Inc) and Microsoft Power Point.

Statistical Analysis

Each pair of animal groups or pair of characteristics was
analyzed with a one-tail analysis of variance (ANOVA). Signif-
icant differences between the averages were determined by using
Student’s t-test and Neuwman-Keuls test, with P � 0.05 values
considered as statistically significant.

RESULTS

Behavioral Tests
As shown in Figure 1, after the establishment of the

amphetamine-induced rotational behavior, SN-lesioned
animals showed a progressive worsening of turning behav-
ior. The number of turns elicited by amphetamine after
2 months increased by 24.4% with respect to pretest
baseline (P � 0.008). Interestingly, this worsening of
motor asymmetry was almost completely prevented by
exposure to TMFS. In fact, 2 months after TMFS treat-
ment, animals showed a small reduction (0.7%) in the
number of turns elicited by amphetamine with respect to
their own controls. SN-lesioned animals exposed to

TMFS turned 25.1% less often than SN-lesioned animals
receiving no TMFS (P � 0.0001). Animals receiving
transplants of CCs exhibited a more substantial improve-
ment of their motor asymmetry compared with their own
pretransplant controls (38.4% fewer turns; P � 0.0001) or
with control animals receiving neither transplant nor
TMFS (62.8% fewer turns; P � 0.0001). A small addi-
tional improvement of motor asymmetry exhibited by
animals receiving TMFS in addition to transplant (9.3%
less turns) was not statistically different from that of animals
receiving transplant alone (P � 0.76).

TH Immunoreactivity of Brain Sections
Our finding that exposure to TMFS reduce

amphetamine-induced rotational behavior is reminiscent
of studies in which symptomatic relief follows transplan-
tation of fetal dopaminergic neurons (Brundin et al., 1988)
or embryonic stem cells that differentiated into functional
dopaminergic neurons (Björklund et al., 2002). This raised
the question of whether magnetic stimulation could some-
how restore dopaminergic function in the denervated
striatum. As a first approximation, immunohistochemistry
for TH was performed in brain sections of control and
treated animals. Interestingly, for animals subjected to SN
lesion, CCs grafting, and TMFS, we noticed the presence

Fig. 1. Normalized percentage changes of the number of
amphetamine-induced rotations in rats with nigrostriatal lesion after
different experimental manipulations. The data point at week –1 rep-
resents the mean of four tests conducted 1 week before the beginning
of the observation period (pretest score), and the point at 0 represents
the beginning of the experimental manipulations. The ordinate indi-
cates the percentage decrease (–) or increase (�) in the number of turns
with respect to the pre-test score, i.e., improvement or deterioration of
motor asymmetry. In the sham-exposed group (■), the number of turns
increased progressively, reflecting a time-dependent worsening of the
motor deficit; this deterioration of the turning behavior was prevented
by transcranial magnetic field stimulation (TMFS; F). A more substan-
tial improvement was observed in animals receiving grafts of chromaffin
cells (Œ). The small improvement exhibited by animals receiving TMFS
in addition to transplant (}) is not statistically significant. *P values:
comparison respect to pre-test score; n � 8 for all groups.
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of numerous TH-immunoreactive cells in the ependyma
and subependyma (also known as the SVZ) of both lateral
ventricles (Fig. 2A,B). TH-immunoreactive cells were also
present in the SVZ of SN-lesioned animals with CCs
transplant alone (Fig. 2C), SN-lesioned animals exposed to
TMFS alone (Fig. 2D), and animals with SN lesion only
(Fig. 2E). TH� cells were completely absent in the lateral
ventricles of intact animals (Fig. 2F) or intact animals sham
exposed to TMFS (data not shown). The morphology of
the majority of these newly formed TH� cells suggests a
neuronal phenotype. Grafted CCs, clearly identified by
their TH immunoreactivity, were confined for the most
part within the right caudate nucleus, although a few
dispersed cells were also found in the accumbens and the
lateral septal nuclei (see Figs. 3, 4). No staining was ob-
served when the TH immunohistochemistry procedure
was carried out in brain sections of a rat with SN lesion
that received transplant of CCs and exposure to TMFS,
but with the primary antibody omitted (Fig. 2G).

