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RESUMEN,

Durante el desarrollo del sistema nervioso, el control de la diferenciacién celular
debe involucrar eventos dindmicos, que finalmente establecerdan la expresion de
moléculas que confieren funciones especificas a cada una de las ncuronas. En este
trabajo, nosotros examinamos ¢l efecto de mitdgenos cldsicos sobre células precursoras
neurales, en cultivos celulares del mesencéfalo embrionario (13.5 dias de desarrollo),
utilizando el factor de crecimiento epidérmico (EGF), ¢l factor de crecimiento
transformante-a (TGF-a), el factor de crecimiento de fibroblastos béasico (bFGF), el factor de
crecimiento neural (NGF), y el {actor de crecimiento transformante-g (TGF-g). Muestros
resultados muestran que EGF, bEGEF o TG, pero no NGF 6 TGF-§, inducen la proliferacion
general de las células cuitivadas, seguido por 1a formacidn de colonias. La combinacion de estos
tres factores sugieren que la mayoria de las células con la capacidad de formar colonias responden a
EGF, TGF-a, o bFGF. El niimero de colonias incrementa significativamente cuando EGF, pero
no TGF-a, fue utilizado en combinacion con bFGE. Ademas, una segunda poblacidn que
responde solo a EGF + bFGF se detectd en la regidn dorsal del mesencétalo, que requiere una
exposicién secuencial (bFGEF antes que EGF). La actividad formadora de colonia de hEGF fue
dependiente de insulina, pero la coperacion enire insulina y bFGF fue indirecta ya que no se
observé formacién de colonias en subcultivos de cétulas derivadas de las colonias. atn en Ia
presencia de insulina. Las células obtenidas de nuestros cultivos presentan morfok)gfa' glial o
neuronal, y cxpresan marcadores tanto de neuronas como astrocitos; nestina, un marcador de
células precursoras neurales, y enzimas involucradas en la siutesis der catecolaminas y GABA
tambien se expresan en las colonias. Nuestros resultados sugieren que EGF _\? bFGF estimulan la
proliferacion de células precursoras neurales, las cuales tienen el potencial de diferenciar a los
fenotipos catecolatuinérgico y GABAérgico. |
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ABSTRACT

During central nervous system development, the control of cellular differentiation should
involve dynarsic events, that finally establish the expression of molecules that conferring specific
function to each neuron. In the last years, several experimental evidences have involved growth
factors as key clenents in this process. In this work, we examined the etfects of classical mitogens
on neural precursor cell, by culturing mouse cells of the embryonic (13.5 days post-cottum)
mesencephalon and treating them with epidermal growth Yactor (EGF), transforming growth
factor-a (TGF-a), basic fibroblast growth tactor (bFGYF), nerve growth factor (NGF), and
transtorming growth factor-8 (TGF-8). Our results show that EGE, bFGF or TGF-u, but not
NGF or TGF-8, induced general proliferation of the cultured cells, followed by formation of
colonies. Combination of these three growth factor suggest that most cells with the capacity Lo
form colonics responded to EGF, TGF-, or bFGF. The number of colonies increased
significantly whea EGF, but not TGF-«, was used in combination with bFGE. Furthermore, 4
population responding only to EGF + bFGF was detected in the dorsal mesencephalon, that
required a sequential exposition (bFGF before EGF). The colony-forming activity of bFGE wa
dependent on insulin, but bFGF and insulin cooperation was indirect since we could not observe
colony formation in subcultures of cclls detived from colenies, even in the presence of insulin,
Cells obtained from our colonies displayea neuronal and ghal morphology and expressed markers
of both neurons and astrocytes; nestin, a marker of neural precursor cells, and enzymes involved in
catecholamine and GABA synthesis were also expressed in the colonies. Our results suggest that
SGEF and bFGF stimulates the proliteration of neural precursor cells and that they have the potential
of differentiating to the catecholaminergic and the GABAergic phenotypes. |

Dr. Luis Covarrubias Robles,
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RESUMEN.

Durante el desarrollo del sistema nervioso, el control de la diferenciacién celular
debe involucrar eventos dindmicos, que finalmente establecerdn la expresion de
moléculas que confieren funciones especificas a cada una de las neuronas. En este
trabajo, nosotros examinamos el efecto de mitdgenos cldsicos sobre células precursoras
neurales, en cultivos celulares del mesencéfalo embrionario (13.5 dias de desarrollo),
utilizando el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento
transformante-o (TGF-a), ¢l factor de crecimiento de fibroblastos bdsico (bFGF), el factor de
crecimiento neural (NGF), y el factor de crecimiento transformante-8 (TGF-B). Nuestros
resultados muestran que EGF, bFGF o TGF-a, pero no NGF 6 TGF-p, inducen la proliferacién
general de las células cultivadas, seguido por la formacién de colonias. La combinacién de estos
tres factores sugieren que la mayorfa de las células con la capacidad de formar colonias responden a
EGF, TGF-a, o bFGF. El nimero de colonias incrementa significativamente cuando EGF, pero
no TGF-o, fue utilizado en combinacién con bFGF. Ademds, una segunda poblacién que
responde solo a EGF + bFGF se detectd en la regién dorsal del mesencéfalo, que requiere una
exposicién secuencial (bFGF antes que EGF). La actividad formadora de colonia de bFGF fue
dependiente de insulina, pero la coperacién entre insulina 'y bEGF fue indirecta ya que no se
observé formacién de colonias en subcultivos de células derivadas de las colonias, ain en la
presencia de insulina. Las células ob[enidas de nucstt‘o's' ‘c_:u_ltiv'os_'_preSehta‘n_ mc")rt'o'logia 'glilal'd
neuronal, y expresan marcadores tanto de neuronas como astrocitos; nestina, un marcador de
células precursoras neurales, y cnzim_zisihvolﬁcradas éxi_ la sfntesis der catecolaminas y_GAB'A
tambien se expresan en las colonias. Nuestros resultados sugieren que EGF y bFGF estimulan la
proliferacién de células precursoras neurales, las cuales tienen el potencial de diferenciar a los
fenotipos catecolaminérgico y GABAérgico. | |



ABSTRACT

During central nervous system development, the control of cellular differentiation should
involve dynamic events, that finally establish the expression of molecules that conferring specific
function to each neuron. In the last years, several experimental evidences have involved growth
factors as key elements in this process. In this work, we examined the effects of classical mitogens
on neural precursor cell, by culturing mouse cells of the embryonic (13.5 days post-coitum)
mesencephalon and treating them with epidermal growth factor (EGF), transforming growth
factor-a (TGF-a), basic fibroblast growth factor (bFGF), nerve growth factor (NGF), and
transforming growth factor-8 (TGF-B8). Our results show that EGF, bFGF or TGF-a, but not
NGF or TGF-8, induced general proliferation of the cultured cells, followed by formation of
colonies, Combination of these three growth factor suggest that most cells with the capacity to
form colonies responded to EGF, TGF-a, or bFGF. The number of colonies increased
significantly when EGF, but not TGF-a, was used in combination with bFGF. Furthermore, a
population responding only to EGF + bFGF was detected in the dorsal mesencephalon, that
required a sequential exposition (bFGF before EGF), The colony-forming activity of bFGF was
dependent on insulin, but bFGF and insulin cooperation was indirect since we could not observe
colony formation in subcultures of cells derived from colonies, even in the presence of insulin.
Cells obtained from our colonies displayed neuronal and glial morphology and expressed markers
of both neurons and astrocytes; nestin, a marker of neural precursor cells, and enzymes involved in
catecholamine and GABA synthc,sm were also exprusch in the colonies. Our results suggest that

EGF and bFGF stimulates the proliferation of ncmal precursor cells and that thuy have the potential

of differentiating 10 th catecholammu glc and the GABAergic phenotypuq
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PRESENTACION

En la dltima década, la biologfa ha sufrido una revolucidn tecnoldgica. Lo anterior ha permitido el
disefio de estrategias experimentales que brindan la oportunidad de obtener una mejor respuesta a los problemas
en estudio. En particular, la biologfa del desarrollo ha sido una de las areas que se ha distinguido por
aprovechar en forma intensa estas metodologias. Asi, por ejemplo, ha sido posible incrementar nuestro
conocimiento en lo que respecta a: el papel de genes especificos en el desarrollo, la comprensidn de los
procesos inductivos en el embrién, los factores involucrados en la formacién de algunos tejidos, y el
descubrimiento de moléculas involucradas en el establecimiento de tipos celulares particulares. Sin duda, el
avance se debe fundamentalmente al enfoque molecular de las estrategias de estudio, que ha dado origen a
nuevas técnicas, de entre las cuales destacan: proccdnmentos de transfeccidn con nuevos vectores de expresién,
dtiles tanto in vitro como in vivo; la generacién de ratones transgénicos, que permiten evaluar en el animal
completo la funcidn de factores que se han identificado en células en cultivo, y 1a disrupcidn génica (“gene
targeting™), la cual permite estudiar durante la embriogénesis la relevancia de cualquier gen conocido, aunque en
muchos de los casos la redundancia o la letalidad de estas mutaciones impide su andlisis en etapas tardfas del
desarrollo.

A pesar de esta variedad de metodologias aun estamos lejos de comprender los mecanismos que
participan en la definicidn de fenotipos particulares, evento que se lleva a cabo fundamentalmente en etapas
tardfas del desarrollo. La combinacidn de herramientas moleculares y celulares ayudard indiscutiblemente a
analizar con mejor detalle estos fenomenos. Recientemente, se ha demostrado que bajo el efecto de factores de
crecimiento es posible propagar precursores neurales. De esta forma, se ha hecho posible contar con
poblaciones enriquecidas en células indiferenciadas, y ha permitido dar inicio a su m gjor caracterizacion, En
este contexto el presente trabajo describe las interacciones in vitro de diferentes factores de crecimiento, en la
modulacion de la proliferacién de precursores neurales del mesencéfalo. Ademds, describe su utilidad como una
nueva técnica para estudiar in vitro ¢ in vivo los mecanismos involucrados en el control de la capacidad
proliferativa, y su relacidén con la generaciéon de fenotipos terminales en el sistema nervioso. En forma
particular, documenta su potencial para ser utilizado como una herramienta expenmenml enel estudio de la
dlferencmmén dopaminérgica y/o GABA¢rgica. .

Como una introduccion al drea en estudio, se descrlblm brevemente ¢l desarrollo embnonano del
sistema nervioso central de los vertebrados. Posteriormente, se comentardn las diferentes estrategias que se han
utilizado para estudiar a los precursores neurales, resaltando la importancia de los factores de crecimiento en el
desarrollo del sistema nervioso. Por otro lado, se describirdn algunas caracteristicas generales de los
precursores neurales, donde se detallardn los factores que pudieran estar involucrados de alguna manera en ¢l
control de la diferenciacién terminal, en forma especifica los asociados al fenotipo dopaminérgico y
GABA¢érgico. Una vez hecha esta 1ntr0ducc10n se establecerd el objetivo general de esta tesis. Si bien, los
datos experlmentdles estardn incluidos principalmente en los artfculos, se incluird una breve descripcidn en la
seccidn de resultados, con la finalidad de integrarlos con resultados adicionales adn no publicados, en el
contexto de los objetivos planteados. I“malmentc se realizard una discusion breve donde se resaltarin los datos

-que sugieren el posible efecto en sobrevivencia y diferenciacién de bFGF, y se destacard la uu]ldad de este

sistema experlmenml para la caracterizacién in vivo e in vitro de los precursores neurales.
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1) DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIQSO.

El sistema nervioso (SN) de los vertebrados se origina por un proceso inductivo del mesodermo sobre
el ectodermo, el cual genera un engrosamiento a lo largo del surco primitivo conocido como placa neural, Poco
después, la placa neural sufre una invaginacion que se profundiza gradualmente para, finalmente, cerrarse y
formar el tubo neural. Esta estructura sufre cambios morfogenéticos dramdticos que regionalizan su extremo
rostral, formando tres vesfculas denominadas cerebro primitivo anterior, medio y posterior (Fig. I.1). Del
cerebro primitivo anterior o prosencéfalo emergen dos estructuras: el telencéfalo, el cual dard origen a la corteza
cerebral y a los ganglios basales, los dos principales componentes de los hemisferios cerebrales, y al
diencéfalo, del cual se formard el tdlamo e hipotdlamo. El cerebro medio o mesencéfalo no sufre modificacidn
morfolégica importante, mientras que el cerebro posterior o rombencéfalo, da lugar al metencéfalo, del que se
origina el puente y cerebelo, y al mielencéfalo, que generard el bulbo raquideo. Morfolégicamente, la regidn
caudal del tubo neural no cambia de manera significativa, y da lugar a lo que en el organismo adulto se conoce
como la médula espinal. Una vez realizados estos cambios morfogenéticos_; el tubo neural experimenta una
proliferacién muy activa para genérar, a tiempos precisos y en diferentes s_itids, las distintas neuronas y células

gliales que cumplen con las diversas funciones del SN. En las s.iguiemes Seccidms-se desérib’irzi’n brevémentc'
algunas moléculas que podnan de‘thlde‘ en la 1nducc1on neural en Ia reglondhzamén y enla prohferacxon y

dxfcrencmc:lon neur al hamendo enfas1s en el deqanollo de vencbmdos
A) Induccién neural.

La participacion del mesedermo en el é:stablécimiemo_'de la placa neural se t‘ulidaxnénté en los hallazgos
de Spemnann y Mangold, en los cuales, al transplantar e} labio mesodérmico dorsal (or'ga'ni'zador).de amfibios en
el esiadfo de gzisirula tempran‘:i a la regidn veutr:-ﬂ del embridn, se generd un segundo neuroeje complet0225..
‘Desde entonces, se inicié la busqueda de la(s) mo]eulla(s) que tuwera(n) a su cargo ld dctermnmcmn neural |
Ensayos in vuro con ectodcrmo del polo ammal del embl i6n de X enopus pcrmltleron 1dc~:nt1ﬁcur a la acuvma A .'

COMo uni moleculu inductora; cuando s¢ expuso este factor de crecimiento a explames del polo ammal cn -etapa
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A (i) Yelencelalo
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Figura L.1- Vesiculas cerebrales. A) Primarias, B) Secundarias, C) Vesiculas cerebrales secundarias,
vista de perfil aproximadamente 10 dfas de desarrollo embrionario del ratén. Tomada de la referencia

150, pag. 35,36.
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de bldstula tardfa, fue posible inducir la generacién de tejido mesodérmico y neural?21. De esta forma se
propuso que la activina-A podria participar en el establecimiento del mesodermo dorsal, e indirectamente, en la
induccion neural. Una actividad similar se describié para el factor de crecimiento de fibroblastos bdsico
(bFGF). En atencidn a lo anterior, se establecieron dos requisitos minimos que debieran ser cumplidos por
cualquier molécula que se postulase como inductor neural: primero, ser capaz de inducir la formacidn de tejido
neural sin la formacién de mesodermo, y segundo, el ectodermo debe de responder al inductor en el estado de
gdstrula, cuando el mesodermo dorsal puede inducir la generacidn del tejido neural. Noggin (proteina
secretable) fue la primer molécula que cumplid con estas dos caracteristicas, ademds, se expresa en el lugar y el
tiempo adecuado para cumplir con la funcién de un inductor neural!33, No obstante, se deben requerir
componentes adicionales, ya que fue incapaz de inducir marcadores celulares de las regiones mds posteriores
del tubo neural. Recientemente, se propuso que la folistatina podrfa funcionar también como un inductor neural,
ya que cumple con las mismas propiedades que noggin (i.e. no indujo mesodermo y se encuentra en el
organizador)?8. La folistatina interactua directamente con la activina-A inhibiendo su actividad, sugiriendo que
ésta participa de manera relevante en el proceso de induccién neural. .De acuerdo con esta propueSta,

experimentos con receptores mutantes dominantes negativos de activina-A, demostraron que la actividad del

receptor es importante para inhibir la determinacién neural®9. De este modo, la induccién neural pudiera

involucrar el paso del ectodermo a un estado permisivo, cuyo'destino' cs'ta predispuestd hacia la diferenciacién
neural, por lo que, factores inhibitorios (e.g. aclt'ivina-A)' serfan necesarios para permitir la diferenciacién hacia
Otros tipos celulares (e.g. los de la epidermis). La folism_tina,‘ al igual que noggin, es incapaz de inducir la
expresién de marcadores de la region caudal del tubo_nc_ural, por lo que es probable que ékistan interacciones

con factores adicionales para llevar a cabo la induCcién neural completa. Un fac_ior que 'pbdrfa_ ser impona:ﬁe en
la regulacion de la-neurogénesis a lo largo del eje amero-posterior’ es bFFGF. Experimt_:ntos_ in vitro demOstfaron_ -
que si se expone la epidenti_is de Xenopus laevis a dosis bajas de bFGF se favofece la cxpresié_n' de merC'ado_res-"- | )
neurales anteriores, nﬁentras_que, dosis altas establecen la de marcadores ms ¢a‘udalés“9.--Esms efectos se
llcvan a cabo de manera ind’ependiente a noggin y folistatina, de manera que serd impdftante._det_érminar Ias

interacciones entre estas tres moléculas.
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B) Regionalizacion.

Una vez que se ha generado el tejido neural, debe existir en €l informacion que especifique las diferentes
estructuras que se generardn en los distintos ejes del SN. Teniendo como antecedente que durante el desarrollo
de Drosophila melanogaster 1a expresién de genes con cajas homedticas participa en la formacién de sus
segmentos, se han buscado genes homdélogos en mamiferos. Estos factores transcripcionales han mostrado
patrones de expresién claramente definidos en el SN de vertebrados, por lo que se ha propuesto que podrian
participar, de manera similar a lo que ocurre en Drosophila melanogaster, en la determinacion de la identidad
posicional. As{, en la médula espinal durante el desarrollo del ratén, se encontrd un nivel diferente de expresién
en el eje dorso-ventral de factores transcripcionales del tipo Pax87 (Fig. 1.2A); en el rombencéfalo la expresién
de genes tipo Hox delimita a los rombdmeros en el eje antero-posterior!20 (Fig. 1.2B); y en el telencéfalo, la
expresién de Oix, Dlx, Gbx definen distintas zonas, denominadas prosémeros, que podrian tener la capacidad

de generar estructuras especificas dentro de la regidn rostral del tubo neural?05 (Fig. 1.20).

Una de las regiones en la cual se han acumulado evidencias que sugieren que estos factores participan

en la regionalizacién, es el mesencéfalo. En el octavo dfa de desarrollo embrionario del ratén (mES), es posible

detectar la transcripcién de dos genes con cajas homedticas de la familia engrailed (En-1y En-2). Estos

sobrelapan entre el mesencéfalo y el metencéfalo con la expresion del proto-oncogen Int-1 Wnt-1), .

posteriormente, la expresién se extiende a otras zonas, detectdndose En-I en el rombencéfalo y médula espinal,

y En-é__en el cerebel_.oSl. Cuando se gen'eré la mutacion n.ula del_ gen de _Wnt-l', los ratones. mutahtés |
homocigotos no desarrollaron el mesencéfalo, cerebeloy la regién rostral del metencéfalo’62. En Drosophila,
se ha.de.scrito que los genes £ n son regulados positivamente por Wai-1, por lo que fue relevante demostrar que
el defecto generado en la mutante se acompafié de la desaparicién de la éxpreSién de En-]163, Mutaciones enel
gen de En-1 generarox1'la pérdida de una parte importante del mesencéfalo, cerebelo y'pueme, lo cual se_a-s:em_eja-- |
a la mutacion de Wn‘r_-:l 245, mientras que, mutantes c:i En-2 muestran solo una reduccién en el tamaiio del |
cerebelo, y alteracion en el patrdn de foliacién167. Las diferencias en los fenot_ipos obtenidos pudieran dcbérSe a.

los distintos patrones de expresion de En-I y En-2 en la unién meso-metencefdlica, en vista que es posible
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- “Figura 1.2. Moléculas con caja homedtica que tienen patrones de expresion - restringidos en
diferentes regiones del SNC del ratén. A) Expresién de genes Pax en el eje dorso ventral a la edad
de 11 dias de desarrollo. Pax-3 y. Pax-7 se expresan en la zona ventricular de la placa alar. Pax-3 en
la placa del techo. Pax-6 en toda la placa basal. En contraste, la expresién de Pax-2,Pax-5 y Pax-8
se restringe a un grupo de células en la zona ventricular de las placas alar y basal. B} Patronde
expresion de diferentes genes homedticos en los rombdmeros (r) a la edad de 9.5 dias de desarrollo
. C) Expresién de genes que delimitan regiones en el telencéfalo denominadas prosémeros (p) a -
los 12.5 dias de desarrollo. I, itsmo; M, mesencéfalo; OS, tallo éptico; r, rombomeros; SC, médula
espinal. Tomadas de las referencias 87,121,205. S EEE
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recuperar la mutante de En-/, si se intercambia con recombinacidén homologa por En-273. De esta forma, los
datos anteriores sugieren que En-1, En-2 y Wat-1, participan en la determinacion o desarrollo de una regidn

especifica del SN dentro del eje antero-posterior.

-

Durante la regionalizacidn dorso-ventral de la médula espinal, es probable que estructuras mesodérmicas
participen en el establecimiento del patrén de expresidn de factores transcripcionales determinantes. En apoyo
de esta hipétesis, estdn los efectos de la notocorda, estructura mesodérmica localizada ventralmente al tubo
neural, sobre la regulacién de la expresion de los genes Pax3 y Pax6: en el neuroepitelio indiferenciado de la
médula espinal existe un gradiente de expresion dorso-ventral de Pax3 y Pax6, el cual puede ser alterado si se

remueve la notocorda o, al transplantar una notocorda adicional en la regién dorsal®4,

C) Proliferacion y diferenciacion.

El control de la proliferacidn es de suma importancia durante el desarrollo En muchos sistemas se ha

descrito una relacién inversa entre la proliferacién y 1a diferenciacién (i.c. células rruogémr.:as]88 epxtehalfzs253

y adipogénicas®), En parucular los precursores neurales, al ser d_ete_rmmados_j-_para dlferencmr' a‘ncgro_nas,_.
pierden la capacidad de proliferar, por lo que al salir del dltimo ciclo de diViSién rec'iben el nombre de n.c-:'ur'o'na.s'.- -
post-mitoticas. Lo anterior hace a este sistema un excelentc modelo para estudxm los mecamsmos que cont:rolan
la prohferamén en el momento de dar origen a los fenotipos telmmales Durame el dcsarrollo es necesfmo‘_'._

generar la canndad suficiente de células que integren las diferentes estructuras y, por otro, establecer en los

tiempo adecuados a 1os diferentes fenotipos neuronales y gliales. De esta manera, debe existir un control

preciso entre la prohferacmn celuldr y la dlf erenciacion durante el desarrollo del SN.

Una dc las moléculas que pOdI'ld ser clave en este proceso es el producto del gen de Rctmoblastoma
(Rb), cuya funcmn a su cargo es la de 1mpedlr la progresmn ala f ase S del cmlo celula1210 Este supresor' '_
oncogemco es activo en su forma l11pofosfonlad'127 COlldlLlOﬂ bajo la cual secuestra a un f actor tran%rlpcmnal -

que moduld pomtwdmente los niveles de exprcqmn de genm mvolucmdos eneli 1I'|IC10 de la fase S Su relaclon _

RIS
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en el control de la proliferacidon y la diferenciacién ha encontrado fundamento con el uso de oncogenes
inmortalizadores (eg. antigeno T, del virus SV-40), muchos de ellos interactian con Rb impidiendo su accidn
inhibitoria sobre el ciclo celular, y bloquean la diferenciacién manteniendo a las células en un estado
proliferativo. Existen lineas neurales que han sido derivadas por accién del oncogen antigeno T (AgT) de SV40
(ver Capitulo 11, Seccion B), en las cuales, Ia inactivacién de AgT favorece que las células diferencien. De
acuerdo con su posible papel en proliferacidn y diferenciacion, la diferenciacidn neuronal inducida por NGF
sobre células PC12 esta asociada a la defosforilacion de Rb!16. La relevancia que puede tener Rb en
neurogénesis, se ha puesto en evidencia con la generacién de ratones mutantes homocigotos para esta molécula.
Estos ratones mueren poco después de la organogénesis (edades 12-13 dfas post-coitum), detectdndose una
muerte celular masiva en el SN, acompaiiada de un incremento imponarite en la proliferacién del prosencéfalo y
en la médula espinal, que se localiza en la zona intermedia del neuroepitelio, lugar donde so'ldde_ben hallarse
neuronas post-mitoticas! 12139, Asf entonces, se ha propuesto que la actividad de Rb pudiera ser necesaria para

inhibir la proliferacién de precursores neurales, y/o al inicio de la diferenciacién terminal de las neuronas. En

vista que la actividad de Rb parece requerirse en poblaciones celulares especificas del sistema nervioso, es

posible que otros miembros de la familia de Rb participen en el control de la proliferacién de otras poblaciones

del SN.

