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Resumen.

Se ha demostrado que el trasplante de neuronas dopaminérgicas (DA) en el estriado puede
rescatar el déficit de dopamina en pacientes con la Enfermedad de Parkinson (EP), pero no es
una estrategia que detenga la progresion de la enfermedad. Uno de los enfoques de la terapia
de reemplazo celular en la EP es optar por la reconstruccion de la via nigro-estriatal, en la que se
busca que las células trasplantadas se integren y proyecten desde la substantia nigra pars
compacta (SNpc) hacia el estriado. Recientemente, reportamos que la SNpc posee un ambiente
neurogénico que es percibido por células troncales embridnicas pluripotentes (p. ej. células de
cuerpos embrioides) aunque no logran la diferenciacién a neuronas DA. El presente estudio tuvo
como objetivo conocer si la SNpc posee senales de especificacidon y diferenciacién a neuronas DA.
Trasplantamos en la SNpc, intacta o lesionada, células troncales embridnicas capacitadas para
diferenciar a neuronas DA por la sobreexpresion forzada del factor de trascripcién Lmxla en la
etapa de precursor neural (R1B5/NesE-Lmx1a). Observamos que 6 dias post-trasplante (dpt) las
células de la linea R1B5/NesE-Lmx1a y de la linea parental (R1B5) diferenciaban a precursores
neurales Nes*y a neuroblastos Dcx*, pero solo las células derivadas de la linea R1B5/NesE-Lmx1a
diferenciaron a células DA Th*. En contraste, cuando las células fueron trasplantadas a la SNpc
lesionada con 6-hidroxidopamina, la diferenciacién a células Th* fue independiente de la
expresion exégena de Lmxl1a, aunque las células no fueron observadas a largo plazo (15 dpt).
Estos resultados sugieren que la SNpc no sdélo es un nicho permisivo para la diferenciacion DA
inicial de células pluripotentes no neuralizadas, sino que, cuando es lesionada, libera factores

gue promueven la adquisicion del fenotipo DA de células derivadas de cuerpos embrioides.



Abstract.

Transplantation of dopaminergic (DA) cells into the striatum can rescue dopamine deficiency in
a Parkinson’s disease condition, but this does not restore full control of motor activity. The
minimal condition towards recovery of the nigrostriatal pathway is the proper innervation of
transplanted DA neurons or their precursors from the substantia nigra pars compacta (SNpc), to
their target areas. However, functional integration of transplanted cells would require that the
host SNpc is suitable for their survival and/or differentiation. We recently reported that the intact
adult SNpc holds a strong neurogenic environment, but primed embryonic stem cells (e. g.
embryoid body cells, EBCs) could differentiate into DA neurons. In this study, we transplanted
into the intact or lesioned SNpc, EBCs derived from embryonic stem cells that were prompted to
differentiate into DA neurons by the forced expression of Lmxla in neural precursor cells
(R1B5/NesE-Lmx1a). We observed that, 6 days post- transplantation (dpt), R1B5 or R1B5/NesE-
Lmx1a EBCs gave rise to Nes* and Dcx* cells within the host SNpc, but only from EBCs exogenously
expressing Lmx1a differentiated into Th* cells in large number. In contrast, when transplantation
was carried out into the 6-hydroxidopamine-lesioned SNpc, the emergence of Th+ cells from EBCs
was independent of exogenous Lmx1la expression, although these cells were no longer present
by 15 dpt. These results suggest that the adult SNpc is not only a permissive niche for initiation
of DA differentiation of non-neuralized cells but also releases factors upon damage that promote

the acquisition of DA characteristics by transplanted EBCs.



1. Introduccidn y antecedentes.

1.1 Enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson (EP) se sitta como la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comun a nivel mundial, afectando entre el 2 y 3 % de la poblacion
mayor a los 65 afios. Esta se caracteriza por la muerte progresiva de las neuronas
dopaminérgicas (DA) del cerebro medio, una subpoblacién conocida como A9 que
proyecta desde la substantia nigra pars compacta (SNpc) hasta sus blancos en el
estriado, principalmente el nucleo caudado y putamen (llamada via nigro-estriatal; Fig.1),

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

del movimiento voluntario [1].
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Figura 1. Neuropatologia de la enfermedad de Parkinson. Representacién esquemdtica de la condicién normal y
en la EP de la via nigro-estriatal (en rojo). Estd compuesta por neuronas dopaminérgicas de las cuales sus cuerpos
celulares se encuentran en la SNpc (indicada con flechas). Estas neuronas proyectan hacia los ganglios basales en
el estriado. La imagen en la parte inferior muestra la pigmentacion normal de la SNpc producida por la
neuromelanina dentro de las células dopaminérgicas y la despigmentacion por la degeneracién celular (Modificado
de Dauer y Przedborski, 2003).



La muerte de las neuronas DA en la EP provoca un déficit de dopamina en el cerebro
anterior, hecho que se traduce en sintomas motores como temblor en reposo, rigidez,
dificultad para caminar o iniciar movimientos y problemas de coordinacion. Ademas de
estos sintomas que permiten el diagnostico de la EP, existen sintomas no motores que
anteceden a la afeccion motora y que implican la afectacion de otros circuitos neuronales,
como mareos, pérdida del equilibrio, amnesia, dificultad para pensar y comprender,
ansiedad, pérdida del olfato, entre otros [2,3]. A pesar de los enormes esfuerzos que se
han realizado para el estudio de la EP, la causa de la neurodegeneracion DA permanece

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

Otra de las caracteristicas neuropatoldgicas de la EP es la agregacion intraneuronal de
la proteina alfa-sinucleina. A la par, la disfuncion mitocondrial, la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno, desregulacién en la homeostasis de calcio, afectacion del
transporte axonal y signos de neuroinflamacion estan presentes en la EP [5], si bien no

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

Por otro lado, el tratamiento de la EP se torna complicado al considerar que los sintomas
motores se manifiestan en un paciente cuando éste ha perdido entre el 60 y 80% de las
neuronas DA A9, y el déficit de dopamina en el estriado es cercano al 50% [6], lo que
impide implementar estrategias de neuroproteccién en etapas tempranas. Asi, el
tratamiento mas comun se basa en el sustituto farmacoldgico de la dopamina, un
precursor que atraviesa la barrera hematoencefalica para ser metabolizado a dopamina

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



metabolismo periférico (Carbidopa) [2]. Sin embargo, estos tratamientos no tienen la
capacidad de detener la neurodegeneracion, se vuelven ineficientes con el paso del
tiempo y derivan en molestos y severos efectos secundarios que pueden ser mas
limitantes que la propia enfermedad [7]. Estos hechos han provocado tanto la busqueda
de métodos tempranos de diagndstico, asi como de terapias alternativas que puedan ser
seguras y de duracién sostenida. Una de ellas es la terapia de reemplazo celular, misma

que se ha abordado desde numerosos enfoques metodoldgicos (ver mas adelante).

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

Actualmente, la EP se describe como un padecimiento que, mediante la afectacion de la
liberacidn de varios neurotransmisores, deriva en diversos sintomas tanto motores como
no motores que resultan de la disfuncion de varias vias neuronales a nivel central y
periférico [8,9]. Sin embargo, como ya se ha mencionado, la EP se asocia principalmente
con la pérdida de las neuronas DA de la SNpc, quienes conforman la mayor fuente de
dopamina del estriado. La reduccion de las proyecciones axonales desde el cerebro
medio hasta el estriado y el déficit del neurotransmisor es causante de los principales
sintomas motores de la enfermedad. De ellos, los mayormente reconocidos son la
bradicinesia (movimientos lentos), el temblor en reposo y la rigidez; dichos sintomas
comienzan a manifestarse de manera unilateral y después se manifiestan de manera
bilateral, aunque se mantiene cierto grado de asimetria durante el progreso de la
enfermedad [10]. El temblor en reposo se presenta principalmente en los brazos, pero

también se puede observar en las piernas, el menton y la mandibula; ademas puede



manifestarse durante la marcha [11]. Por su parte, la bradicinesia se caracteriza por la
ralentizacion generalizada de movimientos y fatiga por movimientos repetitivos. En su
mayoria, los pacientes describen dicho sintoma como debilidad, lentitud o cansancio. Asi
mismo, la bradicinesia se puede manifestar como una disminuida capacidad de
expresion facial, dificultad para realizar movimientos finos, reduccion del tamafio de letra
escrita, dificultad para girar cuando se esta acostado, arrastre de los pies al caminar y
reduccion de la distancia recorrida en cada paso [12]. La rigidez, definida como la
“‘resistencia” al intento de generar movimiento articular pasivo, independientemente de la
velocidad o direccionalidad, puede afectar cualquier parte del cuerpo y puede provocar
dolor. La marcha y el balance también se ven afectados en la EP, la primera se
caracteriza por un ritmo lento de ejecucion, longitud de paso reducida, giros de varios
pasos, postura encorvada y movimiento de brazos reducido. A medida que la
enfermedad progresa, pueden surgir mas déficits de la marcha, como la vacilacién al

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

La afectacion al sistema motor en la EP ha llevado a un mejor entendimiento de la
enfermedad permitiendo un mejor diagnostico y el surgimiento de escalas para medir la
severidad de la EP, ademas de dar lugar a esquemas de tratamiento mas adecuados.
Sin embargo, en las ultimas décadas se ha puesto especial atencion a los sintomas no
motores que también afectan de manera importante la calidad de vida de los pacientes.
Actualmente, es sabido que la incidencia de dichos sintomas no solo aumenta con la
progresion de la enfermedad, si no que pueden preceder varios afos antes a los

sintomas motores. Sintomas como la disfuncidn olfativa, desérdenes del sueno,



estrefiimiento, depresién y dolor, son indicadores de una fase preclinica de la EP [3,13].
En fases tempranas de la enfermedad, los sintomas no motores prevalecen en la
mayoria de los pacientes y hasta un 21% de ellos reportan sensaciones de dolor,

depresion o ansiedad [10,14,15].

Estas afectaciones no motoras sefialan que la EP no se limita al sistema dopaminérgico,
sino que son varias las vias de neurotransmision afectadas incluyendo la colinérgica,
noradrenérgica y serotoninérgica [16—19]. Asi, la depresion podria estar asociada con la
afectacion de la neurotransmision DA y noradrenérgica en el sistema limbico y, por su
parte, la ansiedad y la apatia con la disminucion generalizada de la neurotransmisién DA
[20]. Por otro lado, la sobreexcitacion asociada a la terapia con agonistas dopaminérgicos
es seguida por sintomas no motores. De manera interesante, hasta un 19% de los
pacientes que se apegan al tratamiento con agonistas de los receptores D2/D3 reportan
comportamientos adictivos en los que se incluyen las apuestas y compras compulsivas

[10,14].

Comunmente, los sintomas no motores de la EP no se distinguen o evaluan en las
valoraciones clinicas de rutina ya que es dificil asociar su origen directamente con la EP,
sin embargo, dichos sintomas denotan una de las principales causas de discapacidad vy,
por tanto, el entendimiento de ellos se vuelve crucial para mejorar las labores clinicas de

diagnéstico y los tratamientos.



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

En los ultimos afios se han desarrollado tanto nuevas herramientas tecnolégicas como
nuevas posibles terapias para tratar trastornos del movimiento, que han permitido refinar
las rutinas de diagnostico, la evaluacién clinica y el tratamiento de los pacientes. En el
caso de la EP, se han estudiado alternativas a la terapia farmacolégica debido a que, en
su totalidad, los pacientes dejan de obtener beneficios de la toma de medicamentos
después de 3 a 5 afos de iniciar el tratamiento y al surgimiento de efectos secundarios
antes mencionados. Entre las posibles terapias alternativas se encuentran la
estimulacién cerebral profunda (Deep brain stimulation: DBS), aplicacién de moléculas
con actividad neuroprotectora, ablacion de tejido con ultrasonido y la terapia de

reemplazo celular.

1.1.2.1 Estimulacion cerebral profunda.

La DBS es un tratamiento que involucra la aplicacion de corriente eléctrica mediante
implantacion de uno o mas electrodos en regiones especificas del cerebro. Aunque no
se sabe con claridad los mecanismos por los cuales esta estrategia actua sobre los sitios
de aplicacién, se postula que puede tener dos vias de accion: 1) bloqueando las
corrientes dependiente de voltaje, principalmente las dependientes de sodio y calcio en
el sitio de aplicacion y/o 2) provocando potenciales de accion antidromicos en los axones
adyacentes a la zona de aplicacion. Los resultados de esta estrategia son variables;

mientras que hay pacientes que tienen beneficios sostenidos (reduccion de sintomas



motores y aumento en la calidad de vida), hay otros en los que es ineficiente [9,21,22].
Através de los anos, la DBS ha tenido mejoras técnicas principalmente en la neurocirugia
(cirugia en paciente dormido), desarrollo de microelectrodos y esquemas de estimulacion
programados. Uno de los avances que se pudiera considerar de relevancia es la
implementacion de electrodos direccionales que permiten la estimulacién segmentada y
ésta, a su vez, una aplicacion mas precisa y la reduccion de sintomas adversos de la

DBS [23].

Los blancos de la DBS en los ganglios basales son el nucleo intermedio ventral (NIV), el
nucleo subtalamico (NST) y el globus pallidus interno (GPi). En el tratamiento de la EP
el NIV fue uno de los primeros blancos para realizar talamotomia y después para la DBS.
Sin embargo, a la fecha solo se considera su estimulacion para pacientes que presentan
predominantemente el temblor involuntario; se opta mas por estimulacion del NST que
ayuda a disminuir y alentar la progresion de la bradicinesia y la rigidez. Por su parte, la
estimulacién del GPi abate principalmente las discinesias, pero no permite la reduccion
farmacoldgica requerida en la EP. En contraste, la estimulacion del NST permite que se
reduzca en mas del 50% la dosis de medicamento, ademas de que ayuda en la
disminucién de los efectos secundarios que resultan de la terapia farmacoldgica.
Adicionalmente, en pacientes con fluctuaciones motoras, la DBS es superior a cualquier

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

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

sintomas de la EP, no tiene un efecto neuroprotector y no limita la neurodegeneracion.



