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RESUMEN
 
La Enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a hombres y  mujeres mayores 
de 65 años de edad. La disminución de las neuronas  dopaminérgicas, en la sustancia negra (SNpc) causa pérdida 
de la función ejecutiva y enlentecimiento del procesamiento de la información. Los modelos experimentales in 
vitro, representan una alternativa para conocer el deterioro neuronal y disminuir el uso de animales en experimen-
tación. Por lo anterior, se propuso crear, estandarizar y validar un modelo in vitro de la EP, como precedente para 
la evaluación de los mecanismos celulares implicados en la EP. Se establecieron cultivos primarios de mesencé-
falo fetal de ratas Wistar de 13 días, fueron mantenidos con DMEM y medio Neurobasal, e incubados a 37 °C y 
CO2 al 5%. El día 8 de cultivo se añadió la neurotoxina 6OHDA en diferentes concentraciones (nM): 25, 50, 75 y 
100; se realizaron controles de supervivencia y de estrés oxidativo a las 2, 12, 24 y 48 horas de la aplicación de la 
neurotoxina, por inmunomarcaje de TH y tinción de Hoechst. El número de neuronas dopaminérgicas disminuye 
significativamente tras doce horas de exposición a la neurotoxina 6-OHDA, cuya dosis letal media según las dosis 
evaluadas, es a 25 nM, por tanto, el modelo de Parkinson in vitro basado en la lesión con 6 Hidroxidopamina 
evidencia similaridad de la respuesta celular evaluada In vivo, representando un modelo alternativo para el estudio 
de los mecanismos implicados en la muerte neuronal y para disminuir el uso de animales de experimentación. 
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INTRODUCCIÓN

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa 
más prevalente en el mundo, después de la Enfermedad 
de Alzheimer. La EP es un trastorno neurodegenerativo 
crónico y progresivo que afecta a más de seis millones 
de personas en todo el mundo (Bové y Perier, 2012). 
 
De acuerdo al estudio realizado por la EPIINFO, en 
Colombia hay alrededor de 180.000 afectados mayores 
de 50 años, aunque no se conocen datos certeros que 
informen el impacto de esta patología. El desarrollo de 
nuevas estrategias dirigidas a elucidar la fisiopatología 
y posibles tratamientos de esta Enfermedad se ha ba-
sado en el uso de modelos animales. Para esto, se han 
empleado modelos inducidos por toxinas que permiten 
conocer los mecanismos patogénicos asociados con la 
muerte neuronal y de esta manera generar alternativas 
para detener su progresión. Los modelos experimenta-
les basados en la implementación de cultivos celula-
res se han convertido en una opción para estudiar di-
chos mecanismos y así reducir el uso de animales en 
la experimentación. Comúnmente, para el estudio de 
los mecanismos implicados en la EP, se utilizan neu-
ronas aisladas de la sustancia nigra a partir de mesen-
céfalo de embriones de animales de experimentación 

en etapas tempranas de desarrollo, debido a que se ha 
logrado establecer cultivos que permiten simular las 
condiciones y mecanismos que se manifiestan in vivo 
(Yang et al., 2005).  A partir de diferentes regiones ce-
rebrales, ha sido posible establecer con éxito cultivos 
in vitro a partir de células madre de tejido neural. Al-
gunos autores han logrado  caracterizarlos por ensa-
yos de formación de neuroesferas (Reynolds y Weiss, 
1992), y han estudiado su capacidad para diferenciarse 
a neuronas y células gliales in vitro (Cai et al, 2002;. 
Reynolds y Weiss, 1992;. Storch et al, 2001, 2003). 
 
Los cultivos fetales de neuronas, han sido utilizados 
como herramienta útil para estudiar características ana-
tómicas, ontogénicas, propiedades electro fisiológicas y 
el repertorio de expresión molecular de las neuronas in 
vitro. La utilización de este modelo se incrementó re-
cientemente por el aumento en los estudios de las vías 
de  señalización  intracelular y transducciones, que son 
más difíciles de estudiar en modelos in vivo (Mao y 
Wang, 2003). En general, estos cultivos fetales mues-
tran su capacidad de diferenciación  funcional a neu-
ronas de dopamina (Potter et al, 1999;. Storch et al., 
2001).
 