The number of TH� cells present in representative
sections of the SVZ of both lateral ventricles of animals
from the different experimental groups was counted, and
data are summarized in Table I. Although either lesion of
the SN pathway or TMFS alone was capable of inducing
the appearance of TH� cells in the SVZ, these cells were
considerably more numerous in animals receiving trans-
plant of CCs. TMFS increased the number of TH� cells
under all conditions, except for the groups of intact and
lesioned animals. No statistically significant differences
were found in the number of TH� cells when data from
the right and left SVZ were compared (Table I). This is
noteworthy in that, in transplanted animals, CCs were
placed in the right striatum. The appearance of equal
numbers of TH� cells in both lateral ventricles of trans-
planted animals suggests that TH� cells observed in the
SVZ do not correspond to CCs that migrated from the
graft, given the substantial difference in length of the
putative migration pathways to the lateral ventricles.

Fig. 2. Tyrosine hydroxylase immunoreactivity in the lateral ventricle
of the rat brain. A: Low-magnification micrograph comprising the
right lateral ventricle of a rat with SN lesion that received transplant of
chromaffin cells and exposure to TMFS. Numerous TH-
immunoreactive cells can be seen lining the lateral ventricle. B: Higher
magnification micrograph of the area delimited by the square in A.
Several layers of TH-immunoreactive cells, some of them with distinct
neuron-like morphology, can be seen in the ependymal and sub-
ependymal regions. C: Higher magnification of TH-immunoreactive

cells in the lateral ventricle of a rat with SN lesion plus transplant of
CCs. D: Ependyma of the right lateral ventricle of a rat with SN lesion
and TMFS. E: Lateral ventricle of a rat with SN lesion only. F: TH
immunohistochemistry of the lateral ventricle of a control, untreated
rat. G: Lateral ventricle micrograph from a rat with nigrostriatal lesion
that received transplant of CCs and exposure to TMFS. TH immuno-
histochemistry was performed with the primary antibody omitted. Scale
bars � 400 �m in A, 100 �m in B,D–F, 50 �m in C,G.
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Intracerebral Transplant of Labeled CCs
To rule out the possibility of transplanted CC mi-

gration into the SVZ, a study was made of the distribution
pattern of CCs pre-labeled with the fluorescent tracer FG.
Two months after their transplantation into the striatum,
labeled CCs could be clearly seen under fluorescence
microscopy. The majority of grafted cells appeared as
clusters around the injection site, expressing TH immu-
noreactivity (Fig. 3A,B). FG-labeled cells were never seen

in the vicinity of lateral ventricles of SN-lesioned rats
either with or without exposure to TMFS (Fig. 3B). It has
been reported that FG prelabeling may compromise cell
viability (Garret et al., 1991), and leakage of FG can lead
to labeling of resident non-CCs near the graft (Wessend-
orf, 1991), so additional experiments were conducted us-
ing a different labeling procedure, based on the expression
of GFP cloned from Aequorea victoria and widely used as a
reporter for gene transfection and as a tumor cell marker

Fig. 3. Distribution of grafted chromaffin cells prelabeled with fluo-
rescent markers. A,B: Low-magnification composite digital fluores-
cence micrographs of the same coronal brain section from a rat with SN
lesion, 1 week after the transplant of CCs transfected with fluoro-gold
(FG) and exposure to TMFS. A: Tyrosine hydroxylase (TH) immuno-
fluorescence. B: Fluoro-gold fluorescence. TH-immunoreactive cells
were present both in the graft area and in the ependyma and sub-
ependyma of the ipsilateral ventricle (A), but FG-labeled cells remain
confined to the transplant (B). C,D: Low-magnification composite
confocal micrographs of the same coronal brain section. C: TH im-