Ademas, es de considerarse que la colocacion de los electrodos en los pacientes
requiere de una cirugia compleja con los riesgos implicitos y es muy costosa, lo que hace

gue pocos pacientes sean beneficiados con ella.

1.1.2.2 Factores neurotroficos.

Debido a que los farmacos utilizados como sustituto de la dopamina en pacientes con
EP no detienen la progresion de la enfermedad, una de las estrategias que se ha
planteado es el uso de agentes neuroprotectores, esperando ralentizar o retrasar no sélo
la muerte neuronal DA, sino la progresion sintomatolégica y mantener una mejor calidad
de vida para el paciente. Asi, se ha evaluado la capacidad de los factores neurotroficos

como posibles neuroprotectores de las neuronas DA.

Los factores neurotroficos (FNT) son proteinas enddgenas secretadas al espacio
extracelular y que son importantes en el desarrollo, diferenciacién y mantenimiento de
las neuronas. Cada poblacidén neuronal requiere de FNT especificos durante el desarrollo
embrionario y para su mantenimiento durante la vida adulta. En cuanto a la EP, los FNT
que tienen accion sobre las neuronas DA son de gran interés ya que se ha demostrado
su potencial para promover la sobrevida de las neuronas, como neuroprotectores y como
promotores de la regeneracion de la via nigro-estriatal. La mayoria de los FNT actuan
sobre receptores transmembranales especificos con la posibilidad de activar vias de
sobrevivencia y diferenciacion, varios de dichos factores han sido probados en estudios

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



El factor neurotrofico derivado de la glia (glial-derived neurotrophic factor: GDNF) fue uno
de los primeros en mostrar potencial como molécula terapéutica para tratar la EP, ya que
aumento la sobrevida de neuronas DA en cultivo [26]. Varios reportes afirman que la
inyeccion de GDNF directamente al cerebro de roedores protege a las neuronas DA ante
un dafio citotéxico [27,28]. En otros estudios donde la administracion de GDNF se realizo
después de provocar la lesion, se observd una reversion de las afecciones motoras y
restablecimiento parcial de la integridad nigro-estriatal [29-31]. En el caso de los modelos
de la EP en primates no humanos, la infusion de GNDF también promovio un
restablecimiento de la via nigro-estriatal y reduccién de los sintomas motores, inclusive
cuando éste se infundié semanas o meses después de haberse realizado la lesion,

cuando el tejido muestra una degeneracion significativa [32—34].

En contraste con los resultados positivos observados tras el uso de GDNF, tanto en el
roedor como el primate no humano, el GNDF no tuvo efecto en el modelo roedor de la
EP en el que se promueve la sobreexpresion de la alfa-sinucleina (principal componente
de los cuerpos de Lewy) que promueve la degeneracion progresiva de la via nigro-

estriatal [35,36].

Otro de los FNT utilizados en el modelo de la EP, donde se induce la neurodegeneracion
de las neuronas DA con la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA), es el factor de
crecimiento de endotelio vascular (vascular endothelial growth factor. VEGF). En un

esquema de terapia génica en el que se promovio la expresion de VEGF en células



endogenas del estriado lesionado de ratas (7 dias después de haberse realizado la
lesion) se observd una reversion en la asimetria motora y una mayor densidad de fibras
DAs en la via nigro-estriatal, indicando que el VEGF posiblemente juega un papel en el
rescate de las neuronas DA [37]. Adicionalmente, VEGF tienen un efecto neuroprotector
cuando se induce su expresion dias antes de realizarse la lesiéon con 6-OHDA [38]. En
otro modelo de lesion inducida con rotenona, se trasplantaron al estriado de animales
lesionados, células mesenquimales humanas de cordon umbilical que expresan VEGF.
En ellos, ademas de observarse una reversion de la asimetria motora y una mayor
densidad de fibras DA en el estriado y en el cerebro medio, las células mesenquimales
diferenciaron a células con expresion de marcadores neurales (Nestina) y de neuronas

DA (p. €j. Th).

El FNT cerebral dopaminérgico (cerebral dopaminergic neurotrophic factor- CDNF) y su
homologo el FNT derivado de astrocitos mesencefalicos (mesencephalic astrocyte-
derived neurotrophic factor. MANF) pertenecen a una familia de proteinas que se
localizan principalmente en el lumen del reticulo endoplasmico, pero que pueden ser
secretados como FNT [39]. Se ha demostrado que el CDNF tiene un efecto protector
contra el estrés del reticulo endoplasmico y tiene la capacidad de disolver los agregados
intracelulares de la alfa-sinucleina [40,41]. El potencial terapéutico del CDNF se ha
probado en ratas, tanto en el modelo de la 6-OHDA como en otro modelo en el que se
induce lesion con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), en los que se observo,
después de promover la expresion endogena del CDNF, una restauracion significativa

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



de una reversion de la asimetria motora [40,42—44]. De la misma manera, se demostro
que la combinacion del CDNF con el MANF tienen un efecto sinérgico sobre la
neuroproteccion de las neuronas DA ante el dafio citotoxico y la reversion de la conducta

asimétrica motora en el modelo de la 6-OHDA.

Es claro que algunos FNT tienen la capacidad de proteger a las neuronas DA ante un
dafio citotoxico, sin embargo, ninguno de los experimentos aqui citados demuestra de
forma contundente que alguno de los FNT tenga la capacidad de promover la
regeneracion de la via nigro-estriatal. Es posible que la accion de los FNT sea la de
rescatar aquellas células que se encuentran con un daino parcial y promover la expresion
de marcadores DA (utilizados para evaluar la cantidad de células y de fibras DA después
del dafio y del tratamiento). Otra de las criticas que tienen en general los experimentos
descritos, es que éstos se llevan a cabo en un contexto en el que las células se enfrentan
a un dano agudo resultado de la exposicion a neurotoxinas, por lo tanto, la degeneracion

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

1.1.2.3 Sistemas de liberacion de farmacos.

Otra de las limitantes del uso de FNT como posibles moléculas terapéuticas para el
tratamiento de la EP, es que estos tienen que ser infundidos directamente al cerebro, o
bien promover su expresion en células enddgenas (terapia génica), para lo cual se
requiere de estrategias que pudieran considerarse no seguras (p. €j. el uso de vectores

virales). Lo anterior apunto a la necesidad de un sistema que permita la accién de dichos



farmacos a nivel del sistema nervioso central (SNC) y sin que la barrera
hematoencefalica sea una limitante. En este sentido, se han estudiado nuevos sistemas
de liberacion de farmacos y métodos que permiten el acceso mas eficiente de las
sustancias neuroprotectoras al cerebro. Dichas tecnologias pueden permitir la proteccion
de moléculas sensibles contra la degradacion y, adicionalmente, regular la liberacion
durante dias o meses. Por otro lado, los dispositivos de liberacién controlada pueden
ayudar a disminuir la aparicion o severidad de los efectos secundarios de los farmacos
ya que en muchos de ellos se pueden reducir las dosis utilizadas. Entre los sistemas de
liberacion controlada de farmacos destacan las macroparticulas, nanoparticulas e
hidrogeles, por su efectividad en la promocion de efectos neuroprotectores al ser
combinados con moléculas con potencial terapéutico. Otros sistemas como los

liposomas y micelas también han sido estudiados [45].

De entre las moléculas promisorias en el tratamiento de la EP destacan los factores
troficos, en particular el factor GDNF, mencionado anteriormente. Numerosos sistemas
de liberaciéon han sido disefiados procurando el incremento de la estabilidad quimica del
GDNF y su retencion en el cerebro. Algunos estudios han demostrado en ratones o
primates no humanos la eficiencia a nivel preclinico del GDNF encapsulado en
microparticulas, donde una sola dosis del GDNF microencapsulado se traduce en un
mejoramiento prolongado de la funcion motora y restauracion de la funcion DA tras una
lesidn severa. Estos efectos se deben, en parte, a que de esta forma el GDNF actua de
manera sitio-especifico en el putamen, evitando la accion en otras regiones, y, ademas,

a que no promovid una respuesta inmunogénica ni se detectaron afectaciones



neurodegenerativas [46]. Asi, los sistemas basados en microparticulas acarreadoras
pueden servir tanto como acarreadores de GDNF como dispositivos de liberacion

sostenida [47—-49].

En otro estudio, se combiné GDNF con VEGF, un potente angiogénico que puede actuar
positivamente en la sobrevivencia celular de cultivos neuronales [50]. Esta combinacion
se asoci6 a nanoesferas para ser liberada en el cerebro parcialmente lesionado de ratas,
las cuales recuperaron un porcentaje de la funcion motora y tuvieron un mayor numero
de neuronas DA tanto en el estriado como en la SNpc. Es notable que los efectos de la
combinacion de GDNF/VEGF aplicados en nano-esferas se pueden observar desde

dosis bajas [51,52].

Otra estrategia prometedora relacionada con los sistemas de liberacion de farmacos que
se ha utilizado para proveer al cerebro con GDNF es el uso de nano-formulaciones que
tienen la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica gracias a su interaccion
con receptores del endotelio vascular. Esta estrategia permite la aplicacion de
tratamientos de manera no invasiva. Asi, se ha logrado en ratas parkinsonianas una
reversion de las afectaciones motoras, disminucion de la pérdida de neuronas DA y el

aumento de los niveles de neurotransmisores [47].

Ademas del GDNF y el VEGF, se ha probado el efecto de otros factores neurotréficos en
el contexto de la pérdida neuronal DA, como el factor basico de crecimiento fibroblastico

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



nanoestructurados (gelatin nanostructured lipid carriers), se demostro que el bFGF
puede estimular la funcion DA y juega, ademas, un papel neuroprotector en ratas

lesionadas con 6-OHDA [53].

A pesar de que se han logrado avances importantes en la forma en la que se administran
los farmacos o moléculas neurotroficas con potencial terapéutico en la EP y que cada
vez hay mas trabajos en los que se evaluan nuevos y mejores materiales de micro o
nano encapsulamiento, esta estrategia no sortea las complicaciones inherentes al uso
de farmacos. A pesar de que las nano o micro formulaciones permiten la aplicacion del
farmaco de manera no invasiva, ademas que ayudan a disminuir las dosis requeridas, o
bien prolonguen la liberacidn de moléculas, éstos siguen teniendo una accion
ininterrumpida, que puede influenciar la actividad neuronal de otras células no DA y
actuen asi de manera independiente a la necesidad puntal de los circuitos DA. Lo
anterior, como en cualquier forma de aplicacion de farmacos en la EP, conlleva a la
aparicion de efectos secundarios. Adicionalmente, no se ha demostrado de manera
contundente que estos sistemas tengan la capacidad de frenar el proceso degenerativo

y/o de promover una regeneracion del tejido.

1.1.2.4 Ultrasonido de aplicacion focal.

En anos recientes, el uso del ultrasonido focal como terapia para tratar los desérdenes
neurologicos ha tenido gran impacto. Esta técnica no invasiva consiste en la aplicacion

focal de energia acustica en regiones especificas del cerebro, como resultado se obtiene



la ablacion del tejido [54]. Para lograrlo es necesario el uso de resonancia magnética que
permite un alto grado de precision con retroalimentacion en tiempo real sobre el efecto
del tratamiento. Esta tecnologia se ha utilizado en pacientes con la EP, tratando de abatir
la actividad de varias regiones del cerebro, responsables de los sintomas motores [54—

57].

Una de los problemas no resueltas del ultrasonido con aplicaciéon focal como terapia para
la EP es que no esta definido cual es el mejor blanco para realizar la ablacién y si sera
cada region sera distinta entre pacientes. Ademas, a la fecha no se han evaluado la
durabilidad a largo plazo de los resultados de la aplicacion focal del ultrasonido y si es
posible, en términos de viabilidad y seguridad, realizar el procedimiento de manera
bilateral. Asi, para conocer el verdadero potencial de la terapia ablativa con ultrasonido
focal, se necesitan mayor numero de ensayos que puedan validar de manera
contundente los resultados hasta ahora preliminares. Cabe mencionar que, al ser una
estrategia quirurgica de ablacion, el procedimiento no es reversible, cualquier efecto, sea

deseable o no, puede ser a largo plazo.

1.1.2.5 Terapia de reemplazo celular y células troncales embrionicas.

La terapia de reemplazo celular tiene como fundamento restablecer las funciones
perdidas de un tejido mediante el trasplante de células que tengan capacidades
homologas a las células que se pierden en un proceso degenerativo. En la EP, la pérdida

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



de reemplazo celular, en consecuencia, se han trasplantado, principalmente en el
estriado, una enorme variedad de células con cierto grado de homologia con las
neuronas DA, la mayoria de ellas productoras de dopamina; lo anterior se ha realizado

tanto a nivel experimental basico como preclinico y clinico [58—60].

Las pruebas de reemplazo celular realizadas en humanos en las que se usaron neuronas
DA o tejido neuronal proveniente de embriones no viables, dieron muestras de la
viabilidad de dicha estrategia, pero, de igual manera, se demostraron sus limitaciones
[61,62]. Aunque estudios de neuro-imagen y neuropatologicos arrojaron datos de la
posible integracion de las células DA trasplantadas al estriado, sélo una proporcion de
los pacientes mostraron beneficios significativos. Adicionalmente, mas del 56% de
pacientes mostraron discinensias después de suspender 12 horas su tratamiento
farmacoldgico [63]. Los trasplantes realizados en dichos pacientes contenian, ademas
de neuronas DA, células gliales, fibroblastos y células del sistema inmune que pudieran
tener efectos desconocidos sobre la sobrevida celular, la reaccion inmunoldgica y el
resultado clinico. Por otro lado, se reportd que las células trasplantadas mostraron la
patologia de las neuronas enddgenas, principalmente la acumulacién de cuerpos de
Lewy [64]. Adicionalmente, en otro paciente que muridé 23 meses después de habérsele
realizado el trasplante intraestriatal de células DA mesencefalicas embrionarias no se
encontrd la sobrevivencia de células DA, pero si la presencia de tejido 6seo, cabello,
cartilago y epitelio escamoso en numerosos sitios del ventriculo; dicho fenomeno se

asocio6 a la posible causa de muerte [65].