El control de la prohferacxon puede darse a muchos mveles, en los cuales la transcnpcxén podria tener

un papel 1mportante En este sentido se han descnto dos facmres trdnscrlpcxonalcs que podnan dmgxr Ia

prohferacxon de zonas pamcularus dentro SN. Uno de ellos es el producto del gun homolozo de achaeta-scute
de Dmsaplzzla (Mash 1), el cual se expreqa en forma prefereme en zonas que expenmentdn proliferacién activa

“durante el deﬂarrollo del SN88 Cuando se muta csm pmtema lo$ ratones homocx ~g,cuos para ebta mutamén no -

muestran desarrollo de Ias neuronas snnpancas y neuronas olfdtonas probablemente por versc afectado el
dcsarrollo de los pre’tsursores neurales de estas regiones8?. Por otro lado, en el telencéfalo y enel tallo ép_nc_o se

expresa en forma restringida, un factor transcripcional de la familia "winged helix", conocido con el nombre de

factor cerebral-1 (BF-1). La pérdida de su funcion, redujo dramdticamente la divisién celular en la regién

ventral del telencéfalo, ademis favorecid la diferenciacion prematura de neuronas en el telencéfalo, generando

et e



asf una disminucidn dramdtica en el tamafio de los hemisferios cerebrales?47. Estos tiltimos resultados apoyan

la relacién estrecha entre moléculas que controlan la proliferacion celular y la diferenciacion celular en el SN,

Dentro del evento de diferenciaciéon en el SN es necesario, en primer lugar, establecer los dos
principales linajes, neuronas o células gliales. Aunque se ha descrito la presencia de precursores
comprometidos para cada uno de estos linajes (ver Capitulos II y 1V), no se conoce cuales son las moléculas
que determinan su existencia. Existen datos experimentales que sugieren que factores transcripcionales como
N-Mycl6 y Gtx (gen con caja homedtica que se expresa en forma especifica principalmente en
oligodendrocitos) 42, podrfan participar en el establecimiento de las células gliales, mientras que L-Myc16y
NeuroD140 podrfan participar en la determinacién neuronal. Otro gen relevante en el control de la especificacidn
glial se ha descrito en Drosophila melanogaster, lamado glial cell missing (gem)i02.114_ Este gen codifica para
un nuevo factor nuclear, cuya pérdida de funcién impide que se genere la mayor parte de células gliales, tanto
del sistema nervioso central (SNC) como del sistema nervioso periférico (SNP) y, cuando se expresa
ectdpicamente, muchas neuronas se transforman en células gliales. Este es el primer reporte en el cual se
demuestra la existencia de una molécula determinante en la espéciﬁcacién de linaje glial dentro del SN. Aunque

no se ha encontrado, es posible que exista una molécula con una funcién similar en mamiferos.

Hay moléculas que tienen un papel clave en la diferenciacién celular de varios fenotipos, como es ¢l
caso del homélogo en vertebrados de Sonic hedgehog (Shh, gen involucrado en la polaridad de segmentos en el

desarrollo de Drosophila). Esta molécula, se expresa en la zona con actividad: polarizante durante el desarrollo

de los miembros, en la notocorda y en la placa del piso; en esta (iltima regidn, determina el establecimiento de

las motoneuronas en la médula espinal?03 y, en las regiones mds rostrales del tubo neural, participa en la

determinacién de las neuronas ventrales del mesencéfalo108, del telencéfalo y del diencéfalo’?. De esta forma,

un efector tnico establece diferentes fenotipos, que diferencian de acuerdo con la informacién posicional

presente en el eje antero-posterior del tubo neural.

P
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El establecimiento del fenotipo terminal depende de informacién adicional, en la cual se han involucrado
una serie de estfmulos externos, que podrian regular la sobrevivencia y/o la maduracién funcional de los
fenotipos. Como ejemplo, se describird con mayor detalle los fenotipos dopaminérgico y GABAérgico en los

capitulos V y VI respectivamente.
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IT) ESTRATEGIAS PARA ESTUDIAR A LOS PRECURSORES NEURALES,

Durante el desarrollo del SN poco se conoce a nivel molecular de los factores que controlan las
diferentes respuestas celulares de los precursores neurales. Su estudio se ha limitado por la carencia de
poblaciones homogéneas que faciliten su andlisis. Como alternativas se bhan empleado lineas celulares en las
cuales se puede favorecer la diferenciacién neural. Recientemente, con el uso de agentes inmortalizantes o de
factores de crecimiento, se han empezado a caracterizar precursores de diferentes regiones del SNC. En ambos
casos, una de las incdgnitas que se ha tratado de solucionar es conocer si existen células precursoras
comprometidas hacia alguno de los dos principales linajes del SN, o si poseen la capacidad de generar a los
dos. En vista de la gran diversidad de fenotipos que se deben de generar, y la cantidad de células a las que se da
origen durante el desarrollo del SN, es muy posible que en las etapas tempranas se cuente con una célula
“tallo", capaz de generar a los diferentes linajes, que pudiera mantener la capacidad proliferativa. De esta forma,
las diferentes estrategias tratan de analizar los diferentes caminos que podrian tener las células en las diferentes

fases de la diferenciacion neural,
A) Lineas neurales tumorales.

La linea celular més utilizada para estudiar la diferenciacién reuronal ha sido la denominada PC12. Esta

lfnea celular se derivé de un wmor de la médula adrenal, que mantiene la c_a_pac_idad de diferenciar in vitro a.
neuronas simpéticas bajo el efecto del factor de crecimiento neural (NGF). Este sistema celular se ha 'util'izado_; |
para estudiar los factores extracelulares y los compohentes intracelulares que part_icilpan en el evento 'd_e__
diferenciacién neuronal211,230.243 a7 como los elementos que‘co’ntrbla:i la proliferacién én'-el momento de -
determinarse hacia neurona simpdtica206.230, Lineas celular con propiedades similares se han obtenido a p_ar'ti.r_. |
del neuroblastoma, tumor derivado de la .crcsta neural, las cuales puede diferenciar a neuronas_de'spués d.élll

estimulo con ésteres de forbol o dcido retinoicol?0. Utilizando varias de estas lineas celulares, se han

identificado diferentes efectores extracelulares, vias de transduccién intracelular y factores transcripcionales que

estdn involucrados en el control de la diferenciacién neuronal3?251, S bien, es posible detectar miltiples

AUV PO U
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marcadores neuronales en estos sistemas, no se ha generado un fenotipo terminal bien diferenciado, ademds,
estas lfneas no ofrecen la posibilidad de analizar caracteristicas particulares de cada uno de los fenotipos

especificos del SN.

Una estrategia que se ha utilizado para generar lineas neuronales especificas es la fusidn celular entre
células primarias y células tumorales. Esta técnica se basa en el procedimiento utilizado con buenos resultados
en la generacién de hibridomas. Utilizando esta estrategia se generaron lineas neuronales del mesencéfalo®®y
septum3?, las cuales han sido empleadas para el estudio de algunas caracteristicas bioquimicas y estructurales
de las células neurales. Aunque muchas de las propiedades fenotipicas se conservan y pueden ser analizadas, el
fenotipo de las células hibridas es 2 menudo una mezcla compleja de factores citopldsmicos y nucleares de los
tipos celulares empleados, de tal forma que las respuestas que se pueden generar en un sistema con estas

caracteristicas no reflejan fielmente lo que sucede en la célula normal.

A pesar de que los sistemas mencionados anteriormente han facilitado el avance en el conocimiento de
los eventos que controlan la difereﬁciacic’m neuronal, los resultados deben ser tomados con reserva,
principalmente por que estas lineas al ser originadas de tejido tumoral, mantie_:nen’su Condicic‘m de tejido
transformado, proceso que en la mayorfa de las ocasiones se relaciona con alteraciones crcijSémicas- prcSentes
en los tumores. Actualmente se sabe que muchos de los requerimientos para la transformaciéh, involucran
alteraciones en las vias de transduccidn que controlan la prolifcracién{ e inclusive, en algunos casos, es posible _.
ide_miﬁcﬁar alteraciones en las funciones de moléculas que gobiernan _él ciclo (;:elular. Estas 'consideraciqn'e.s son
irhportantcs.de tenerse én-cUent_a,' ya qile duran_te- la diferericiacién cq necesario un control preciso de 1a
capacidad proliferativa de las células en diferenciaci_c’m.- En favor dé lo antérib_r, -_existcn cvi'denci‘z.is
experimentales que demuestran que algunas de las moléculas claves dei ciclo-celular, como ciclinas, Rb y p53'
(otro supresor oncogénico), pueden participar en la diferenciacién celul.ur1.94¥2-1532'54. De esta forma, es

necesario contar con sistemas que permitan estudiar la diferenciacidn neuronal sobre tejido no ransformado..
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B) Lineas neurales inmortalizadas.

Una estrategia experimental que ha solucionado en parte los problemas que presentan las lineas
transformadas, es el uso de agentes inmortalizantes, que permiten generar lineas celulares sin las caracteristicas
de los tejidos transformados. Estas moléculas son oncogenes, capaces de desregular el ciclo celular,
favoreciendo la proliferacion celular. Dos estrategias han sido empleadas para la generacion de lineas celulares
con estas proteinas. La primera utiliza la generacidén de ratones transgénicos en donde se dirige la expresidn del
agente inmortalizador con un promotor especifico hacia el tipo celular de interés32; esta estrategia ha generado
pocas lineas celulares, las cuales se obtienen in vivo a partir de los tumores generados en los tejidos donde se
expresa el oncogen, presentando asf las mismas desventajas mencionadas anteriormente para las lineas
tumorales. La segunda estrategia, utiliza la infeccidn con vectores retrovirales para integrar al agente
inmortalizador en el genoma de la célula que se desea estudiar, donde el requerimiento dnico, es que la célula a
inmortalizar realice al menos una divisién mitética, ya que el retrovirus necesita para su insercion estable en el
genoma celular que la célula pase por la fase S del ciclo celular38, Con este procedimiento ha sido posible
obtener in vitro una diversidad de lineas celulares generadas de diferentes regiones, durante el pen’odo en que
los precursores neurales avn se encuentran en fase de proliferacidn activa. Las lineas obtenidas han sido
generadas con Myc17.207, AgT62.72,154 o Src24, entre otros: Myc es un factor trans‘cripcionél que participa en
el inicio de la fasé: S del ciclo celular?0, AgT interactiia con Rb (ver Capitulo 1, Seccién C), y Src es una tirosin
cinasa con efectos diversos, algunds'de los cuales pueden afectar el control de la prbliferac_iénmz.‘ Muy dtiles
han sido los onéogenes termosensibles, con lo que ‘_"se hace posible 'contr‘olar_el' estimulo que fa.v'or'_e'ce la
proliferac_ic’in,‘ permitiendo en .muchos cdsos la diferenciacién cuando se cultiva en la telilperattlrzx no permisiva,
condicién en la que no hay actividad de Ia protefna inmortalizante. Uno de los oncogenes termosensibles mas B
utilizados es el alelo de AgT tsA58, molécula mutante que es‘inestabl-e a39°C '_(tempcramfa no permisiva),
mientras que a la de 33 °C es activa. De esta forma, la linea celular se puede producir y manipular a la
temperatura permisiva (33 C) y cuando se cultivan las células inmortalizadas a la temperatura de 39°C,1a
actividad que favoréce la proliferacién. se pierde, y las células diferencian. Esta propiedzid ha sido de utilidad.

para estudiar el potencial diferenciativo de estas lineas in vivo, ya que al ser transplantadas en roedores, la
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temperatura corporal inactiva a la proteina inmortalizante, facilitando su diferenciacion.

Las lineas generadas con los agentes inmortalizadores han sido utiles para conocer el compromiso que
presentan los precursores neurales al momento de dar inicio la neurogénesis. La mayorfa de ellas tienen la
capacidad de dar origen tanto a neuronas como a células gliales en implantes in vivo222 o en ensayos in
vitro93,72,182; 1o anterior ha sido una evidencia importante de la capacidad bipotente de los precursores
neurales. Asf entonces, los precursores neurales poseen la capacidad de dar origen a una variedad de tipos

celulares, que se establecerdn de acuerdo a la informacién posicional recibida de su entorno.

De esta manera, es posible que las lfneas inmortalizadas sean un modelo que represente a la posible
célula "tallo" del tejido neural en desarrollo, con la capacidad de dar origen a la diversidad celular que integra al
SN. Por otro lado, es posible que mediante la inmortalizacién se ais]eﬁ precursores neurales en vias de
diferenciacién dentro de los diferentes linajes. Al respecto', se ha reportado que es posible generar diferentes
lineas celulares que expresan distintosm:ircadores de superficie, receptores o énz_imas, que se encuentran

presentes in vivo durante la neurogénesis!72207,

A pesar de carecer de las caracteristicas de los tejidos tr-ansf_(_)rmadoS, estas =1_1’nlea's puc_den perder
propiedades importantes presentes en los precursores _neura'_les'. En este sehtido, se ha dem_ostra'_d_q que
precursoré's_ inmortalizados del cerebelo de la capa germinativa externa, pierden el control de los mecanismos -
que restringen su destino, lo cual favorece la generacion in vivo dé u.n mayor ntimero de fenotipos(heuronas
g;anulares, células cstré_lla_das, células de Golgi, glia de Bergma_n'n y astrdci_toé), Con respecto a 'la..c_:apacid_ad .
que presenta el precursor intacto de esta regién (_sold neuronas granularés)79. De es'te':_‘_nodd,'_cs posible que 1a_
presencia del dncogen_y/o las alteraciones 'funi:ionaies causadas j)or su insercidn en el genoma, generen
alteraciones en el programa de diferenciacién. Es impom_nte cn&y_nces establecer modelos expei‘i_:nmnj_tales que no

sufran ninguna alteracién genémica.
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C) Expansion de precursores neurales con factores de crecimiento,

En los dltimos afios se ha descrito cada vez con mayor frecuencia, la participacidn de factores de
crecimiento en la proliferacién de precursores neurales. Asi, efectos del factor de crecimiento epidérmico
(EGF), del factor de crecimiento transformante-o (TGF-a) y/o del bFGF se han reportado en cultivos primarios
del cerebelo??, bulbo olfatoriol81, médula espinall98, mesencéfalol59.178 estriado37 y retinal. En forma
interesante, en ausencia de un substrato adherente y en presencia de EGF, se han podido expandir células
precursoras del estriado de adulto202 y del embrién201, y en presencia de bFGF, del neuroepiteliol3 e
hipocampo19?, La diferenciacién de las células responsivas a EGF del estriado a neuronas o glia, se ve
favorecida cuando se retira el factor de crecimiento y si se cultivan sobre un substrato adherente?01,202, En
algunos casos, es necesaria la presencia de medios condicionados!24.173) o de otros factores de
crecimiento280:238 para favorecer la diferenciacién. EGF o bFGF permiten mantener a estas células en cultivo
por tiempo prolongado, congelarlas y recultivarlas, sin que, al parecer, pierdan su potencialidad caracterizada

originalmente199,201,

Una de las incégnitas que se han intentado solucionar con estos sistemas, es conocer si los Precursores

neurales tienen compromisos establecidos para los diferentes linajes a generarse en el sistema nervioso central..
Con EGF y bFGF se han aislado tanto precursores bipotentes, como comprometidos hacia neuronas o

glial23.237, Estas diferencias probablemente se fundamentan en distinlos requerimientos necesarios para

diferenciar de los precursores neurales responsivos a EGF o bFGF, y/o a las etapas o regiones de desarrollo

empleadas (i.e. precursores ya comprometidos). Asf entonces, la capacidad de los precursores neurales

expandidos con factores de crecimiento, para regenerarse asf mismos, y de conservar la capacidad de

diferenciar hacia los dos linajes del SN, los definen como probables células "tallo”. -
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D) Andlisis in vivo de precursores neurales.

El primer acercamiento que se ha realizado para estudiar el desarrollo del SN in vivo, ha sido identificar
los fenotipos generados por los precursores neurales del SN. Para ello, se han empleado diferentes estrategias
para evaluar los compromisos que presentan estos precursores neurales a diferentes tiempos durante el
desarrollo del SN. Una de las estrategias que ha ayudado a identificar la mayor parte de los linajes en el SNP,
ha sido el uso de tejidos quiméricos entre pollo y codorniz (ver detalles en el Capitulo IV, Seccién A). Esta
metodologia, se auxilia de la diferente estructuracién que presenta la heterocromatina en el niicleo de las células
de codorniz, lo cual permite distinguirlas ficilmente de las de pollo!3, La distribucién de la heterocromatina no
se puede utilizar como tinico elemento de referencia, ya que solo permite identificar los niicleos celulares. En
particular, en el SN es fundamental usar otros procedimientos que permitan observar a la célula completa,
incluyendo sus proyecciones citopldsmicas para determinar, principalmente con qué células se entabla contacto
sindptico, Para este fin, se han empleado marcadores de superficie especie especificos y colorantes vitales
lipofflicos que permiten distinguir a la membrana celular!38. El uso de estos procedimientos ha incrementado la
versatilidad en el estudio de los precursores neurales in vivo, y ha extendido su aplicacién'al desarrollo del SN

de los mamffe_ros.

Con las técnicas descritas previamente no es posible éValuar' la relacion clonal entre células
diferenciadas, ya que por lo regular involucran ;:1 transplante de p_oblac;iones celulares, Una de: las t_ér_:nicas que
si contribuye a realizar este tipo de andlisis es el marcaje co.n vectores.rerr_ovirales, que permite expresar en los
precursores ncurales marcadores enzimiticos como fosfatasa alcalina o béta- galéctosidasa. Este proCcdimiento
aprovecha que los retrovirus requieren que lacélulaa 1nfectar eqte prohferando, de tal forma quc si se redllza la _'
infeccién con una solucidn diluida del vector, el evento de infeccion se efectua lo suflcxentemente zuslado para
que el anallsls subsxgu:entc penmta 1dent1ﬁc;u‘ el compromiso que presentan in vivo células precursoras tinicas. |
Ademas tiene la ventaja de que el marcador se hereda a todas las células descendlentes, eludiendo el problum __
de dilucion de los colorantes vitales. -Experimentos utilizando esta técnica, realizados en la retin:123_3 y en la

" : : .. . .., . . e, . .
corteza24!, llevando a cabo la deteccién del marcador retroviral y de proteinas de diferenciacién especificas de



I

linaje, han demostrado que existen precursores neuronales con la capacidad de dar origen tanto a células gliales
como a neuronas, en el caso de la retina atin en etapas tardias de la neurogénesis. Asi mismo, en la corteza se ha
descrito la presencia de precursores neurales con un compromiso predefinido para dar origen solo a neuronas o,
a células gliales52.235, Estos resultados estdn de acuerdo con que existen precursores bipotentes que darfan

origen a poblaciones proliferantes con potencial diferenciativo restringido.

En los 1’1himos aiios, se ha hecho posible transplantar precursores neurales in vivo, La mayoria de estos
estudios han emp]eado lineas neurales inmortalizadas previamente caracterizadas in vitro, lo cual ha abiento la
posibilidad de estudiar la influencia del ambien.te circundante en la diferenciacién neural. En este sentido, se ha
demostrado que el ambiente que rodea a los precursores es determinante en la generacién de los fenotipos. Asf,
se ha demostrado que precursores del cerebelo pueden incorporarse y diferenciar adecuadamente en la corteza
cerebral adquiriendo fenotipos presentes en esta ltima regién224. Otros exp.erimentos han permitido demostrar
que es posible encontrar atin en el cerebro adulto sefiales que permitan el establecimiento adecuado de fenotipos
terminales. Recientemente, se demostré que células precursoras de. embriones porcinos _impla.n&tadas en el
mesencéfalo de roedores pueden diferenciar a neuronas dOpaminérgic'as y ést'ablecer contactos sindpticos

adecuados!10,

- La variedad de metodologias descritas facilitan de diferente forma el andlisis de los precursores

neurales, de tal modo que es posible apreciar que en la mayoria de los casos son__comp]ementari_.a,s'_f El conjunto

de resultados obtenido con estos procedimientos, dan un panorama mds claro del comportamiento de Jos

precursores neurales,
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1n PARTICIPACION DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO EN EL
DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO.

Durante el desarrollo, se debe generar por una parte, la masa celular suficiente para integrar cada regién
del organismo, y por otra, dar origen a los diferentes tipos celulares que 1o integran. En el transcurso de este
proceso, y en particular en el sistema nervioso, es necesario un control preciso de la proliferacidn celular, sobre
todo teniendo en cuenta que las neuronas al diferenciar pierden la capacidad de proliferar. En favor de estos

requerimientos, recientemente se reportd que variaciones en la actividad mitética del neuroepitelio podrian

contribuir, en etapas tardfas del desarrollo, a las diferencias en el nimero de neuronas presentes en la corteza
cerebral33, Por otro lado, desde hace varios afios se ha determinado que la sobrevivencia neuronal depende del

contacto con sus células blanco. En los Gliimos afios los factores de crecimiento han adquirido gran importancia

como efectores extracelulares, participando en diferentes fases del desarrollo del sistema nervioso (ver

Capftulos I, IV, V, VI), dentro de las cuales el control de la proliferaci6n, sobrevivencia y difex"enciacién debe

ser fundamental (fig. II1.1). Estas protefnas se han agrupado en familias o subfamilias de acuerdo a hox_nOld};fas |

en su secuencia y/o estructura, entre las que destacan las familias de factores relacionados con el EGF68,

bFGE31, factor de crecimiento transformante-8 (TGF-B)157 y las neurotrofinas!49. Cada una de estas familias

se encuentra integrada por varios miembros, los cuales varfan en su selectividad por las células blanco, y/o en

las respuesta celulares que generan.

B e |
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Figura IIL.1. Principales respuestas celulares generadas por los factores de crecimiento.



A) Proliferacion.

La capacidad de regular la divisidn celular es una de las propiedades mas documentadas de los factores
de crecimiento. Actualmente se ha descrito que muchas poblaciones celulares responden a ellos!28,164 En
forma interesante, en el SNC en desarrollo se pueden detectar factores de crecimiento capaces de activar la
proliferacién de tejidos tanto de tipo epitelial como mesodérmico (e.g. EGF®4, TGF-a!36, bFGF131), Asi
mismo, los receptores para bFGF y EGF se encuentran presentes en etapas importantes del desarrollo neural.
El receptor de bFGF se localiza en el neuroepitelio desde mE102%0, etapa durante la cual hay una importante
actividad mitética. En el caso del receptor de EGF, éste se detecta desde mE151 en el cerebro, etapa en la cual
correlaciona con la neurogénesis. De este modo, factores de crecimiento tipicamente mitogénicos podrian

participar también en la histogénesis del SN (ver adelante),

Los primeros efectos documentados de factores de crecimiento in vitro sobre células del SN fueron: la
estimulacién de la proliferacién de astrocitos en respuesta a Ia_presencia de EGF143, y la de oligodcndrocitos
por bFGF37, M4s recientemente se ha documentado el efec__to de lbs_facto'res de crecimiento sobre precursores
neurales, como es el caso de EGF y bFGF en la proliferacién. déprccursores' neurales bipotentes que ha
quedado bien sustentada en varias regiones del SNC (ver Capitulo II, Seccion C). En ocasiones es posible
identificar que.una misma poblacién prolifera en respuesta a diferehfes,factores de crecimiento. Asf por
ejemplo, se identificd, en cultivds prim'ario_s del cerebelo, ‘que' las células pre_t:ur_soras de la capa gcrminatiVa
externa incrementan la incorporacic‘m de tiinidina tritiada_ bzijo c.l'é'fect(')'de]k EGF, del factor. de crecimiento

semejante a insulina-1 (IGF-I) o bFGF77.

La necesidad de mds de un factofde crecimiento para estimular prc’;liferacién _sé ha dcmdstrédo cn
rm’lltiples ocasiones. En realidad, la p'riﬁ]ér'a .vez que se documentd l_.a induccisn -de"‘la'prollifér_.é-'_c_ién de
'_precursofes neurales que dan origen a neuronas fue pdr’ la .accic'm combinada de NGF y bFGF37. Dentro del
linaje glial, PDGF en cdh]binacién con bFGF favorece la proliferacion de los pr'cc'u.r.Sor_eS'de' las céll‘)la_'s"ﬁde -

Schwann113, mientras que, IGF-I en asociacién de altas concentraciones de AMPc favorece la proliferacién de
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las células de Schwann ya diferenciadas?!?.

El mecanismo de accidn por el que los factores de crecimiento favorecen la proliferacidn, debe incluir el
facilitar la actividad de proteinas que gobieman positivamente el ciclo celular. Principalmente durante el periodo
G1, la célula recibe la informacion externa que determina, ya sea su salida del ciclo celular, o bien el
compromiso para dividirse. En fibroblastos se ha determinado que PDGF, EGF y IGF-I (factores de
crecimiento que favorecen su proliferacién) controlan el progreso por la fase de G1 para que la célula se
divida!®!. De manera similar se demostrd, en cultivos primarios de precursores de bulbo olfatorio, que bFGF
requiere actuar en la primera mitad de la fase G1 para favorecer la proliferacién32. El trdnsito por las diferentes
etapas del ciclo celular (Gl-S-GZ-M), se encuentra controlado por ciclinas (proteinas cuya concentracion
fluctda a través del ciclo celular)123:219 y 1as proteincinasas dependientes de ciclinas (CDKs)234, La actividad
del complejo ciclinas-CDK, especi‘ficameme los de la fase G1, puede ser controlado por protefnas como p53,

quiza a traves de inhibidores de CDK como p2190,246, Asf entonces, es probable que los factores de

crecimiento controlen la progresién del ciclo celular, a través de modular la actividad de los complejos ciclina-

CDKs relevantes para el progreso de la fase G1.
B) Sobrevivencia.