munofluorescence. D: Green fluorescent protein (GFP) fluorescence.
Rat with SN lesion 1 week after grafting of CCs expressing GFP and
exposure to TMFS. As expected, grafted CCs are positive both for TH
and GFP (compare Fig. 3C and D). This can be distinguished more
clearly in the high-magnification micrographs obtained from the cor-
responding boxed areas, G and H. E: TH immunoreactivity in the SVZ
of the lateral ventricle. F: GFP fluorescence from the same field.
TH-positive cells in the SVZ consistently lacked GFP fluorescence.
G: TH immunoreactivity in a group of grafted CCs. H: GFP fluores-
cence in the same group of cells.
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for in vivo studies (Wahlfors et al., 2001). The majority
of GFP-labeled cells were also TH�, indicating that
they correspond to grafted CCs (compare Fig. 3G and
H). In agreement with FG-labeling experiments, no
GFP-positive cells were seen in the ependyma or sub-
ependyma, or even in the vicinity of the lateral ventri-
cles (Fig. 3D,F), whereas numerous TH� cells were

seen bilaterally in the SVZ of animals receiving trans-
plant, with or without TMFS (Fig. 3C,E). Together,
these findings strongly support the notion that TH�

cells that appear in the SVZ do not correspond to CCs
that migrated from the graft. Consequently, these cells
are more likely to have originated from progenitor cells
resident in the SVZ, which were induced to acquire a

Fig. 4. Increased cell proliferation in the adult ependyma and sub-
ependyma (subventricular zone, SVZ). Cells immunoreactive to TH
are newly formed. A: Low-magnification composite confocal micro-
graph of the right lateral ventricle of a rat brain with SN lesion, showing
the distribution of TH and BrdU immunofluorescence (red and green,
respectively), 1 week after grafting of CCs and TMFS. BrdU-labeled
nuclei can also be seen in ependyma, subependyma, choroid plexus, and
striatum. BrdU-labeled nuclei in the graft area (stars) suggest cell
proliferation associated to the inflammatory response. Large clusters of

TH positive CCs can be seen throughout the graft zone (asterisks).
B1–B3: High-magnification micrographs of the area in the striatum
near the lateral ventricle indicated in A. B1: TH immunofluorescence.
B2: BrdU immunofluorescence. B3: Merged image of micrographs B1
and B2. Some of the TH� cells identified in this area (which might
represent cells originating in the SVZ migrating into the striatum) were
born during the last week of the experiment, as indicated by their
BrdU-labeled nuclei (arrows).
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TH� phenotype as a result of the experimental manip-
ulations (see below).

Incorporation of BrdU and TH Immunoreactivity
To investigate whether precursors of the adult fore-

brain subependymal region were competent to respond to
the instructions elicited by unilateral SN lesion, CC trans-
plant, and/or exposure to TMFS, animals were injected
daily during the last week with BrdU, a marker for newly
formed DNA. Then, brain sections were examined for
nuclear incorporation with an antibody raised against
BrdU. To test the hypothesis that TH� cells in the SVZ
result from increased proliferation and differentiation in-
duced by the different treatments, the same brain sections
were reacted with antibodies directed against TH.

In control rats, few cells immunoreactive for BrdU
were found in the subependymal zone and in the choroid
plexus (data not shown). In contrast, when the lateral
ventricles were examined 1 week after transplant of CCs
and exposure to TMFS, a bilaterally symmetrical increased
BrdU labeling was observed across the entire ependyma
and the subependyma, as well as in the choroid plexus
(Figs. 4A, 5A–E). Many BrdU-labeled cell nuclei were
observed in the dorsal-lateral corner of both lateral ven-
tricles between the corpus callosum and the striatum (Figs.
4A, 5A,C), which corresponds to the rostral extension of
the SVZ, i.e., the migratory stream to the olfactory bulb
(Peretto et al., 1999). Scattered BrdU-labeled nuclei were
also seen in the striatum (Figs. 4A,B1–3, 5D,E) and in the
corpus callosum (Figs. 4A, 5B). This indicates that large
numbers of cells in the lateral ventricle have progressed
through S phase of the cell cycle during the period of
BrdU availability. The BrdU-labeled nuclei in the graft
area (Fig. 4A, stars) are likely to result from cell prolifer-
ation associated with the inflammatory response.