Uno de los aspectos que se debe resolver para establecer una terapia de reemplazo
celular para la EP es la necesidad de una fuente de células DA que pueda ser aislada de
manera facil, que sean expandibles en cultivo y que puedan ser trasplantadas
eficientemente. De entre los posibles tipos celulares que pudieran contar con tales
caracteristicas se encuentran las células troncales embrionicas (CTEs), las células
troncales pluripotentes inducidas (induced pluripotent stem cells: iPSC) y las células

troncales neurales (CTNs) embrionarias [66].

El sitio de trasplante es otro aspecto importante que debe considerarse al plantear una
terapia exitosa de reemplazo celular en la EP. Historicamente, los trasplantes tanto en
pacientes como en modelos de la EP se han realizado en el estriado, sitio de proyeccion
de las neuronas DA mesencefalicas, imposibilitando la integracion de las células
trasplantadas al circuito dopaminérgico nigro-estriatal, convirtiéndose en una fuente de
liberacion desregulada (no fisiolégica) de dopamina asociada con diversos efectos
secundarios. Por otro lado, el implante en la SNpc debiera tener la capacidad de
proyectar hacia sus blancos en el estriado y responder a las sefales de los circuitos
preexistentes. Aunque existen trabajos (descritos mas adelante) que demuestran que la
proyeccion a través del encéfalo es posible, el trasplante a la SNpc es un campo en el
gue se necesita profundizar mas. Asi, el tener una fuente celular adecuada, suficiente,
segura y con la capacidad de proyectar, podria, al ser trasplantada, traducirse en mejores

resultados clinicos en la EP.



De entre las fuentes celulares mencionadas, las CTEs poseen varias caracteristicas para
ser una fuente celular promisoria en el tratamiento de la EP y también de otras
enfermedades degenerativas. Las CTEs son un tipo celular no especializado con la
capacidad de autorenovacion y pluripotencia (Fig. 2). Al ser pluripotentes, las CTEs
pueden ser diferenciadas in vitro a CTNs y, subsecuentemente, a neuronas DAs [67]. En
contraste con las células recuperadas de tejido embrionario u otro tipo de tejido, las CTEs
tienen ventaja debido a su ilimitada capacidad proliferativa in vitro. Numerosos protocolos
de diferenciacion neuronal DA se han establecido con células pluripotentes provenientes
de ratén, de primate no humano y de humano, con resultados variados en términos de
eficiencia de especificacion neural, eficiencia de especificacion neuronal DA y
diferenciacion neuronal DA (ver mas adelante). Las células resultantes de dichos
protocolos, que seran discutidos mas adelante, mostraron caracteristicas funcionales,
morfologicas y electrofisioléogicas comparables con neuronas DA endogenas; sin
embargo, al ser trasplantadas manifestaron los problemas de cualquier otra fuente
celular: liberacidon no controlada de dopamina, baja sobrevida y nula integracion

funcional.

Desde otro enfoque, se han reportado estudios en los que se trasplantaron entre 10 mil
y 200 mil CTEs indiferenciadas en el estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA. Después
de varias semanas, una quinta parte de los animales trasplantados desarrollaron tumores
del tipo teratoma y en el 24 % no se encontro sobrevida del trasplante. En el resto de los
animales (56%) se observaron células DA en el sitio de trasplante (estriado lesionado) y

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



no fueron reproducibles [69]. Otro ejemplo es el trasplante de una poblacién enriquecida
de CTNs del cerebro medio provenientes de CTEs que sobreexpresan el factor de
transcripcion Nurr1, considerado como un factor determinante del destino neuronal DA,
en el estriado lesionado de ratas adultas, las cuales diferenciaron y mostraron
caracteristicas morfoldgicas, funcionales y electrofisiolégicas muy similares a las
observadas en neuronas mesencefalicas. En algunos casos los animales mostraron
mejorias conductuales pero no una recuperacion total [70]. Lo anterior puede significar
que, aunque existan células DA con caracteristicas similares a las neuronas perdidas en
la EP, éstas no seran funcionales hasta que logren una integracion a los circuitos
preexistentes. Este estudio, como muchos otros, demuestra que se puede pre-capacitar
a las células para que éstas diferencien en el sitio del trasplante, lo que supondria una
mayor probabilidad de integracion funcional. Sin embargo, el problema de trasplantar
células pluri o multipotentes es poder prevenir la proliferacion no controlada y la
diferenciacion no deseada. En la mayoria de los estudios en los que trasplantan células
troncales se reporta el surgimiento de tumores y teratomas. Adicional a dichas
limitaciones se encuentra la sobrevida de las células trasplantadas y la estabilidad

fenotipica.

Una de las estrategias para contender con algunos de los problemas que surgen de los
trasplantes convencionales en la EP (efectos secundarios severos y la nula posibilidad
de integracion funcional) es la de realizar el trasplante en el sitio donde las neuronas DA
residen: la SNpc. Este esquema de trasplante ortotopico aumenta las probabilidades de

una integracion anatomica adecuada y la capacidad de respuesta a las sefiales



endogenas que regulan la liberacién de dopamina; a la fecha estos trasplantes se han

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

En un inicio, una de las limitantes del trasplante intranigral fue la de lograr dirigir el
crecimiento axonal desde el cerebro medio hasta sus blancos en el estriado. Sin
embargo, recientemente se han obtenido evidencias de la posibilidad de reconstruir
anatomicamente la via nigro-estriatal. Una de ellas involucra la creacion de “puentes”
que permiten el crecimiento dirigido de los axones (bridging technology). Estas vias
artificiales de crecimiento axonal son generadas por la aplicacion de factores de
crecimiento, moléculas u otros tipos celulares que se administran en la via directa que

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



utilizar células de rindbn como células de “puenteo” debido a su alta produccion de GDNF
y el trasplante intranigral de células mesencefalicas ventrales embrionarias; los autores
reportaron una mejoria en la conducta motora y la observacién de fibras DA en el estriado
[71]. En otro trabajo se uso el acido kainico como molécula “puente” y se observaron
resultados similares al reporte anterior [72]. En dichos estudios, los de “puenteo”, se
plantea que esta estrategia genera un ambiente trofico adecuado para guiar de manera
efectiva el crecimiento axonal y mejorar los resultados de un trasplante ortotdpico.
Sorprendentemente, en el 2009 se publicaron 2 articulos en los que no fue necesario
realizar un puente [73,74], en ellos se trasplantaron células del mesencéfalo ventral de
embridon en la SNpc y, en uno de ellos, un vector para sobreexpresar el GDNF en el
estriado. En los dos trabajos (con GDNF y sin él) se observaron fibras del trasplante que
proyectaron hasta el estriado, a la par de la disminucion de la asimetria motora. Sin
embargo, al determinar la identidad de las células del trasplante, ademas de marcadores
DA, expresaron marcadores de otros tipos celulares (como GABA) [73,74]. Mas adelante,
en un acercamiento preclinico, fueron trasplantadas en el cerebro lesionado de ratas
atimicas, tanto células recuperadas del mesencéfalo ventral de embriones humanos no
viables como precursores neuronales DA en la etapa inicial de la diferenciacién neuronal;
sorprendentemente, las células trasplantadas lograron sobrevivir mas de 6 meses en el
tejido del hospedero y se observaron proyecciones hacia regiones estriatales. Ademas,
los roedores mejoraron en las pruebas de asimetria motora [75]. EI mismo grupo de
investigacion, recientemente demostré que la proyeccion desde el cerebro medio hacia
el cerebro anterior no esta limitada por el fenotipo neuronal, al observar que tanto células

con identidad mesencefalica ventral como con identidad anterior ventral tienen la



capacidad de proyectar desde la SNpc hacia el estriado. Sin embargo, mientras las
células con identidad mesencefalica ventral son inervadas por células del hospedero y
pueden proyectar hacia los blancos en el estriado, las células con identidad anterior
solamente pueden proyectar hacia los blancos en el estriado pero no recibir inervacion
de las células del hospedero [76]. A la fecha no se conoce si dichas proyecciones son
promovidas por factores en el microambiente o un andamiaje dado por proyecciones de

otras células a través del tracto nigro-estriatal.

1.1 Neurogénesis dopaminérgica.

1.2.1 Neurogénesis dopaminérgica embrionaria.

Las neuronas DA deben su nombre a la capacidad de producir y liberar dopamina, un
neurotransmisor catecolaminérgico, y a la presencia de la tirosina hidroxilasa (Th), la
enzima limitante en la produccién de dopamina y que es comunmente utilizada como
marcador de neuronas DA [77]. Las neuronas DA mesencefalicas estan distribuidas en
tres nucleos: la SNpc, el area tegmental ventral (ATV) y el campo retrorubral (CRr) (Fig.
3). Cada una de las poblaciones de neuronas DA mesencefalicas proyecta hacia blancos
especificos y por lo tanto controlan o modulan funciones especificas [78]. Las neuronas
del ATV y del CRr proyectan hacia el estriado ventromedial (nucleo accumbens), a
regiones del sistema limbico y a la corteza prefrontal. Estas neuronas DA regulan el
comportamiento emocional, la motivacion natural, funciones de recompensa y algunas

funciones cognitivas, ademas, estan relacionadas con desordenes psiquiatricos [79-81].



En contraste, y como ya se ha mencionado, las neuronas DA de la SNpc proyectan
principalmente a putamen caudal y al estriado dorsolateral, formando la via nigro-estriatal

que regula principalmente funciones motoras [82].

Sagital

Anterior Posterior

Coronal
Dorsal

Ventral

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

Durante el desarrollo embrionario, la gastrulacion es el proceso por el cual se establecen
las capas germinales: el ectodermo, el mesodermo y el endodermo; este proceso es
paralelo a la migracion de las células del epiblasto hacia el surco primitivo al tiempo que
se establecen los ejes anteroposterior y mediolateral del embridn. Posteriormente, el
ectodermo es instruido para formar tanto el tejido epidermal como el SNC, este ultimo

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



medio. Este proceso es regulado por sefiales provenientes del mesodermo, las cuales
promueven la formacion de un epitelio compuesto por células columnares que seran
distintas a las células de la periferia que, a su vez, daran origen a las células epidermales.
Una vez inducida la formacion de la placa de piso, mediada por la notocorda, se origina
un surco neural con dos pliegues laterales que eventualmente se fusionaran para formar
el tubo neural; la formacion de dicha estructura depende de cambios en la morfologia de
las células que componen el neuroepitelio y de la influencia del ectodermo epidermal
adyacente a la placa neural [83,84]. Una vez que se forma el tubo neural, se establecen
5 vesiculas que preceden a las diferentes estructuras del cerebro adulto, la formacion de
dichas vesiculas se da por la expansion y constriccion del neuroepitelio. En orden antero-
posterior estas vesiculas son: el telencéfalo, que en su region dorsal da origen a la
corteza, hipocampo y Iébulos olfatorios, mientras que de la zona ventral derivan la
eminencia ganglionica lateral (EGL, la cual genera el estriado), la eminencia ganglidnica
media (EGM) y la eminencia ganglidnica caudal (EGC); el diencéfalo, que produce el
talamo e hipotalamo; el mesencéfalo, que da origen a estructuras involucradas en la
vision y el control del movimiento; el metencéfalo, del cual deriva el cerebelo, y el
mielencéfalo que formara la médula oblonga y en su parte posterior la médula espinal.
El metencéfalo y mielencéfalo, a su vez, estan organizados en compartimentos mas
pequefios conocidos como rombomeros, los cuales dan origen a diversos linajes

celulares [85].

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

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



transcripcion es inducida por el Istmo, organizador que se encuentra en la frontera del
mesencéfalo con el metencéfalo [87]. En dicha region, Otx2 (el cual es un factor
transcripcional involucrado en especificar el cerebro posterior) y Gbx2 se reprimen
mutuamente [88]. La regionalizacion dorsoventral del mesencéfalo también esta
determinada por la accion de centros organizadores que secretan morfogenos; en este
caso, la placa de techo, que se origina en la linea media dorsal, secreta miembros de la
familia de proteinas morfogénicas de hueso (bone morphogenetic proteins: BMP) y de la
via de Wnt que, en conjunto, especifican a las neuronas dorsales a lo largo del eje

anteroposterior del tubo neural [89,90].

Adyacente a la linea ventral del mesencéfalo, la sefializaciéon de Shh (Sonic hedgehog)
y un miembro de la familia de los factores de crecimiento transformante 3 (Nodal),
generados por el mesodermo precordal y la notocorda, promueven la formacién de la
placa de piso [91]. A su vez, la placa de piso produce Shh que, dependiendo de su
concentracion local, especifica diversas poblaciones neuronales con identidad ventral
[91,92]. En el mesencéfalo, las poblaciones mas ventrales estan expuestas a
concentraciones elevadas de Shh, el cual induce la formacion de los nucleos
dopaminérgicos alrededor de la linea media [93]. También en la regién ventral, la
sefalizacion de Shh establece el nucleo ocular motor, constituido por neuronas motoras

[94].

Durante la neurogénesis, Shh regula la expresién combinada de diversos genes de
factores transcripcionales con homeodominio, lo cual establece un cédigo que determina

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



linaje neuronal especifico [95]. En la regidn cercana a la linea media ventral del
mesencéfalo, la expresién del factor de transcripcion con homeodominios LIM (Lmx1a)
determina qué precursores neurales produciran a las neuronas DA del mesencéfalo
[93,96]. Por otro lado, la expresion de Nkx6.1, adyacente a la linea media, define
bilateralmente los dominios que daran origen a las neuronas glutamatérgicas del nucleo
rojo que, a su vez, mantienen la expresion de Nkx6.1 y adquieren la expresion de Brn3a

[94,97] (Fig. 4).
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Figura 4. Desarrollo de las neuronas dopaminérgicas. Del lado superior izquierdo se muestra un esquema del
SNC en el desarrollo temprano; en él se distinguen el mesencéfalo, el centro organizador (istmo) y el cerebro
posterior. Ademas, los colores indican los dominios en los que se secretan los factores producidos por el istmo
o la placa de piso. Los factores se indican en la parte inferior de la imagen. La vista coronal del SNC muestra
la regidon del mesencéfalo donde las neuronas DA se generan y del lado izquierdo un acercamiento que
muestra la via de diferenciacion de las neuronas DA con los factores involucrados en cada etapa. Placa de piso
(PP), zona ventricular (ZV), zona intermedia (ZI), zona del manto (ZM) (modificado de Deierborg et al., 2008).