La capacidad de los factores de crecimiento para favorecer la sobrevivencia neuronal fue uno de los

primeros efectos descritos, siendo las neurotrofinas (e! factor de crecimiento neural (NGF), el factor de

crecimiento derivado de cerebro (BDNF), la NT-3 y la NT-4/5) los ejemplos cldsicos. El NGF fue el primer_d

de los factores de crecimiento en ser caracterizado, el cual es importante para la sobrevivencia de las neuronas

simpdticas y sensoriales!44; BDNF!4! y NT-3204 también incrementan la sobrevivencia de las neuronas -
- sensoriales in vitro: Las neurotrofinas también participan en la sobrevivencia de neuronas del SNC; el NGF

favorece la sobrevivencia de las neuronas colinérgicas del telencéfalo basal®3, el BDNF y NT-3la de las

neuronas motoras!03, dopaminérgicas del mesencéfalo!05 y colinérgicas del septum3 ¢ hipocampo183,

L o e - -
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La relevancia in vivo de las neurotrofinas se ha fundamentado con la generacion de mutantes para cada
uno de estos factores o, de sus receptores. Con esto se¢ ha corroborado que NGF y su receptor son necesarios
para la sobrevivencia de las neuronas simpdticas y las del ganglio de la hasta dorsal*7.220, mientras que BDNF
lo es para las neuronas sensoriales!!5 y NT-3 para las neuronas propioceptivas23!, De esta forma, se ha
postulado que diferentes poblaciones de neuronas muestran selectividad para las diferentes neurotrofinas. No
obstante lo anterior, dichas mutaciones no afectan en la misma magnitud la sobrevivencia de las neuronas

responsivas del SNC, a pesar de encontrar receptores para las neurotrofinas en algunas poblaciones celulares de

este sistema.

Las neurotrofinas, si bien son los factores de sobrevivencia neural mejor caracterizados, no son los
tinicos. El factor inhibidor de leucemia (LIF), un factor inicialmente caracterizado como un factor de
diferenciacién en el sistema hematocitopoyético, favorece la sobrevivencia de las neuronas sensoriales, siendo
sus efectos sobre poblaciones no responsivas a NGF174, El factor neurotréfico ciliar (CNTF), por otro lado, en
pollo favorece también la sobrevivencia de neuronas simpdticas135 y motoras10. E] bFGF o miembros de esta
familia pudieran encontrarse dentro de los mds relevantes, puesto que su presencia ha mostrado ser efectiva en
la sobrevivencia de diferentes tipos celulares del SNC! L. por ejemplo, su actividad se ha relacionado con la
sobrevivencia de fenotipos como el dopaminérgico®6:160 y colinérgicol3V, Recientemente, con la disponibilidad

de distintos factores de crecimiento purificados o producidos mediante la tecnologia del ADN recombinante, se

ha podido demostrar la participacién de maltiples factores de crecimiento en la sobrevivencia de fenotipos.

particulares del SNC (i.e. dopaminérgico y GABAérgico ver Capftulos V y VI).

EI mecamsmo de accién mds comiin de los factores de sobrevwencm es probablemente de npo

pardcrmo. En general en el SNP, los factores pareccn ser secretados por el organo blanco, de tal forma que, 51

se mcremcnta la cantidad de células bldnco cs posxble evztar la muerte en un nimero proporcnonal de neuronas
de manera sm‘nlar al efecto que se produu. st se mcrementa la conc.entracmn del factor in vivo. Tambxén se ha,
encontrado que las células g,hales son una fuemc unpormnte de facmres de creunmmo que dctuarfdn lgualmente

de manera paracrma%._ En forma interesante, se ha sugerzdo que en algunas neu_ronas los factores de -

s wornass g
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crecimiento pudieran actuar de manera autéerina. Lo anterior se fundamentd con la colocalizacidn, en neuronas
del telencéfalo, de! ARNm de NGF, BDNF y NT-3 con la de sus receptores (trkA, trkB, y trkC,

respectivamente)!68,

Recientemente se ha demostrado que los efectos en sobrevivencia pueden participar en forma
coordinada con la proliferacién de células indiferenciadas. Durante el desarrollo de las neuronas simpdticas, es
posible identificar que el neuroblasto pasa por dos perfodos, en los cuales su responsividad a dos neurotrofinas
cambia en forma dramdtica. Células obtenidas de ganglios simpdticos a los 14.5 dias de desarrollo embrionario
de la rata (rE14.5), sobreviven solo en respuesta a NT-3, mientras que en la etapa postnatal su sobrevivencia
depende de NGF. Durante este proceso existe un cambio en el patron de expresion de los receptores especificos
para NT-3 (irkC) y el de NGF (irkA) que correlaciona con los perfodos de responsividad para cada uno de
estos factores!8, En forma interesante, las células que sobreviven en respuesta a NT-3 pudieran tener la
capacidad_ intrinseca de continuar proliferando3. De ésta manera, ademds de verse estrechamente regulada la
proliferacién con la sobrevivencia, es posible apreciar un cambio secuencial de responsividad a difcrentes
factores durante el desarrollo. Un evento similar se describié para las neuronas motoras, en el cual durante el

perfodo embrionario la responsividad es mayor para BDNF, siendo la sobrevivencia en la etapa postnatal

“dependiente de CNTF4%, De esta manera, es posible que la variedad de factores que muestran efectos sobre un

mismo fenotipo participen en forma coordinada sobre diferentes perfodos de su desarrollo.

La muerte neuronal durante el desarrollo, asi como la que ocurre en algunas enfermedades

neurodegenerativas, se sucede mediante el proceso conocido comiinmente como apoptosis. Por lo tanto, los

factores de sobrevivencia debieran de actuar impidiendo que se active dicho proceso. Este tipo de muerte es

controlada por una maquinaria enddgena, y aparentemente latente durante la vida de todas las células, de tal

- forma que casi todas las células requieren de factores de sobrevivencia., El efecto de los factores de

sobrevivencia puede darse a dos niveles: en la cascada de transduccion que activa la maquinaria de muerte, o

directamente impidiendo la accién de los componentes intrinsecos de este proceso. En la via de transduceién,

“incrementos en las especies reactivas de oxfgeno pudieran ser importantes: recientemente se demostré que el
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retiro de NGF a neuronas simpdticas, conduce a un incremento en las especies reactivas de oxigeno, y que la
muerte causada por la deprivacién de este factor, se puede bloquear mediante la expresion de la superoxido
dismutasa®3. Proteinas pertenecientes a la familia de BCL-2 (un agente antiapoptético) o ICE (promotor de la
apoptosis), dos componentes fundamentales de Ia maquinaria de muerte, pudieran también ser blanco de los
factores de sobrevivencia que actdan en células del SN. En este sentido, BCL-2 puede remplazar el efecto de
NGF en la sobrevivencia de las neuronas sensoriales” y, por otro lado, en forma interesante, algunas de estas

moléculas se expresan en el SN de embriones!00, postulando asi su posible participacién durante el desarrollo.
C) Diferenciacion.

El primer fenotipo para el cual se demostré la participacidn de los factores de crecimiento en su
diferenciacion fue el fenotipo colinérgico (neuronas productoras de acetil colina), siendo este el modelo de
diferenciacién mejor documentado del SNP. La diferenciacion de las neuronas simpdticas colinérgicas se
favorece por el factor de diferenciacién colinérgico (CDF), también conocido con el nombre de LIF249, Su
efecto se ha relacionado con la regulacién positiva de la expresidn de diferentes marcaerCS que determinan el
fenotipo colinérgico ,y la perdida de la tirosina hidroxilasa, enzima presente regu]armcnte en la célula
precursora del linaje simpdtico y en las neuronas adrenérgicas, El CDF es ademds capaz de inducir la
diferenciacion colinérgica de precursores que diferehc_i_ar_fan_n.atural_m_eme a neuronas adr’e'nérzgica.sﬁ_. La -
conversién de las neuronas adrenérgicas a colinérgicas es u.n evento que se puede rcproducif in vivo si los
axone_s.adrenérg_ic_os se ponen en contacto con glindulas salivales!34, tejido hommlniente_' inervado pd_r
neuronas colinérgicas.'-' No obstante, este ﬁltimo efecto no pareéé ser' genex‘ado por CDF sino por uha protefna
unida a mcmbrana, relacmnada con el factor neurotroﬁco ullar197 el cual tdmblén rcgula de manera smnlar la_

expres:én del mismo conJunto de genes en las neuronas snnp'mcasz‘:’8

En los ﬁltimos aios, al poderse propagar precursores neurales con factores de crecimiento, se ha abierto

a pObIbl]ldad de estudxar las moleculas que modulan la dxielcncmcmn de las células precursords del SNC En

este sentldo in vitro NT-3 favorece la diferenuacmn neuronal du ptccursores derlvados de la cortezago o



mientras que BDNF la de los obtenidos del hipocampo?.238, En el establecimiento de estas neuronas es posible
que existan factores adicionales, en vista de que mutantes nulos de NT-323! y BDNF!13 no muestran ningiin
efecto relevante en la diferenciacion neuronal. De este modo, al igual que en la proliferacién y sobrevivencia, es
probable que en la diferenciacién neuronal participen varios efectores de forma coordinada, que regulen
adecuadamente la expresion de las moléculas participantes en la determinacion y funcidn del fenotipo terminal
(1.e. procesos de sintesis, recaptura y degradacién especificos para el neurotransmisor, formacién de neuritas y
establecimiento de sindpsis adecuado con el organo blanco). En este sentido, en los dltimos afios se han
incrementado las evidencias in vitro que indican que miliiples factores de crecimiento participan en el desarrollo
de diferentes fenotipos; como ejemplos, se describirdn los factores que participan en el desarrollo de los

fenotipos dopaminérgico (Capitulo V) y GABAérgico (Capitulo VI).
0) El precursor Q2A.,

Como se puede apreciar de los incisos an‘te,rliores, un solo factor puede tener una variedad de
acuwdades, afectar a una diversidad de tipos celulares, en los que se m(,luyen tanto células gliales como
neuronas y, en ocasxones, 1nclu1r acciones sobrelapadas con otros factores. Sin embdrgo a pesar del: |
plelotroplsmo, el desarrollo de los diferentes fenotipos terminiles se redhza de und mancra muy prcmsa,. |

probablemente involucrando camblm temporales en la expresion y/o responmblddd a loe dlferentes efectores.

Uno de los modelos in vitro en el que se han estudiado con cierto detalle las interacciones que se

presentan durante el _desarrollo de fenotipos terminales, es la diferenciacic’m del precursor O2A el cual da origen

a ohgodendrocuos y astrocitos upo-._. El estudio de u,te tipo celular se ha fwczhtado por Id mmphcndad con que
se pueden aislar poblaciones cnnquec.xdas a pdl'lll' del nervio épnco de la rata. En este sistema, se ha demostrddo -
que cl PDGI’ y el bFGI" favorecen la prohferduon del precursm ~*-1135 mnentras que la dlferencxamén hdcm‘ ..

astrocitos tipo 2 es mediada por el CNTF 104 v, la de o]modendrocnm depende dL un reloj mterno57, el Lualf :

‘pudiera controlar la produccién de TGF B161, Asf mismo, se ha dcsmto la paruupauon de Cduld'i accesorias,

- como astrocitos tipo [ o células dcl mesénquima, las cuales secretan componenms de la matriz extraoelular que |
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Fxgura m.2. Celulas y sefiales que p’trumpan in vitro en el control de la prohferamon y
- diferenciacion del progenitor O-2A.- La capacidad proliferativa del precursor O-2A es regulada por
IGF-1, NT-3, bFGF y PDGF. Mientras que su diferenciacion es moduladd por celulas dccesonas del |
mesenqmmaypor astrocitos tipo-1. MEC = mamz extracelular
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regulan en forma concertada los eventos de proliferacién o diferenciaciénd3.148 (Fig. 111.2).

El contar con precursores comprometidos hacia fenotipos particulares pudiera permitir, de manera
andloga al precursor O2A, estudiar las interacciones de los diferentes factores que participen en su

establecimiento y maduracién funcional.
E) Mediacion intracelular.

De manera similar a otras seiiales extracelulares, los factores de crecimiento realizan sus efectos
activando receptorcsy proteicos, que desencadenén una cascada de eventos intracelulares que en algunos casos,
culminan en la activacién de factores transcripcionales. Para el caso de los receptores con actividad de tirosin
cinasa, una vez que el efector interactia con su receptor se favbréce la homodimerizacion que. activa la
fosforilacién intermolecular en residuos de tirosina. Lo anterior .l’leva a la activacién de la via de c-Ras

(protooncogen cuya actividad depende de GTP) y, aunque no se ha mostrado en todos los casos, también a la

generacion de segundos mensajeros tipicos de los' receptores que activan protéfnas G, como diat:ilglicerol y

fosfoinositidos. F malmente a través de telccros mens‘ucros, como c- I"os, se '1ct1van tmnscrlpcmmlmemc .

.~ diferentes genes que partxclpan en la 1espuestd celulax Es tamb:cn posnble que en fases mtcrmechas de la

cascada transduccional se module d1recnnneme la actmdad de algunas proxemas43 97,

 De lo descrito anteriomlente la via de transduccion mejor'caractcrizada es la qué'involucra C~Ras (Fiﬂ.'

I 3) Como ee mencmné esra da i mlczo con la autofosfonlacxon del receptor en res*xduos de txrosnm lo cual-_' |
pernmc la umc’m de protemas que preeentan mouvm de homologw de src (SH 2, un domlmo que se. une a_'
fosfonrosmas) conomdas con las si glas She. chhas protunas son a su vez fosfonladas en re51duos dc tlrosma,f |

- acnvando asf una cascadd de eventos 1ntr'1celulares que desembocan en la acnvacmn de c-Ras Esta protcfm estd .
umdd ala membmna plasmatlca, y requlere mtewdmbmr GDP por GTP pam dcnvarse, wento que se c,ncuentm."' o
| ._modulddo por una molécula que esnmula el recamblo de GDP pox G'IP (SOS) Esle evento se tdvmcce‘

medmme GRB..., una prolenm coneuom que tiene dominios SH-2, que [L permiten su umon al receptor
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Figura 1113 Modelo de la mediacidén mtraceluldr por - factores de crecimiento. El factor de
crecimiento interactda con su receptor tipo tirosincinasa, induciendo la dimerizacién del receptor y

su autofosforilacién. Esto es seguido por el reclutamiento a la membrana de diferentes moléculas,
que participan en la transduccién de la sefial inducida por el factor de crecimiento. La via mds
extensamente estudiada conduce a la activacién de la MAPK. La transcripcién del gen c-fos se
~activa a través de varios complejos tmnscnpcmnales como Elk/SRF y CREB, los cuales se
fosforilan por un mecanismo dependiente de p21Ras. SRE, elemento responsivo a suero; SRF,
factor de respuesta a suero; SNT, proteina blanco asociada a suc fosforilada en tirosina por factores
de crecimiento; PLC-y, fosfohpasd C Y; PI-3 K, fo';faudll inositol 3 kinasa. Modlflcad'1 de la
referencia 101, . .
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fosforilado, y SH-3, que permite la formacién de complejos con proteinas que poseen regiones ricas en
prolina, como es el caso de SOS. Asi entonces, una vez activado el receptor, el complejo GRB-2/50S se le une
directamente, o a través de otra proteina conectora denominada de manera genérica She, con lo que se
promueve el reclutamiento de SOS a una posicién contigua a la membrana celular con la consiguiente activacion
de c-Ras. Una vez que c-Ras libera GDP y une GTP, este estimula la fosforilacién de raf, la cual fosforila en
residuos de serina o treonina a la MAP-KKK (fosforilasa de 1a fosforilasa de la proteincinasa activada por
mitégenos). Esta dltima, a su vez fosforila MAP-KK, que finalmente activard a la MAP-K (también conocida
como cinasa activada por sefiales extracelulares ERK). Actualmente se han descrito al menos dos cinasas
relacionadas, ERK! y ERK2, que varian en los blancos celulares sobre los que actiian. En células no
neuronales se ha demostrado que ERK-1 fosforila c-myc y, ERK-2, un complejo proteico que incluye al factor
responsivo a suero?3, que activa la transcripcién de c-FOS, a través de su elemento responsivo al suero en la
regién promotora. ¢c-FOS es un. protooncogen que participa en ¢l control de la proliferaéién celular, entre

muchos otros procesos y es parte bdsica del complejo transcripcional AP-1218,

Vias de transduccidn alternativas a la de c-Ras son posibles a través de segundos mensajeros cldsicos
como diacilglicerol y los fosfoinositidos. Estos segundos mensajeros son generados por la actividad de la
fosfolipasa C-gamma (PLC-y) y de la fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI-3K). Ambas protefnas presentan un

dominio SH-2 que les permite interactuar directamente con los receptores tirosin cinasas, y consecuentemente

activarse por fosforilacién en sus residuos de tirosina.

La actwacmn n‘anscnpmondl mediada por factores de crecimiento estd regulada, adcmas de complejo
AP 1, por al menos otroe dos tipos de moléculas que mcluyen a p91 y un conjunto de prOIemas denommddas_

Stat. El complejo AP-1 'se encuentra constituido por las protcmas_c-Pos y c-Jun, siendo su actividad quizd

necesaria en las diferentes respuestas celulares (proliferacién, diferenciacién, sobrevivencia). p91 es un factor

que'puede ser activado por fosforilacién en forma directa por.el receptor, ya que posee un dominio SH-?.; la-

forma activa se transloca al nicleo, donde ha demostrddo ser plCZd 1mportame en la activacion lmnscnpuonal |

medlada por citocinas y EGF209, Las Stat son una fdmllm de factom lI‘dI‘lSLI‘lp(‘lOndlL& quu se activan bd_]o el



efecto de diferentes citocinas y CNTF, a través de fosforilacién en residuos de tirosina, En general, los
receptores para citocinas no poseen en forma intrinseca alguna actividad conocida; sin embargo, al interaccionar
las citocinas con su receptor, se le unen y activan proteinas que poseen la actividad de tirosincinasas, entre las

que destacan Jaks, Fyn, Lyn y Syk228,

En la mayor parte de receptores del tipo tirosincinasas, se ha demostrado la participacién de las
moléculas descritas anteriormente, incluyendo al de EGF, neurotrofinas, insulina y bFGF. Otros tipos de
receptores como los que unen TGE-B, muestran actividad intrinseca de serin-treonincinasas?44, sin embargo

poco se conoce de las moléculas transductoras que participan en la mediacién de sus efectos.

A pesar del avance logrado en la identificacidn de los componentes que participan en la transduccién de
sefiales por los receptores de factores de crecimiento, no se ha identificado cual es el mecanismo por el que se
favorecen las diferentes respuestas celulares. Lo anterior es particularmente relevante dada la multitud de

respuestas que se generan a través de un mismo mecanismo transductor,
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[v) CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PRECURSORES DEL SISTEMA
NERVIOSO.

El sistema nervioso estd integrado por dos grandes componentes el central y el periférico. Las células
precursoras que dan origen a los diferentes fenotipos en estos sistemas divergen desde temprano en el
desarrollo. Todos los fenotipos que integran al sistema nervioso central (SNC) se originan de los precursores
neurales que constituyen el neuroepitelio. Por otro lado, el sistema nervioso periférico (SNP) se genera de la
cresta neural, estructura especializada formada por una poblacién celular originada de los mdrgenes laterales de
la placa neural, que al momento del cierre del tubo neural, migra e invade a pricticamente a todo €l embridn;
estas células ademds del SNP, dan lugar a una variedad de tipos celulares no neuronales, entre los que se
incluyen a los melanocitos, a las células cromafines de la médula adrenal, y derivados del mesénquima de la

cabeza, que incluye condrocitos y tejido conectivo, entre otros.
A) El sistema nervioso periférico.

El sistema nervioso periférico, constituido por las neuronas entéricas, los ganglios sensoriales,

simpdticos y parasimpdticos, es uno de los modelos experimentales donde se ha podido caracterizar finamente

el desarrollo de sus diferentes componentes celulares. En forma particular, su estudio ha avanzado

notablemente por la facilidad con la que es posible aislar células de la cresta neural, asf 'corno por el desarrollo

de tejidos quzméncos entre codorniz y pollo Esto ha permitido analizar las rut.u, de mxgramén de las celulds

precursoras, ¢ identificar a lo<; dlferentes npos celulares que se qcneran a pa.mr de la cresta neura113 El anéllsls ;
de los fenotipos ce]ula_res generados in vivo ha establecido la existencia de células pluripotentes desd_f_:_ anites de

iniciarse la migracidn, que dardn origen a fenotipos tan variados como neuronas simpdticas, melanocitos y -

condrocitos29, Cuandose eXaminan"lc')s diferentes linaje.s generados por cada'una de las rcg'ioncs en el'eje

rostro caudal, es posible 1denuhcdr que hay una rwlonahmc:on de los fenotlpos Lenemdos Por ejcmplo, 3
celulas de la cresta neural ubtcadds en la region sacm mucsmm prefcrenua pdl’d generdr g,anghos‘ |

parasimpdticos, mientras que componentes del lmnco ddn ormen a ganglios simpdticos y sensonal_es. |

e m e m emm e Sk
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Experimentos in vivo donde se transplantaron células de la regidn sacra en el tronco, o viceversa, demostraron
que es posible dar origen a fenotipos terminales de acuerdo al sitio del implante!37, Lo anterior reafirmé la
existencia de un precursor pluripotente, y sugirid, que ¢l medio que rodea al precursor tiene un papel importante
en la determinacion de los fenotipos. Ademads permitié a Anderson proponer que los linajés generados de la

cresta neural, se derivan de manera similar a los del sistema hematopoyético’,

Conforme las c€lulas de la cresta neural avanzan en el desarrollo, se ha propuesto que se va

restringiendo la variedad de tipos celulares a los que se puede dar origen. En los ultimos afios, se han

acumulado evidencias experimentales que postulan la existencia de células precursoras que tienen el

compromiso de generar tanto a células cromafines como a neuronas simpaticas, denomindndose a esta célula
precursor simpatoadrenal®. Experimentos in vitro con células precursoras de la cresta neural o con precursores
inmortalizados, demostraron la capacidad de estas células para diferenciar a células cromafines y a neuronas

simpdticas, eventos en los que se necesitd de diferentes factores ambientales. La presencia de glucocorticoides

por ejemplo, favorece la diferenciacién hacia células cromafines, mientras que la diferenciacién a neuronas

simpdticas se facilita por el factor de crecimiento neural (NGF)9, El establecimiento in vitro de las neuronas

simpdticas requiere ademds de la presencia de bFGF y de CNTF1%9, y condiciones despolarizantes!?.

La diferenciacidn in vitro de neuronas simpdticas a partir. de lasfcé_lulas cromafines o de lineas

inmortalizadas de precursores de la cresta neural, se acompaiia de cambios en la:e;;p're_si(‘)_n_ de marcadores.de

superficie, y de enzimas intracelulares que participan en la sintesis del neurorrans‘misor..Hay ev'iden_cias_

expenmemales que proponen la presencia de precursores con pou,ncml resmn gu.lo durame el desarrollo de los

denvados de la cresta neural hacia otros fenonpos entre los que destdcan el mcldnocnmo colmérg:co o ghal

En la restriccién del potenual dxferenc,mnvo del precursor de la crestd neural tamblen part:c:pan_y |
dlferentes factores ambientales, modulando dlferente'; respuestas u:lulares ‘como:-la prohferacwn,‘-‘.
dlteren(:lac:lon y/o mbrewvencm En este sentido, los de,IOICb de crecimiento son de los csnmulos extcrnos que

mas efectos han presentado Por e]emplo se ha dcsmm que la prohtcmuon de ]db celulas dc Sc.hdwnn sef |
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favorece en la presencia de bFGF y TGF-B2!2; los precursores de los melanocitos requieren para su desarrollo
de la actividad del LIF!77, ademds, como se comento anteriormente este mismo factor es necesario para la
diferenciacién de las neuronas colinérgicas!?3 y sensoriales!76, El precursor de la cresta neural que da origen a
las estructuras craneofaciales requiere de la actividad del receptor tipo-a para el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF)!6%, Por otro lado, la proliferacién de los neuroblastos simpdticos se facilita por
neurotrofina-3 (NT-3) al incrementar su sobrevivencia’d y, la diferenciacién de las neuronas sensoriales es
favorecida por insulina y el IGF-165,248 mjentras que su sobrevivencia se incrementa por el BDNF28. Esta
diversidad de efectos permiten sugerir, que durante el desarrollo es necesario una variedad de estimulos,

requeridos en tiempos particulares para el desarrollo adecuado de cada uno de los diferentes tipos celulares.

La hipétesis de que los precursores pluripotentes pucden restringir Su potencial por modulacién de
estimulos externos, sé ha reforzado con ¢l reciente aislamiento de una célula precursora de la‘crcsta neural,
capaz de dar origen a neuronas y glias in virro226, Esta célula mantiene la capacidad bipotente a través de varios
pases y ademds es pos1ble identificar células proliferantes compromcndqs a dar solo neuronas o glias. En
forma relwante si se cultiva en presenci ia del factor de crecimiento glial, la mayor proporcmn de cc]u]as que |
diferencian lo hacen en forma prefereme hacm el fenotlpo glml217 De esta fomm un precursor, al menos_

bipotente, recibe mfonnacxon externa que rcsmnee su dlfelencmuon termmdl
B) El sistema nervioso central,

El ncuroepxteho €S un epltello pseudoeslmtlﬁmdo constltmdo por cc!ulas en prohferdcmn actwa, las
cuales permanccen conﬁnadas durante la etapa embrxomrm en la zona venmcular 0 zona gemunatlva que en el.
adulto foxmara a4 la zona subvemrlculdr (una emepuon a esta regla se encuentm en el cerebelo donde el

prwursor dc las neuronas gxanulares deja la zona venmculdr y migra a la qupel ﬁcu. extemd del cerebclo en.

desarrollo y fonna la Cdpd cc,rmmauvd mtemd) Durante la f'mc S del uc:lo celuhr, los nucluos se encucntrdn

en la region mds extemna del tubo m,uml m:enn as que en la fdse de mltcms se encuentran en ld capa mds mtcma

(zona vcntmuhr) una vez qm.. Ia célula precuxsom I‘C.!Il?d su ulmm muosm migra hacm [d penfena del tubo L
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neural, donde finalmente diferencia terminalmente, generando la zona del manto (Fig. IV.1). Durante el
desarrollo de los fenotipos del SNC, es posible identificar etapas claramente definidas, que comprenden las
siguientes: proliferacién celular, migracién, diferenciacion y formacidén de neuritas con el consiguiente
establecimiento de sindpsis. Los precursores neurales proliferan bajo un control estricto, de manera que las
neuronas postmitéticas se generan en dias especificos del desarrollo. De esta forma, en la médula espinal de la
rata se experimenta neurogénesis durante los dias rE11 arE1673, y en la corteza se lleva a cabo entre rE16 y
rE21; asi mismo, es posible distinguir un gradiente ventro-dorsal en la proliferacién durante la diferenciacién
neuronal en la médula espinal!86, En vista de las diferencias que se presentan en los ejes antero-posterior y
dorso-ventral, es posible que las moléculas involucradas en la regionalizacién regulen sefiales que controlan la

proliferacién celular.