Most cells immunoreactive both to TH and to BrdU
were observed in the ependyma and the subependyma
(Figs. 4A, 5B–E). A few scattered doubly labeled cells
were also found in the striatum adjacent to the ventricle

wall (Fig. 4, arrows). It is tempting to speculate that these
cells originated in the SVZ and migrated into the dener-
vated striatum nearby. Nevertheless, not all TH� cells in
the striatum had BrdU-labeled nuclei (Fig. 4B1–3). BrdU-
positive cells within the graft area did not express TH (data
not shown).

Together, these results confirm the notion that the
appearance of TH� cells in the ventricle ependyma and
subependyma of the lateral ventricle results from increased
proliferation and differentiation in response to signals orig-
inating from the denervated striatum and/or from the
grafted CCs. TMFS may have additional effects on pro-
liferation. It remains to be determined whether these
effects are direct or indirect.

The distribution of TH immunorreactivity found in
these experiments is consistent with that described earlier:
Numerous TH� cells were found in the ependyma and
subependyma of the lateral ventricles. TH immunoreac-
tivity shown in Figures 4 and 5 appears to be less intense
compared with that shown in Figure 2. However, one
must consider that, in the latter experiments, the progres-
sion after CC grafting and/or TMFS lasted for only 1
week. Stronger and more distinct TH staining can be
observed after 2 months (manuscript in preparation). The
majority of cells immunoreactive to TH had BrdU-
positive nuclei, indicating that they were of recent forma-
tion.

BrdU Labeling and TH Immunoreactivity
To characterize further the phenotype of cells la-

beled by BrdU after the different treatments, we per-
formed double-labeling experiments with antibodies
raised against BrdU and against NeuN, a neuron-specific,
developmentally regulated nuclear protein associated with
withdrawal from the cell cycle and terminal differentiation
(Mullen et al., 1992). For the most part, BrdU and NeuN
doubly positive cells were seen in distinct non-overlapping
cell populations, indicating that BrdU is not incorporated
into mature neurons. Few doubly labeled BrdU/NeuN

TABLE I. Tyrosine Hydroxylase-Positive Cells Counted in 500-�m Vertical Extension
of the Subventricular Zone at the Level of the Striatum of all Groups of Rats After
the Different Procedures Employed†

Experimental
groups

Lateral ventricle from the lesioned/implanted
side of the brain

Lateral ventricle from the
contralateral side of the brain

Control None None
Control � Sham TMFS None None
Control � TMFS 85.0 � 6.9 66.9 � 4.9
Control � Tx 114.1 � 8.7 117.3 � 7.3
Control � Tx � TMFS 185.2 � 14.2 165.3 � 8.0
Lesion � sham TMFS 105.7 � 7.5 112.4 � 6.9
Lesion � TMFS 142.7 � 8.5 136.4 � 9.1
Lesion � Tx 241.3 � 15.1** 238.0 � 12.6**
Lesion � Tx � TMFS 289.3 � 19.5* 268.2 � 17.0*
†Data are mean � SD Tx, chromaffin cell transplant; TMFS, transcranial magnetic field stimulation.
*P � 0.01 statistically different from all groups, except vs. lesion � Tx group.
**P � 0.05 n � 8 for all groups.
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Fig. 5. Distribution of TH and BrdU immunoreactivity. A–D: Confocal
micrographs of a coronal brain section showing TH and BrdU immuno-
reactivity (red and green, respectively). This example corresponds to a rat
with SN lesion, 1 week after grafting of chromaffin cells and exposure to
TMFS. A: Composite low-magnification micrograph of the entire right
lateral ventricle. BrdU immunoreactivity can be seen predominantly in
ependyma and subependyma (SVZ), although some positive nuclei are also
present in striatum and corpus callosum. B–D: High-magnification micro-
graphs of the corresponding areas delimited by squares in A. B: Most