En cuanto al proceso de diferenciacion de las neuronas DA mesencefalicas, se han
identificado varios factores transcripcionales que actuan en distintas etapas del proceso
de establecimiento del linaje [98]. En las primeras etapas, como ya se menciono, Otx1/2
establecen la regidon prospectiva del cerebro anterior y medio. En la frontera del
mesencéfalo-metencéfalo, la expresion de Oix1/2 define las zonas en las que los
morfégenos Shh y Fgf8 difunden y establecen diversos linajes neuronales incluyendo el
dopaminérgico (Fig. 4). En las regiones ventrolaterales del mesencéfalo se logra la
difusién de Shh hacia regiones mas dorsales al tiempo que se reducen dramaticamente
el numero de neuronas DA y del nucleo rojo, todo esto gracias a la ausencia de Otx2 y

de la expansién ventral de Nkx2.2.

Se podria decir que la neurogénesis DA inicia con la conversion de las células de la PP
en progenitores neurales. Aunque no se conocen los elementos responsables de dicha
transicién, ésta podria estar coordinada por la accién de la sefalizacion candnica de Wnt
que a su vez es activada por Otx2 [96,99]. Alrededor del dia E10.5, los niveles de
expresion de Shh disminuyen probablemente por la accion de Msx1; en consecuencia,
se induce la expresion de Ngn2 que codifica para la Neurogenina 2: una proteina
proneural [96,100]. Ademas, es posible que Fox 1/2 también contribuye a la activacion

de Ngn2, lo cual refuerza la via de diferenciacion DA en el mesencéfalo [101].

Después de la induccion de la expresion de Ngn2, la neurogénesis continua con la
expresion de los genes Nurr1 y Pitx3, que codifican para factores de transcripcién que

participan en la definicion fenotipica terminal de las neuronas DA como la presencia de



la Th, el transportador de monoaminas 2 (vesicular monoamine transporter 2: Vmat2) y
el transportador de dopamina [101-104]. Ademas, Nurr1y Pitx3, juegan un rol importante
en el mantenimiento de las neuronas DA [105,106]. En neuronas inmaduras, la expresion
de Th se activa por la accién cooperativa de Foxa2 y Lmx1a; adicionalmente, es posible

que Nurr1y Foxa2 regulen la expresién de Th durante la diferenciacion DA [107].

1.1.2 Evidencias de neurogénesis en la substantia nigra pars compacta.

Se creia que la formacion de nuevas neuronas partiendo de la diferenciacion de CTNs
estaba limitada a la etapa de desarrollo embrionario; sin embargo, estudios que se
realizaron hace algunas décadas demostraron que en mamiferos, incluyendo al humano,
hay procesos neurogénicos asociados con el mantenimiento de la capacidad olfatoria y
de la memoria [108—-110]. En el cuerpo humano se reconocen nichos en los que residen
células troncales adultas, y que la mayoria de dichas poblaciones ademas de mantener
el recambio celular, también son capaces de responder ante un dafio y mantener la
funcidén e integridad del tejido al cual pertenecen (por ejemplo, la piel [111]). En contraste,
en el cerebro se ha demostrado contundentemente que existen al menos dos sitios de
neurogénesis: el giro dentado del hipocampo en el que se generan células granulares, y
la zona subventricular de los ventriculos laterales donde se generan neuroblastos
migrantes que logran su diferenciacion a interneuronas DAs cuando alcanzan el bulbo
olfatorio [112]. En el humano, aun no se demuestra que el proceso neurogénico
responsable de generar nuevas neuronas que se integran al bulbo olfatorio se mantenga

en la etapa adulta.



La deteccion de células que se mantienen en proliferacién y la identificacion de células
migrantes en el cerebro adulto, fueron los primeros indicios de la existencia del proceso
neurogénico postnatal [109], aunque los datos no fueron corroborados hasta que dichos
fendbmenos se pudieron observar en el microscopio electrénico después de tratar a los
animales con timidina tritiada (util para marcar células provenientes de un proceso de
division celular) [110]. En la actualidad, para seguir el proceso neurogénico del cerebro
adulto es necesario contar con marcadores que nos permitan identificar CTNs, células
con capacidad de autorrenovacion y diferenciacion a precursores neuronales o gliales,
y, posteriormente, la identificacion secuencial y ordenada de marcadores especificos de
cada etapa en el proceso de diferenciaciéon neuronal. Otra de las estrategias para
identificar poblaciones de células troncales en el cerebro adulto, es la de probar su
capacidad de formar en cultivo agregados de origen clonal que contienen CTNs,
conocidos como neuroesferas, que pueden diferenciar tanto a neuronas, como a

astrocitos y oligodendrocitos [113].

Como se ha mencionado, en la actualidad se sabe con claridad que existen dos sitios
neurogénicos en el cerebro adulto; sin embargo, es posible que la baja proliferacion y el
bajo indice de recambio celular no permita la identificacion de otros sitios de
neurogeénesis activa y, en consecuencia, existe una controversia en el campo. Uno de
los sitios en los que se ha propuesto la existencia de una actividad neurogénica es la

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



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

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

Ademas de haberse reportado el aislamiento de CTNs del cerebro medio con la
capacidad de formar neuroesferas, en el 2003 se realizaron estudios en los que se
demostré que el numero de neuronas DA de la SNpc era similar cuando se comparaba
en ratones con distinta edad (desde los dos meses hasta los veinte meses), aunque
sorpresivamente, también se identificaron células DA de la SNpc con marcadores de
muerte celular [116]. El hecho de que hubiera muerte celular en la SNpc pero que el
numero de células se mantuviera a lo largo de la vida del ratdn, sugiere que existe un
proceso neurogénico en el que se generan nuevas células DA de dicha region del
mesencéfalo. En el mismo estudio se demostré que después de una lesién, dicho
fendmeno de neurogénesis se ve favorecido. No obstante, los resultados no pudieron ser
corroborados por otro grupo de investigacion [117]. A pesar de este ultimo resultado, en
2016, utilizando un ratén transgénico capaz de impedir la expresién de la Th cuando la
célula se encuentra en un estado troncal (Nes*; antes de la diferenciaciéon DA), se
observé en el ratdon una disminucion en la poblacién de neuronas DA de la SNpc después
de inducir la activacidn del transgén. La reduccion en el raton transgénico después de 6
meses fue de apenas una octava parte de la poblacion DA en la SNpc, lo que apoya la

teoria del recambio lento [114].

Como se menciond anteriormente, los sintomas primarios de la EP son el resultado de

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



proceso regenerativo utilizando las células troncales del sitio es un tema muy atractivo
para el propdsito de desarrollar terapias alternativas a la farmacolégica. No obstante,
ademas de haber estudios que se contraponen a que exista un proceso neurogeénico en
la SNpc, existen pocos trabajos que se han enfocado a describir propiedades de la SNpc

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

En cuanto al estudio de sitios neurogénicos y a la busqueda de estrategias que pudieran
ayudar a identificarlos, en 2009 nuestro grupo de investigacion encontré que las células
derivadas de cuerpos embrioides (CE), agregados tridimensionales que recapitulan
algunos aspectos del desarrollo temprano del embrién [118], son capaces de recibir
sefales de sitios neurogénicos durante el desarrollo temprano del embrion. Asi, dichas
células se diferencian a neuronas DAs cuando son implantadas en el mesencéfalo
ventral de embrién (nicho dopaminérgico) o a neuronas gabaérgicas cuando son
implantadas en el nucleo rojo. Otras células con capacidad pluripotente (CTEs) y
multipotente (PNs) no diferenciaron de la misma forma [67]. Mas adelante nos
preguntamos si las células de CE eran capaces de responder a senales neurogénicas
del cerebro de ratas en la etapa posnatal (24 dias de edad) ; las células derivadas de
CEs mostraron una diferenciacion neurogénica progresiva cuando fueron implantadas
cerca del ventriculo lateral, corroborando la capacidad de los CE para detectar sitios
neurogeénicos. De manera interesante, cuando las células de CE fueron trasplantadas a
la SNpc de ratas adultas (2 meses de edad) éstas diferenciaron a neuronas (Neu-N")
después de 30 dias, pasando por los estadios previos de CTNs y neuroblasto (Nes™ y

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



5). Lo anterior nos permitid inferir que en la SNpc existen sefales de especificacion y
diferenciacion neuronal. En cuanto a la ausencia de diferenciacion DA planteamos tres
posibilidades, la primera, que la SNpc carece de sefales de especificacion y
diferenciacion DA; la segunda, que posee sefiales que reprimen la diferenciacién DA; vy,
por ultimo, que las sefales de especificacion y diferenciacion DA de la SNpc, en caso de
ser un sitio neurogénico DA, no pueden ser interpretadas por las células de los CE. Para
descartar algunas de estas posibilidades, una linea celular con alto potencial DA y pocos
requerimientos exdgenos seria una herramienta ideal para evaluar la existencia o la

carencia de propiedades de induccion y diferenciaciéon DA de la SNpc.
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Figura 5. Diferenciacion neuronal de CEs trasplantados en la SNpc. Las células derivadas de CEs (GFP*)
trasplantadas a la SNpc diferencian a neuroblastos (Dcx*) 15 dias post-trasplante (dpt) y a neuronas (NeuN*) 30
dpt. La ausencia de expresién de Th indica la nula diferenciacién a células DA. La grafica muestra el porcentaje
de células GFP* que coexpresan los marcadores de diferenciacién neural 6, 15 y 30 dpt (Modificado de Maya et
al., 2015).

1.2.3 Estrategias para la diferenciacion de células troncales pluripotentes a neuronas
dopaminérgicas in vitro.

Gracias a las caracteristicas de las CTEs se han ideado numerosos protocolos para

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



diferenciacion no especifica de las células para después seleccionar aquellas con la
identidad deseada, sin embargo, es de hacer notar que muestran alto grado de variedad
en los tipos celulares generados y bajo porcentaje de células con fenotipo DA [107]. En
otros métodos las CTEs son co-cultivadas con células estromales que promueven la
diferenciacion DA, en este caso el riesgo de contaminacién con células que proliferan se
incrementa y el numero de células DA obtenido es aun bajo [119]. En otros intentos de
generar células DA derivadas de CTEs se ha utilizado la adicion in vitro de una gran
variedad de moléculas presentes en etapas tempranas del desarrollo del mesencéfalo
para establecer condiciones definidas que favorezcan dicha diferenciacion. Aunque se
ha logrado asi aumentar los porcentajes de diferenciacion, se requieren tiempos
prolongados de cultivo y en algunos casos la identidad neuronal resultante no es la

adecuada [107].

Con los avances en el estudio de los factores de trascripcion que controlan la
diferenciacion DA, la posibilidad de utilizarlos para inducir la diferenciacion DA de células
troncales es muy prometedora, inclusive, en la actualidad parece ser la estrategia con
mejores resultados. Podria esperarse que la expresion ectopica de uno o varios genes
maestros en la diferenciacion DA sea suficiente para inducir programas especificos de
diferenciacion neuronal, sin embargo, el éxito de encontrar el gen o genes maestros en
general ha sido bajo, debido a las combinaciones especificas expresadas en cada PN y
sus niveles de expresion. La efectividad de un gen maestro puede definirse por su
habilidad de promover la diferenciacién especifica de un precursor en la etapa de

diferenciacion mas temprana posible. En este sentido, el gen maestro mas efectivo seria



aquel que de manera individual promueva la diferenciacion especifica de una CTE. En el
caso de la diferenciacion DA parece ser que ninguno de los factores involucrados en la
especificacion y diferenciacion tiene la habilidad de inducir la diferenciacion especifica a
partir de CTEs.

La sobreexpresion de Nurr1, también llamado Nr4a2, gen que codifica para un factor de
transcripcion involucrado en definir caracteristicas terminales de la diferenciacion DA,
sobre CTNs obtenidas de distintas regiones del cerebro y cultivadas en monocapa o
después de formar neuroesferas, induce la expresion de Th, sin embargo, no se obtienen
otras caracteristicas de las neuronas DA [120]. Cuando se induce la sobreexpresiéon de
dicho factor en PNs derivados de CTEs, se promueve la expresion de Th y otros
marcadores DA como el transportador de dopamina, pero no hay influencia alguna sobre
otros factores de especificacion DA mesencefalica [121]. Por otra parte, la expresion de
Pitx3, un factor transcripcional que posee funciones similares a Nurr1 y que es también
importante en el mantenimiento de las neuronas DA mesencefalicas, no es suficiente
para promover el fenotipo DA mesencefalico al sobreexpresarlo en CTEs indiferenciadas
o en PNs derivados de CTEs. Incluso, la expresion conjunta de Nurr1 y Pitx3 no es

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

En contraste, la sobreexpresion de Lmx7a mediada por la activacion del promotor de
Nestina (expresion temporal) en CTEs tratadas con FGF8 y SHH promueve la
diferenciacion eficiente a neuronas inmaduras que, ademas de expresar Th, expresan
otros marcadores especificos de neuronas DA con identidad mesencefalica. Esta

diferenciacion altamente especifica es observada en uno de los protocolos mas robustos



de diferenciacion neuronal a partir de CTEs (protocolo de diferenciacidén de cinco etapas)
y en otras condiciones de cultivo (cultivo en monocapa), indicando que la accion de
Lmx1a no depende de condiciones particulares de cultivo. Cabe mencionar que las
células Th* obtenidas de las células control ademas de expresar Th, y no otros
marcadores mesencefalicos, expresan marcadores de neuronas gabaérgicas [93,124].

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

Tomando en cuenta lo anterior, una linea de CTEs que sobreexprese Lmx7a bajo el
promotor de Nestina, seria una linea que ofreceria altas probabilidades para estudiar las

propiedades neurogénicas de la SNpc.