Teniendo como referencia estos estudios, se propuso la 
creación de este modelo como precedente para la eva-

ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a degenerative disease of the nervous system that affects both men and women over 65 
years old, producing mental and physical disability, and even death. The decrease of dopaminergic neurons in the 
substantia nigra (SNpc) with inclusions in surviving neurons causes motor disorders, loss of executive function 
and slowing of information processing system. Experiments in vitro models represent an alternative for the neu-
ronal damage at the cellular level and reduce the use of experimental animals to meet the standards stipulated by 
bioethics worldwide art (Agholme et al., 2010). The object of this study was to create, standardize and validate an 
in vitro model of PD to be used in the evaluation of different substances with evidence of neuroprotective action. 
Primary cultures of embryonic midbrain Wistar rats 13 to 17 weeks (E-13 to E-17) were maintained in DMEM 
and Neurobasal medium settled, and were incubated at 37 ° C and 5% CO2. On day 8 of culture the neurotoxin 
6OHDA was added in different concentrations (nM): 25, 50, 75 and 100, in the different culture groups. Survival 
controls and oxidative stress at 2, 12, 24 and 48 hours after application of the neurotoxin for TH immunostaining 
and Hoechst staining were performed. It was observed a decrease in the number of dopaminergic neurons at 2, 
12, 14 and 48 hours after neurotoxine 6-OHDA. Its lethal dose measured according to the evaluated doses. 25nM. 
Therefore, model Parkinson in vitro based on the lesion with 6 hydroxydopamine evidence similarity cell respon-
se assessed In Vivo, representing an alternative model for the study of the mechanisms involved in neuronal death 
and to reduce the use of experimental animals.
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luación de los mecanismos celulares implicados en las 
neuronas dopaminérgicas afectadas en la enfermedad 
de Parkinson. Para llevar a cabo estos objetivos, se es-
tandarizaron las técnicas para establecer un cultivo de 
neuronas aisladas de mesencéfalo de origen embriona-
rio y así inducir el modelo de Parkinson in vitro indu-
cido con la toxina 6- Hidroxidopamina. De igual forma 
se compararon diferentes concentraciones de la neuro-
toxina y su efecto en las neuronas dopaminérgicas, para 
poder determinar la dosis letal media y de esa forma 
consolidar el modelo. 
 
Adicionalmente se evaluó el tiempo óptimo para obte-
ner una degeneración celular del 80 al 90 por ciento y 
su correlación con la concentración de la neurotoxina, 
datos que fueron imprescindibles para finalmente esta-
blecer el modelo in vitro de EP. 
 
La estandarización del modelo de Parkinson in vitro, es 
una alternativa que permitirá el avance en el desarrollo 
de nuevos tratamientos para la neuroprotección de las 
células dopaminérgicas que se ven afectadas en esta en-
fermedad.

Materiales y Métodos

SUJETOS EXPERIMENTALES

Para la investigación se utilizaron 10 ratas Wistar con-
vencionales, adultas, mayores a 3 meses.  7 hembras 
vírgenes y 3 machos con experiencia reproductiva y 
con peso corporal entre 210-250 gramos.  Los animales 
fueron mantenidos en fotoperiodo 12/12, temperatura 
promedio de 21°C y humedad relativa del 70 – 80% 
con agua ad libitum y alimento racionado. Los animales 
se adquirieron y mantuvieron en el Bioterio de experi-
mentación animal de la Universidad del Tolima. Bajo 
los principios Éticos de la Experimentación Animal, 
enunciados por ICLAS: International Council for Labo-
ratory Animal Science (ICLAS & CIOMS, 2012).
 
DISEÑO EXPERIMENTAL PARA LA CREACIÓN, 
ESTANDARIZACIÓN Y EVALUACIÓN DE UN 
MODELO DE PARKINSON IN VITRO

Obtención de Tejido Mescencefálico de origen embrio-
nario en Etapa 13 y Etapa 17 de desarrollo. Se realizó 
el apareamiento y seguimiento del ciclo estral de Ratas 
de la línea Wistar (Rattus norvegicus). Se consideró el 
día 0 (cero) de gestación, el día en el cual se observaron 
zooides y tampón de esperma en la hembra. Se controló 

el peso y etapa del ciclo para comprobar la gestación. 
Como se muestra en la figura 6, en el día 13 de gesta-
ción (Etapa 13, E13), se extrajeron los mesencéfalos a 
partir de embriones en esta etapa de desarrollo embrio-
nario siguiendo el protocolo de extracción propuesto y 
modificado de Jhonson M, 2009. El procedimiento se 
realizó de la misma manera en embriones en Etapa 17.