ependymal cells lining the callosum are doubly stained. Scattered cells in
the callosum have BdrU-positive nuclei but lack TH immunoreactivity. C:
BrdU-labeled cells in the ependyma and dorsal-lateral corner of the lateral
ventricle, which corresponds to the rostral extension of the migratory
stream to the olfactory bulb. Many ependymal cells are doubly immuno-
reactive to BrdU and TH, but most cells in the rostral stream are positive
to BrdU only. D: Most cells TH� cells in the ependyma have BrdU-
labeled nuclei, as shown at higher magnification in E. Scattered BrdU-
positive cells in the subependyma and striatum are also TH�.



nuclei were localized in the choroid plexus or in the
ependyma and subependyma of the SVZ (Fig. 6). Scat-
tered doubly labeled cell nuclei were also seen in the
striatum near the SVZ (Fig. 6, arrows). Again, one can
conjecture that these cells could have originated in the
SVZ and migrated into the striatum. Some of these
NeuN� cells were also TH� (data not shown), suggesting
that at least some of these cells are indeed newborn neu-
rons.

DISCUSSION
Behavioral and Histological Findings

As this study shows, the extent of motor asymmetry
revealed by amphetamine injection increased progressively
in animals with SN lesion receiving no further treatments.
This deterioration is prevented by TMFS, and further
improvement occurs after grafting of CCs. Conceivably,
the improvement in motor behavior occurred because
amphetamine caused sufficient dopamine release from
newly formed TH-expressing cells and/or transplanted
CCs. This hypothesis requires further investigation.

An interesting observation in the present study is the
appearance of neuron-like TH� cells in the ependyma and
subependyma of the lateral ventricles in rats with SN
lesion. TMFS alone stimulated slightly the TH� pheno-
type, but grafting of CCs in conjunction with TMFS
showed the greatest efficacy (Table I). Our initial expla-
nation, i.e., that TH� cells appearing in the SVZ were
merely CCs migrating from the graft, was ruled out,
insofar as labeled CCs did not extend much beyond the
graft (Fig. 3). Thus, the questions remaining are: what is
the origin of TH� cells in the SVZ, and which signals
mediate cell proliferation and differentiation? Neurogen-
esis and TH expression in the SVZ can be induced to
different degrees by: 1) unilateral lesion of the nigrostriatal
pathway, 2) transplant of CCs into the striatum, and 3)
TMFS. The possible mechanisms involved in each case
not only might differ but are presently unknown.

Neurogenesis in the SVZ of Adult Brain
It is known that neurogenesis continues in the SVZ

of the adult brain, giving rise to new interneurons that

Fig. 6. Confocal micrographs showing BrdU and NeuN immunore-
activity in the right lateral ventricle of a rat with nigrostriatal lesion, 1
week after grafting of chromaffin cells and exposure to TMFS. A,B:
High-magnification micrographs of a brain section from the lateral
ventricle. A: BrdU inmunostaining. B: NeuN immunoreactivity.

BrdU-positive nuclei are predominant in the ependyma, but they are
also found in the subependyma and striatum nearby. Some newly
formed cells also express the neuronal marker NeuN. C: Merged image
of micrographs shown in A and B (red NeuN, green BrdU). Doubly
labeled cells appear yellow. Some of them are indicated with arrows.
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reach the olfactory bulb (Peretto et al., 1999; Gage, 2002).
Furthermore, marked cell proliferation occurs in the SVZ
after prolonged seizures (Parent et al., 2002a) or local
ischemia (Arvidsson et al., 2002; Parent et al., 2002b; Li et
al., 2002). Other stimuli can also promote SVZ prolifer-
ation (see below). These findings indicate that the pro-
genitor cell population of the SVZ can be expanded both
by physiological stimuli and in pathophysiological condi-
tions.