2. Hipotesis.

La SNpc de rata en la etapa adulta es permisiva a la diferenciacion dopaminérgica de

células troncales embridnicas de raton con alto potencial dopaminérgico mesencefalico.
3. Objetivo general.

Evaluar si la SNpc de rata en la etapa adulta es un sitio permisivo a la diferenciacion
dopaminérgica de células troncales embridnicas con alto potencial dopaminérgico

mesencefalico.

4. Objetivos particulares.

1. Generar una linea de CTEs a partir de la linea R1B5 que exprese de manera estable
el factor de trascripcion Lmx17a bajo el promotor de Nestina.

2. Corroborar el potencial neurogénico dopaminérgico in vitro de la linea de CTEs que
exprese de manera estable el factor de trascripcion Lmx7a bajo el promotor de Nestina.
3. Evaluar el potencial neurogénico dopaminérgico in vivo de la linea de CTEs que

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



5. Materiales y métodos.

5.1 Generacion de la linea de células troncales embridnicas de raton que

expresa Lmx1a bajo el promotor de Nestina.

Para generar la linea transgénica de CTEs que sobreexpresa el factor de transcripcion
Lmx1a en respuesta a la activacion del enhancer del promotor de Nestina (R1B5/Nes-
Lmx1a), se utilizo la linea de CTEs de raton R1B5 que expresa de manera constitutiva el
gen de la proteina verde fluorescente mejorada (GFP: enhanced green fluorescent
protein; linea donada por el Dr. Andras Nagy) bajo el promotor hibrido de la actina de
pollo y el promotor del citomegalovirus. Inicialmente fue necesario amplificar las CTEs
sobre una cama de ceélulas alimentadoras (fibroblastos embrionarios de raton
mitomizados), utilizando medio para el crecimiento de CTEs (también llamado M15)
compuesto por medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM: Dulbecco’s modified
Eagle’s médium, Gibco) suplementado con 15% de suero fetal de bovino (FBS: fetal
bovine serum, Gibco o Hyclone), GPS (Glutamax 1x, Gibco; penicilina 0.3 mg/mL vy
estreptomicina 0.5 mg/mL, Sigma), aminoacidos no esenciales 1x (de un stock a 100x,
Gibco), 2-mercaptoetanol 0.55 mM (Sigma) y 1,000 U/mL de factor inhibidor de leucemia
(LIF: leukemia inhibitor factor, Chemicon). Las células fueron electroporadas para
introducirles el vector pNesE-Lmx1a (donado por la Dra. Elisabet Andersson), 24 h
después de que las células fueran resembradas se afadié al medio G418 (Sigma) para
hacer la seleccion de clonas. Las clonas seleccionadas fueron cultivadas y expandidas
por separado durante 14 dias de la misma forma en la que se expandieron las células

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



5.2 Diferenciacion neural in vitro de las células troncales embridnicas.

Con la finalidad de evaluar la expresion del transgén en las clonas seleccionadas, éstas
fueron sometidas a un protocolo de diferenciacion neural en monocapa [126]. Para ello,
las células fueron sembradas en un plato de cultivo cubierto con gelatina al 0.1% de piel
de porcino (Sigma) e incubadas de 12 a 15 h en medio M15. Después de la incubacion
se retir6 el medio de las cajas y la superficie se lavo dos veces con buffer salino de
fosfatos (PBS: phospate-buffered saline) para después ser cultivadas con medio N2B27
compuesto por 50% DMEM/F12 con HEPES (Gibco), 50% de medio Neurobasal (Gibco)
y suplementado con N2 y B27 a 1x (De stocks a 100x y 50x respectivamente, Gibco).
Después de 4 dias en cultivo se extrajo el acido ribonucleico (RNA: ribonucleic acid; ver

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

Para realizar la diferenciacién neuronal DA se llevé a cabo el protocolo de diferenciacion
de 5 etapas [124]; brevemente, las CTEs fueron expandidas sobre una monocapa de
células alimentadoras y se incubaron en medio M15 mas un inhibidor selectivo de Gsk3p
y uno de Mek1/2, CHIR99021 (3 uM) y PDO325901 (1 uM), respectivamente (los dos de
Stegment). Una vez que las CTEs alcanzaron entre el 80 y 90 % de confluencia se
subcultivaron a otra monocapa de células alimentadoras y se incubaron durante 3 dias
con medio M15 sin los inhibidores. Posteriormente, las células se subcultivaron en una
caja recubierta con gelatina de piel de porcino con M15 suplementado con LIF hasta que

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



alimentadoras). Después, las células fueron sembradas en cajas bacteriolégicas con
propiedades no adherentes durante 4 dias, realizandose un cabio de medio a las 48 h
(Etapa 2: formacion de CEs). Para la seleccion de los PNs (Etapa 3), los CEs fueron
sembrados en condiciones adherentes (cajas cubiertas con gelatina) e incubados en M15
durante 24 h y después en medio de seleccién compuesto por DMEM/F12 sin HEPES,
1x de insulina/transferrina/selenio/piruvato de sodio (ITS, Gibco) y 1x de GPS, durante 7
dias con cambios de medio cada 24 6 48 h, dependiendo de la acidez del medio. Para
expandir los PNs (Etapa 4) las células disociadas con tripsina al 0.05% fueron sembradas
en placas de cultivo de 24 pozos previamente tratadas con poli-D-lisina (10 mg/mL,
Sigma) y fibronectina (1 mg/mL, Gibco), en esta etapa se utilizé DMEM/F12 sin HEPES,
suplementado con 10 ng/mL de Fgf2, 100 ng/mL de Fgf8; y 500 ng/mL de Shh (todos los
factores de Prepotech), también llamado medio de expansion de PNs. Esta etapa dur6 7
dias con cambios de medio cada 24 6 48 h dependiendo de la acidez del medio. Con la
finalidad de promover la diferenciacion terminal hacia el fenotipo neuronal DA (Etapa 5),
el medio fue sustituido por medio de diferenciacion (medio de expansion sin
suplementos) y se mantuvieron durante 6 dias con cambios de medio cada 24 6 48 h
(ver protocolo detallado en el apartado de anexos). Se realizaron inmunomarcajes y se
extrajo RNA de las etapas cuatro y cinco con el fin de evaluar la expresion de genes de
diferenciacion neural, neuronal y la expresion del transgén pNesE-Lmx1a (ver protocolo
detallado en el apartado de anexos). Las determinaciones se realizaron en tres cultivos

diferentes.



5.3 Animales y procedimientos de trasplante.

Los animales utilizados en los experimentos fueron alojados dentro de barrera de
ambiente controlado con un ciclo de luz/obscuridad de 12 h, con acceso ad libitum a
comida y agua. Todos los procedimientos fueron revisados y autorizados por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL; protocolo MGCO08)
del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM y por el comité de bioética del Instituto de

Biotecnologia de la UNAM.

5.4 Implante de células de cuerpos embrioides en el explante de mesencéfalo
ventral de embrién de raton.

Con la finalidad de evaluar la capacidad de la sobreexpresion de Lmx171a para promover
la diferenciacion DA, decidimos implantar las células de CEs en el contexto del desarrollo
embrionario (explantes de mesencéfalo embrionario) [67,127], tanto en el sitio en el cual
se generan las neuronas DA mesencefalicas como en un sitio donde el fenotipo
dopaminérgico es reprimido: la linea media del mesencéfalo y la region dorsal del
mesencéfalo, respectivamente. Brevemente, las hembras donantes de embriones de la
cepa CD1 fueron sacrificadas por dislocacion cervical al dia 10.5 postcoital (E 10.5; el
dia de deteccion del tapén vaginal se consideré6 como E 0.5), los embriones se
recuperaron del utero y se extrajeron del saco amniético con ayuda de unas pinzas de
diseccion. Bajo el microscopio estereoscopico los mesencéfalos se obtuvieron realizando
un corte en la flexura cefalica y un corte posterior a la altura del labio rémbico y colocaron

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



una pipeta Pasteur estirada se tomo la suspension de CEs y se trasplantaron a los sitios
deseados en el explante. Los explantes con implantes se cultivaron por 4 6 7 dias (ver

protocolo detallado en el aparatado de anexos).

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

Para evaluar el potencial DA de los PNs de la 4% etapa del protocolo de diferenciacién
de 5 etapas, éstos fueron recuperados de la caja de cultivo al 6 dia de la etapa de
expansion de PNs. Se realizé una suspensién de PNs en medio Optimem (Gibco) y se
trasplantaron mediante una cirugia estereotaxica en la SNpc del cerebro adulto de ratas,
siguiendo las coordenadas -4.7 mm, -1.6 mm y -8.1 mm; posterior, lateral y ventralmente
con respecto a bregma. De uno a dos microlitros de una suspension de PNs
(aproximadamente 150,000 células) fueron inyectados con ayuda de una jeringa
Hamilton. Para realizar el trasplante, los animales fueron anestesiados con una mezcla
de xilacina (8 mg/kg, PiSA) y ketamina (10 mg/kg, PiSA) posteriormente fueron

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

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

Las células recuperadas de CEs del cultivo fueron trasplantadas siguiendo el método
descrito para el trasplante de PNs; lo anterior se realiz6 tanto en ratas intactas y con
lesion de 6-OHDA (ver mas adelante). La evaluacion de los trasplantes de células de

CEs se realiz6 alos 6 y 15 dpt.



Para realizar la lesion, los animales fueron anestesiados con xilacina/ketamina como se
ha descrito anteriormente y, mediante cirugia estereotaxica, se inyectaron 0.5 mL de 6-
OHDA (Sigma) disuelta en solucion salina en un rango de 0.1 mL por minuto en el
hemisferio izquierdo, utilizando las coordenadas para la SNpc (mismas utilizadas para el

trasplante celular).

Se evalud a 6 dpt y 15 dpt el potencial de diferenciacidon de tres cultivos diferentes de
cada una de las lineas (R1B5 y R1B5/Nes-Lmx1a) y en cada una de las condiciones:
intacta y lesionada. En cada condicion de cada cultivo evaluado se trasplantaron tres
ratas y de cada cerebro obtenido se hizo la evaluacion en dos campos visuales en dos

cortes.

5.7 Procesamiento de tejido e inmunomarcajes.

Con la finalidad de evaluar la expresion de ciertos genes en el protocolo de diferenciacion
neuronal DA, se fijaron células de la 42 etapa y 52 etapa. Para la fijacion, se retiré el
medio de las cajas y se lavaron dos veces con PBS 1x estéril para después agregar 500
ul de paraformaldehido (PFA, Sigma) al 4% frio (~ 4°C) y se incubaron durante 10 min a
temperatura ambiente (TA); posteriormente, se lavaron 3 veces con PBS 1x y se
almacenaron a 4°C. El tejido embrionario fue fijado con PFA al 4% por 2 h a 4°C con
agitacion moderada. Posteriormente se hicieron 3 lavados de 15 min a 4°C con PBS 1x

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



24 h. Los tejidos fueron embebidos en Tissue—Tek® (Sakura Finetek) y cortados en
secciones coronales de 10 um de grosor en un criostato a -20°C. El tejido se asoci6 a

portaobjetos de cristal con carga positiva.

Para analizar las células trasplantadas al cerebro de rata se realizd perfusion
intracardiaca en los animales sacrificados con pentobarbital, primero con PBS seguido
de PFA al 4%, las dos soluciones se mantuvieron en hielo durante el procedimiento.
Antes de realizar los cortes en congelacion, los cerebros fueron secuencialmente
deshidratados con sacarosa al 10%, 20% y 30% (24 h en cada solucion). Se obtuvieron
cortes coronales de 45 um que fueron almacenados a -80°C en una solucion
anticongelante constituida por 60% de agua destilada, 20% de etilenglicol y 20% de

glicerol.

Después de la fijacion, el tejido o las células cultivadas fueron sometidos a un proceso
de inmunomarcaje para detectar la expresion de genes de diferenciacion neural o
neuronal. Los protocolos utilizados y la lista de anticuerpos utilizados se pueden

consultar en el apartado de anexos.

Las células y el tejido procesado fueron analizados utilizando microscopia de

epifluorescencia o microscopia confocal como se detallara mas adelante.



5.8 Extraccién de RNA y PCR cuantitativo.

Con la finalidad de corroborar la expresion del transgén en la linea R1B5/Nes-Lmx1a, se
realizd una extraccidon de RNA en la 42 etapa del protocolo de diferenciacién neuronal
DA para evaluar la expresion de Nestina y Lmx1a. La extraccion de RNA también se
realiz6 en la 52 etapa de dicho protocolo para corroborar el potencial neurogénico

dopaminérgico de la linea.

Para la medicion de RNA se utilizaron al menos 1x108 células provenientes de la 42 y 52
etapa del protocolo de diferenciacion neuronal DA. Se hizo la extraccion en dos cultivos
independientes. La extraccion de RNA se realiz6 de acuerdo con las especificaciones
del fabricante del Riboex (GeneAll; ver anexo). Una vez que se extrajo el RNA se evalud
la integridad en un gel desnaturalizante con buffer de urea al 10 M y 2% de azul de
bromofenol (Sigma) y se descarto la presencia de DNA gendémico realizando una PCR
(polymerase chain reaction) con el RNA obtenido de las muestras y oligonucleotidos
capaces de distinguir entre RNA mensajero (messenger RNA: mRNA,) de DNA gendmico
(oligos par el gen Th; revisar anexos). Posteriormente se realizé la sintesis de cDNA
(complementary ADN) utilizando la enzima AMV Reverse Transcriptase (Invitrogen) y

oligo-dT+6 (Collaborative Research) siguiendo las instrucciones del fabricante.

El PCR cuantitativo (Quantitative PCR: qPCR) se realiz6 utilizando KAPA SYBR FAST
mix (KAPA Biosystems) utilizando oligonucleotidos especificos para Nestina, Lmx1a,

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



previamente por PCR de punto final para su especificidad y rango de Tw, la cual quedo,

para todos los oligonucleétidos en 60°C.