Al dar inicio la neurogénesis se identifican en el neuroepitelio dos poblaciones con morfologfas

diferentes, la glia radial y las neuronas postmitdticas. Se han realizado esfuerzos importantes para estudiara la

célula precursora que da origen a las neuronas en el SNC, El primer acercamiento, fue estudiar el COmpromiso
que tienen los precursores en el momento de dar inicio la neurogénesis. Asf, analizando in vivo los linajes
generados por clonas de precursores marcados con retrovirus en la re.tina233 y téctum .6ptico75, se apoya Ia
existencia de precursores bipotentes dufante_ la etapa de neurdgé'nlesis, coh la capacidad de_d_ar origen tah_to al

linaje neuronal como glial.

En la corteza, desde que da inicio la neurogénesis, es posible identificar la presencia de precursores

compromendos hacia alguno de los dos prmupdles llm_]es (neuronal 0 511‘11)151 sin embargo, cxpcnmemos in

vitro donde se andllzé la descendencm de precursores aislados tinicos de esta regldn demuestran la coex1stenc1a -
tanto de precursores blpotentes como compromendm al lmaje crlml 0 neurona]“o 229 hn el mismo sentldo, se
ha demostrado in vivo, con marcales retrovlrales la existencia en un porcentaje reducndo de precursores no

comprometidos dumnte todo ¢l desarrollo dt, la corteza embnonarm~41 los cmles pudleran mantencxse en

forma qulesccnte en la etapa adultd y mantener la misma Ldp’lClddd blpOth[L”O L:,taﬂ; celulds podnan ser ldS

mismas que responden al EGF, para las cuales se ha descrito que tienen la propledad de dar ongen-a |

T ATV
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FASES DEL CICLO CELULAR
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Flgura IV.1. Neurogénesis en el neuroepnello Las células que se dlvxden activamente en la zona
germinativa, muestran movimientos caracterfsticos del niicleo, que pueden ser identificados en
terminos de las 4 fases del ciclo celular: G1, S, G2 y M. Los niicleos se encuentran en la zona
ventricular durante la fase G1. Durante la sintesis de ADN (fase S), los niicleos se ubican en la zona
marginal. Durante la fase G2 los niicleos migran nuevamente hacia la superficie ventricular, donde
retraen su proceso c1toplasm]co y experimentan mitosis (fase M). Las células hijas pueden

- reingresar al ciclo y entrar a la fase G1 6, mlgmr a ]d zona margmal en donde dlferencmran R
termmalmente -
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precursores bipotentes o comprometidos al linaje neuronal bajo el efecto de bFGF237.

La bipotencialidad ha sido analizada in vitro de una mejor manera en lineas inmortales generadas del
estriadol84, telencéfalo®3, cerebelo?4, mesencéfalo!82, La mayorfa de estas lineas expresan nestina, proteina de
filamentos intermedios que se localiza en forma preferente en células proliferantes del neuroepitelio, previo al
inicio de la neurogénesis’3, por lo que se ha utilizado como un marcador de células precursoras neurales. La
expresion de esta proteina se pierde en condiciones donde se favorece la diferenciacidn, adquiriéndose la de
marcadores de células gliales o neuronales tanto in vitro7>297 como in vivo?23, Lo anterior permite sugerir que
los precursores presentes en el SNC durante el perfodo de neurogénesis, tienen la capacidad de dar origen a los

dos principales linajes que lo integran.

Por otro lado, una linea celular generada del cerebelo ha sido transplantada en regiones diferentes a la de
su origen, logrando diferenciar hacia los tipos celulares presentes en el sitio del implante224, Lo cual sugiere
que al igual que en el SNP, la informacidn que los precursores neurales reciben de su medio ambiente local,
participa en forma decisiva en la determinacidn de los fenotipos terminales. Marcajes retrovirales durante el
desarrollo de la retina también favorecen esta hipétesis233,

Muy recientemente, s¢ ha abierto la posibilidad de reintegrar precursores neurales durante el desarrollo

del SNC de mamiferos. Este nuevo procedimiento, utiliza una técnica quiniirgica que hace posible reimplantar

células indiferenciadas obtenidas de embriones en los ventriculos cerebrales de roedores en desarrollo. A partir

de esta cavidad es posible que se implanten en el neuroepitelio, migren y diferencien. Las células transplantadas

se pucdcn identificar Utiliz'ando marcadores ncuronales,-' elia!csy especie espccffic’os de rata y .ratéhl3_4.'
- Utilizando ésta técnica se ha mostrddo que es p031ble que a]gunos precursores del telencefalo s€ 1mplanten en

otras reglones y dxferencuﬁ:n26 De esta forma, se dpoya nuevamente la relevancm del entorno en la

diferenciacién neurondl Esta nueva estmtegm ayuddra a 1denl1f’1car los dlferentes compronnsos adqumdos por
las células indiferenciadas durante las diferentes etapas del desarrollo por las que atraviezan y, por otro lado,

conocer la relevancia de las sefiales de regionalizacién en el establecimiento de los fenotipos terminales.

g
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V) EL FENOTIPO DOPAMINERGICO.

La dopamina es uno de los neurotransmisores que mds atencién ha despertado en el SN debido,
principalmente, a su relacién con un gran nimero de funciones neuroldgicas (i.e. control del movimiento
voluntario, comportamiento emocional y cognositivo) y enfermedades (i.e. esquizofrenia, alcoholismo,
Parkinson), ademds de participar en algunas funciones enddcrinas, como el conwrol de la liberacién de
prolactina. El estudio de las neuronas que sintetizan dopamina (dopaminérgicas) se ha concentrado en la regidn
del mesencéfalo, en la cual se encuentra la mas alta densidad de células que producen dopamina. A
continuacién, se describirdn brevemente algunas caracterfsticas generales del sistema dopaminérgico, y
posteriormente con mis detalle el desarrollo de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo, asi como los

factores que influyen en su maduracidn funcional y morfoldgica.
A) Generalidades del sistema dopaminérgico.

La dopamina es el primer metabolito neuroactivo en la via biosintética de las ca[ecolaminaé. Todas ellas
se generan a partir de Ja tirosina, la cual sufre dos modlflcacmnu para dar origen a la dopamma, la primera
catalizada por la tlI‘OSlnd hidroxilasa (TH) Ys la ~:ex.unda por I’i dopd descarboxﬂdsa o aminodcido-
descarboxilasa (DDC o AADC) (Fig. V.1). La dopamina a suvez puede ser_me'tabolizada a noradrenalina 0
adrenalina, a través de la actividad de la dopamina-f3- hldI‘OM]ﬁba (DBH) y de la femletanolamma N-
metiltransferasa (PNMT), respectivamente. La TH es la enzima limitante en la via blosmtcuca, siendo blanco de
diferentes agentes regulatorios; en forma particular, su actividad se modula posmvamente por fosfonlacmn
evento en el que se encuentran involucradas prinmpalmente la prolemcmasa-A (PK-A) depcndlcntedc:_adenosm_
monofosf.at'o ciclico (AMPc), PK-1I dependiente de calmodulina®3 y la MAP-K97. Por otro lado, 1a sintesis del |
ARNm de la TH seregula en forma posmva por ‘miltiples estimulos extemnos, entre los que dcstacan }:GF145

bFGF!96, PDGF-BB189, glucocorticoides!46 y estimulos df:SpO]arlZHI‘ltC:S]"". Los genes de la TH en ratonlll,

ratal80 y humano!27 estdn clonados, y el andlisis de la secuencia nucleondxcu de su regién promomm ha

permitido identificar regiones de homologia con ela,mc,mox responsivos a dl(c,xenu,s ﬁcloms trammpcmnales,
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entre los que destacan: AP1, AP2, POU/OCT, SP1 y CRE33.111 Para el caso de CRE (elemento responsivo
para el AMPc), se ha demostrado que es relevante en el control transcripcional positivo del gen de 1a TH132,
Estudios en lineas celulares han identificado una regién de aproximadamente 3(X) pares de bases del extremo 5'
del gen que parece determinar la expresidn tejido especifica®?; dentro de esta regidn, se identificé una secuencia
con simetrfa dial (caja "E"), que sobrelapa con un motivo de reconocimiento para el factor transcripcional AP-1,

ambas secuencias necesarias para controlar la expresién especifica de tejido232,

Todas las enzimas involucradas en la sintesis de la dopamina se encuentran localizadas en la terminal
nerviosa, en donde se almacena el producto final en las vesiculas presindpticas. A partir de estas, el
neurotransmisor es liberado al espacio sindptico bajo un estimulo despolarizante, utilizando un mecanismo
dependiente de calcio. La remocién de este neurotransmisor del espacio sindptico se lleva a cabo
fundamentalmente por un mecanismo de recaptura en la terminal nerviosa, el cual es dependiente de sodio. Una
vez dentro de la terminal presindptica puede seguir dos rutas, entrar nuevamente en las vesiculas sindpticas, o
ser inactivado por la monoamino oxidasa (MAQ) mitocondrial. Una vez liberada, 1a dopamina interactiia con
receptores de tipo protefco ubicados en la membrana post-sindptica, cuya actividad regula los niveles
intracelulares de AMPc, y otros mecanismos de transduccién que incluyen la modulacién de corrientes de

potasio,
B) Neurogénesis y ontogenia de neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo.

‘Experimentos de incorporacién con timidina tritiada han permitido identificar el dfa de nacimient_o de las

primeras neuronas post-mitéticas del mesencéfalo. En la rata se inicia a partir det rE11 y, termina su

“establecimiento con un pico de neurogénesis entre rE14 y rE15, mientras que el establecimiento de las células

gliales que inicia en rE11 se prolonga hasta etapas post-natales?2. Por otro lado, la deteccién mds temprana de

dopamina, descrita por un método de histofluorescencia, es a los 13 dfas de desarrollo embrionario'_.t_anto en

- ratén como en ratal2:82 que correlaciona muy bien con la sintesis previa de la TH, la cual se detecta por

inmunohistoquimica a partir de los rE1271, y que correlaciona bien con los incrementos observados en la.
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actividad de la TH43. Es interesante comentar que estos estudios reportan un pico de expresion que coincide
con el de neurogénesis descrito en el estudio autoradiogrdfico, de tal forma que, la diferenciacion neuronal
dopaminérgica concluye entre las edades de 14 y 16 dias de desarrollo embrionario de la rata. Teniendo en
consideracion los datos anteriores, la mayoria de los estudios sobre ¢l fenotipo dopaminérgico, han empleando

como uno de los marcadores de diferenciacidn la expresién de la TH.

Si bien la aparicién de marcadores celulares aparece entre tE12 a rE16, parece ser que los elementos que
gobiernan el establecimiento del fenotipo dopaminérgico actian en etapas previas, Cuando se expone la region
que va dar origen al mesencéfalo obtenido de rE9, con tejido obtenido de la placa del piso de 1a médula espinal,
se facilita la diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas, mientras que el proceso inductivo no se genera si
se utiliza mesencéfalo de rE12108, De esta forma, la responsividad a factores que controlan la determinacién
dopaminérgica se presenta por lo menos 3 dias antes que aparezca el primer marcador de diferenciacién
detectable. Se ha sugerido que Sonic hedgehog, molécula secretable que se expresa en la placa del piso, pudiera

ser la sefial inductiva predominante en este procesol07,

C) Efectos in vitro sobre la maduracion del fenotipo dopaminérgico.

El estudio de los factores involucrados en los eventos de diferenciacién son dificiles de llevar a cabo in

vivo, por tal motivo ha sido necesario el desarrollo de cultivos primarios, donde se pueden aplicar distintos =

factores al medio y determinar cuales afectan el proceso de diferenciacién. En un intento por encontrar los

factores que participan en la determinacidn del fenotipo dopaminérgico, se realizaron co-cultivos de células de la

regién mesencefdlica y cultivos primarios del estriado (una de sus regiones blanco). En esos experimentos, se
demostré la capacidad del estriado en estimular la maduracién funcional de las neuronas dopaminérgicas,
evaluando la sfntesis y la recaptura de dopamina®195 y, 1a formacién de la trama dendritical90, Experimentos. -

posteriores, demostraron la participacion de moléculas solubles, al describirse efectos similares solo con medio -

v rwETe

condicionado proveniente de cultivos primarios del estriado232. Los efectos tréficos sobre-las neuronas =

dopaminérgicas no solo se generan de la regién blanco; se-ha demostrado un incremento en la sobrevivenciade -



neuronas dopaminérgicas mediado por astrocitos tipo | del mismo mesencéfalo!®7 o por medios de cultivo

condicionados por microglia cortical! 7.

Teniendo los resultados anteriores como antecedente, se incrementé el interés por ensayar la capacidad
de diferentes factores solubles para influir el desarrollo de las neuronas dopaminérgicas. En la medida que fue
factible contar con factores de crecimiento en forma aislada, se hizo posible evaluar su efecto sobre la
maduracién dopaminérgica en cultivos libres de suero. Se ha descrito el efecto sobre neuronas dopaminérgicas
del bFGF66.159, EGF35, interleucina-6 (IL-6)1, BDNF105.126, ppGF31.189, TGF-a4, TGF-81%9, IGF-14.14,
NT-3 y neurotrofina-4/5 (NT-4/5)106, En general, la mayoria de estos factores de crecimiento centran sus
efectos sobre dos caracterfsticas principales de las neuronas dopaminérgicas: la presencia de la TH y/o la
capacidad de sintesis o recaptura de dopamina. Estas dos propiedades reflejan en forma general, 1a capacidad de

diferenciar, sobrevivir o proliferar de las células precursoras dentro del linaje dopaminérgico. Hay pocos

reportes en los cuales se puede especificar con certeza el mecanismo de accién de estos factores. Para el casode

los efectos de bFGF, EGF y TGF-a, ha sido posible determinar que son mediados, en alguna medida, por
estimular positivamente la proliferacién celular; por ejemplo, los incrementos generados por EGF y TGF-a en
la captura de dopamina, y en el nimero de neuronas inmunopositivas para TH, se pierden en presencia de

agentes que matan a las células que se encuentran proliferando?35. Estos resultados se utilizaron como

argumento para sugerir que los efectos de EGF y TGF-q, se encontraban mediados por células gliales que

proliferaron en respuesta al factor de crecimiento; sin embargo, no se analizé la posibilidad de que se influyera

la proliferacidn de células precursoras, elemento a considerar dado que para estos dos factores se han descrito

~efectos sobre precursores neurales en retinad. Hasta el momento, bFGF es el dnico factor para el que se ha

sugerido que en etapas tempranas de desarrollo (mE12), sus efectos son una consecuencia de favorecer la

proliferacién de precursores que diferencian a neuronas que sintetizan la TH159,

Para el resto de los factores de crecimiento mencionados anteriormente, se ha demostrado claramente un

incremento en el nimero de neuronas inmunopositivas para la TH, sin embargo, es dificil determinar si se

estimuld la diferenciacion celular o se favorecid la sobrevivencia. Un caso notable es NT-4/5, el cual incrementa
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en un 700 % la poblacidn inmunopositiva para la TH, sin tener ningin efecto sobre Ja captura de dopaminal06,
De este modo, es probable que existan efectores adicionales que regulen en forma concertada otras
caracteristicas funcionales del fenotipo dopaminérgico. Por otro lado, hay datos experimentales en los cuales
BDNF105 y TGF-B129, protegen del efecto téxico de MPP+ (agente farmacolégico que selectivamente mata
neuronas dopaminérgicas), lo cual podria apoyar la hipdtesis de que estos factores de crecimiento favorezcan la
sobrevivencia de células dopaminérgicas. Recientemente, se ha descrito un factor de crecimiento derivado de
una linea glial (GDNF), miembro de la familia de los TGF-8, el cual muestra in vitro un efecto de sobrevivencia
importante sobre las neuronas dopaminérgicas, ya que en su presencia permite que el nimero de neuronas
dopaminérgicas se mantenga hasta por 21 dias, mientras que en su ausencia se pierde mds del 75%%4. A
diferencia de bFGF, EGF e IGF-], este factor no estimula la recaptura de GABA, motivo por lo que se report6
como un factor especifico para el fenotipo dopaminérgico. Sin embargo, es posible detectar el ARNm de este
factor en varias regiones durante el desarrollo embrionario (i.e. telencéfalo, diencéfalo, cerebelo, estriado,

médula espinal, rifién, intestino y en el primordio de las extremidades)#!, de tal forma que puede estar

involucrado en el desarrollo de otros fenotipos. La hipétesis anterior se ha reforzado al describirse, efectos del

GDNF en la sobrevivencia de las neuronas motoras!47 y, en las neuronas sensoriales y simpdticas2%,

—]
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Vi) EL FENOTIPO GABAERGICO.

Otro de los neurotransmisores presente en el mesencéfalo es el dcido y-aminobutirico (GABA). Este es
el neurotransmisor inhibitorio mds abundante en el sistema nervioso, el cual controla la excitabilidad neuronal, a
través de interneuronas o de circuitos neuronales inhibitorios. El GABA es un aminodcido modificado, que se
sintetiza a partir del dcido glutdmico por medio de la descarboxilasa del 4cido glutdmico (GAD), enzima
limitante en la via biosintética de GABA. El metabolismo del GABA se encuentra intimamente relacionado con
el de la glucosa, siendo el a-cetoglutarato un elemento de suma importancia como precursor del acido
glutdmico (Fig. VI.1). Lo anterior permite establecer la existencia de dos compartimientos: el metabdlico y el de

neurotransmisor. En la siguiente descripcidn solo se considerard su funcién como neurotransmisor.
A) Generalidades del sistema GABAérgico.

Actualmente se conocen al menos dos isoenzimas de la GAD, las cuales son sintetizadas por dos genes
diferentes®0; estas son la GADgs y GADgy, donde el subindice corresponde al peso molecular de la proteina
madura. Ambas isoenzimas presentan diferentes carﬂcréﬁsticas bi'oqufmicas,-de ubicaciéh intr'ace_lu_lar y
abundancia regional, lo que pudiera ser relevante para su funcion. La GADgs se encuentra en un'alto,porcéntaje |
como enzima inactiva (_apoGAD),’ localizada fundameht_alm{f:me en la tcrmiﬁal nerviosa, y requi_ér'e para su
activacidn de la unién al fosfato de pmdoxdl“8 este iltimo evento pudiera ser facilitado por el 1mpulso'

m=:rv105051 La GADg7 se ubica en formd homogcnca en ¢l cnoplasma de las ncuronas y se presema -

~ preferentemente como una holoenzima activa, unida al fosfato de piridoxal; esta enzima también puede estar en

forma de apoenzima pero en mucho menor grado, dada su alta afinidad por el cofactor!18,156, Ambas
isoenzimas se expresan en las mismas regiones del SNC, pero con diferentes- niveles de expresién, La GAD65

es espcculmente abunddnte en el tubéreulo olfdtomo nucleo geniculado lateral, cohculo superior y nucleo olivar

pretectal mientras quc 1:1 GAD67 lo es en corteza cctcbml septum, coliculo mfenor y cerebelo Sus dlferenmas

en distribucién y requerimientos en su activacion, pueden favorecer. una mayor -ﬂembllldad para el _co_ntrol._de la-

sintesis de GABA. Durante el desarrollo el ARNm de la GADg7 puede sufrir un procesamiento alternativo, que
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incluye un exon adicional de 86 pares de bases, en el que se encuentra un coddn de lerrninacion; este transcrito

esta ausente en tejido adulto, y quizi codifique para una proteina no activa truncada en su extremo carboxilo?!,

Pocos estudios han evaluado los mecanismos que controlan la expresion de los genes de las GADs,
Uno de ellos, generando lesiones en la via nigro estriatal, encuentra un incremento ¢n los niveles de expresién

del ARNm de la GADg7 y en su actividad en el estriado?14, de tal forma que se sugiere que el impulso nervioso

puede participar en su regulacién. En el hipocampo se ha reportado que estradiol incrementa los niveles de
expresién del ARNm de la GADg7239. El andlisis de la secuencia de aminodcidos de la GADgg5 y GADg7, no
identificé motivos consenso para la fosforilacién por proteincinasas®0.117 1o cual descartarfa la posible
modulacién de su actividad por fosforilacién directa de la enzima. Tanto las GADs, como el GABA se han

detectado fuera del sistema nervioso, donde podrian modular miltiples efectores endécrinos o exéerinos8,

Durante la ontogenia, la GADg7 es la primera en aparecer, detectdndose la proteina en etapas tan
tempranas como rE11 en la médula espinal; sin embargo, en las células inmunopositivas para GADg7 no fue

posible detectar GABA133, La forma embrionaria del ARNm de la GADg7 se ha detectado preferentemente en

las zonas de alta proliferacién y, aunque se detecta en neuronas post-m mitéticas, es susntmdo poco despues por

ld expresién de la forma madma15 En el caso du la GADggs, su deteccion es mds tardia y, enel estnado parece

corresponder al momento de entablar contacto sindptico con la subsmnu’a nigraS6, por lo que se postula que el

establecimiento de su expresién se regula por el estfmulo neural.
B) Efectos in vitro sobre la maduracion GABAérgica.

En los ﬁltimos afios, se ha idemiﬁcado un nimero importante de factores de crecimiento que intervienen

en la madmacxén funcional de las neuronas GABAdérgicas. En forma particular se han documentado efectos de

- EGF?, bFGF14.66, IGF—I” RDNF14.106, NT-3106 y de NT -4/5106 sobre neuronas GABAergcas dcl

'ne«;encefalo En la mayoria de Ios Cas0s, COmo un reﬂcJo de la m.iduracmn funuuml se reporto mcrementos

enla capauddd de sintesis y captura de GABA. bFGFy EGF incrementan la capturd de GABA hasta en 4 veces
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con relacién a la condicién basal, mientras que, BDNF y NT-3 duplican o triplican, respecti?amente, el
contenido de GABA, lo cual correlaciona con un incremento en la misma proporcion en la actividad enzimatica
de GAD!96, En forma interesante, solo NT-3 incrementa el nimero de células inmunopositivas para
GADg7106. Efectos similares se han descrito en el estriado, donde se ha evaluado el efecto de BDNF236, NT-
3236 y NT-4/5230; en estos estudios se han descrito incrementos en la cantidad de células inmunopositivas para
GAD, en la concentracién intracelular de GABA, en la incorporacién de GABA y en la actividad de GAD. En ¢l
caso particular de NT-4/5 se ha demostrado que en su mecanismo de acci6n no participa la proliferacién?40, de
tal forma que, el incrementd en el nimero de neuronas GABAérgicas, podria deberse a sobrevivencia o
diferenciacidn. Todos estos estudios se han realizado en cultivos primarios, por lo que se desconoce si el efecto

es directo, o0 mediado por interacciones generadas en el cultivo bajo la presencia de los factores empleados.
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VII) JUSTIFICACION Y OBJETIVO

Durante el desarrollo embrionario, la adquisicién de un fenotipo particular se genera como consecuencia
de una serie de eventos que se regulan en forma coordinada a través del tiempo y ¢l espacio. En este proceso,
las células precursoras deben responder en forma adecuada a un conjunto de estimulos que reciben de su
entorno para llegar, finalmente, al estado de diferenciacidn terminal. Algunas de estas respuestas (i.e.
proliferacién, diferenciaéién y sobrevivencia celular) pueden ser moduladas por factores de crecimiento. En la
ontogenia del sistema nervioso del mamifero se han detectado diferentes factores de crecimiento, asf como sus
receptores. En forma particular, para algunos de ellos se ha documentado que facilitan la proliferacién de
precursores neurales, o favorecen la diferenciacién y/o sobrevivencia de fenotipos especificos (e.g.

dopaminérgico o GABAérgico)(véase cap. lILV y V).

La linea central de investigacién en el laboratorio donde se realizé el presente trabajo tiene como

principal objetivo, estudiar los mecanismos que regulan las diferentes respuestas celulares durante el desarrollo
embrionario. El abordaje de este problema se dificulta por la carencia de poblaciones enriquecidas en células
indiferenciadas que faciliten su analisis. En este contexto, una de las alternativas que facilitarfa su estudio es la

generacidn de lineas celulares de precursores, Trabajos recientes permiten prﬂponer que las células precursoras

del SN podnan ser propagadas con el uso de factores de crecimiento. Dc haccr realidad esta pr0puesta, |
permitirfa contar en el SN con un e,\ce]eme modelo de estudio, supurdndo a la‘; lineas neuronales existentes
(inmortalizadas o transformadas), en las cuales no se puededescar_tar' la posible desregulacmn de algun

elemento importante en las funciones celulares.

En vista de que existen factores de crecimiento que favorecen la proliferacién de precursores neurales

(EGF, bFGF) presentes en el mesencéfalo, y que en experimentos in vitro, pudieran participar en la

maduracién funcional de fenotipos terminales presentes en esta regién se propone como hipétesis de trabajo

que alguno de estos factores de creummnto estimulan la prohfuauon s()br(,vwenma y/o dlfercncmcmn dc |

_precursores neurales del mescnuﬂxlo
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El objetivo general de este trabajo fue determinar si existen precursores neurales en el mesencéfalo del
raton que respondan a factores de crecimiento, En forma particular, investigar si es posible regular su capacidad
proliferativa in vitro. De existir respuesta positiva, establecer si el efecto es directo sobre las células
precursoras, o mediado por interacciones presentes en el cultivo primario. Por otro lado determinar, si bajo el
efecto de factores de crecimiento, es posible modular la diferenciacién o sobrevivencia de precursores que

puedan dar origen a fenotipos especiticos.