Some of the microenvironmental cues that direct
neurogenesis of progenitor stem cells in the adult SVZ
have been identified (Alvarez-Buylla and Garcı́a-Verdugo
2002). Intraventricular administration of epidermal
growth factor (EGF), fibroblast growth factor-2 (FGF-2),
brain-derived neurotrophic factor (BDNF), and erythro-
poietin and infusion of transforming growth factor
(TGF�) into the striatum of adult rats dramatically increase
the number of newborn cells in the SVZ (Craig et al.,
1996; Kuhn et al., 1997; Zigova et al., 1998; Fallon et al.,
2000; Pencea et al., 2001; Shingo et al., 2001). Noggin,
which is produced by ependymal cells, also promotes
neurogenesis (Lim et al., 2000). Pathological conditions
could induce the same environmental clues to direct SVZ
proliferation and differentiation. Recent data indicate that
ischemic insults stimulate neurogenesis in the SVZ in vivo
through the release of stem cell factor and FGF-2 (Jin et
al., 2002). The cytokine erythropoietin has also been
implicated (Shingo et al., 2001).

Neurogenesis in the SVZ Following Lesion of the
Nigrostriatal Pathway and CC Grafting

To our knowledge, the induction of neurogenesis in
the SVZ following SN lesions or grafts of CCs has not been
reported (Fallon et al., 2000). Destruction of the SN and the
ensuing dopaminergic denervation of the striatum can induce
trophic signals, similar to those released after ischemia, leading
to increased neurogenesis (Zhou et al., 1996). Similarly,
augmented proliferation and differentiation in the SVZ sub-
sequent to grafts of CCs could result from 1) production of
local trophic signals by the injury of grafting itself and 2) local
release of neurotrophic molecules known to be present in
CC granules (Krieglstein and Unsicker, 1997). Admittedly,
the effect of these factors should be more noticeable ipsilateral
to the denervation site/graft (Fallon et al., 2000). However,
similar neurogenesis took place in the SVZ of both lateral
ventricles, suggesting a widespread distribution of these sig-
nal(s). The reasons for this bilateral pattern must be investi-
gated further.

Neurogenesis in the SVZ Induced by TMFS
Magnetic fields (MF) can influence biological sys-

tems by generating electrical fields, changing diffusion
across membranes, exerting force on charged carriers and
magnetic dipoles, and catalyzing reactions involving free
radicals (Levin, 2003). Neurite outgrowth and neuronal
differentiation of CCs, both in vitro and in vivo, are
induced by MF stimulation (Drucker-Colin et al., 1994;
Feria-Velasco et al., 1998). It is known that endogenous
bioelectromagnetic fields convey morphogenetic informa-

tion for embryonic development and regeneration (for
reviews see Levin, 2003; Nuccitelli, 2003). For instance,
application of exogenous applied fields increases spinal
cord regeneration, whereas disruption of endogenous
fields inhibits regeneration. Precursor cells from the neural
crest are galvanotactic; i.e., they sense and respond to
electrical cues (Gruler and Nuccitelli, 1991). A possible
role of endogenous electric fields in directing cell prolif-
eration and migration in the SVZ has not been examined.
Conceivably, MF could increase neurogenesis by altering
such endogenous electric fields.

TMFS induces neurogenesis in lesioned animals, but
not in intact ones. This may derive from the fact that the
normal striatal environment does not support neuronal
differentiation or migration of transplanted, adult-
generated SVZ cells (Herrera et al., 1999). Perhaps the
production of local factors associated with denervation or
grafting releases inhibition, allowing SVZ precursors to
proliferate and differentiate. MF should be more effective
in inducing proliferation of SVZ precursors under these
conditions.