Se utilizé un termociclador Rotor-Gene 3000 (Qiagen). La curva de calibracion se realizé
utilizando el gen constitutivo Rplp0 o Ciclofilina, midiéndolo en 4 diluciones (1:1, 1:10,
1:100 y 1:1000) por muestra. La expresion fue evaluada utilizando el método del AC: que
consiste en obtener el C; de un gen referencia (Rplp0 o Ciclofilina) y del gen problema.
El AC: se obtiene restando el C; del gen problema menos el C; del de referencia y la

expresion se obtiene de la ecuacion 274,

5.9 Obtencion de imagenes y conteo celular.

La cuantificacion celular en cultivo se realiz6 en imagenes capturadas en un
microscopio Zeiss AxioVision utilizando el software AxioVison LE; o bien mediante el
conteo directo desde los oculares del equipo. El conteo se realizé6 en dos campos
diferentes de cada cultivo con magnificacién de 40x o 60x. En el caso de las células
trasplantadas, las imagenes se obtuvieron en un microscopio de laser
multifotonico Olympus FV1000 en modo confocal. Las capturas en 60x se realizaron con
un objetivo de inmersion UPLSAPO 60XS con apertura numerica de 1.3; las capturas en
40 x fueron con el objetivo UPLFL 40X con apertura numerica de 0.75. En los dos casos
las imagenes generadas fueron de 1024x1024 pixeles con una resolucion de 4.8

pixeles/um en la captura a 60x y 3.2 pixeles/um en en la captura a 40x. Las imagenes en

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



cada micra en el plano Z. De cada cerebro trasplantado se analizaron al menos dos
campos de dos cortes (tres cerebros por cada trasplante). La cuantificacion de las células
que tuvieron doble inmunomarcaje se hicieron en planos tridimensionales (capturas
continuas en el plano espacial Z). Cuando fue necesario se realiz6 una prueba

comparativa de t de Student (muestras independientes; ver resultados).

6. Resultados.

6.1 Generacion de una linea con mayor potencial dopaminérgico.

Cuando las células derivadas de CEs de la linea R1B5, que expresa la GFP, son
trasplantadas a la zona subventricular de los ventriculos laterales del cerebro adulto (sitio
neurogénico), el estriado lesionado o la SNpc, muestran capacidad de diferenciacion
neuronal; sin embargo, y en contraste con la diferenciacion especifica observada cuando
son implantadas en el nicho embrionario de diferenciacion dopaminérgica (linea media
del mesencéfalo embrionario [67]), el destino de diferenciacidn es escasamente DA [69].
Lo anterior puede deberse a la falta de sefales de especificacion y diferenciacion DA en
el cerebro adulto, o bien, a la presencia de sefiales que reprimen tal fenotipo. Con la
finalidad de responder este cuestionamiento era necesario contar con un sistema sensor
de sitios neurogénicos, pero con requerimientos minimos en la via de diferenciacion

neuronal DA.

En la ultima década se ha demostrado que la expresion forzada de Lmx71a dirigida por la
activacion del promotor de Nes incrementa la capacidad de las CTEs de diferenciar a
neuronas DA in vitro. Esto se ha demostrado tanto en células humanas como de ratén y
utilizando distintos protocolos de especificacion y diferenciacion neuronal [93,124];
ademas, las neuronas DA resultantes poseen marcadores de identidad mesencefalica,
mientras que las células control expresan, ademas de marcadores DA (usualmente Th),
marcadores de otros tipos neuronales, apuntando a una posible diferenciacién aberrante

que no debe de ser clasificada como dopaminérgica. Tomando en cuenta lo anterior,



decidimos utilizar dicha herramienta para evaluar la permisividad de la SNpc a la
diferenciacion DA. Asi, generamos una linea de CTEs que expresa el transgén NesE-
Lmx1a y usando como base la linea R1B5 (Fig. 6 A). Las células transfectadas fueron
neuralizadas mediante el protocolo de diferenciacion neural en monocapa (Fig. 6 B) [128]
y fueron seleccionadas dos clonas en las que se detectd la expresion Nestina y del
transgén NesE-Lmx1a (R1B5/NesE-Lmx1a/C3 y R1B5/NesE-Lmx1a/C5; Fig. 6, C). De
dichas clonas, la clona 3 (de aqui en adelante llamada R1B5/NesE-Lmx1a), no sdélo
mostro una mayor expresion de Lmx7a, sino también una diferenciacion DA mas
consistente en cultivo y por dichas razones fue la utilizada para los experimentos de

implante en el mesencéfalo ventral de embrion y en las ratas adultas.
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Figura 6. Generacion de la linea R1B5/NesE-Lmx1a. (A) Representacion esquematica de la estrategia utilizada
en la generacion y seleccién de las células de la linea R1B5 que expresaron el transgén NesE-Lmxla cuando
fueron diferenciadas a PNs. (B) Imagenes representativas de las células R1B5 transfectadas con NesE-Lmxlay
sometidas al protocolo de diferenciacidon neural en monocapa. (C) Expresién de Nes, Lmxla 'y Tg-Lmxla en las
clonas transfectadas al dia 4 del protocolo de diferenciacion. Los niveles de expresién cualitativa de Nes, Lmx1a
y Tg-Lmx1a fueron evaluados con RT-PCR. El recuadro rojo indica las clonas con expresion detectable del Tg-
Lmxla en la etapa de PNs; como control positivo se usé una alicuota del plasmido.



6.2 La sobreexpresion de Lmx1a promueve la diferenciacion dopaminérgica
fuera del nicho enddgeno.

Para corroborar que nuestras clonas generadas a partir de la linea R1B5 tuvieran un
potencial DA incrementado, se realizé un protocolo de diferenciacion de 5 etapas, un
protocolo robusto y ampliamente utilizado para la diferenciacion neuronal [129]; dicho
protocolo se llevo a cabo con la linea R1B5/NesE-Lmx1a (Fig. 7, A) y los resultados de
la eficiencia de diferenciacion fueron comparados con la linea parental. Asimismo,
aprovechamos la expresion de la GFP para mostrar la distribucion de las células durante
la progresion del cultivo entre la linea R1BS y la linea R1B5/NesE-Lmx1a (Fig. 7, B),
sugiriendo que la expresion de Lmx17a, o cualquier evento durante la seleccion de clonas,
no afectd el potencial de diferenciacion neural. Observamos un efecto positivo de la
expresion exdégena de NesE-Lmx1a sobre la diferenciacion neural hacia la 42 etapa,
encontrando no solo mas agregados celulares con células Lmx1a*, sino también un
mayor porcentaje de células Lmx1a*/Nes® al comparar los precursores neurales
expandidos de la linea R1B5/NesE-Lmx1a contra la linea R1B5 (94.5% vs. 7.8%, n = 3;
Fig. 2, C). En consistencia con lo anterior, se detectd6 una mayor expresion de Lmx7a
total (enddégeno y proveniente del transgen) en precursores neurales de la linea
R1B5/NesE-Lmx1a comparando con los precursores neurales de la linea control (Fig. 7,
E).

El efecto sobre la diferenciacion neuronal DA de la expresion exdgena de Lmx7a fue
evaluado en la 52 etapa del protocolo de diferenciacion, contabilizando el numero de
agregados celulares en los que hubiera células Th* y la cantidad de células Th* en cada
agregado (Fig. 7, D y F). Encontramos un numero sustancialmente mayor de agregados
que contenian células Th* en los cultivos de la linea R1B5/NesE-Lmx1a que en los de la
linea R1B5 (94.4%, n = 3 vs. 38%, n = 2), dato que correlaciona muy bien con el mayor
numero de agregados Lmx1a® observados en la etapa cuatro. Adicionalmente, la
proporcion de células Th* en los agregados de la quinta etapa fue también mayor en la
linea R1B5/NesE-Lmx1a que en la linea R1B5 (61%, n = 3 vs. 4%, n = 2). Los niveles de

expresion de Th fueron consistentes al observar una mayor expresion en la linea



R1B5/NesE-Lmx1a comparando con la linea R1B5 (Fig. 7, F). Estos resultados muestran
que la sobreexpresion de Lmx71a en la linea transgénica promueve la diferenciacion DA
desde etapas tempranas (durante la neuralizacion de las células que es cuando se
expresa Nes) y tardias de la diferenciacion, al tomar en cuenta el numero de agregados
que tienen células TH* y el numero de células Th* en cada uno de ellos.

La capacidad del transgen NesE-Lmx1a para promover la diferenciacién DA fue también
evaluada en el contexto del desarrollo embrionario (ex vivo). Se ha demostrado que las
células de los CEs pueden ser especificamente instruidas para diferenciar a neuronas
DA mesencefalicas cuando se exponen a las sefiales presentes en el nicho embrionario
donde se generan las neuronas DA mesencefalicas (entre el dia E9.0 y el dia E10.5);
dicha diferenciacion de las células de CEs es gradual, pasando por precursores neurales
Nes*/Lmx1a* hasta diferenciar a neuronas posmitéticas Th*. En contraste, cuando las
células de CEs se implantan en sitios lejanos a la linea media del mesencéfalo ventral,
éstas se diferencian a otros fenotipos no DA dependiendo del sitio donde se integren
[67]. Utilizando esta estrategia, células derivadas de CEs de la linea R1B5 o R1B5/NesE-
Lmx1a fueron trasplantadas sobre la superficie ventricular de explantes de mesencéfalo
en E10.5 para evaluar su capacidad de diferenciacion intrinseca (fuera del nicho DA
endogeno) después de 4 o 7 dias post-implantacion (dpi; Fig. 8, A). Al dia 4 de cultivo,
las células de la linea R1B5/NesE-Lmx1a implantadas en la region ventral (dominio DA)
fueron en la mayoria de los casos evaluados positivas para los marcadores Nes y Lmx1a
(cinco de seis casos), pero en ningun caso se encontraron células Th* (cero de 6 casos;
Fig. 8, B y C); estos resultados son equiparables con lo observado en la linea R1BS y
consistentes con lo antes reportado [67,127]. En contraste, cuando las células de CEs
derivadas de la linea R1B5 se implantaron en la region dorsal (dominio no DA) y fueron
evaluadas a 4 dpi, éstas no adquirieron el marcador Lmx1a mientras que las células
derivadas de la linea R1B5/NesE-Lmx1a generaron, en algunos casos, células Lmx1a*
(dos de cuatro casos; Fig. 8, By C). Al dia 7, las células derivadas de CEs de la linea
R1B5/NesE-Lmx1a dieron lugar a células que co-expresaron Lmx7a y Th, tanto en la
region ventral como en la dorsal (seis de once casos y tres de ocho casos,
respectivamente), mientras que las células de CEs derivadas de la linea R1B5 sélo



mostraron la co-expresién de dichos marcadores cuando fueron implantadas en el
dominio DA (tres de cuatro casos; Fig. 8, B y C). Debido a que el Lmx1a enddgeno se
activa solo cuando las células se integran en la linea media o cercanas a ella, nuestros
resultados demuestran que la promocion de la diferenciacion DA mediada por la
activacion del transgen NesE-Lmx1a se da cuando las células adquieren el fenotipo
neuronal (Nes®); ademas, el hecho de que varias de las células Nes*/Lmx1a* no se
diferenciaran a células Th* en la region dorsal, indica que existen factores adicionales en
el nicho DA que son necesarios para completar la diferenciacion neuronal DA, lo cual
concuerda con lo observado al utilizar PNs dopaminérgicos tempranos en este mismo
modelo [130].
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Figura 7. Diferenciacién DA in vitro de la linea R1B5/NesE-Lmx1la. (A) Esquema de la diferenciacién neural DA a
través del protocolo de 5 etapas. (B) Imagenes en campo claro y fluorescencia (GFP) de las células en cada una de las
etapas del protocolo de diferenciacion. (C) Identificacion de los PNs dopaminérgicos (Nes*/Lmxl1a*); los cuadros
punteados marcan los agregados celulares Nes*/Lmx1a*. (C’) PNs en el drea de interagregados. (D) Identificacidén de
las neuronas DA (Th*) en los agregados celulares; los circulos punteados delimitan los agregados celulares que
contienen o no contienen células Th* (verdes y rojos, respectivamente). (E) Cuantificacion de los PNs dopaminérgicos
(células Lmxl1a*/células Nes*) y determinacién por gPCR de los niveles de expresidon de Lmxla en la etapa 4. (F)
Cuantificacién de las neuronas DA en la 5% etapa del protocolo de diferenciacién y determinacién por gqPCR de los
niveles de expresién de Th. Escala 500 um. Los puntos negros en las graficas corresponden a la linea R1B5 y los puntos
grises a la linea R1B5/NesE-Lmx1a.
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6.3 El potencial neurogénico de la linea R1B5/NesE-Lmx1a in vivo parece
alterarse cuando las células adquieren identidad neural in vitro.

Hay pocos estudios enfocados en describir las propiedades del microambiente de la
SNpc y de las neuronas DA del subtipo A9; algunos de ellos reportan la presencia de
factores importantes en la especificacion y diferenciacion neuronal DA como Shh y Fgf8.
Sin embargo, en el caso de Shh no es aun claro si su liberacién, y por tanto su accién,
se lleva a cabo desde los somas celulares (SNpc), o bien en el sitio a donde proyectan
las neuronas DA (estriado) [131]. Por su parte, el Fgf8 se ha detectado solo cuando se
provoca un dano en la SNpc, pero no se ha detectado su expresion en condiciones
fisioloégicas. En un inicio, estos datos nos indicaban la posibilidad de que las células
derivadas de CEs, a pesar de lograr la neuralizacién in vivo, al ser trasplantadas a dicha
region del mesencéfalo, no lograrian la especificacion DA y por tanto seria necesaria la
neuralizacion in vitro en presencia de los factores Shh y Fgf8. Inesperadamente, 6 dpt
los PNs de la linea R1B5/NesE-Lmx1a (etapa 4 del protocolo de 5 pasos) se
diferenciaron de una manera aberrante, mostrando morfologias no neurales y
caracteristicas de otros tejidos (posiblemente muscular; Fig. 9, A). En este caso no
pudimos determinar si el efecto fue provocado por la expresion del transgen NesE-Lmx1a
debido a que no observamos sobrevida de los PNs derivados de la linea parental; sin
embargo, cuando trasplantamos PNs de mesencéfalo ventral de embridon de la etapa
E10.5, éstos fueron capaces de diferenciar a neuronas DA 6 dpt (Fig 9, B) sin que
generaran células de otros linajes no neurales. Es necesario realizar repeticiones de este
experimento y hacer determinaciones mas estrictas para poder afirmar si la neuralizacion

in vitro o la sobreexpresion de Lmx1a promueven la pérdida del potencial neural de los



PNs derivados del protocolo de diferenciacion de 5 pasos; o si las células Nestina+ que
se generan in vitro son en su totalidad neurales o estan comprometidas a otros linajes
que también son Nestina+.