Para llevar a cabo este trabajo, se estudio el efecto de diferentes factores de crecimiento sobre cultivos

primarios del mesencéfalo embrionario del ratén a los 13.5 d. pc., etapa en la cual atin es posible encontrar

precursores neurales. Como un reflejo del incremento de la proliferacién celular, se evalud el nimero de

colonias generadas en cultivos primarios. Asi mismo, se investigé si los factores de crecimiento influyen en el

fenotipo dopaminérgico y GABAérgico, evaluando los niveles de expresién del ARNm de la TH o GADs, por |

medio de un procedimiento de RT-PCR.
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VIII MATERIALES Y METODOS.
A) Cultivo de células.

El procedimiento fue realizado como se deseribe por Lauder et all33, Brevemente, ratonas CD-1
embarazadas fueron sacrificadas por dislocacién cervical, los embriones (13.5 dias post coitum; d.pc) fueron
removidos y colocados en solucion fria de PBS—glucosa (cloruro de potasio 5.4 mM, cloruro de sodio 138
mM, glucosa 22 mM, fosfatos--potasio-sodio 2 mM, pH 7.2); el sistema nervioso central de los embriones fue
disectado en la misma solucidn. Las regiones a ser cultivadas fueron expuestas a tripsina 0.25 % durante 15
min., inactivada al adicionar medio fresco con 10 % de suero fetal bovino (1:1 v/v), y mecdnicamente
disociadas con una pipeta de 5 ml y una pipeta Pasteur a la cual previamente se le redondeé su borde. Las
células fueron recolectadas por centrifugacion a 800 g durante 5 min y resuspendidas en medio libre de suero el
cual se encuentra compuesto de: Medio de Eagle Madificado por Dulbecco con alta glucosa (D-MEM) y Ham
F12 (1:1 v/v) suplementado con : glutamina (2.92 mg/ml); penicilina-estreptomicina (0.5 U/ml y 0.5 pg/ml,
respectivamente); insulina (25 pg/ml); transferrina (100 pg/ml); putresina (60 uM); progesterona (20 nM);
selenita de sodio (30 nM). Las células fueron contadas en un hemocitémetro y ajustadas a una densidad de 1 X
100 células/ml; la viavilidad celular fue valorada por exclusién de azul de mpano. Alicuotas de esta suspension
(250,000 células) fueron cultivadas en pozos de 16 mm de didmetro previamente impregnados con Poli—-D~
lisina (10 pg/ml por 2 hrs) en 0.5 mi de medio definido. Los cultivos fueron mantenidos a 37 °C en una
atmosferade 5 % CO2 - 95 % aire atmosférico. Los factores de crecimiento fueron agregados 1 hr después del
sembrado. Todos los factores fueron comprados de GIBCO-BRL (Grand Island, N.Y.).

B) Purificacion de ARN, sintesis de ADNc y procedimiento de reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR).

ElI ARNm total fue purificado de cultivos utilizando una version modificada del método publicado por
Chomczynski and Sacchi*2. Brevemente, los cultivos fueron lavados con PBS-glucosa, las células lisadas
directamente en las cajas de cultivo al adicionar 0.5 ml de una solucién 6 M Urea/ 3 M LiCl, incubadas por una
noche a -20 °C, centrifugadas a 10,000 g durante 10 min y la pastilla resuspendida en 500 ml de una solucién
de isotiocianato de guanidino (solucidn GuSCN: 4 M tiocianato de guanidino, 25 mM de citrato de sodio
pH7.0, Sarcosyl 0.5%, 2-mercaptoetanol 0.1 M. 2 M de acetato de sodio (pH 4), fenol y cloroformo fueron
agregados en las siguientes proporciones 1/10, 1/1, 1/20 respectivamente; el cloroformo es una mezcla de 24:1
de cloroformo y alcohol isoamilico. La suspensién fue mezclada 1 min, mantenida en hielo durante 15 min y
centrifugada a 10,000 g por 20 Min. La fase acuosa fue colectada y precipitada con un volumen igual de
isopropanol a —20 °C. La pastilla fue resuspendida in 150 ul de GusCN y reprecipitada, E} ARN fue lavado con
15 % de etanol y resuspendido en 20 ul de agua. 10 ul fueron utilizados para la sintesis de ADNc utilizando
M~-MLYV reverse Transcriptasa (BRL) en 30 pl de volumen final de reaccién bajo las condiciones recomendadas
por el proveedor. Rutinariamente 6 i de la reaccién de ADNc fueron utilizadas en la reaccién de PCR |
conteniendo 2.5 U de TAq DNA polimerasa (Boeheringer-Mannheim), 200 uM de deoxinucleotidos 5
trifosfatos, 1.86 mM de MgCl2, en el amortiguador proporcionado y 30 picomolas de cada uno de los ..
iniciadores; todas las reacciones fueron realizadas en un termoblock programable (Hybaid). Los protocolos de
PCR fueron: para Hipoxantin Fosforibosil Transferasa (HPRT; una enzima constitutiva) y Tirosin Hidroxilasa
(TH): 93 °C 1 min, 57 °C 1 min, 72 °C 1 min,35 ciclos; para nestina: 95 °C 1 min, 57 °C, 72 °C 1 min, 35
ciclos; para neurofilamento M (NF-M) y Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP): 95 °C 1 min, 67 °C 1 min, 72
°C 1 min, 35 ciclos; en todos los casos, PCR fue finalizado con 10 min a 72 *C. Los oligonucléotidos
iniciadores fueron: HPRT: sentido CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG, antisentido GTCAAGGG-
CATATCCAACAACAAAC; nestina: sentido CTACCAGGAGCGCGTGGC, antisentido TCCACAGCCA-
G(intron)CTGGAACTT; NF-M: sentido GCCGAGCAGAACAAGGAGGCCATT, antisentido
CTGGATGGTGTC(intron)CTGGTAGCTGCT: GFAP: sentido TTGCAGACC-TCACAGACGCTGCGT,
antisentido CGGTTTTCTTCGCCCTCCAGCAAT; TH: sentido TACGCCACGCTGAAGGGCCTCTAT,
antisentido AGGTGAGGAGGCATGACGGA-TGTA. Cada uno de los productos de PCR fueron del tamafio
esperado y su identidad fue confirmada por digestion con varias endonucleasas de restriceidn.
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C) Inmunocitoquimica,

Las células se fijaron en metanol a —20 °C por 30 min y lavadas dos veces en PBS-glucosa. Las células
se incubaron 1 hr con un anticuerpo de conejo para neurofilamento de rata 150 kD (CHEMICON), o con un
anticuerpo de conejo contra GFAP de conejo (DAKQ) diluidos 1:400 0 1:250 en 0.1 M TBS (0.1 M tris, 24.9
mM de cloruro de sqdio, pH 7.6), 5 % de leche descremada y 1 % de triton (TBS/M-T). Los siguientes
lavados e incubaciones fueron realizados: 3 lavados (10 min cada uno) con TBS/M~T, 30 min de incubacidn
con ¢l anticuerpo anticonejo biotinilado diluido 1:300 del kit Vectastain elite ABC (vector laboratories), 3
lavados (10 min cada uno) con TBS/M-T, 30 min incubacién con el complejo avidina-biotina, 3 lavados (10
min cada uno) con TBS y, finalmente, revelado con tetrahidrocloruro 3,3'-diaminobenzidina (0.5 mp/ml)
durante 8 min. Las células positivas fueron analizadas con microscopia en campo claro.

D) Analisis estadistico.

Comparaciones estadfsticas fueron realizadas utilizando la prueba t de Students llevadas acabo con el
programa Microsoft Excel version 4.0 (Soft—Art, Inc.). Valores de P 0.05 fueron considerados no
significativos. |
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IX) RESULTADOS.

A) Interacciones de factores de crecimiento en la generaciéon de colonias de precursores

neurales.

EGF, bFGF y TGF-~a inducen la formacién de colonias a partir de cultivos primarios de

mesencéfalo.

La capacidad de modular la proliferacién de células precursoras por factores de crecimiento se encuentra
bien documentada; por otro lado, se ha descrito la presencia de diferentes factores de crecimiento, o de sus
receptores, en el mesencéfalo, entre los que destacan EGF1.216, bFGF200 y TGF-B70, Teniendo en
consideracion lo anterior, sc evalud si estos factores tenfan la capacidad de estimular la proliferacion de
precursores neurales en esta region a los mE13.5. Durante el tratamiento de cultivos primarios con EGF, bFGF
y el factor de crecimiento transformante-o. (TGF-a) pero no en aquellos que se cultivaron en presencia de TGF-
B o NGF, se observé inicialmente un aumento importante en la proliferacion celular, qhe’ a los 8 dfas de cultivo,
condujo a la formacién de colonias (Fig. 1, Articulo 1). Estas colonias, apafenteméhtedc Qrigen clonal,
sobresalen de la monocapa y _tienen', al llegar a la madurez (que depende del .efecto proliferativo del fac'to'r),'
morfologia esférica con una débil adherencia al plato. E! m’iméfo de colonias formadas 's_é' ehcuantra -

estrechamente relacionada con la dosis del factor de crecimiento empleada (Fig. 2, A_rti’culo_'l). |
EGF, bFGF y TGF-a actiian sobre una célula blanco comin.

Dado que dos de los factores d.c crecimiento qu&géncran colonia_s' utilizan diferente rcceptdr,'.fuc‘
necesario investigar la posible existencia de .poblacio_nes independientes responsivas a 1_05 fa;;tdrcs"dc |
| crecimiemo_ empleados. Para tal fin, se efectuaron cultivos primarios bajo la 'prescj:nc:-izl de __lo'sf_fa'c.:toifés-'dé'”f
crecimiento solos o en cox_nbi'na.cién, empleando la Co_ndentracién'dc factor de crecimiento que pt:_r_mite la

madxima respuesta en la generacién de colonias. En este experimento se demostré que hay un nimero similar de-



Lh
o

colonias generadas con los factores empleados o en las asociaciones con TGF-o, no obstante, existe un
incremento significativo, pero no aditivo, en la generacion de colonias cuando se utiliza EGF + bFGF (Fig. 3,
Articulo 1). Estos datos, sugieren que existe principalmente una poblacidn celular, capaz de generar colonias,

que responde indistintamente a EGF, TGF-a o bFGF.
La capacidad para generar colonias de bFGF requiere de la presencia de insulina,

Por otro lado, la insulina (una hormona empleada regularmente como un componente en los medios
definidos), se ha implicado también como un agente que favorece la proliferacion celular, por lo que se
investigd su participacién en la generacién de colonias. Se realizaron cultivos en ausencia de insulina, bajo el
efecto de EGF, bFGF, TGF-o o combinaciones entre ellos. En estas condiciones se encontré que bFGF
necesita la presencia de insulina para la generacién de colonias, mientras que EGF o TGF-o no requieren de

esta hormona (Fig. 3, Articulo 1).

En el mesencéfalo embrionario del ratén existen dos poblaciones celulares responsivas a

factores de crecimiento.

- Para caracterizar mejor a la poblacién celular responsiva a los factores de crecimiento, y evaluar la

posible existencia de una poblacién que réspondiera_ ala combinac’:ién_dc'EGF + bFGF, se llevaroh' a'_ciabo por

separado, cultivos primarios de la regidn ventral y dorsal del mesencéfalo, bajo la presencia de EGF, bFGF o
ambos. Con este experimento, fue posible demostrar la existencia de una poblacién celular, presente en la

regién dorsal del mesencéfalo, la cual responde solo en la presencia de ambos factores de crecimiento (Fig. 4,

Articulo 1). Por otro lado, cuando se cultivé el mesencéfalo ventral en presencia de ambos factores no hubo
‘ningdn aumento significativo en el nimero de colonias generado. De esta forma, el incremento que se observé

en cultivos del mesencéfalo completo en la presencia de EGF '+JbF_G'F._se_. debi6 probablemente a la aparicién de

la poblacion responsiva de la regién dorsal.

ety
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bFGF participa en forma indirecta en la formacion de la colonia.

Los cultivos primarios estdn constituidos por una diversidad celular, por lo que era posible que el efecto
de los factores de crecimiento fuera mediado por alguno de sus componentes. Por tal motivo, se evalud si el
efecto de los factores de crecimiento era directo sobre las células capaces de generar colonias. Para cumplir con
este objetivo, se tomaron colonias individuales generadas con cada una de las condiciones analizadas (EGF,
bFGF y EGF + bFGF), se disgregaron y subcultivaron cada una de estas colonias en Jas tres condiciones; 11
dfas después se evalud la presencia de colonias. Bajo estas condiciones, EGF es capaz de regenerar colonias al
igual que EGF + bFGF, sin embargo, los subcultivos en presencia de bFGF no producen colonias,
independientemente del origen de la colonia, Este experimento, demostré que la capacidad de gehcrar colonias
de EGF es un efecto directo, mientras que para bFGF pudiera ser mediada a través de otra poblacion celular, ya
que no fue posible regenerar colonias con este factor, a pesar de haberse subcultivado en la'presencia de

insulina (Tabla I, Artfculo 1).

bFGF se requiere solo al inicio de cultivos de la region dorsal para que EGF genere

colonias.

En vista de que se contaba con una poblacion que respondfa a la presencia de EGF + bFFGF, y que el
mecanismo por el que se generan -las colonias con bFGF en la regién ventral, mostraba cierta cOmplcj_idad,: fue
interesante analizar como se estaba dando la interaccidn entre EGF y bFGF en la region dorsal. Para tal fin, se

evalud si era necesaria la permanencia continua de ambos factores para la generacién de la colonia.iCUItivos de

la region dorsal se expusxeron a EGF, bFGF o ningun fdctor dumnte tres dias, despues de este penodo se lavé

el pozo de culnvo, y se slgmo en. presencia del otro detOI‘ alos 8 dlas se contaron las CO]OHI'IS generadas.

Como control otros pozos fueron expuestos en forma continud a EGF, bFGF 0 I:GF + bFG_F (Flg.- IX.l).

Como puede observarse, cuando bFGF se colocé al inicio del lratamlento se"mdo de la expomuén de solo

EGF se generd una cantidad similar de colonias 4 las oblemdds con la asociacion. Si se rcallz..:l un protoco]o en -

el que se invierte el Q_rden de exposicién a los i‘actores no se gcneran colomus. Estos datos demomrar_on,' que no
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Figura IX.1. Cultivos primarios de 1d region dorsal del mesencéfalo se sometieron al
efecto de EGF y bFGF en forma secuencial (100 ng/ml), bajo los protocolos indicados.
Rectangulo vacio, lavado y cambio de condicién a los 3 dias. Rectangulo relleno lavado
y cambio de condicion a los 6 dias. Se grafica la mediatSEM (3 exp. N=12) del niimero
de colonias generado a los 9 (*) y 14 dias de cultivo.,

es necesaria la presencia de ambos factores para la generacion de colonias, y que se requiere de una exposicion
previa de bFGF para que EGF genere la colonia. Por otro lado, cuando se extendid el periodo inicial en

ausencia de factor, de 3 a 6 dias, y posteriormente se agregan los dos factores se observé una cafda dramética

en la capacidad generadora de colonia del cultivo, evento que se evitd en la presencia continua de bFGF. Este

resultado sugiere que pudiera existir un efecto sobre la sobrevivencia de la poblacién responsiva a EGF,
modulado por bFGF, aunque no descarta la posibilidad de que el efecto de bFGF sea inducir la diferenciacién
hacia una poblacién responsiva a EGF.

bFGF favorece la sobrevivencia de células responsivas a EGF de la regién ventral.

En vista que el resultado anterior no representa una tdcita demostracion de un efecto en sobrevivencia, y

“dado lo complicado de llevar a cabo estudios en una poblacién heterogénea, como lo es el cultivo primario, se

decidié evaluar si bFGF pudiera presentar efectos similares en subcultivos de colonias generadas de 1a regidn

g
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ventral, Previamente, se demostrd que bFGF es incapaz de continuar la proliferacion de células que integran a
las colonias generadas en su presencia; sin embargo, células que forman parte de la colonia proliferan en
respuesta a EGF (Tabla 1, Articulo 1). Para demostrar, que bFGF modula la sobrevivencia de células que
responden a EGF, se realizé un subcultivo de colonias generadas con bFGF en presencia de EGF, bFGF o
ningin factor por 13 dfas, en estas condiciones solo los cultivos en presencia de EGF generaron colonias (Fig.
IX.2A). Cuando colonias generadas con bFGF se subcultivan por 13 dias en bFGF, y luego se mantienen en la
presencia de ambos factores de crecimiento por 6 dias mds, es posible regenerar colonias con una morfologfa
muy similar a las obtenidas en subcultivos con EGF. Si se da el tratamiento sobre pozos en los cuales no se
agregd ningin factor durante los primeros 13 dias, no hay formacién de colonias (Fig. IX.2B). Estos datos
sugieren, la existencia de un efecto directo de bFGF que favorece la sobrevivencia de células que responden a
EGF. De acuerdo con esta hipétesis, cuando se transfirieron colonias fntegras generadas con EGF, bFGF o
EGF + bFGF a un nuevo pozo en la presencia de EGF o EGF + bFGF, se observé una migracién de células
desde la colcjnia, y 14 dfas después 1a formacién de nuévas colonias. Bajo esta condicién éxpeﬁmental, EGF +
bFGF originé un incremento de 3 veces en el nimero de coloﬁ_ias con respecto a solo EGF (Tabla II, Articulo
1). Asf entonces los datos indican que EGF favorece la proliferacién, mientras que bFGF incrementa la

sohrevivencia celular,
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Figura 1X.2. Colonias individuales de la regién ventral, generadas con EGF se
disgregaron enzimaticamente y se subcultivaron en la presencia de EGF, bFGF (100
ng/ml) o sin factor. Se muestra la media:zSEM del mimero de colonias generadas en
pozos individuales (N=6). |

Las colonias contienen células que expresan marcadores neurales.

Tanto en experimentos de transferencia como en subcultivos fue posible observar células con

morfologfa neuronal o glial; de esta forma se postuld que las células que responden a los factores de crecimiento

fueron precursores neurales. Para comprobar esta hipdtesis, se disefiaron pares de oligonucledtidos para

detectar, por medio de una reaccién en cadena de la polimerizacién de 4cidos nucléicos (RT-PCR; Reverse

Transcriptase-Polimerase Chain Reaction), el ARNm de Nestina (protefna de filamentos intermedios que se

encuentra preferentemente en precursores neurales), Neurofilamento-M (proteina presente en neuronas) y la

Protefna Acida Fibrilar Glial (GFAP, marcador de astrocitos). El andlisis se realiz6 tanto en grupos de colonias -

(todo el pozo de un subcultivo, aproximadamente 20 colonias) (Fig. 7A, Articulo 1), como en colonias

‘secundarias individuales (Fig. 7B, Artfculo 1). En ambos casos fue posible detectar el ARNm de nestina en la

mayorfa de las condiciones, al igual que el ARNm de NF-M en los grupos de colonias, lo que no sucedié

AT
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cuando se analizaron colonias individuales. Lo anterior pudo deberse a que la mayorfa de las células
diferenciadas se encuentren adheridas al plato y cuando se analizan colonias individuales solo se tomo la
colonia. Por otro lado, fue infrecuente la deteccion de GFAP. De acuerdo con estos datos fue posible detectar
por inmunocitoquimica NF-M (Fig. 8, Articulo 1), no detectando células inmunopositivas para GFAP. Este
dltimo procedimiento, hizo posible notar algunas diferencias morfoldgicas entre las neuronas generadas de
colonias obtenidas con EGF y las de bFGF. Las colonias de bFGF generaron en subcultivos neuronas que
muestran un mejor desarrollo dendritico, evento que se aprecié de una mejor manera cuando colonias generadas
con bIFGF se subcultivaron en la asociacién (Fig. 8H, Articulo 1). En conjunto, estos datos sugieren que la

colonia contiene precursores neurales capaces de diferenciar a neuronas, y que bFGF participa en la maduracién

morfoldgica.

i 1
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B) Efecto de factores de crecimiento sobre ¢l establecimiento de fenotipos especificos.

EGF, bFGF, NGF y TGF-8 no afectan la expresion .del ARNm de la TH en cultivos

primarios de células mesencefilicas,

Para evaluar si los factores de crecimiento modulan la adquisicién de fenotipos particulares en el SNC,
s€ cstudiq su efecto sobre cultivos primarios del mesencéfalo embrionario de ratén de 13.5 dpc. Esta region se
encuentra enriquecida en neuronas dopaminérgicas, siendo este uno de los fenotipos mds estudiados. En vista
de que el establecimiento de la poblacién dopaminérgica en el mesencéfalo se genera durante el periodo que
comprende 13.5 a 15.5 dpc, es posible que al inicio de este lapso, alin se encuentren precursores neurales

susceptibles de ser influidos bajo condiciones experimentales.

Los factores de crecimiento utilizados fueron: bFGF, EGF, TGF-§ y NGF. Los factores de crecimiento
ensayados estdn dentro de los mejor caracterizados por sus efectos proliferativos o diferenciativos. Cada uno d'e.
los factores fueron colocados en medio libre de suero, solos 0 en combinacidn entre ellos desde el primer dia de
cultivo. Para investigar su efecto sobre ¢l iinajc dopaminérgico se evalu6 por RT-PCR los nivéles de expresién
del ARNm de la_T_I-I (enzima limitante en la via biosintética de las catecﬁolaniinas), lo cual reflejarfa las
variaciones en el nivel de expresidn del gen de la TH o en el nimero de células que diferenciaran al fcno'_tipo
catecolaminérgico. Para determinar variaciones importantes de 1a cantidad del A_RNm. de la TH.,'se recolectaron
muestras de la misma reaccion de ampliﬁca'cién después de 20, 25 y 30 ciclos. La cantidad de ARNm utilizado
en cada.RT-PCR se evalud detectando el ARNm de la Hipoxantin Fosforfibosil Transferasa (HPRT), enzima
que se cnc_uen_tra presente en todos los tipos celulares!65. Como puede observarse en la Fig. IX.3, si "bien
pueden detéctars_c ligeras variacioﬁes, estas no son lo suficicmemcm_é impc')rtantes.para _con's'idcmrlas un efecto
especifico del factor sobre la poblacién TH-€rgica. De estos experimentos se puede concl__uir_.quc.los factores
ensayados no tienen un efecto significativo en los niveles de expresién de TH y que, probablemente, tanipoco

tengan un papel en inducir la diferenciacidn de precursores hacia el fenotipo catecolaminérgico.
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Figura IX.3. Efecto de EGF, bFGF NGF y TGF-8 en la expresion del ARNm de la TH
en cultivos primarios del mesencéfalo embrionario a los 8 dias. Los experimentos fueron
llevados a cabo en medio libre de suero y tratados como se indica, Las dosis usadas
fueron: suero fetal bovino (FBS) 10 %, EGF 100 ng/ml, bFGF 100 ng/ml, TGF-g 0.5
ng/ml, NGF 100 ng/ml. Para cada una de las condiciones se realizé una reaccion de RT-
PCR para HPRT y TH, una fraccién de la reaccion fue recolectada a los 20, 25 y 30
ciclos. Las células fueron colectadas al octavo dia de cultivo. Resultados similares
fueron obtenidos con muestras a los 2 y 4 dias de cultivo. (M) marcador de peso
molecular pBR322 digerido con Hinfl.

Los precursores neurales expandidos con factores de crecimiento tienen la utp:u:ldad de

generar células que expresan las enzimas nccesanas para bmten/ar dopamma y GABA,

En vista que las colonias generadas con factores de crecimiento exprcsaron marcaddfes neuronales, se

1nvequgo si eran capaces de dar origen a células que cxpresal an el ARNm de ld TH. Para este fm una coloma

obtenida con EGF se transﬁno en prexencm del mismo fac.tor Despues de 15 dias. esta coloma genexo 4

colonias secundarias de morfologfa similar. La colonia “madre” y sus 4 “huas fueron anah_zadas por RT-PCR.

Como puede observarse, la colonia primaria no expresd el ARNm de la TH, sin embargo, 2 de las colonias

secundarias mostraron mveles significativos de este ARNm (Fig. 2, Articulo 2). Estos rcsulmdos den1osu.1ron_
que EGF induce la proliferacion de precursores neurales que tienen la capacidad de dar origen a células que

expresan la TH. Cuando se realizé un andlisis en grupos de colonias secundarias (Fig. 3A, Articulo 2) o

colonias individuales (Fig. 3B, Articulo 2), fue posible observar que se pueden obtener colonias que tienen la

capacidad de expresar la TH de manera aleatoria,
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Figura IX.4 Subcultivos de colonias de precursores neurales del mesencéfalo, Colonias generadas bajo las
condiciones indicadas fueron subcultivadas en la presencia de 100 ng/ml de EGF (E), bFGF (F), o ambos (E
+ F). La misma colonia (numeracion) fue subcultivada bajo las diferentes condiciones analizadas. Se realizd
RT-PCR especifico para HPRT (indicativo de la cantidad de muestra), nestina, GFAP, NF-M, TH, GAD65 y
GADG67, del conjunto de colonias secundarias generado a los 11 dias de culiivo. Los productos de PCR fueron
del tamafio esperado (HPRT=326 pb: NF-M= 186 pb; GFAP= 346 pb: nestina= 222 pb; TH=254 pb;
GADgs= 367 pb; GADg7= 274 pb) y corroborada su identidad por mapeo con enzimas de restriccion;
productos de PCR obtenidos con ADN contaminante fueron de un tamano mayor (HPRT= 579 pb y GFAP=
554 pb) o no amplificubles (nestina. NF-M, GADOS v GADGT). El marcador de peso molecular fue pBR322
digerido con Hinf-1 ( a=506 ph: b= 394 pb:c= 34 pby d= 298 phi e= 220 pb: f= 154 pb: g¢= 394 pb; h=
453 pb). La flecha indica al producto de La TH obtentdo de ADN gendmico.