Establecimiento del Cultivo celular de Neuronas Dopa-
minérgicas. Se realizó la disgregación del tejido extraí-
do siguiendo el protocolo de aislamiento neuronal  y 
las células obtenidas fueron sembradas en cajas de Petri 
con coverslips previamente tratados con Poli-l Lysina, 
con una densidad de siembra de 100.000 células por co-
verslip, contadas en suspensión como lo indica el proto-
colo de conteo celular con cámara de Neubauer  y lue-
go se  mantuvieron durante 6 horas en Medio DMEM  
(Dulbecco´s Modified Eagle Medium) suplementado 
con suero fetal bovino al 10 % y P/S. Pasadas las seis 
horas se cambió el medio de cultivo a Medio Neuroba-
sal suplementado con B27, glutamina y P/S, realizando 
cambio del 50 % de medio cada dos días hasta el día 8 
de cultivo.

Lesión Neurotóxica con 6 Hidroxidopamina (6-OHDA). 
Para la creación del Modelo experimental de EP, se rea-
lizó lesión con la neurotoxina 6-OHDA a diferentes 
concentraciones (25, 50, 75 y 100 nM)  para determi-
nar la LD50  aplicada en el octavo día de desarrollo del 
cultivo y siguiendo el protocolo propuesto por Hanrott 
(2006), en el cual especifica que la neurotoxina debe 
aplicarse al cultivo y realizar una exposición por 15 mi-
nutos para originar la lesión y posteriormente retirarla 
mediante un lavado con el medio de cultivo empleado. 

Seguimiento y evaluación del Daño dopaminérgico. 
Para validar los efectos producidos por la 6-OHDA, se 
retiraron los coverslips de los cultivos con lesión neuro-
tóxica y fueron fijados con Metanol frío. El seguimiento 
se hizo a las 2, 12, 24 y 48 horas después de la exposi-
ción a la neurotoxina, para registrar la reacción de las 
neuronas dopaminérgicas tras ser lesionadas.

Inmunofluorescencia para la identificación de neuronas 
dopaminérgicas. Se realizó Inmunomarcaje con anti-
cuerpo monoclonal Tirosina Hidroxilasa producido en 
Mouse (Sigma, ref. T2928) y anticuerpo fluorescente 
Alexa Fluor 488 antimouse, esto con el fin de conocer 
el efecto de la lesión sobre la población dopaminérgica. 

Identificación celular con Tinción de Hoechst. Se rea-
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lizó tinción con el colorante de Hoechst (Molecular 
Probes, ref. H3570). La tinción de Hoescht se realizó 
añadiendo una solución de Hoechst 33342  (1µg/mL) 
y son incubadas durante 5 minutos después de la in-
munotinción con anti TH y observadas con microscopia 
de fluorescencia. Las imágenes fueron capturadas me-
diante el microscopio digital de inmunofluorescencia 
Floid Cell Imaging Station de Life Technologies para la 
identificación de la población celular en fluorescencia 
y posteriormente se realizó el conteo en el programa de 
análisis de imágenes FIJI Image J. de libre adquisición.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Se realizó un análisis de varianza para datos paramétrico 
seguido de una análisis post hoc revelar las diferencias 
entre los grupos, de acuerdo a la variable dependiente 
número de células TH+.

RESULTADOS

En este trabajo se ha establecido un modelo in vitro de 
la EP, como precedente para el estudio de los mecanis-
mos celulares que afectan a las neuronas dopaminérgi-
cas implicadas en esta patología. De igual manera se 
ha logrado evaluar el método de lesión neurotóxica con 
6-OHDA, consolidándolo como modelo experimental 
alternativo para la evaluación de posibles tratamientos 
que contribuyan a la protección y/ó restauración del 
daño celular originado en la EP.
 
Obtención de neuronas dopaminérgicas a partir de teji-
do mescencefálico de rata Wistar. 
 
LOS EMBRIONES EN E-13 Y E17 SON DIFEREN-
TES MORFOLÓGICAMENTE, FACILITANDO SU 
RECONOCIMIENTO.