A B

| Precursores neurales de cultivo R1B5/NesE-Lmx1a 6 dpt | Precursores neurales embrionarios ]

| Cultivo 1 [ Cultivo 2 ( GFP/Th [ DAPI/ Th |

Figura 9. Diferenciacion de los PNs provenientes del protocolo de 5 etapas y de los PNs embrionarios. (A) PNs (GFP*)
de la linea R1B5/NesE-Lmx1a trasplantados a la SNpc y evaluados 6 dpt; los recuadros indican la zona con mayor
aumento mostrada en los paneles inferiores. (B) PNs dopaminérgicos del cerebro medio (GFP*) trasplantados a la
SNpc y evaluados 6 dpt. Las cabezas de flecha indican los PNs (GFP*) que son Th*.

6.4 La sobreexpresion de Lmx7a promueve la diferenciacién dopaminérgica de
células de cuerpos embrioides en la substantia nigra pars compacta.

Aunque sigue siendo controversial la existencia de procesos neurogénicos en la SNpc
que puedan mantener en constante recambio la poblacion de neuronas DA del subtipo
A9, nosotros hemos propuesto que la SNpc se mantiene como un sitio neurogénico
silencioso que puede ser detectado por las células derivadas de CEs [69], ya que las
células derivadas de CEs de la linea R1B5/NesE-Lmx1a logran sobrevivir cuando son

trasplantadas a la SNpc y diferencian a células con identidad neural en una proporcién



similar a las células de CEs derivadas de la linea R1B5 (sin diferencias significativas).
En detalle, las células trasplantadas de la linea R1B5/NesE-Lmx1a diferencian a células
Nes* o Dcx* 6 dpt (marcadores de PNs o neuroblastos, respectivamente; Fig. 10, By D),
asi que la sobreexpresion de Lmx7a no altera las capacidades neurogénicas de las
células de CEs en el cerebro adulto. Sorprendentemente, 6 dpt una proporcion de las
células trasplantadas de la linea R1B5/NesE-Lmx1a expres6 Th (GFP*/Th*), mientras
que el mismo marcador de diferenciacion DA no fue encontrado en células en las células
de CEs de lalinea R1B5 (Fig. 10, B, C y D); como ya se habia reportado [69]. Consistente
con los resultados esperados del efecto del Lmx1a al inducir la diferenciacion neuronal
DA, se detectaron varias células con el marcador Pitx3 (Fig. 10, E), factor de transcripcion
que se activa especificamente en el cerebro medio en etapas tempranas de la
diferenciacion DA. Sin embargo, 15 dpt el numero de células GFP*/Th* se ve reducido,
aunque el numero de células DCX* se mantiene en porcentajes similares a lo observado
con la linea R1B5 (n=2; Fig. 10, D), lo que indicaria que las neuronas DA que se estan
generando no sobreviven mas alla de 15 dias, tal vez porque no logran integrarse a los
circuitos neuronales. En conjunto, estas observaciones sugieren que Lmx1a puede
conferir a las células derivadas de CEs (sensores de sitios neurogénicos en el contexto
del desarrollo embrionario o en el cerebro adulto) un mayor potencial DA in vivo, sin la
necesidad de una fuente exdgena de Shh y/o de Fgf8 como habia sido previamente
reportado; sin embargo, es probable que dichos factores sean necesarios para completar
la diferenciacion DA y/o incrementar la sobrevida a largo plazo de las presuntas neuronas
DA encontradas.
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Figura 10. Efecto de la sobreexpresion de Lmx1a sobre la diferenciacion DA de las células de CEs en la SNpc. (A)
Representacién esquematica del trasplante de las células de CEs en la SNpc de ratas adultas. Se muestra una imagen
representativa de la corroboracién del sitio del trasplante (células GFP* entre las células Th* de la SNpc). (B) Destino
de las células de CEs de la linea R1B5 y la linea R1B5/pNes-Lmx1a 6 dpt. Las cabezas de flecha blancas indican las
células trasplantadas (GFP*) que coexpresan Nes, Dcx o Th, mientras que las cabezas de flecha amarillas muestran
aquellas células de las que se muestran los planos de analisis ortogonal. (C) Magnificacién marcada por el recuadro
en los paneles inferiores de (B). (D) Cuantificacién de la diferenciacidn de las células de CEs de la linea R1B5 y la linea
R1B5/pNes-Lmxla 6 y 15 dpt; cada punto en la gréfica representa el promedio de eficiencia de diferenciacién de un
cultivo independiente trasplantado a tres ratas. (E) Deteccidn de Pitx3 como marcador de identidad mesencefalica.



6.5 La lesion de la substantia nigra pars compacta con 6-OHDA favorece la
diferenciacion da de células derivadas de cuerpos embrioides.

En el pasado se ha demostrado que generar dafio al cerebro puede promover la
neurogénesis, tanto de PNs endogenos como de exdgenos, o bien, de células
pluripotentes indiferenciadas [69,132,133]. Con el fin de evaluar si la SNpc puede
convertirse en un sitio de neurogénesis mas robusto después de ser lesionada con 6-
OHDA, se evalud el fenotipo de células derivadas de CEs de las lineas R1B5 vy
R1B5/NesE-Lmx1a cuando son trasplantadas a la SNpc después de ser lesionada.
Observamos que después de 6 dpt una proporcién de células trasplantadas directamente
al area dafada presentan una morfologia neuronal, inesperadamente algunas de ellas
eran Th* (>20%) no importando si eran de la linea R1B5 o de la linea R1B5/NesE-Lmx1a
(Fig. 11, By D; Fig. 12). Ademas, una proporcion de dichas células co-expresaron Dcx 'y
Th (>90%; Fig. 12, C y D). En contraste con la sobrevida al menos de 30 dpt del trasplante
de células derivadas de CEs en la SNpc sin lesion, la condicion lesionada no permite la
sobrevida a largo plazo de las células trasplantadas, posiblemente por un fenémeno de
cavitacion resultado de la neurodegeneracion inducida con la 6-OHDA en el tejido
hospedero. Nuestros resultados sugieren que la SNpc lesionada promueve un ambiente
neurogénico y ademas adquiere propiedades que promueven la diferenciacién hacia el
fenotipo DA. Adicionalmente, encontramos algunos grupos de células GFP*/Th*/Dcx* con

una morfologia distinta a la neuronal (Fig. 13, A).
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Figura 13. Caracteristicas morfolégicas de los neuroblastos Th*/Dcx* derivados de las CEs de la linea R1B5/NesE-
Lmx1a. Deteccién del marcador de neuroblastos Dcx en células Th* de CEs 6 dpt en la SNpc intacta (A) y lesionada (B).
En los paneles inferiores se muestra una seleccion de las células Th*/Dcx* que poseen una morfologia caracteristica
de fibroblastos: nucleo y soma alargado con pequefias extensiones unipolares o bipolares que son mas anchas en la
base. Barra de escala 50 um.

7. Discusion.

De entre las posibles terapias alternativas (no farmacologicas) para el tratamiento de la
EP destaca la del reemplazo celular, que supone el re-establecimiento de la
neurotransmision dopaminérgica gracias a la implantacion de células DA de origen
exdgeno. A la fecha, el trasplante al estriado, region de proyeccion de las neuronas DA
de la SNpc, es la estrategia mas utilizada para probar la capacidad de las células
trasplantadas de liberar dopamina [134]. Desde este enfoque, no es necesario, y
tampoco es de esperarse, que las células trasplantadas tengan la capacidad de
integrarse a los circuitos nigro-estriatales; en cambio se espera que las células sirvan
como un sistema de liberacién de dopamina que rescate en cierta medida la deficiencia

de dopamina en los ganglios basales. En contraste, el trasplante en la SNpc requiere de



células con la capacidad, no solo de producir dopamina, si no de proyectar desde el
cerebro medio hasta el estriado y generar conexiones funcionales con los circuitos
preexistentes. De entre las posibles fuentes celulares que pueden ser utilizadas para
dicho propésito, destacan las células troncales embrionarias que pudieran ser
diferenciadas in vivo a neuronas, propiedad que aumenta las posibilidades de una

integracion funcional.

Nosotros hemos demostrado que la SNpc intacta puede inducir la diferenciacion neuronal
de células no neuralizadas pluripotentes derivadas de CEs, sin embargo, el fenotipo
terminal no es dopaminérgico [69]. Este resultado apunté a dos posibilidades, 1) que las
células de CEs no tuvieran la capacidad de diferenciar a neuronas dopaminérgicas in
vivo y 2) que en la SNpc existan factores que no permitan la diferenciacion DA o la
sobrevida neuronal. Para resolver dicha cuestion, generamos una linea de CTEs con
mayor potencial de diferenciacion dopaminérgica in vivo, resultado de la expresion del
transgén NesE-Lmx1a, posteriormente evaluamos esa capacidad in vivo, tanto en la
SNpc intacta como en la SNpc lesionada. En un inicio, confirmamos que las CTEs que
poseen el transgén NesE-Lmx71a incrementan su capacidad de diferenciar a neuronas
DA cuando son sometidas al protocolo de diferenciacién de 5 etapas en presencia de
Shh y Fgf; ademas inferimos que la accion de Lmx1a es importante en dos etapas del
protocolo. El hecho de que Lmx1a incrementa el numero de grupos celulares que
contienen células Th* puede ser considerado un indicativo de la contribucion de dicho

gen en la especificacion inicial de los precursores neurales dopaminérgicos, mientras



que un numero mayor de células Th* en cada uno de los grupos podria implicar que,

después de la especificacion inicial, Lmx1a también contribuye a la diferenciacion DA.

En el contexto de la SNpc intacta, sélo se observa la diferenciacion de las células de CEs
a neuroblastos Th* en la presencia de Lmx1a derivado del transgén cuando las células
son evaluadas 6 dpt, sin embargo, a los 15 dpt dichas células (GFP*/Th*) no son
detectables. Tomando en cuenta lo descrito anteriormente sobre la doble accion de
Lmx1a sobre la diferenciacion DA in vitro, una de las posibles explicaciones a la no
prevalencia de células Th* es que la especificacion inicial mediada por Lmx1a se lleva a
cabo in vivo, pero la diferenciacion no continua y/o la identidad de neuroblasto

dopaminérgico se pierde.

Las células indiferenciadas (no neuralizadas) de los CEs mantienen la capacidad de
diferenciarse a neuronas cuando se colocan en sitios o condiciones neurogénicas del
cerebro adulto; dicha diferenciacion, mas que ser un evento predeterminado, es
resultado de la interaccion de las células con un ambiente permisivo o inductivo de la
diferenciacion neuronal. Cuando las células de CE se colocan en el estriado intacto (sitio
no neurogénico) no se observa la diferenciacion neural, en cambio las células se
diferencian en cierto porcentaje a astrocitos. En particular, la diferenciacion de las células
que expresan Lmx1a (aquellas derivadas de la linea R1B5/NesE-Lmx1a) a células Th* 6
dpt revela no solo la ausencia de sefales que repriman la especificacion dopaminérgica,
que pueden ser parcialmente cubiertas por la expresidon de Lmx1a, sino también la

ausencia de senales de diferenciacion DA terminal.



Se ha demostrado ampliamente que los PNs tienen la capacidad de sobrevivir, e incluso
diferenciarse, cuando son trasplantados en sitios lesionados del cerebro adulto,
demostrando que una lesién, inducida por accion mecanica o por la infusion de toxinas,
genera un ambiente propicio para la sobrevida de células trasplantadas y la neurogénesis
especifica [133,135]. En el caso de la SNpc lesionada con 6-OHDA, las células derivadas
de CEs pueden detectar y responder a las sefiales neurogénicas preexistentes en el sitio,
pero en contraste con los resultados observados en la SNpc intacta, parece ser que la
expresion exdogena de Lmx1a no es determinante en la adquisicion del fenotipo
dopaminérgico, ya que las células de CE de la linea R1B5 también derivan a
neuroblastos dopaminérgicos. Estos datos sugieren que la lesion con 6-OHDA no sélo
no afecta las propiedades neurogénicas de la SNpc, si no también promueve un
ambiente que favorece la diferenciacion DA. Por ahora se desconocen en su totalidad
las moléculas involucradas en promover la neurogénesis en los sitios neurogénicos
embrionarios o del adulto, asi como los niveles y temporalidades en las que ellas se
expresan, o cuales son las moléculas presentes en la SNpc después de sufrir una lesion,
y lograrlo es una tarea que tomaria mucho tiempo resolver. Sin embargo, es una
observacion que debe de empezar a considerarse, ya que los resultados (sean buenos
0 malos) que se observan después de realizar cualquier trasplante en cualquier modelo
de la EP pueden estar notablemente influenciados por el ambiente promovido por la
lesion que dista de ser el mismo que resulta de la neurodegeneracion progresiva en un

paciente.