Para evaluar si existia alguna preferencia para diferenciar hacia alguno de los diferentes fenotipos del
linaje catecolaminérgico, se investigd por RT-PCR en subcultivos de colonias la presencia de la dopamina-B3-
hidroxilasa (DBH) y de la feniletanolamina-N-metiltransferasa (PNMT), enzimas que determinan la sintesis de
noradrenalina y adrenalina respectivamente, Cop ese procedimiento no fue posible detectar DBH y PNMT en
subcultivos de colonias generadas con EGF (Tabla 1, Articulo 2), ni en subcultivos de colonias de bFGF y
EGF + bFGF (datos no mostrados). Lo anterior, favorece la interpretacidon de que los precursores que

responden a los factores de crecimiento, presentan una tendencia a generar neuronas dopaminérgicas.

Para mvestigar si los precursores neurales expandidos con factores de crecimiento pudieran dar origen a

otros fenotipos, se investigd la presencia de los ARNms de la GADg5 y GADg7, enzimas que sintetizan GABA
(Fig. 1X.4). La GADg7 se expresa en todas las condiciones y, presenta un nivel de expresion similar al de
nestina y NF-M., Para el caso del ARNm de la GADgs, su expresidn fue muy escasa en subcultivos de colonias
de EGF y de EGF + bFGF, siendo favorecida en células generadas de colonias de bFGF. Para determinar si la
aparicion de GADgs5 era relevante en el establecimiento del fenotipo GABAérgico, se investigd 'por un
procedimiento de HPL.C la presencia de GABA en subcultivos y en cultivos primarios expuestos a EGF 0
bIFGF (Tabla 1). Asi, se demostrd que la dnica condicién en la cual fue posible detectar GABA”e’s en
subcultivos de colonias de bFGF, En forma interesante, se encontrd ademis u;j incremcnto en la c_oncemracién"
de GABA en cultivos primarios expuestos a bFGF, lo cual apoya un efecto pdsiti_v_o de bFGF_sobre la
maduracién funcional del fenotipo GABérgico. La correlacion dé-GAD(;S y GABA resulta imerésante_,_'en vista
de que todas las éolonias son capaces de éxpresér la GADg7, lo':c_ual permite pos_tular qule_la maduracién del

fenatipo GABAérgico en el mesencéfalo parece relacionarse estrechamenté con la expresidn de 1a GADgs.
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TABLA 1
L NIVELES DE GABA - .

' INDUCTORDE [ CULTIVO PRIMARIO | CONDICIONES DEL SUBCULTIVO
COLONIA "
PRIMARIA

| EGF bFGF EGF + bFGF
EGF 46 ND ND ND |
—_DbFGF _ 182 8 ND 293
EGF + bFGF 27 ND ND ND
" CONTROL |~ 100 | — m_ | |

Tabla 1. Una suspensidn fue preparada a partir de colonias individuales obtenidas con EGF,
bFGF y EGF + bFGF, y subcultivadas en las condiciones indicadas. Después de 12 dias todas
las colonias fueron recogidas, lisadas para purificar el ARNm. El sobrenadante fue utilizado
para la deteccion por HPLC de GABA, Se presentan también los valores de los cultivos

primarios a los 8 dias de cultivo bajo las condiciones indicadas. Los valores representan ng/jig
de protefna total. ND= No detectado.
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Growth factors are key clements in the process of
neural cell differentiation. We examined the effects of
classical mitogens on neural precursor cells, by cul-
turing mouse cells of the embryonic (13.5 days post-
coitum) mesencephalon and treating them with epi-
dermal growth factor (EGYF), transforming growth
factor-a (TGF-«), basic fibroblast growth factor

(bEGF), nerve growth factor (NGF), and transform-

ing growth factor-B (TGF-$). Our initial results show
that EGF, TGF-«, or bFGF, but not NGF or TGF-§,
induced general proliferation of the cultured cells,
followed by formation of colonies. Combinations of

these three growth factors suggest that most celis with'

the capacity to form colonies responded to EGF,
TGF-a, or bFGF. The number of colonies increased
significantly when EGF, but not TGF-«, was used in
combination with bFGF. Furthermore, a population

responding only to EGF + bFGF was detected in the
dorsal mesencephalon, The colony-forming activity of
bFGF was dependent on insulin, but bFGF and insu-

lin cooperation was indirect since we could not ob-
serve colony formation in subcultures of cells derived

from colonies, even in the presence of insulin. Cells

obtained from our colonies displayed neuronal and
glial morphology and expressed markers of both neu-
rons and astrocytes; nestin, a marker of neural pre-
cursor cells, was also eXpressed in the majority of
colonies.- Growth factors also influenced neuronal
maturation; the best neurite outgrowth was obtained
from cells derived from bFGF-induced colonies cul-
tured in the presence of EGF + bFGFE. These data

indicate the existence of neural precursor cells in the

embryonic mesencephalon that respond differentially
to growth factors.  © 1995 Wiley-Liss, Inc, =~
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onic mesencephalon, neuronal maturation, prolifera- -

tion
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INTRODUCTION

During vertebrate neural development, cells are ex-

- posed to a serics of influences such that proliferation,

survival, and differentiation occur in an orderly sequence
both in space and time. Nerve growth factor (NGF) has
the ability to elicit neuronal differentiation (Aloe and
Levi-Montalcini, 1979), enhance survival (Barde,
1989), and, under certain conditions, participate in acti-
vation of cell proliferation (Cattanco and McKay, 1990).
Recently, interest in growth factors in the central nervous
system (CNS) has increased due to the discovery of new

neurotrophic factors, as well as to the localization and

activity of classical mitogens (Korsching, 1983, Patter-
son and Nawa, 1993). Stimulation of proliferation by
epidermal growth factor (EGF) has been observed -in.

cells of the retinal neuroepithelium (Anchan et al.,

1991), the embryonic mesencephalon (Mytilineou et al.,
1992), and the adult striatum (Reynolds et al., 1992). In

“addition, EGF may have a role in neuronal survival and
maturation (Casper et al., 1991). Basic fibroblast growth

factor (bFGF) seems to have a broader spectrum of ac--
tion, promoting proliferation and enhancing survival and

“neurite outgrowth of neural precursors (Murphy et al.,

1990; Vescovi et al., 1993) at different stages during

- development (Mayer et al., 1993) and in various CNS

regions (Unsicker et al., 1987; Ferrari et al., 1989). An

“increasing number of hematopoietic growth factors have

demonstrated activity in the CNS, especially in neuronal
survival and maturation (Patterson, 1992; Patterson and
Nawa, 1993).
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Neural precursors originate in the neuroepitheliom,
from which they have to proliferate, migrate. and differ-
entiate. Although neurons and glial cells. the major ¢cll
types of the CNS, arise at different times during devel-
opment, COMMON Precursors may exist during neurogen-
esis {(Frederiksen et al., 1988; Ryder et al., 1989. Turner
et al., 1990). Due to the complex cell interactions present
during development. studies related to the phenotypic
establishment of neural cells are facilitated by the isola-
tion and expansion of precursors, Immortalization, using
a variety of oncogenes, has produced homogeneous pop-
ulations of presumed precursor cells (Cepko, 1988;
Frederiksen et al., 1988). These cell lines are able to
differentiate in vitro and in vivo, generating neural cells
(Ryder et al., 1989; Birren and Anderson, 1990}, Alter-
natively, addition of growth factors to the culture medium
could promote the proliferation of precursor cells. EGF
and bFGF induce the proliferation of cells which can
differentiate to neurons and astrocytes (Reynolds and
Weiss, 1992; Reynolds et al., 1992; Kilpatrick and Bar-
tlett, 1993).

To establish the ability of neural cells to respond to
known growth factors, we cultured primary mouse em-
bryonic mesencephalic cells and assayed their effect on
proliferation, survival, and differentiation. Here we re-
port that EGF, transforming growth factor-a (TGF-a),
and bFGF induce colony formation in these cultures.
Colony-forming activity of bFGF depends on insulin,
and our data suggest that bFGF enhances cell survival,
Combinations of EGF, TGF-«, and bFGF indicate that,
although these factors share the same target cells, a spe-
cific population exclusively responds to EGF + bFGF.

We show that colony formation is the result of active cell
proliferation as inferred by colony cells' renewal capa--

bility. Cells derived from these colonies expressed neu-
rofilaments and nestin, a marker of neural precursor
cells. The growth factors tested also had a differential
effect on neuronal maturation,

- MATERIALS AND METHODS
Cell Cultures

The procedure was carried out as described by

Lauder et al. (1989). Briefly, pregnant CD-1 mice were

sacrificed by cervical dislocation, and the embryos (13.5°
days postcoitum; dpc) were removed and collected into

cold PBS-glucose (5.4 mM potassium chloride. 138 mM

sodium chloride, 22 mM glucose, 2 mM sodium-potas-
sium phosphate, pH 7.2); the briins of the embryos were

dissected in the same solution. The ventral mesenceph-

alon dissected was the one-third most ventral region of

the mesencephalon, and the remainder was considered
“the dorsal mesencephalon. The regions. 1o be cultured
were exposed to 0.25% trypsin for |5 min. inactivited
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by adding fresh medium with 10% serum (1:1 wv), and
mechanically dissociated with « 3-ml pipette and a fire-
polished Pasteur pipette. Cells were collected by centrif-
ugation at 800g for 5 min and resuspended in serum-free
medium which was composed of high-glucose Dulbec-
co’'s Modified Eagle Medium (DMEM) and Ham’s FI2
(1:1 v/v), supplemented with glutamine (2.92 mg/ml),
penicillin-streptomycin (0.5 U/ml and 0.5 pg/ml. re-
spectively), insulin (25 pga/ml), transferrin (100 pg/ml),
putrescine (60 1LM), progesterone (20 nM), and selenium
(30 nM). Cells were counted in a hemocytometer and
adjusted to 1 X 10° cells/ml; trypan blue exclusion was
carried out to verify cell viability, Aliquots of this sus-
pension (250,000 cells) were cultured in 16-mm-diame-
ter wells (precoated with poly-D-lysine for 2 hr) with 0.5
ml of serum-free medium; aliquots of the same suspen-
sion were utilized to evaluate growth factors, individu-
ally and in combination. Cultures were maintained at
37°C in humidified 5% CO,-95% atmospheric air,
Growth factors were added 1 hr after seeding. All growth
factors were purchased from GIBCO-BRL (Grand Is-
land, NY).

- RNA Purification, cDNA Synthesis, and Polymerase

Chain Reaction (PCR) Procedure

RNA was purified from cultures using a modified
version of the method of Chomczynski and Sacchi (1987),
Briefly, cultures were washed with PBS-glucose, and
cells were lysed directly on the cell culture plates by the
addition of 0.5 ml of 6 M urea/3 M LiCl solution, incu-
bated at —20°C overnight, and centrifuged at 10,000g for
10 min; the pellet was resuspended in 500 pl of guani-
dinium isothiocyanate solution (GuSCN solution: 4 M
guanidinium thiocyanate, 25 mM sodium citrate, pH 7.0,
0.5% sarcosyl, 0.1 M 2-mercaptoethanol). Two M so-
dium acetate pH 4, phenol, and chloroform were then
added in the following ratios: 1/10, 1/1, and 1720, re-
spectively. Chloroform was a 24:1 mixture of chloroform
and isoamy] alcohol. The suspension was vortexed | min, -
kept on ice for 15 min, and centrifuged at 10,000g for 20

min. The aqueous phase was collected and precipitated

with an equal volume of isopropanol at —20°C. The pellet
was resuspended in 150 w1 GuSCN -and reprecipitated.

The RNA was washed with 75% ethanol and resuspended 5

in 20 ul of water. Ten pl were used for cDNA synthesis
using M-MLV Reverse Transcriptase (GIBCO-BRL) in
30 wl final reaction volume according to the manufac-

turer's recommendations. Routinely, 6 ! of cDNA re-

action were used in a PCR reaction containing 2.5 U Taq

DNA polymerase (Boehringer-Mannheim. Mannheim, =
Germany), 200 mM deoxyribonucleoside-5'-triphos-
phates. and 1.86 mM MgCl, in the buffer provided, and
30 pmols each of forward and reverse primers; all reac:
tions were carried out in a programmable heating block
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(Hybaid, Woodbridge. NJ). PCR protocols for hypoxun-
thine phosphoribosy! transferase (HPRT: a housckeeping
enzyme) were: 93°C for [ min, 57°C for 1 min. 72°C for
1 min, 35 cycles: for nestin: 93°C for | min, 37°C for |
min, 72°C for | min, 35 cycles; and for neurofilament M
(NF-M) and glial fibrillary acidic protein (GFAP): 95°C
for 1 min, 67°C for 1 min. 72°C for | min, 35 cycles: in
all cases, PCR was ended with 10 min at 72°C. Oligo-
nucleotide primers for HPRT were: forward CCTGCTG-
GATTACATTAAAGCACTG, reverse GTCAAGGGC-
ATATCCAACAACAAAC (Melton et al., 1984); for
nestin: forward CTACCAGGAGCGCGTGGC. reverse
TCCACAGCCAG(intron)CTGGAACTT (Lendahl et
al., 1990); for NF-M: forward GCCGAGCAGAACAA-
GGAGGCCATT, reverse CTGGATGGTGTCintron)C-
TGGTAGCTGCT (Levy et al., 1987); and for GFAP:
forward TTGCAGACCTCACAGACGCTGCGT, re-
verse CGGTTTTCTTCGCCCTCCAGCAAT (Balcarek
and Cowan, 1985). All PCR products were of the ex-
pected size (Fig. 7), and their identity was confirmed by
analyzing the gel electrophoresis digestion pattern pro-
duced by several restriction endonucicases.

Immunocytochemistry

The cells were fixed in methanol at —20°C for 30
min, and washed twice in PBS-glucose. The cells were
incubated 1 hr with either a rabbit anti-150 kD rat neu-
rofilament antibody (Chemicon, Temecula, CA) or rab-
bit anti-mouse GFAP antibody (Dako, Carpinteria, CA),
diluted 1:400 or 1:250in 0.1 M TBS (0.1 M Tris, 24.9
mM sodium chloride, pH 7.6), 5% nonfat milk, and 1%
triton (TBS/M-T), respectively, The following rinses and
incubations were performed: 3 rinses (10 min each) with
TBS/M-T, 30-min incubation with biotinylated anti-rab-
bit antibody diluted 1:300 from the Vectastain elite ABC
kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA), 3 rinses (10
min each) with TBS/M-T. 30-min incubation with avi-
din-biotin complex. 3 rinses (10 min each) with TBS,

and, finally, cell preparation developed with 3,3"-diami-
nonobenzidine tetrahydrochloride (0.5 mg/ml) for 8 min.

Positive cells were andl)zed by bright field microscopy.

Statistical Analysis

Statistical compansons were made using Studcnt S
t-test, carried out with the Microsoft Excel Version 4.0
‘(Microsoft  Corporation, Redmond, WA). P values
20.05 were considered not significant.

RESULTS
Proliferative Properties of EGF, TGY-«, and bFGF
on Primary Mesencephalic Cultures

Aiming to induce the proliferation of neural pre-
cursors from embryonic mesencephalon, we cultured
dissociated 13.5 dpc mesencephalic cells in serum-free

medium and the presence of several growth fuctors. In
the imial experiments we tested EGE. bFGE, NGF,
TGF-a. and TGF-B1 at the maximum doses suggested
by the supplier (1.000 ng/m! for EGF and TGF-a; 100
ng/ml for NGF and bFGF; and 0.5 ng/mi for TGF-§).
Under these conditions it was possible to observe that
EGF, bFGF, and TGF-« independently stimulated pro-
hferation, while NGF and TGF-31 did not. After 8 days
in culture with EGF, bFGF, and TGF-«, the formation of
colonies was obvious on the top of the monolayer (Fig.
1A, B.D). Colony morphology could be classified in two
types: round and large colonies (tvpe 1) emerged from the
monolayer and were loosely attached to the plate,
whereas flat and small colonies (type 1) only appeared to
define a proliferation zone. Initially, most colonies con-
formed to type If and, with time, most of them evolved
to type 1. Therefore, this morphological difference might
be partly due to the growth rate as a consequence of
growth factor potency on specific precursor cells. On the
eighth day of culture, the majority of EGF- and TGF-a-
derived colonies were type I, and those obtained with
bIFGF were type II. These colonies were similar to those
described by Reynolds and Weiss (1992) dnd Kilpatrick
and Bartlett (1993).

Effect of Growth Factor Combinations on Colony
Formation Activity

The rate of colony formation and number (i.e.,
type I plus type II) depended on the concentration of
growth factor (Fig. 2). Optimal colony formation with -
bFGF required a high dose, reaching a plateau between
100-500 ng/ml (data not shown), The maximum number
of colonies obtained with EGF, bFGF, or TGF-a was
similar, suggesting that they acted on common cellular
targets (hu 3}, To test this possibility, we treated our
primary cultures with combinations of these three growth
factors. Figure 3 shows that each growth factor alone or
in combination gave a similar number of colonies,. al-
though, clearly, EGF + bFGF increased significantly
the total number obtained with any of them alone. There-

fore, a distinct population only responsive to EGF +

bFGF may also be present in the mesencephalon (see
bt.low) The same increase wias not obscrv&.d with
TGF-a. '

Role of Insulin in Colony Formation Activity
Insulin is a hormone usually included in serum-frec
medium. Our primary cultures in the absence of insulin
showed a slight decrease in the total number of cells
(data not shown). To test-if insulin cooperates in the
phenomenon of colony formation. we compared the
number of colonies oblained with EGF, bFGF, TGF-a.
and the carresponding combihations in cither the pres-
ence (i.e.. regular medium) or absence of insulin, As can
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is primarily dopaminergic. In an attemipt to define dif-
ferences among growth factororespomwe cells, we com-
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Fig. 2. Effect of growth factor dose on colony-forming activity. Primary mesencephalic cell
culturcs were exposed continuously to several doses of EGF. TGF-a. and bFGF, and the
number of colonies formed was counted after 8 days in culre. Data for EGF and bFGF uare
expressed as the mean = SEM of colonies generated in 16-mm wells (EGF, n = 6, bFGF, n
= 4) from three and two independent experiments, respectively. Although TGF-a data rep-
resent the mean of a single experiment (n = 2), independent experiments with 100 ng/m} were
reproducible.
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Fig. 3. Cooperation between EGF, bFGF, and TGF-ce and
insulin dependency on colony-forming activity, Colonies ob-
tained with 100 ng/ml of EGF, bFGF, and TGF-a, or the

association between them at the same doses, were analyzed.
The same conditions were studied in the presence or absence of
insulin (25 pg/ml), The values represent the mean & SEM of
colonies generated in individual 16-mm wells from at least two

different experiments. There is a significant increase when
EGF and bFGF are used together (*P < 0.001). On the other

hand. the production of colonies with bFGF was significantly

reduced (**P < 0.001) without insulin.

be observed in Figure 3. insulin has a substantial effect

on colony-forming activity of bFGF but not of EGF or

TGF-q; general cell profiferation observed normally dur-

pared the co!ony-formlng_. activity of EGF, bFGF, or
EGF + bFGF in dorsal, ventral, and whole mesenceph-
alic cells. Figure 4 shows that although, as we had pre-
viously observed, an overlapping cell population seemed
to be the target of EGF and bFGF, a strong difference

~was seen in cach region's mode of response to growth

factors. In the dorsal region, 'EGF or bFGF were only
able to form very few colonies; however, this number
increased up 1o 6-fold when both were included in the
culture medium. In contrast, a large number of co]omu;

was obtained with EGF or bFGF in the ventral region,
but this number decreased significantly when they were

~added together. The sum of colonies obtained from each

region is similar to the number obtained when whole-
mesencephalon was used (data not shown), indicating an
independent origin for the colonies from euch region.
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ence of the growth factor indicated (100 ng/mi). Each experi-
ment was performed with embryos from the same litter. Values
were obtained from four different experiments, and the mean
* SEM of colonies formed in individual wells (n = B) are
shown.

Ability of Primary Colony Cells to Respond to
Growth Faetors

In order to determine if at least some of the cells
that formed each colony were responsive to growth fac-
tors, we cultured dissociated cells derived {rom single
colonies obtained with EGF, bFGF, and EGF + bFGF
in the presence of the same factor(s) that influenced their
formation (Table I). In the presence of EGF or EGF +
bFGF, all colonies were able to generate secandary col-
onies, independent of their origin. In general, two dif-
ferent morphologies were observed in secondary colo-
nies: one (‘“‘round’’) had the same appearance as the
parent (primary) colony, whereas the other (‘‘flat™’}, al-
though similar to type Il primary clonies, grew only as a
monolayer and never gave rise to type I colonies. These
results establish a difference in response to each growth
factor and to their combination of putative precursor cells
(see Discussion). When bFGF was used in the subcul-
ture, secondary colonies were rarely formed; nonethe-
less, very small aggregates (i.e., groups of up to 10 cells)
were observed. - |

Formation of secondary colonies was also observed
when whole primary colonies were transferred to a new
plate (Table II). Generation of secondary colonies oc-
curred after seeding. involving colony enlargement and
migration and proliferation of cells: the morphology of
these colonies resembled that of the parent colony (Fig.

MY “uclors & Neural Precursor Cells
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5). In agreement with the results in the primary cultures
desenibed above. development of secondary colonies was
improved when EGF + bFGF were present.

Expression of Neural Markers in
Colony-Derived Cells

In colony transfer experiments or serial subculture
of cells dertved from colonies, cells with either neuronal
or gliul morphology were clearly observed (Fig. 6). Gen-
erally, the number of neurons increased with the time a
colony was in culture, or with the number of subcultures
of cells derived from colonies. These data suggested that
the action of the growth factors tested may induce the
proliferation of bipotential precursors.

To confirm this hypothesis, we analyzed secondary
colonies for the presence of specific astrocyte and neu-
ronal markers (GFAP and NF-M, respectively). Specific
RT-PCR for mouse NF-M performed on pools of sec-

-ondary colonies showed that cells from all primary col-

onies were able 1o express NF-M (Fig. 7A); low or un-
detectable levels when bFGF was used in the subculture
reflected the lack of proliferation described previously.
Analysis of individual colonies (Fig. 7B) indicated that
not all secondary colonies generated expressed NF-M,
which might be due either to the lack of differentiated
cells within the colony (cells attached to the plate were
not taken in these experiments) or to the maturity state of
the precursor cell at the time of the experiment. RT-PCR
detection of GFAP mRNA was generally low and rare
(Fig. 7), suggesting that the conditions required for as-
trocyte differentiation were not present, The mRNA of a
marker of neural precursor cells, nestin, was also ex-
pressed in most conditions (Fig. 7).

Neuronal phenotype was also identified in second-

~ary colonies by immunocytochemistry using a poly-

clonal antibody against NF-M. In agreement with the
RT-PCR results, NF-M-positive cells were detected in
the three conditions assayed, although different mor-
phology was observed depending on the primary col-
ony origin and subculture conditions. For example,
EGF- and bFGF-derived primary colonies gave rise to
different NF-M immunopositive cells in secondary col-
onies obtained in the presence of EGF (Fig. 8A-D,G);.
generally very shoit axons were observed in cells derived

from an EGF parental colony (Fig. 8B,G), whereas

longer processes were present in cells from bFGF-de-
rived colonics (Fig. 8D). Even more ramifications were
obtained if both growth factors were present in. the sub-
culture of cells from bFGF-derived colonies (Fig.
8E,F.H). In agreement with the RT-PCR results, the
GFAP antibody showed very low levels of expression,
and immunopositive cells were rarely seen (data not
shown). | | - S
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TABLE L. Secondary Colonies Form in Subcultures of Colony-Dispersed Cells*

Subculture conditions

Inducer of EGF bFGF EGE + bFGF L
primary colony Flat Round Flit Round Flat Round
EGF 10,72 = 213 9.69 x 2,13 1.4 = 1.22 0 1432 = 198 6.72 = 7.88
(N = 33) (N =33 (N = 30) (N = 306) (N = 37) (N = 37)
bFGF B.66 £ 1.43 7.07 = 1.63 0.9 = 0.2} 0.47 = 0.02 11.27 = 170 10.08 x 1.82
(N = 27) (N =27 (N = 42) (N = 42) (N = 36) (N = 30)
EGF + bFGF 7.23 2 1.74 2.61 = 0.87 0.25 £ 010 0 1252 = 189 2,024 = 0.70
(N = 16) (N = 26) (N = 36) (N = 306) (N = 30 (N = 4

*A single-cell suspension was prepared from individual colonies obtained with EGF. bFGF, or EGF + bFGF, und subcultured in the siame three
conditions in three 16-mm wells. After 11 days in culture, two tvpes of new colonies were formed and counted. Values represent the mean =
SEM of colonies gencrated in 16-mm wells from at least five different experiments.

TABLE If, Colonies Transferred to a New Well Generate
Secondary Colonties*

Secondary
Inducer of colonies/
primary Transference  Colonies  Productive  productive
colony condition assuved  colonies colonies
EGF EGF 3 2 335
EGF + bFGF 3 3 9
bFGF EGF 3 | 12
EGF + bFGF 3 3 1
EGF + bFGF EGF 3 2 10.5
EGF + b¥GF 3 3 37

*Colonies formed by EGF, bFGF, or EGF + bFGF were transferred

1o new well and cultured with either EGF or EGF + bFOF; all col-

onjes assayed survived. The mean = SEM of saiellite colonies gen-
erated by each colony after 11 days in culture arc shown.