Durante el proceso de establecimiento del cultivo de 
neuronas fetales, se diferenciaron morfológicamente los 
embriones en etapas tempranas y tardías de desarrollo. 
Los embriones en etapas tempranas, (E13 y/ó E14) son 
de menor tamaño y sus órganos internos no se encuen-
tran bien definidos; no se observa una forma cerebral 
completa, se identifican claramente formas primarias 
del tubo neural lo que hace más fácil la extracción del 
tejido mesencefálico. Mientras que los embriones en 
etapas tardías de desarrollo (E-17 y/ó E-18) tienen un 
mayor tamaño e incluso presentan movimiento, además 
sus órganos
 

están más diferenciados, entre esos el tronco encefálico 
(Jönsson, 2009).  
 
Al igual que Jönsson M, 2009; se logró observar una 
mejor evolución en los cultivos de células mesencefá-
licas aisladas de embriones en E13. Esto se debe a que 
las conexiones neuronales aún no han comenzado a di-
ferenciarse, lo que hace más fácil su establecimiento  en 
el cultivo, ya que comienzan a enlazarse y a establecer-
se (ver figura 2). Por esto se recomienda emplear tejido 
mesencéfalico de embriones en E13 para el estableci-
miento de cultivos celulares dopaminérgicos. 

 
Las condiciones ambientales en las cuales se mantienen 
los cultivos deben ser constantes y controladas estric-
tamente, debido a que alguna variación puede desen-
cadenar la apoptosis o necrosis celular, convirtiéndose 
en un error metodológico en la aplicación del modelo 
(Jimenez y Merchant, 2003).

LA LESIÓN NEUROTÓXICA CON 6-OHDA, INDE-
PENDIENTE DE SU CONCENTRACIÓN, DISMI-
NUYE LA ACTIVIDAD DOPAMINÉRGICA TRAS 
DOCE HORAS DE SU APLICACIÓN. 

El uso de neurotoxinas para generar modelos de la EP 
ha sido la piedra angular de la investigación sobre la 
evolución y posible tratamiento de la enfermedad de 
Parkinson (Luquin, 1998). La neurotoxina más amplia-
mente utilizada en el desarrollo de dichos modelos es la 
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Figura 1. Etapas embrionarias escogidas para la obtención 
de neuronas dopaminérgicas a partir de tejido mescencefáli-
co de rata Wistar.  Se muestran la diferencia morfológica de 
embriones en etapa 13 y en etapa 17 de desarrollo embriona-
rio. De igual forma se muestra el cultivo celular establecido a 
partir de mesencéfalo de origen fetal.
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Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 26: 26-34; 2014



30

Revista de la Asociación Colombiana de Ciencias Biológicas

6-OHDA (Luquin, 1998). En los cultivos se observó un 
número constante de células hasta el día de la lesión con 
6 hidroxidopamina. 
 
Comparando la cantidad de neuronas dopaminérgicas 
con marcaje positivo para tirosina hidroxilasa (TH), 
se encuentra diferencia significativa entre los grupos 
lesionados con 6-OHDA y el control en los diferentes 
tiempos después de la lesión,  F( 4,15 )=4,2470, p=,01701 
(Figura 3).

TIEMPO DE CULTIVO

Figura 2. Cultivo de neuronas mesencefálicas obtenidas a 
partir de embriones en Etapa 13 de desarrollo embrionario. 
Se muestra la evolución en el crecimiento y aparición de pro-
yecciones dendríticas en las primeras horas de evolución del 
cultivo (desde la figura a- d). a. Hora 0; b, 6 horas; c. 24 
horas; d. 48 horas. En la figura d se amplía la imagen para 
observar proyecciones neurales.

Todas las dosis de 6-OHDA empleadas en este trabajo 
para producir lesión neurotóxica, producen daño celular 
en los cultivos, a partir de las doce horas después de su 
exposición. A las dos primeras horas después de la le-
sión, no se observa una acción significativa  de la neuro-
toxina, por lo cual se afirma que el daño dopaminérgico 
se refleja es por efecto del tiempo y no de la concen-
tración de la 6-OHDA, caso contrario a los resultados 
reportados por Hanrott, (2005), donde el aumento de la 
concentración de neurotoxina si tiene un efecto notable 
sobre los cultivos.  Sin embargo, afirmamos que la dosis 
letal media que mejor representa el modelo de EP, es 25 
nM, debido a que a esta concentración se genera una 
pérdida considerable de actividad dopaminérgica que 
simula lo ocurrido en la EP (ver figura 4). Por tanto, 
los datos reportados en esta investigación son un gran 
aporte sobre el efecto de pequeñas concentraciones de 
la neurotoxina 6-OHDA sobre los cultivos celulares de 
origen mesencefálico. 