Induction of TH Expression in Cells Derived
From the SVZ

TH is the first and rate-limiting enzyme in dopamine
synthesis. Considerable interest exists in regulating the
expression of TH in regions of the CNS that have been
depleted of dopamine, as a means of restoring cat-
echolaminergic function and, thus, the appearance of
newly born TH� cells in the SVZ, and their possible
migration into the striatum (Figs. 4, 6) is, potentially, of
enormous significance. TH- or dopamine-containing cell
bodies are normally absent in the rodent striatum. Their
presence in some of our experimental animals suggests that
they originate from SVZ neuronal precursors. In principle,
this comes as no surprise, in that the SVZ give rise in vivo
to olfatory bulb neurons expressing dopamine and
	-aminobutyric acid (GABA; Lois and Alvarez-Buylla,
1994). However, as mentioned above, adult SVZ cells
transplanted into the normal striatum do not migrate or
differentiate (Herrera et al., 1999). Perhaps the denervated
striatum provides a more suitable environment for SVZ
differentiation and migration. Some of the factors that
induce expression of TH also induce neurogenesis in the
adult SVZ. The combination of FGF-2 with activin (also
known as bone morphogenic protein 2; BMP-2) or with
glial cell conditioned media stimulates TH gene expression
in embryonic and/or adult forebrain SVZ precursors in
culture (Daadi et al., 1998; Daadi and Weiss, 1999).
BDNF and members of the GDNF family also support the
survival and differentiation of midbrain DA neurons
(Zhou et al., 1996). Administration of transforming
growth factor-� in the striatum of SN-lesioned adult rats
or the intraventricular infusion of BDNF also results in the
generation of new dopaminergic neurons in the striatum
(Fallon et al., 2000; Benraiss et al., 2001).

A subtype of intrinsic striatal dopaminergic interneu-
rons has been identified in the nonhuman primate and
human adult striatum (Porritt et al., 2000). These TH�
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neurons also express the dopamine transporter, indicating
that they may be capable of dopaminergic neurotransmis-
sion (Betarbet et al., 1997). Interestingly, the population of
these dopaminergic cells increases severalfold in monkeys
after dopaminergic denervation by MPTP (Betarbet et al.,
1997) and in patients with PD (Porritt et al., 2000).
Moreover, the number of striatal dopaminergic cells is
enhanced in both aged and Parkinsonian monkeys follow-
ing lentiviral GDNF delivery (Palfi et al., 2002). The
increased population of TH� striatal neurons in patients
with PD and MPTP-treated monkeys may be a means by
which the adult striatum compensates for dopaminergic
striatal denervation. It is not known whether these new
TH� cells originate from neuronal precursors or from
preexisting non-dopaminergic interneurons. Nevertheless,
as our results indicate, they may derive from progenitor
cells from the SVZ. It remains to be determined whether
these newly formed TH� cells, are dopaminergic and, if
so, whether they are capable of producing sufficient do-
pamine to compensate for the loss of dopamine supply
and, thus, provide behavioral improvement. The elucida-
tion of the mechanisms underlying these responses of
neural progenitors may help to better understand the basic
developmental mechanisms and to advance cell restoration
therapies focused on the stimulation of proliferation of
endogenous neural precursors.

Therapeutic Potential of MF Stimulation in PD
Studies both in animal models of PD and in PD

patients argue in favor of a possible therapeutic potential of
TMFS. For instance, rats with 6-hydroxydopamine-
induced damage of the central dopamine system, exposed
for 14 days to an extremely-low-frequency MF, had sig-
nificantly reduced dopamine hypersensitivity-associated
behavior (Sieron et al., 2001). Patients with PD showed
significant improvements when assessed for Parkinsonian
symptoms up to 6 months after the application of repeti-
tive transcranial magnetic stimulation (rTMS) daily for 10
days (Mally and Stone, 1999). Other clinical studies have
been conducted on the use of rTMS in the treatment of
motor dysfunction in PD patients (for review see Shi-
mamoto et al., 2001; Cantello et al., 2002). Although
some reports are favorable, others are not and have raised
the problem of appropriate control experiments. Animal
studies such as that reported here may shed some light on
the mechanisms involved and perhaps provide a rationale
for improvement of TMFS therapy for patients afflicted
with PD.
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