DISCUSSION

Different lines of evidence have shown that growth

factors are crucial during development. The biological
activity of growth factors can vary, from inhibition and
activation of proliferation, to differentiation and control

of cell survival. Generally, activity of specific growth

factors depends on the target cell type and, most likely,
on the differentiation state (Mayer et al,, 1993; Patterson
and Nawa, 1993). Accordingly, a large number of
growth factors have been found in the developing CNS,
and diverse activities have been observed on neural cells.
Our results show that EGF, TGF-«, and bFGF act on
neural precursors promoting cell proliferation - and influ-
encing neuron- maturation. Although the three factors

seem to affect an overlapping cell population, our data

suagest that each uses a differem mechnnism of action.

EGF TGF-a, and bFGF !nduce Culonv Formatlon
by Different Mechanisms

Similar numbers of colonies were obtained wnh
each factor. and no additive effect was observed when

combinations of different growth factors were used in

:prmmrv cultures if insulin

culture. These results suggest an overlapping target cell
population. Supporting this idea, when dorsal and ven-
tral regions of mesencephalon were separated, EGF or
bFGF gave a similar number of colonies from each re-
gion (Fig. 4). Notably, a specific cell population in the
dorsal region responded only to the action of both growth
factors. In addition, the fact that cells from bFGF-de-
rived colonies were able to respond to EGF is also in
agreement with this hypothesis (see below),

Both TGF-a and EGF were able to induce forma-
tion of colonies, but distinctive differences between them
were observed. The experiments we present here using
the same cell population show that, at saturating concen-
trations, more colonies were obtained with TGF-a than
with EGF (Fig. 2) and, ‘when they were combined. a
decrease rather than an increase in the total number of -
colonies was observed (Fig. 3); lheqe differences wére. -
also reflected in colony size (colonies from TGF-a were -

Jarger than those from EGF; data not shown). Remark-

ably, the enhancing effect of bFGF was only observed
with EGF and not with TGF-a (Fig. 3). These data are in
agreement with a series of studies showing different bi-
ological effects of EGF and TGF-« (Schreiber et al.,
1986, lbbotson et al., 1986; Gan et al., 1987). Although
several reports have indicated that FGI~ and TGF-a share
the same membrane receptor, experimental evidence in-
dicates that the receptor site where EGF binds is not
identical to the one TGF-« uses (Winkler et al., 1989).
Distinct binding of EGF and TGF-« to a single tcc'cpmr

may activate different signal transduction pathways;
however, we cannot yet discard the possibility of exclu- -

sive in vivo receptors for these growth factors.
Colony-forming activity of bFGF uses: a mccha- |
nism different from that employed by EGF or TGF-a.

On the one hand, bFGF produced very few.colonies from

(Fig. 3); on the other, even in the_presence of insulin,
bEGF could not generate colonies from dispersed-cells of -
single primary colonies (Table 1), independent of their ~

as absent in-the medium
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Fig. 6. Cells with glial and neuronal morphology were generated from growth factor-induced
colonies. A: The bFGF-induced calony was transferred to new plate in the presence of the
same growth factor and cultured 11 days. B: The EGF + bFGF colony was dispersed and

subcultured under the presence of EGF

+ bFGE (100 ng/ml of each factor) for 11 days. Bars:

“ AL 100 pm: B30 pm. NL oneuron: G glial cell,

origin (see below). Taking these data together, we sug-
gest that most colony-forming uctivity of bFGF is a phe-

nomenon which results from the interaction with another

factor possibly produced by cells responsive to insulin,
Insulin-like growth factor I has been shown to mediate
the proliferative effect of bBEGEF on neural cells (Drigo ¢t
al., 1991); therefore. it is a candidate Tactor that could
cooperate in vivo with this fuctor. -

Increase in the number of colonies formed with
EGF + bFGF, as opposed to the number formed with
EGF or bFGF alone in primary cultures. can be ex-

plained simply by the presence of a particular cell pop-
ulation responsive only to both growth fuctors together.
as vceurred in the dorsal region of the mesencephalon
(Fig. 4). However. an enhancement was observed when
we compared the number of secondary colonies gener-
ated after a primary colony was transferred and cultured
in the presence of EGF or EGF + bFGF (Tuble 1), In
spite of these results. the response in primary cultures
might be different since. in the ventral mesencephalon.
an inhibitory effect of these two growth factors seems to
oceur (Fig. 4, ' |
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E+F/ENF _

"

M E/E — E/E-I-F_Wﬁ F/E+F

HPRT

NESTIN

NF-M

GFAP

Fig. 7. Secondary colonies expressed nestin. GFAP, and
NF-M. Colonies generated under the condition indicated were
subcultured in the presence of EGF (E). bFGF (F), or both
factors (E + F) at a concentration of 100 ng/ml. RT-PCR pro-
cedures for HPRT (indicative of the amount of sample). nestin,
GFAP, and NF-M were performed on a pool of colonies gen-
erated (A) or on single colonies (B). PCR products were of the
expected size (HPRT = 353: NF-M = 186 bp: GFAP. = 346
bp; nestin = 222 bp), and were confirmed by restriction en-
donuclease mapping. Potential PCR products from contami-
nating genomic DNA were ¢ither of higher molecular weight
(HPRT = 579; GFAP = 554) or not able to amplify (nestin
and NF-M; see Materials and Methods). Molecular weight
marker (M) was pBR322 digested with Hintl (a = 396 bp: b
= 344 bpy ¢ = 298 bpi d = 220, 221 bpre = 154 bp).

Cells From Growth Factor-Induced Colonies Have
Self-Renewal Properties

Colony formation is likely to be a consequence of
stimulation of cell proliferation. as inferred by the ability
of colony-derived cells to form new colonies in a growth
factor-dependent manner (Table 1). Although not strictly
tested, a single cell seems to be responsible for forming
each colony; a dilution of up to I cell per 3 sqg/mm makes
unlikely a migration and aggregation of cells during the
period of colony formation (each of the colonies ana-
lyzed was constituted of around 2.000 cells. and had a
diameter of up to ! mm). It should. however. be pointed
out that at very high dilutions the development of colo-
nies decreases dramatically. |

Despite the fact that bFGF wuas not capable of

forming secondary colonies. it is likely that primary col-
onics arc also due to cell prolileration bat are assisted by

insulin. Mitogenic activity of bFGFE on neural precursors
could be due to interaction with other factors. Recently.,
it has been shown that bFGI acts synergistically with
TGF-B to regulate Schwann cell mitosis (Schubert,
1992), and, on striatal cells, mitogenic activity of NGF
depends on previous exposure to bFGF (Cattaneo and
McKay, 1990}, Therefore, TGF-f3 and NGF are candi-
date factors that could be secreted in our primary cultures
in response to nsuelin, and that could interact with bFGl
o generate mitogenie activity.  Alternatively, bFGF
might allow the survival of cells induced to proliferate by
an independent mitogenic factor; since the cells derived
from bEFGF primary colonies respond to EGF, this factor
or a related one are candidate mitogenic factors whose
secretion could depend on insulin stimulation. Data from
other groups suggesting that bFGF could act as a survival
factor (Ferrari et al., 1989; Mayer et al., 1993), and our
preliminary results indicating that cells subcultured in
bFGF for 2 weeks can still respond to the proliferating
action of EGF, support this latter hypothesis.

EGF- and bFGF-Induced Colonies Are Originated
From Neural Precursor Cells

The expansion of neural precursor cells present in
the embryonic mesencephalon was demonstrated by the
ability of cells derived from colonies to express markers
of neurons and astrocytes (Figs. 7, 8). Morphological
analysis of cells derived [rom colonies showed that neu-
rons were predominant over glial cells; therefore, in our
culture conditions, ncuron differentiation seems to be
favored. Accordingly, NF-M mRNA was present.in most
conditions, whereas GFAP mRNA expression was rarely
seen (Fig. 7). In addition, immunocytochemical analysis
with NF-M- and GFAP-specific ‘antibodies identified
most of the cells as neurons (Fig. 8), whereas astrocytes
were infrequent and their immunoreactivity was gener-
ally low (data not shown). It should be pointed out that
when colonies were analyzed individually, most of them
did not express NF-M mRNA. We interpret this result, in
light of the few NF-M immunoreactive cells seen within
individual colonies, as indicative that most differentiated
cells had adhered to the plate. Nestin, an intermediate
fMament present in neural precursor cells (Lendahl et al. .
1990), was expressed with all growth fuactor combina-
tions and in most colonies analyzed, though at variable
levels (Fig. 7; see below),

Recently, induction of proliferation and formation
of the so-called spheres by EGF, but not by bFGF. from
embryonic and adult striatum was reported (Reynolds
and Weiss, 1992, Reynolds ¢t al., 1992). Cells from
these spheres are able to generate both neurons and as-
trocytes, supporting the hypothesis that they derive from
neural precursor cells. Similarly, stimulation of prolifer-
ation of neural precursor cells by bFGFEF was observed
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from 10.5-dpc mesencephalon [\llp.illl(.l\ and Burtleu,
1993). The presence of serum in these latter cultures
suggests cooperation of bFGF with other fuctors, as we
report here.

It is important to remark that in our experimental
conditions we noticed little cell differentiation: we believe
this is due to the mitogenic action of the growth factors
used. Preliminary data indicate that a large increase in the
number of differentiated cells can be obtained if the
arowth factors are eliminated from the medium (J.5.-O..
unpublished observations). Moreover, if, us has been
reported in other systems (Frederiksen et al.. 1988: Fil-
ipak et al., 1989; Lillien and Raff, 1990; Olson, 1992).
there is an inverse relationship between proliferation and
differentiation, we could interpret the decrease in the

number of round colonies (presumably representative of

regenerated neural precursor cells) when EGF + bFGF
colonies were subcultured in EGF 4+ bFGF (Table I) as
a consequence of favoring cell differentiation. Although
this is not yet proven, flat colonies observed in this ex-
periment might represent more differentiated cells with
lower proliferative capacity. This same phenomenon
could also explain the lower number of colonies from the
mesencephalic ventral region induced with EGF + bFGF
than with either EGF or bFGF (Fig. 4). In agreement with
this proposition, we observed a reduction in nestin mRNA
expression in those colonies exposed to EGF + bFFGF.

bFGF Participates in Cell Maturation

One of the most interesting observations of the
present study was of the morphological differences in

NF-M immunopositive cells depending on the growth
factor added, NF-M-expressing cells derived from EGFE

colonies were small and without processes (Fig. 8B,G), -

whereas those from bFGF colonies subcultured in -the
presence of EGF showed clear neurite outgrowth (Fig.
8D). This effect was very clear when bFGF colonies
were subcultured in the presence of both factors (Fig.

8F,H). These results suggest that bFGF is not only in-
volved in cell proliferation. and perhaps in cell differen-
tiation, but also participates in neuronal roaturation; Fer-
rari et al. (1991) had observed similar effects on primary

mesencephalic neurons. Our results also indicate that the
- order of action of the growth factor in a presumed single-
cell precursor might have dramatic consequences on its
development. It is tempting to speculate that EGF in-

duces proliferation of more mature neural precursor cells

when primary cultures have been pretreated with bFGF,
Induction of dendritic outgrowth and functional matura-
tion by bFGF have been previously observed: bFGF in-
creases neurite extension of hippocampal (Walicke et al..
1986), ciltary ganglion (Unsicker et al.. 1987 Schmidt
and Kater, 1993), cortical (Morrison et al.. 1986}, mes-
encephalic (Fervari et al.. 1989). and cercbellur granule

neurons (Hatten ¢t al.. 1988). Nevertheless, evidence
indicating that EGF affects dendritic outgrowth (Morri-
son et al., 1987: Rosenberg and Noble, 1989) suggests
that this factor might also cooperate in the maturation
phenomenon.

CONCLUSIONS

We have found that neural precursor cells can be
expanded by the action of mitogenic or survival factors.
Qur data, as well as those from others, show that classical
mitogenic growth factors participate in neural maturation,
Interestingly. diverse growth factors can produce similar
effects on pr oliferation and maturation of neural precursor
cells, but qualitative and mechanistic differences can also
be abserved. Since growth factors have different roles
during the differentiation process, it would be important
to determine if their effect on neural maturation is inde-
pendent of cell proliferation by analyzing their activity in
the presence of cell division inhibitors. The ability to
propagate precursor cells using mitogenic factors, in con-
trast with oncogene-derived cell lines, might represent a
better alternative for characterizing genetically unmodi-
fied neural precursor cells and their progeny.
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WEe investigated how several factors influence the
catecholaminergic phenotype establishment from em-
bryonic mesencephalic neural precursors in culture.
Using a semiquantitative RT-PCR procedure we found
no significant effect of several growth factors or
conditioned media on tyrosine hydroxylase (TH) mRNA
levels. Nevertheless, neural precursor cells expanded by
epidermal growth factor (EGF) and basic fibroblast
growth factor (bFGF) showed the ability to express TH
mRNA, Subcultures of EGF expanded neural precursor
cells expressed TH mRNA, but not all individual
secondary colonies obtained had this characteristic.
Preferential dopaminergic differentiation was observed
in our culture conditions. Our results suggest that EGF
stimulates the proliferation of neural precursor cells that
have the potential but differentiate randomly to
catecholaminergic cells,
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Introduction

The mechanisms by which embryonic neural cells
become committed to a specific fate and acquire their
mature phenotype must involve intrinsic properties of
precursors cells as well as environmental cues along
their migration pathway. In relation to the latter,
increasing evidence has shown that growth factors are
important elements of the extracellular fluid clearly
influencing the establishment of specific phenotypes.
A classical example is the effect of the cholinergic
differentiation factor on sympathetic neurones.! This
growth factor acts instructively to conduct cell
differentiation to the cholinergic phenotype. On the
other hand, nerve growth factor (NGF), a typical
survival factor in the nervous system, may act by
preferentially selecting the central cholinergic neu-
rones in culure®? |

The role of a multitude of environmental factors on
the establishment of the catecholaminergic phenotype
has initially been inferred by the action of diverse
~conditioned media.*® Basic fibroblast growth factor
(bFGE), epidermal growth factor (EGF), insulin-like
growth factor-I (IGF-I), brain derived neurotrophic
factor (BDNF), transforming growth factor-a (TGF-
a) and interleukin-6 (IL-6) are able to stumulate the
maturation of dopaminergic cells, as determined by
their ability to increase the uptake of dopamine or
number of tyrosine  hydroxvlase-immunopositive
cells. Among those, bFGF, IL-6 and BDNF increase
the survival of the TH-immunopositive cells and may
act preferentially on the dopaminergic cells of the

=5 “ = g -~
mesencephalon.®” EGF, TGF-a and 1GF-1 are .
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probably early effectors acting on neural precursor
cells as mitogenic and/or survival factors.'™* More
recently a glial derived neurotrophic factor (GDNF),
member of the transforming growth factor-3 (TGF-
3) family, has been described, which could be a
specific survival factor of dopaminergic neurones in
the mesencephalon.' | o
Here we report that expression of TH mRNA, the
carliest marker of the catecholaminergic lineage, did
not change significantly in primary cells from the
embryonic mesencephalon after culture with diverse
growth factors (EGF, bFGF, TGF-3, NGF) and
conditioned media. However, most of the individual
colonies formed in response to either EGF or bFGF,
representing precursor cells,’® expressed TH mRNA.
Pools of EGF-derived secondary colonies also
expressed TH mRNA but, when analysed individu-
ally, this was the case only for a subset of colonies. In
our culture conditions, mRNAs scoding for enzymes
involved in the synthesis of dopamine but not of
epinephrine or norepinephrine were expressed.
Therefore, mesencephalic neural  precursor  cells
expanded with EGF have the potential to differenti-
ate in the catecholaminergic Jineage but this process is
random suggesting an important role of selectve
signals.

Materials and Methods

- Cell cultures: The procedure for obraining embryonic

mesencephalic cell suspension was as described by
. - q’

Lauder et ol A toral of 25 x 10° cells were

cultured in 16nmum diameter -wells precoared with

i Rapid Science Publishers



Random catecholaminergic differentiation

neuro{geport

poly-p-lysine (10 pgml™) and 0.5ml of scrum-free
medium [high-glucose Dulbecco’s modified Eagle
medium (D-MEM) and Ham’s FI12 (1 I v/v)
supplemented with glutamine (0.2192mg ml™"), pcm—
cillin-streptomycin (OSUmll and 0.5 ugml?) re-
spectively), insulin (25 rg ml™"), transferrin (100 yig mt’
", putrescine (60 uM), progesterone (20nM) and
selenium (30nM)). Cultures were maintained  at
37°C in a humidified 3% C0O;-95% atmospheric
air. Growth factors were added 1'h after sceding. All
erowth factors were purchased from GIBCO-BRL
(Grand Island, NY),

RNA purification, cDNA synthesis and polymerase
chain reaction (PCR) procedure: RNA was purified
from cultures using a modified version of the method
published by Chomezynski and Sacchi.'>'” The RNA
was resuspended in 70;11 of water and 10 /] were used
for cDNA synthesis using M-MLV reverse transcrip-
tase (BRL) in 30 p] final rcaction volume according to
the manufacturer’s recommendations. Routinely 6 4
of ¢cDNA reaction were used in a PCR reaction
comaining 2.5 U Taq DNA polymerase (Bochringer-
Mannheim), 200 2M deoxyribonucleoside-5'-triphos-
phates, 1.86 mM MgCl,, in the buffer provided and
30 pmol each of forward and reverse primers. All the
reactions were carried out in a programmable heating
block (Hybaid). The PCR protocols were: for
hypoxanthine phosphoribosyl transferase (HPRT; a
housckeeping  enzyme), phenylethanolamine-N-
methyltransferase  (PNMT), nestin and tyrosine
hydroxylase (TH), 95°C 1min, 57°C 1min, 72°C
1 min, 35 cycles; for neurofilament M (NF-M), ¢lial
fibrillary acidic protein (GFAP): 95°C 1 min, 67°C
1 min, 72°C 1 min, 35 cycles; for DOPA decarboxy-
lase (DDC), 95°C 1 min, 66°C 1 min, 72°C 1min, 35
cycles; for dopammc»f hydroxylase, 95°C 1 min,
62°C 1min, 72°C 1'min, 35 cvcles, in-all cases, PCR
ended with 10min at 72°C. Oligopucleotide primers
were: HPRT: forward CCTGCTGGATTACAT-
TAAAGCACTG, reverse GTCAAGGGCATATC-
CAACAACAAAC; NF-M: forward GCCGAG-
CAGAACAAGGAGGCCATT, reverse CTGGA-
TGGTGTC(intron)CTGGTAGCTGCT;  GFAP:
- forward TTGCAGACCTCACAGACGCTGCGT,
reverse  CGGTTTTCTTCGCCCTCCAGCAAT;
nestin; forward CTACCAGGAGCGCGTGGCT-
CACAT, reverse GGCTTCCACAGCCAGCTG-
GAACTT;TH: forward TACGCCACGCTGAAG-
GGCCTCTAT, reverse AGGTGAGGAGGCAT-
GACGGATGTA; DDC: forward TGAATGGC-
GTGGAGTTTGCAGA'TT,
CAGGGACTCAAACTCA;  PNMT:
GTCGGGACGGGTTCTCATTGAT,

AGTTCCCAGGGGCTGGGGCTT; DBH: for-
ward  TTGTGTTGACCGGCTACTGCACAGA,
reverse CTCACTGCTGAACCTGTITACCATGT.

cocr o
Pyl

reverse GGCGTAC-
forward
reverse

All PCR products were of the expected s1ze and their
identity was confirmed by digestion with several
restriction endonucleases.

Southern blot hybridization: TH RT-PCR products
were separated by electrophoresis on a 3% agarose gel
and blotted to a nylon membrane (H)bond \T
Amersham) mn alkal (0.4 M NaOH). The membranc
was prehybridized for 4h in a solution containing
50% farmanmude, 5x SSC (1 x SSC = 150 mM NaCl
and 15 mM sodium citrate, pH7.0), 5x Denhardt’s
solution (1x Denbardt’s solution = 0.02% Ficoll,
0.02% polyvinylpyrrolidone and 0.02% bovine
serum albumin), 50 mM phosphate buffer pH?7.0,
1% glycine and 0.25 mgml™? sonicated salmon sperm
DNA at 42°C. The *P-labelled TH-cDNA (1 x
10%cpmng’) was added (9 x 10%cpmml! in
prehybridization solution) and hybridized overnight
at 42°C. The membrane was washed twice for 15 min
each with 2> SSC, 0.1% sodwm dodecyl sulphate
(SDS) at 42°C, followed by three umes for 10 min
each with 0.1x SSC and 0.1% SDS at 55°C and
finishing with one 10min wash with 0.1x SSC and
0.1% SDS at 62°C. After drymng, the membrane was
autoradiographed for 4 h.

Results

Since TH is the first and limiting enzyme in the
svnthesis of all catecholamines, expression of the gene
coding for this enzyme can be used as the earliest
indicative of L&ICC]'}O]}II’U]I]LI"!C cell differentiation.
Acuordmg,l) using RT- PLR we have been able 10
detect TH mRNA in the developing mouse mesen-
cephalon as early as 10.5 days post coitus (p.c.) when
TH protein is undetectable by immunohistochemis-
try (J. Sanra-Olallz, unpubhshed results). Looking for
factors involved in establishing the c1tccholammcrgu |

* phenotype, we assayed the effect of several factors on

TH mRNA as indication of increase in either levels of
specific mRNA itself or number of expressing cells.
For this, embryonic (13.5 days p.c.) mesencephalic
were sceded and cultured -in serum-free medium -
or, nin the continuous presence of EGF, bFGF,
NGF, TGF-3 or conditioned media from different

sources (cmblyomc telencephalon, diemephalon,
EGF ) . bFGF .

Mo z=_5 4 '2'_3-4' -

L HRT
—~TH

FIG. 1. TH-m-RNA__exp'ression in'prirﬁafy.colonies derived from

"~ precursor cells. Four colonies from a primary ce!l culture generated

under the presence of EGF or bFGF, were selected sher 8 days-in
culture and a simultaneous RT-PCR procedure performed for HPRT
and TH; ulnquots were taken after 30, 35 and 40 cycles. M (pBR322
Hinfll: a = 517 and 506 bp; b = 286 bp; ¢ = 344 bp d = 2q8bp; e« 227
and 200 bp. '
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mesencephalon, metencephalon/mylencephalon).
Only slight differences were observed among the
different conditions assayed (data not  shown)
indicating that the factors tested are not determinant
in defining the catecholaminergic phenotype.

Nevertheless, we have demonstrated that EGF,
TGF-a and bFGF but not NGF or TGF-3 induce
colony formation from neural precursor cells.* These
colonies, apparently of clonal origin, grow on top of
the primary cell monolaver with spherical morphol-
ogy and have self-renewal properties. In addition,
secondary colonies express neurone and astrocyte
markers as well as nestin, an intermediate filament
protein expressed in neural precursor cells, Because in
low density cultures of embryonic mesencephalon,
EGF and bFGF increase the number of TH
immunopositive cells,”'® we decided to analyse
whether the cells derived from these precursors
expressed TH mRNA. Individual intact primary
colonies were picked and total RNA extracted.
Specific RT-PCR performed on these samples
showed expression of TH in all four EGF-derived
colonies and in two of four (50%) dertved from
bFGF cultures (Fig. 1),

Since the primary colonics analysed could be
contaminated with TH producing neurones from
the cell monolayer, carried when they were picked,
we decided to analyse sccondary colonies. A single
colony obtained with EGF (bFGF colonies could not
be ana]ysed in this way since they do not growth in
subcultures'®) was transferred o0 a new dlsh and
cultured in the presence of EGF for 15 days. Under
these conditions new colonies with morphology
similar to the parent arise (i.. secondary -colonies;
Fig. 2A). The primary colony and four secondary
colonies were taken, total RNA extracted and TH

mRNA analysed by RT-PCR. Figure 2B shows that,

although in the parent colony TH mRNA was not
detected, three of the four secondary colonies
analysed expressed this mRNA; a proportion of
tertiary colonies also expressed TH mRNA (data not

shown). Therefore EGF induced the prohfemtton of -

neural precursor cells which have the capacity to
differentiate to the catecholaminergic phenotype.
To confirm these data, we dispersed individual
primary colonies generated with EGF and subeul-
tured them in the presence of the growth factor. Each
subculture gave rise to approximately 20 secondary
colonies. TH mRNA was evaluated in pool of

secondary colonies (all coming from one 1nd1v1dual'_
primary colony) or in, individual secondary colonies.
In this case, RT-PCR was performed and the DNA

product transferred to a membrane filter and

hybridized to a specific ¢<DNA probe. Figure 3A |

- shows that all subcultured primary colonies were able

to generate cells that expressed TH mRNA, however,
in agreement wnh Lhc transfer experiment described
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FIG. 2. TH mRNA expression in secondary colonies generated from a
single primary colony treated with EGF. One colony obtained with
EGF was transferred and cultured in the presence of 100ng/m! EGF.
Fourteen days layer, 7 new colonies were generated (Al. The primary
calony (the biggest} and four secondary colonies were analysed with
simultaneous RT-PCR procedure for HPRT and TH. Samples at 30, 35
and 40 cycles are shown (B} M = pBR322 HinA.
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" FIG. 3. TH mRNA expression in pools and individual EGF-derived |
sacondary colanies, Primary EGF-derived colonies were dnspersed-'

and subcuitured in the presence of 100 ng ml™* EGF for 11 days. (A)

". Secondary colonies analysed in-pools {from primary colonies 1-4}.