Al utilizar  marcadores de ADN como el colorante 
Hoechst es posible observar el rompimiento celular 
causado por la acción de la toxina. Sin embargo, este 
efecto, evita utilizar este método para el conteo celu-
lar, debido a que horas después de la lesión, el ADN 
libre se agrupa formando una mancha que impide de-
finir claramente las células presentes. En las primeras-

Figura 3. Comparación del número de neuronas con marcaje 
positivo para Tirosina Hidroxilasa después de la lesión con 
6-OHDA, utilizando diferentes concentraciones de 6OHDA 
(25nM, 50nM, 75nM y 100nM, respectivamente), evaluados 
en diferentes tiempos (12, 24, 48 y 72 horas, respectivamen-
te).  Se observa una diferencia significativa con respecto al 
grupo control, F(4,15)=4,2470, p=0,01701.

horas de observación si fue posible observar  que la le-
sión aumenta el número de células totales (tinción con 
Hoechst), aunque por limitantes metodológicas no fue 
posible emplear una tinción múltiple para identificar la 
aparición de otros tipos celulares no identificados como 
neuronas dopaminérgicas. Esto se logra explicar gra-
cias a que otros autores describen que en modelos de 
lesión neurotóxica aumenta el número de células gliales 
como respuesta al daño dopaminérgico. De acuerdo a 
estudios realizados sobre el efecto de la microglía en 
modelos in vitro de la EP; la inflamación promovida 
tras un traumatismo cerebral, como por ejemplo la ex-
posición a diferentes neurotoxinas, causa el aumento de 
la expresión de receptores dopaminérgicos en la micro-
glía, proporcionando una vía común para la migración 
selectiva de células microgliales hacia las neuronas do-
paminérgicas afectadas (Mastroeni  et al., 2009; Falke-
lburger  y Schulz, 2006). Por lo anterior se recomienda 
usar marcadores neuronales y gliales que puedan ser 
comparables gráficamente y de esta manera permitir la 
caracterización completa de los tipos celulares presen-
tes en el cultivo. 
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En esta investigación se logra demostrar que concentra-
ciones bajas de la neurotoxina 6-OHDA producen la dis-
minución de la actividad dopaminérgica de las neuronas 
mesencefálicas aisladas a partir de tejido mesencefalico 
embrionario; permitiendo la supervivencia de algunas 
neuronas dopaminérgicas y permitiendo demostrar que 
los efectos observados en el modelo propuesto en este 
trabajo, se asemejan a la respuesta celular que se ob-
serva en los modelos de la enfermedad de Parkinson In 
vivo, convirtiéndose en un modelo que permitirá inda-
gar sobre sus posibles causas y tratamientos.
 
Los resultados de este estudio nos permiten concluir 
que  los modelos experimentales in vitro de enfermeda-
des neurodegenerativas representan una alternativa para 
el estudio de los mecanismos implicados en la muerte 

celular. En este sentido, La aplicación de neurotoxinas 
in vitro permite simular los daños celulares que se origi-
nan en modelos in vivo de la enfermedad de Parkinson, 
convirtiéndose en un modelo que permitirá futuras in-
vestigaciones en la evaluación de posibles tratamientos 
que puedan contrarrestar los efectos de la EP; es por 
esto que La neurotoxina 6-OHDA a concentraciones de 
25, 50, 75 y 100 nM, causa daño dopaminérgico obser-
vable después de las doce horas de exposición y se con-
solida como una neurotoxina eficiente para el modelo 
de la EP in vitro. En esta investigación se logró deter-
minar que la dosis letal media de 6-OHDA aplicada en 
cultivos celulares de mesencéfalo es a 25 nM, siendo la 
dosis adecuada para simular lo sucedido en la EP in vivo 
y permitir la permanencia del cultivo por más días y así 
probar posibles tratamientos neurorestauradores como 
alternativa para el tratamiento de la EP.

Control

LESIÓN NEUROTÓXICA CON  6 OHDA 25 nM

2 Horas 12 Horas 24 Horas 48 Horas

TH

Hoechst

Th y
Hoechst
(MERGE)

Figura 4. Inmunofluorescencia de Células cultivadas a partir de Mesencéfalo de embriones en etapa 13 y lesionadas con 6 
OHDA (25 nM). Comparación de los cultivos a diferentes tiempos después de la lesión con 6-OHDA (25nM). Las fotografías 
muestran un número mayor de neuronas marcadas con TH en los controles respecto de los cultivos lesionados.
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