" RT-PCR products shown for HPRT were after 25, 30 and 35 cycies and, .
for TH after.35 cycles. {B). Secondary colonies analysed muuv-(‘ually ‘
{1-6). RT-PCR products shown for HPRT were after 30, 35 and 40 -

~ cycles and, for TH 40 cycles. TH RT-PCR product was lrans{erred loa

nylon membrane and hybridized to ‘a specific probe as descrnbed in

Materials and Methods *PCR produrt from contdmmatmg qenomu, R
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Tuable 1, Neural and catecholaminergic markers inin vivo and in vitra
embrionic mesencephalic cells

Embryonic Primary Neural
Markers Mesencephalon cell precursor
(13.5 d.po) culture cell subculture
{8 days) EGF/EGF
1 2
HPRT P -t vt PP
NESTIN -+ -4 44 4
NF-M 44 - +++ ++
GFAP /- . + -
TH +44 -+ . +
DDC ++ vt . ++
DBH® - - - -
PNMT bt + - -

RT-PCR was performed for all markers shown. Levels of expression
are relativa to those found for HPRT. *Primary cuitures in the presence
of serum showed high levels of GFAP and nestin mRNA expression,
"Specific PCR product for this marker was obtainad with RNA samples
from suprarenal and adull brain.

above, not all individual secondary colonies expressed
TH mRNA (50%; Fig. 3B).

DDC and DBH activity!® and PNMT protein'”
have been detected in the embryonic brain stem.
Using RT-PCR, we did not detect DBH mRNA but
detected mRNA DDC and PNMT mRNAs i 13.5
day p.c. embryonic mesencephalon. In primary cell
cultures of this tissue, we observed a significant
decrease in PNMT and a slight increase in DDC
mRNA (Table 1). Pools of secondary colonies did not
express DBH and PNMT specific mRINAs but they
expressed DDC mRNA (Table 1). These results
suggest that the catecholaminergic neurones origi-
nated in our cultures are mainly of the dopaminergic
phenotvpe.

Discussion

The control of cell differentiation during develop-
ment involves dynamic events that eventually estab-

lish the expression of molecules conferring specific.
functions to cach generated cell. In the last few years

e\(penmental evidence has emphasized the strength of
the environment in defining a specific cell phenotype.
We are interested in understanding the mechanisms

by which growth factors influence specific neuronal -

phenotypes of the central nervous system. The
catecholaminergic lineage 1s an attractive system

“since the influence of several growth factors has

been determined. Using a semiquantitative RT-PCR,
we were not able to see a significant effect of several
growth factors (EGF, bFGF, NGF, TGF-3)
conditioned media on the levels of TH mRNA in
primary mesencephalic cell cultures of 13.5 day p.c
cmbryos.

Lack of obvious increase in TH mRNA
above could be due to the pleiotropic effect of these

ddu ibed

growth factors on different lineages, obscuring the
specific effect on the catecholaminergic phenotype.
Alternauvely, EGF and bFGF, both with mitogenic
activity in our cultures, could induce the proliferation
of non-committed precursor cells. To test this later
hvpothesis, we analysed the fate of precursor cells
expanded by the action of EGF and bFGF.
Specifically, we determined whether TH -mRNA
was expressed by these cells as indicative of their
capacity to produce catecholaminergic neurones. Qur
results show that EGF and bFGF stimulated
proliferation of neural precursor cells which have
the ability to differentiate to catecholaminergic cells
(.e. TH mRNA-expressing cells). Previous reports
have shown that EGF and bFGF act positively on
dopaminergic and/or TH-expressing neurones. EGF
effects have been related to an increase in cell
proliferation, although other reports have described

‘them as a consequence of increased survival.'%!

bFGF, on the other hand, has mainly been associated
with dopaminergic cell survival.®?® We propose that
at Jeast for EGF, and probably for bFGF, the effect is
not specific for catecholaminergic neurones but rather
for precursors cells which have the potential
differentiate to this phenotype among others. This
interpretation is based on the low level of TH mRNA
expression in secondary cultures, and the limited
number of individual secondary colonies generated in
the presence of EGF which expressed TH mRNA,
both implying that other phenotypes are represented
in our cultures, mcluding the undifferentiated state.
Alternatively, TH- -expressing cells could be dediffer-
entiating; howey er, positive effects of EGF and bFGF
on catecholaminergic neurones is against this hy poth- |

C‘GIS

During dcvelopmem DDC DBH and PNMT are
expressed earlier than TH.® 5 Therefore, the estab-
lishment of specific L&[CL]’]O‘&H]IHCF}DIC ‘phenotypes
depend, first, on the expression of TH and, second,
on the repression of a set of genes which will define
the neurotransmitter to be sy mhesl?ed Since DDC
mRNA was maintained, DBH mRNA not present
and PNMT mRNA expression reduced 1o undetect-
able levels in our culture conditions, dopaminergic
differentiation seems to be favoured. This could be
due to the absence of positive regulators required for
the cxpression of DBH and to the presence of
negative pathways turning off PNMT. Another
possibility is that the mesencephalic precursor cells
identified here are already committed to the dopami-
nergic phenotype, in which case, this decision is taken
before TH is expressed. In any case the fact that the
mRNAs of enzvmes involved in the synthesis of
dopamine but not those associated to that of
adrenaline are produced in our system indicates that
our studies can be extended specifically to the
dopaminergic phenotype.
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X) DISCUSION Y PERSPECTIVAS.

Actualmente se han documentado multiples efectos de factores de crecimiento sobre la diferenciacion o
maduracién neuronal (ver Capitulos V y VI). Asimismo, se han acumulado evidencias en las cuales se
demuestra que los factores de crecimiento favorecen la proliferacion y/o sobrevivencia de precursores neurales,
y otros presentan la capacidad de proveer seiiales instructivas y/o selectivas a precursores neurales (ver
Capitulos 11, Seccion C; I, Seccidnes A y C, y IV, Seccién A). En el presente trabajo se documenta, por
primera vez, que EGF y bFGF modulan en forma directa la capacidad proliferativa de células precursoras del
mesencéfalo que tienen el potencial a diferenciar a fenotipos especificos. La discusidn particular de los
resultados se realiza con detalle en los articulos que se anexan en este trabajo; en ellos se hace énfasis en
distintos factores que intervienen en la respuesta de los precursores neurales del mesencéfalo a factores de
crecimiento (Articulo 1) y el papel de estos sobre el establecimiento del fenotipo dopaminérgico (Articulo 2). En
este apartado se discuten, por un lado, los datos atin no publicados que hacen suponer que bFGF podria, por lo
menos en parte, estar mediando su efecto a través de favorecer la sobrevivencﬁia y, por otro, los resultados que
indican que los precursores neurales expandidos con los factores de crecimiento son capaces de dar origen a
neuronas GABAérgicas. Finalmente, se resaltardn las caracteristicits que presenta el sistema descrito, pafa ser
utilizado c_oino un modelo en el estudio de la diferenciacién neural tanto in virro como in vivo, asi cbmo sus |

posibles aplicaciones en el area clinica.
A) Proliferacion versus sobrevivencia,

En ci prescnte't'rabajo, se demu_c.étra claramente la participacion de_ EGF y bFGF en la proliferacion de
p;‘ec_ursoré's_ neurales, y se presentan datos experimentales que sugieren efectos distintos para estos. Asf
entonces, nuestrbs datos indican qu'e-' EGF estimula la capacidad proliferaﬁva de los preCLIrs_orés en forma
dirccta, mientras que por otro, bFGF ptidiera estar mediando la sobrevivencia de los prec;u.rsores néuralcs y, de )

- esta manera, permitir la proliferacidn,
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A pesar de que se ha documentado la participacion de diferentes factores de crecimiento en la
proliferacién de precursores en diferentes regiones del SN (Capitulo 1I, Seccidn C), no ha sido posible
discernir claramente el mecanismo de accidon de ellos. De los descritos, EGF es de las moléculas que
consistentemente ha mostrado resultados en favor de promover la proliferacién celular en el SN. En particular,
existen reportes en la literatura en los que se ha demostrado que EGF estimula la incorporacidn de timidina
tritiada o bromodeoxiuridina en células precursores del bulbo olfatorio!8!, mesencéfalo!”1, estriado?0! y
-~ retina®. Ademds, existen datos experimentales en los que se demuestra que EGF promueve sus efectos sobre
fenotipos especificos a través de activar la proliferacién33. Sin embargo, en la mayoria de los casos la
posibilidad de favorecer la sobrevivencia por EGF de poblaciones bldsticas no ha sido del todo descartada. Los
resultados presentados en este trabajo sugieren el efecto directo de EGF sobre los precursores neurales del
mesencéfalo, al poder regenerar colonias en subcultivos de colonias individuales a baja dilucién, y que si bien

su efecto proliferativo es el mds probable, no podemos descartar su papel en la sobrevivencia celular.

El presente trabajo OflCCC ewdencus que proponen que bFGF podrfa estar medlando sus efectos a
través de favorecer la sobrevwencm celular Nuestra propueqtd se fundamenta en los 91gu1untes resultados
Primero, en cultivos primarios de la regién dorsal, la pre-mcubamén_co_n_‘ bF‘GF permite la form_acmn-dc o
colonias en respuésta a EGF, y; seg'undo,- subcultivos con solo bFGF mam’i_enen el nimero de células Capaéés -
 de ge_herar cclc)nias por EGF. De esta manera, prop_onenibs qUe bFGF actia como un cofactor Lj’ue fav‘bre_ce la
Hproliferacién‘ a través dc mediar la sobrevivencia celular. La hipéteSis anterior Ehcuentfa ademnds fu'ndamen'to en .
el Incremento en la produccmn de colonias secundarias cuando se tran silercn colomds derivadas dc precursores

en presenma de EGF + bFGF (Tdbla 2, Articulo 1)

Se ha reponado que bFGI~ estimula la proleerac:on de pre(,ufsorcs neurales del mesenccfdlo”3 Sm .
embargo, la presencm de suero en esos expenmentos no descarta la pOblblllddd de que bFGF mtemctue con
otros factores que colaboran en la prollfcrdclon del precursor, que blen podria ser IGE-I56, Expenmentoa
realizados en este trabajo con cultivos prlmanos, donde se _nm_estra que insulina.es necesaria p"ara la‘_g_ene'racm_n -

de colonias parecen ir en el mismo sentido, ya que el receptor para IGF-I muestra afinidad para insulinal8, Los
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resultados presentados aqui, hasta el momento nos permiten postular que bFGF actiia como un factor de

sobrevivencia, mientras que EGF tiene la capacidad de inducir la proliferacion de estos precursores.

Existen en la literatura varios reportes en los cuales se documentan interacciones de bFGI con otros
factores de crecimiento en la proliferacién de diferentes tipos celulares: con TGF-B, en la proliferacién de los
precursores de las células de Schwann212; con PDGF, sobre el precursor O-2A242; y con NGF 6 EGF en la
proliferacién de precursores neurales del estriado37:49, En estas interacciones existen principalmente dos
posibles mecanismos. En uno de ellos, bFGF actuarfa haciendo a las células responsivas al factor proliferativo,
y en otro, estimularia la sobrevivencia impidiendo que mueran las células que responden al factor proliferativo.
En el caso del estriado, tanto para la interaccion con NGF como con EGF, la responsividad de las célulases a
través de estimular la expresion del receptor de NGF o EGF por bFGF; de esta forma, bFGE es prescindible
posterior a la induccidn inicial del receptor, dependiendo la proliferacién solo de la presencia de NGF o EGF.
En el caso del precursor de la célula de Schwann, bFGF estimula debilmente la proliferacidn, la cual solo se
incrementa en presencia de TGF-B; en este sistema AMPc puede substituir a TGF-3227. El requerimiento de
AMPc en este sistema para la proliferacién favorecida por bFGF, indica que es posible la participacion de

moléculas reguladas por segundos mensajeros clidsicos. Es interesante entonces que c-Fos, un factor

transcripcional que participa en el control de la proliferacién, puede ser activado por AMPc23 y EGF74. De esta.

manera, a futuro serd interesante analizar la funcién de ¢-FOS, para conocer factores adicionales que participen.

en el control de 1a proliferacién por EGF y bEGF.

Teniendo en consideracién los datos anteriores, un mecanismo alternativo para las interaccionesde

bFGF con EGF en el mesencéfalo dorsal, podria involucrar la activacién de la éxpresic’m del receptor a__EGF por

bFGF. Lo anterior en‘vist.a que la célula capaz de generar la colonia de precursores obt_i_e_hc la propiedad de
responder Solo a _EGF;' después de un perfodo de estimulacién previo con bFGF, de fonna similar al evento
descrito en precursores neurales del estriado. La modulacidén de la expré's'ién del rec;:p_tor_zde E_GF .no_:'es, facil de
evaluar en nuestro sistema, ya que en el cultivo prim_arié de‘la region dorsal-se: e_ncqen_trah’ c'élu_las que

responden a EGF formando una monocapa, las cuales son incapaces de gencrar colonias y que pudieran

-----
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contaminar la preparacion. El efecto de bFGF es determinante sobre el precursor que generard la colonig, ya
que no prolifera sin la exposicion a este factor. De esta forma, lo que es claro es que bFGF genera una sefial
que permite ganar la capacidad de responder a EGF, factor que finalmente tendrd a su cargo estimular la
proliferacién del precursor. En este proceso una alternativa que no se puede descartar es que bFGF favorezca el

paso del precursor a un estado de diferenciacién mds avanzado responsivo a EGF.

Recientemente, se ha incrementado el nimero de reportes que demuestran la existencia de precursores
neurales en el SNC, que proliferan en respuesta a bFGF o EGF (ver Capitulo II, Seccidn C). En la corteza a los
17 d.pc, bFGF estimula la proliferacidon de precursores bipotentes, los cuales pueden dar origen a neuronas y
glia, y de precursores que solo generan glia, mientras que EGF estimula precursores comprometidos al linaje
glial123, En el estriado a los 14 d.pc, EGF favorece la proliferacién de un precursor bipotente?0!, y bFGF
regula la proliferacién de precursores que generan solo neuronas o células bipotentes, presentes en 'la progenie
de los precursores responsivos a EGF237. Lo que parece ser claro de los datos anteriores y de los obtenidos
con marcaje retroviral (ver Capitulos 11, Seccidn D y IV), es la existencia de precursores bipotentes que tienen
la capacidad de dar origen a los dos principales linajes del SN, y que en ciertos momentos, coexisten con_‘

células que poseen una capacidad restringida en su potencial diferenciativo.
B) Diferenciacién a fenotipos terminales.

En este trabajo se demostré que, ademds de que bFGE participa en el control dé_ la pi'o'li_fcracic’m de
precursores neurales, tambien estd involucradb cn-la_.maduracic’m morfoldgica de las'. heufpnas que se generan de
la colonia (ver discusién del Articulo 1). También se establecié que le p_récursorés ticne'n. la cap_acidaddc_ B
diferenciar al 1inajc dt)paminérgi'co (ver discusion del Articulo 2). Los datos éxﬁerimentalés adiCii)nale_é'(v¢f
resultados) muestran que los pré_cur’sores neurales expandidos tienen lanibi_én'la é:ipacidad 'dc'diferénc_:iér'denitrb. N
del linaje GABAérgico, sugiriendo que existen precursores neurzile_S comunes para l'as': iiel.ernas o |
catecolaminérgicas y GABA¢€rgicas. Es intéresanthue a diferencia de lo obs‘érvado-pzirﬂ_- el fehdtipo B

catecolaminérgico donde los factores de crecimiento probados no tuvieron efecto, bFGF si parece mejorarla
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sintesis de GABA. El que este evento se encuentre presente solo en células que son generadas en subcultivos de
precursores expandidos con bFGF, sugiere que los precursores que se expanden en forma inicial con este

factor ienen un mayor potencial para diferenciar al linaje GABAérgico.

De especial relevancia, nuestro trabajo presenta por primera vez, datos experimentales que proponen

que en el establecimiento de la capacidad de sintetizar GABA, se encuenira intimamente relacionado con la

expresion de la GADgs. Es importante destacar que hay evidencias experimentales que apoyan la posible
regulacion de la expresién de la GADg5 por el impulso nervioso, en particular hay una correlacion directa de su
aparicién con las etapas de sinaptogénesis en el estriado80:156, En este trabajo, se demostré que los precursores
que responden a bFGF generan neuronas con una trama dendritica mds abundante (Articulo 1). Este hallazgo,

permite postular que los precursores expandidos con bFGF generarian neuronas que podrian establecer sinédpsis

mads eficientemente, lo que podria de esta forma tavorecer la expresién de la GADgs, con la consiguiente
sintesis de GABA. En apoyo a la relevancia de GADgs, GADg7 se expresa en niveles significativos en todas

las condiciones probadas, pero no se detectd GABA por HPLC. Una posible explicacién para este hallazgo, es

que los precursores neurales del mesencéfalo podrian sintetizar la forma truncada de la GADg7, proteina
inactiva que se produce en las zonas déalta proliferacién durante el desarrollo embrionario!5:21. Los
oligonucledtidos disefiados para detectar la GADg7, no permiten distinguir el ARNm que codifica la forma
activa de GADg7 del de la inactiva. En precursores de la médula espinal ha sido posible d_etectar.por
inmunocitoquimica a la GADg7, pero no fue factible hallar GABA!33, o cual .con_cuerd_a'con nuestros
resultados. ;Que importanciz{_ funcional tiene GADg7 en los pr_chr_sqres_ncu_ra]es? y, ¢cuales son los

mecanismos que regulan su actividad?, son preguntas interesantes que quedan por resolverse.

Es interesante notar'.que datos preliminares ('F__ig. IX.4) muestran que el nivel de e'x_prcsién__ de Ncstin_a;
NF-M, DDC y GADg7 se mantiene en la misma proporcion i=_n'dcpen_di¢ntcn1¢nte de la condicién de subcultivo.
Asi, si una colonia presenta alta o baja expresidn, ese comportamiento se conserva indistintanientc de la
condicién de subcultivo. Estos datos su gieren que el factor de crecimiento este‘activando la proliferacién de

precursores en un estadfo particular de su diferenciacién. De ser cierto la propuesta anterior, en principio
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nuestro sistema permitiria aislar y "encadenar” los diferentes intermediarios durante la diferenciacién hacia

fenotipos especificos.
C) Caracterizacion de precursores neurales.
i) In vitro

Existen dificultades técnicas para el manejo in vitro de los precursores del SNC, 1o cual ha limitado su
andlisis. Regiones que experimentan neurogénesis en etapas postnatales, como el biilbo olfatorio y el cerebelo,
son de las pocas regiones én las que ha habido avances en la comprension de las interacciones que se suceden
durante la neurogénesisﬁﬂ&m'193.. El presente trabajo expone datos experimentales, que destacan la utilidad
de los precursores expandidos con factores de crecimiento, como modelo experimental alternativo para el
estudio de las diferentes respuestas generadas por células indiferenciadas del SNC. Ademds, este 'sistema no
tienen los inconvenientes de las lineas inmortalizadas o tumorales empleadas hasta el moménto (Ver Capitulo

IT).

El poder contar con poblaciones celulares enriquecidas en p_recursores-ncurales,.'sobre laé cuales se
puedan manipular las condiciones de cultivo, penmitird analizar la influencia de difefentes efectores
extraéelulares sobre la proliferacién, diferenciacidn y/o sobrevivencia de estas células. En forma relevante, se
'cuenta con dos condlclones en las cuales se podlan evaluar los factores adlmondles que puedan part1c1par enla
proliferacion (cultlvos pnmanos de la region dorsal y subcultivos). Ademds permitird mvesngar los sisteras de
transducmén partxc.lpdntes en el proceeo de qoblevwcnua y/o dlferenc,mcmn En forma. 1ntereqante, el que se
pueda dar origen a células que sintetizan enzimas mvolucradqs en la blosmlem de dos neurotmnsmlsorcs
presentes en el mesencefalo (dOpdmmd y GABA), abre la poslblllddd de estudiar los factores que pudlemn esta.r

participando en su detenmnduon diferenciacién y/o madumcxon tunc:ondl

Durante el desarrollo es posible identificar diferentes interacciones celulares, en particular las que se dan
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enire regiones que establecen contactos sindpticos. El contar con precursores de diferentes regiones, en el caso
particular de este sistema, del mesencéfalo y estriado, permitird examinar la existencia de interacciones entre
poblaciones indiferenciadas. Asf mismo, el simple hecho de contar con poblaciones enriquecidas de precursores
neurales, abre 1a posibilidad de llevar a cabo el andlisis de sus componentes bioquimicos y moleculares, lo cual
permitird identificar aquellos que pudieran ser empleados como marcadores, tiles para ubicar y seguir in vivo

el desarrollo de estas células.

En vista que los precursores neurales del mesencéfalo expandidos con EGF y bFGF muestran cierta
heterogeneidad, es de suma importancia obtener una clona para obtener conclusiones relevantes. En nuestro
laboratorio se han realizado ensayos para su establecimiento, utilizando subcultivos o transferencia de colonias
individuales. Con ambos procedimientos no ha sido posible subcultivarlas por mds de 5 pases, pero se ha
demostrado que la falta de un sustrato adherente incrementa la eficiencia del subcultivo. Estos resultados
permitirdn incrementar la eficiencia de clonacidn, y posiblemente la generacién de una linea, Es importante
destacar, que existe la posibilidad de que per se el sistema sea heterogéneo, al tener precursores _quc_ﬁenden a
generar poblaciones proliferantes comprometidas. En apoyo a lo anterior, un gﬁlp() de investigacion ha |
demostrado la coexistencia de células multipotentes (i.e. bipotente) y comprometidas (i.e, a neurona o a glia)

dentro de clonas derivadas con EGF237,
i1) In vivo.

La caractenzacxén in vitro dellltd el andlisis de cualqmer 9lstcma sm embargo, sxempre es necesario

demostrar el comportamlento in vivo. Experlmentos de trdns])lantes con llncqs neuronales mmortdhzadas han

demostrado que es p031ble mcorpomr precursores neurales en reuenamdos oen ammdles adultos y favorecer su

dlferenmamén ¢ inclusive, en a]gunas ocasiones se han 1ncorpor¢1do estas celulas en rcglones distintas de la
cual se ongmaron sugmendo que el entomo celular pdmczpa en forma detemnmntc en la dxferenc:lac:lén |
neuronal (ver Cdpltulo 11, Secuon D). El tmnbplame de precursores neurales es de suma nnport'mma por su

p051blc apllcacm’m en el.area clinica; por tanto, evaluar si los precursores neurales exp:mdldo_s con factores de

RGN



crecimiento diferencian adecuadamente in vivo, permitird hacer mds relevante su caracterizacion in vitro. En
vista que durante el desarrollo se espera que haya cambios importantes en el entorno que rodea a las células, el
ambiente adecuado para que los precursores neurales sobrevivan y diferencien debe darse en etapas tempranas
del desarrollo. Por ello, serd importante reimplantar a los precursores en la zona y el tiempo del cual fueron
obtenidos. Actualmente en el laboratorio se ha establecido una técnica quinirgica que permite proseguir el
desarrollo embrionario después de la manipulacion extrauterina de embriones, lo cual hard posible Ia
reimplantacién de células al mesencéfalo en desarrollo, Un aspecto interesante de evaluar es si los precursores
cultivados in vitro mantienen su identidad posiciona!. v si ésta puede modificarse al ser implantados en regiones
distintas a las de su origen. Dentro de los marcadores que podrian ser titiles en este sentido son Wnt, En-1y

En-2.
D) Utilidad clinica de células precursoras.

Uno de los problemas que esta recibiendo mucha atencidn son los procesos moleculares, y celulares que
participan en las enfermedades degenerativas del SN, Algunas de estas patologias se han relacionado c_on'la
disfuncion o pérdida de fenotipos especificos (colinérgico en la Enfermedad de Alzheimer, dojjaminérgico enla
de Parkinson, GABAérgico en la de Huntington). El identificar los factores que p'arti_cipan enla difcr_enciaci_éxi 0
sobrevivencia de estas poblaciones permitird a futuro e,i disefio de nuevas alternativas terapéuticas. En e.ste'
sentido, se ha documentado que el NGF participa en el control de la sobr.evivenci.a del f_enbtipo colinérgico, lo
cuaj ha fundam.en_tado. el disefio de muiltiples estrategias para evitar la deg_eneracién de las neuronas coli_nérgicas,' |
entre las que destacan implante_.s de lineas que sintetizan NGF48, En vis_ta _qué los precursdres_heuralés han
demostrado integrarse adecuadamente en los sitios de implamacﬁn, podrian S¢r utili‘zados Como _vecto_r_es de |
_e'}qpresién, al favorecerse su integracion al sitio del transplante de una manera més natural. El conocer que
factores participan en la diferenciacion o sobrevivencia de fenotipos como el dop_aminérg_ic_o 4] GA_BA'_érgico,.
permitird ,e.stablecer qLie factores pudieran ser aplicados a pacientes con enfémm_dades como la dclPa.l'ki'hson o_lzi )

de Huntington.
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En algunos casos, para reemplazar a las poblaciones celulares degeneradas, se ha empleado tejido
embrionario; sin embargo, pero su utilizacion se ha visto limitada por requerirse un nimero importante de
embriones y por razones eticas. De esta forma, si se establecen condiciones que permitan la expansion de
precursores neurales, se podria solucionar los problemas inherentes a la carencia de tejido primario. Por ,
supuesto, en este sentido serd necesario una mejor caracterizacion de los mecanismos que controlan la
proliferacion y su relacién con fa diferenciacién, dado que es necesaria la amplificacién de poblaciones

comprometidas a fenotipos terminales.
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