En contraste con los resultados anteriores, cuando se han trasplantado PNs
dopaminérgicos en diferenciacion se ha logrado observar un porcentaje significativo de
sobrevida y de integracion. Por ejemplo, los PNs recuperados del mesencéfalo en
desarrollo del raton (E 12.5) y trasplantados en la SNpc lesionada diferencian en un buen
numero a neuronas DA y en algunos casos muestran la habilidad de proyectar hacia el
estriado [75]. Sin embargo, es de relevancia mencionar que los PNs trasplantados en
dichos estudios incluyen muchos PNs que tienen ya un compromiso celular definido
hacia la diferenciacion DA, asi que no son necesarios factores adicionales que
promuevan la diferenciacion neuronal. En consecuencia, en un estudio en el que se
trasplantaron PNs con distintos grados de diferenciacion en la SNpc intacta o en el
estriado lesionado, se determind que las neuronas observadas derivan principalmente
de precursores neurales Neurog2*, mismos que en el mesencéfalo ventral de embridn
representan a la poblacion de neuroblastos dopaminérgicos comprometidos a diferenciar
a neuronas DA. Lo anterior también se observa cuando se trasplantan precursores
neurales dopaminérgicos derivados in vitro a partir de células troncales humanas [75].
Por lo tanto, la diferenciacion ineficiente o la baja sobrevida de los PNs DA provenientes
de las CT en nuestro estudio, puede estar relacionada con su limitada capacidad para
alcanzar un estado de diferenciacion mas avanzado. En el caso del experimento
realizado en la SNpc lesionada, no es posible determinar si las células logran un estado
de diferenciacion mas avanzado debido a que la sobrevida se ve fuertemente afectada
por las condiciones adversas que resultan de la lesion con 6-OHDA (principalmente la
cavitacion progresiva). Seria interesante saber si la adicion post-trasplante de factores

necesarios para la progresion de la diferenciacion DA, como Shh y Fgf8, puede



incrementar la eficiencia de diferenciacién en cuando las células de CE son trasplantadas

a la SNpc.

Una de las estrategias comunmente utilizadas para aumentar la sobrevida de los
trasplantes es aplicar tratamientos que supriman la accidon del sistema inmune, o bien
utilizar animales con deficiencias del sistema inmunitario (por ejemplo, ratones atimicos).
Nosotros realizamos todos nuestros experimentos de trasplante en ratas
inmunocompetentes y evitamos el uso de inmunosupresores, como el tacrolimus o la
ciclosporina. Esta decision fue el resultado de la observacién de que las células de CE
reducen su capacidad proliferativa y de diferenciacion en la presencia de
inmunosupresores que pudieran estar afectando la capacidad angiogénica del
hospedero [136,137]. Aunque la respuesta inmune del hospedero pudiera estar
afectando las células del trasplante en la SNpc intacta, ese efecto no parece ser evidente
hasta los 15 dpt, tiempo en el que podemos observar el mayor numero de neuroblastos
(células Dcx*). Una de las posibilidades por las cuales no se observan células Th*
provenientes de las células trasplantadas, es que el sistema inmune afecte de manera
selectiva aquellas células maduras que cuentan con una identidad inmunolégica definida
que pudiera no lograrse durante el proceso de diferenciacion, aunque parece mayor la
probabilidad de que las células degeneren por la falta de factores que permitan la

progresion en la diferenciacion DA.

En nuestro grupo de investigacion creemos que las células pluripotentes con potencial

neurogénico dopaminérgico (como las células de CE) o bien de PNs no diferenciados,



tienen mayor posibilidad de integrarse de manera funcional a los circuitos neuronales
preexistentes cuando son trasplantados al cerebro adulto, esto debido a las propiedades
plasticas de las células indiferenciadas y a su capacidad de responder a las sefiales
existentes en el medio. Aunque no se han descrito con detalle, en los sitios neurogénicos,
o con propiedades neurogénicas como la SNpc, deben existir sefiales que promuevan,
ademas de la diferenciacion neuronal especifica, la integracion de las células que
constantemente son generadas, como es el caso de los neuroblastos migrantes
provenientes de la zona subventricular de los ventriculos laterales que alcanzan su
diferenciacion terminal a interneuronas DAs, y por lo tanto su integracién, sélo después
de llegar a los bulbos olfatorios. A pesar de que la SNpc posee un ambiente neurogénico
que se mantiene después de ser lesionada con 6-OHDA, parece no tener sehales que
dirijan la diferenciacion DA, o al menos no sefiales que puedan ser interpretadas por los
neuroblastos dopaminérgicos derivados de la diferenciacion in vivo de células de los CE.
Por su parte, Lmx1a y la lesion con 6-OHDA contribuyen a la promocion de la
especificacion DA temprana de las células de CE, pero, de acuerdo con nuestras
observaciones, es posible que se necesiten factores adicionales para que alcancen la
diferenciacion terminal. Asi, es posible que la diferenciacion DA terminal de las células
no neuralizadas de los CE se logre con la adicidén de factores intrinsecos como Foxa2 o

de factores extrinsecos como Shh y Fgf8.



8. Conclusiones.

La SNpc es un sitio permisivo a la diferenciacion DA de células con alto potencial
de diferenciacion hacia ese linaje.

La lesion de la SNpc con 6-OHDA promueve un ambiente neurogénico que puede
ser detectado por células pluripotentes derivadas de CEs.

La sobreexpresion del factor de transcripcion Lmx1a no afecta el potencial
neurogeénico de las células derivadas de CEs.

Es posible que los PNs obtenidos in vitro pierdan la capacidad de recibir sefiales

de diferenciacidon neuronal en los sitios neurogénicos del cerebro adulto.

9. Perspectivas.

Realizar un mayor numero de experimentos de trasplante de precursores neurales
al finalizar la etapa de expansion del protocolo de cinco etapas, con la finalidad de
corroborar que se pierde la capacidad neurogénica cuando son trasplantados al
cerebro de ratas adultas sin inmunosupresion.

Implementar estrategias que promuevan una sobrevida mas prolongada de las
células trasplantadas en el contexto de lesion. Lo anterior permitira conocer mas
a detalle la influencia de la lesién sobre la diferenciacion de células troncales
pluripotentes.

Generar una linea de células troncales embrionarias con alto potencial

dopaminérgico y que no dependa de la adicion de factores solubles, apoyandose



de la sobre expresion de FoxA2 (Fgf 8 y Shh) y evaluar su potencial de
diferenciacion dopaminérgico en el contexto sin lesion y con lesion.
Buscar estrategias que promuevan la neurogénesis endogena sin la necesidad de

realizar trasplantes de células indiferenciadas.
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Anexo 1. Materiales y métodos

1. Cultivo celular

Medios de cultivo, factores de crecimiento y suplementos

1. Medio DMEM (Dulbecco s modified Eagle 's medium, Gibco). Disolver el contenido
del sobre en un litro de agua desionizada estéril, ajustar el pH a 7.4, filtrar con
membrana de 0.22 um (Millex-GV) y almacenar a 4°C hasta por un mes.

2. Suero fetal de bovino certificado para su uso en células troncales (SFB, Gibco o
Hyclone). Inactivar A 56°C durante 30 min. Se recomienda hacer alicuotas y
almacenar a -20°C.

3. B-Mercaptoetanol (Gibco).

4. Glutamax/Penicilina/Estreptomicina 100x (GPS, glutamax/penicilin /streptomicyn).
Disolver en 10 ml de glutamax (Gibco) 300 mg de penicilina (Sigma) y 500 mg de
estreptomicina (Sigma) para después filtrar con membrana de 0.22 um. Una vez
filtrado agregar 90 ml extra de Glutamax. Hacer alicuotas y almacenar a -20°C.

5. Piruvato de sodio 100x (Gibco).

6. Aminoacidos no esenciales 100x (Gibco).

7. Solucion amortiguadora de fosfatos estéril (PBS; phosphate saline buffer).
Disolver en 900 mL de agua desionizada estéril 8 g de cloruro de sodio (NaCl, J.
T. Baker), 0.2 g de cloruro de potasio (KCl, Sigma), 1.44 g de fosfato de sodio
dibasico (Na2HPO4, Sigma) y 0.24 g de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4,

Sigma). Ajustar pH a 7.4 y filtrar con membrana de 0.22 um.



8. Gelatina de piel de porcino 0.1% (Sigma). Mezclar 0.01 g de gelatina de piel de
porcino en agua desionizada estéril. Calentar en el microondas para disolver (no
es recomendable que hierva). Filtrar con membrana de 0.22 um y almacenar a
temperatura ambiente. Si la gelatina se prepara a una concentracién mayor, ésta
debera de esterilizarse en autoclave.

9. Verseno 10 x (EDTA 0.22%, Gibco). Disolver en 50 mL de PBS 10 mg de EDTAy
filtrar con membrana de 0.22 um.

10. Tripsina 2.5% (Gibco).

11. Factor inhibidor de leucemia (LIF: Leukemia Inhibitor Factor, Chemicon).

12. Mitomicina C (Mitolem). Disolver 2 mg en 4 mL de PBS estéril (0.5 mg/mL).

13. Poli-D-lisina (Sigma) 10ug/ml en agua desionizada estéril.

14. Medio para cultivo de células troncales (M15). Preparar 100 mL de DMEM al 15%
de SFB, GPS 1x, piruvato de sodio 1x, aminoacidos no esenciales 1xy 180 yL de
B-Mercaptoetanol. No es necesario filtrar.

15. Medio de cultivo para fibroblastos embrionarios de ratén o células alimentadoras
(M10). Preparar 50 mL de DMEM al 10% de SFB, GPS 1x, piruvato de sodio 1x,
aminoacidos no esenciales 1x y 180 uL de B-Mercaptoetanol.

16. Medio de congelacion. Se debera preparar con 60% de DMEM, 20% de dimetil
sulfoxido grado cultivo celular (DMSO, Sigma) y 20% de SFB.

17. Medio de seleccion de células precursoras neurales ITS-A (insulin/transferrin,
selenium/sodium piruvate). A 7500 yL de medio DMEM/F12 sin HEPES agregar
100 pL de suplemento ITS-A 100x (Gibco), 100 uL de GPS al 100x y 50 uL de

fibronectina del stock al 1 pg/pL (Gibco). Filtrar con membrana de 0.22 ym.



18. Medio para expansion de Células Precursoras Neurales. Para 50 mL.:

DMEM/F12 sin HEPES (Gibco): 48.441 mL.

N2 100x (Gibco): 500 pL.

GPS 100x: 500 pL.

Laminina 0.85 ug/uL (Gibco): 58.82 pL.

Factores de crecimiento. Preparar a las siguientes concentraciones:
o Fgf2: 1 ng/mL (Gibco).
o Fgf8: 5 ng/mL (Peprotech).

o Shh: 25 ng/mL (Peprotech).

Las alicuotas de Fgf2, Fgf8 y Shh deben diluirse en medio DMEM/F12 sin HEPES con

albumina (Sigma) a 1 mg/mL. Esterilizar por filtracidon con membrana de 0.22 pm.

Medio para diferenciacién de Células Precursoras Neurales a neuronas DAs.

Para 50 mL:

o DMEM/F12 sin HEPES: 48.441 mL.
o N2 100x: 500 pL.

o GPS 100x: 500 pL.

o Laminina 0.85 pg/mL: 58.82 pL.

o Acido ascorbico 10 mM (Sigma): 500 pL.



2. Obtencion de fibroblastos embrionarios de raton.

Materiales e insumos

Hembras gestantes de E13.5- = Microscopio estereoscopico
E14.5 dias post-coito. = Gelatina de piel de porcino.
Cajas de cultivo de 10 cm de = Tripsina 2.5%.

diametro (Corning). = Verseno 1x (EDTA 0.02%).
Medio M10. = PBS 1x

Material de diseccion. = 2 jeringas de 5 mL con aguja.
Tubo para centrifuga de 15 mL. = Filtro de membrana de 0.22 um
Alcohol al 70%. » Agua destilada estéril.

Procedimiento

1.

De un grupo de hembras en etapa reproductiva (preferentemente de una edad
entre 6 semanas y 4 meses) identificar aquellas que se encuentren en la etapa de
estro y colocarlas en compafia de un macho fértil. Se pueden colocar hasta dos
hembras con un macho. El procedimiento se debe llevar a cabo por la tarde (entre

las 17 y 19 h).

La presencia de “tapon vaginal” (copulation plug) en la mahana siguiente a la

cruza sera indicativo de apareamiento y tendra que considerarse como el dia 0.5



4.

de gestacion. Es importante que las hembras sean examinadas durante las
primeras horas de la mafiana (8 a 10 h), de lo contrario el tapon vaginal puede ya

no ser visible.

Para gelatinizar las cajas de 10 cm de diametro es necesario verter 4 mL de
gelatina de piel de porcino al 0.1% vy distribuir uniformemente sobre la superficie
de la caja e incubar a temperatura ambiente al menos media hora. Transcurrido
el tiempo de incubacién desechar los restos de gelatina liquida que permanecen
en la caja. Las cajas se pueden almacenar hasta por una semana a temperatura

ambiente.

Sacrificar a la ratona gestante por dislocacion cervical, limpiar la zona ventral con
alcohol al 70% y hacer una incision sobre la piel del abdomen con la finalidad de
descubrir el peritoneo. Con ayuda de una pinza levantar el peritoneo y hacer una
incision, exponer los cuernos uterinos y realizar una diseccion cuidando no danar
los embriones. Colocar los cuernos uterinos en una caja de cultivo limpia y apartar

los embriones cortando entre las separaciones de los sacos amnidticos.

Tomar cada uno de los embriones y, con ayuda de dos pinzas, rasgar el saco
amnioético hasta que el embrién quede totalmente expuesto. Bajo el microscopio,
hacer una diseccion de la cabeza, cola, extremidades inferiores y superiores y
separarlos del resto del cuerpo, posteriormente, hacer una incision longitudinal

desde la cavidad abdominal hasta la cavidad toracica y retirar todos los 6rganos



internos para después verter los arcos costales junto con las vértebras en el tubo

de 15 mL con PBS 1x.

. Quitar el émbolo de una jeringa de 5 mL y transferir el tejido con el menor volumen
de liquido posible. Procurar que el tejido se situe en el fondo de la jeringa y colocar
nuevamente el émbolo. Dentro de la campana de flujo laminar abrir una de las
cajas gelatinizadas y desplazar el émbolo de la jeringa con la finalidad de
comprimir el aire y hacer pasar el tejido por la jeringa. El tejido sera “macerado” y
expulsado con fuerza. Procurar que quede bien distribuido sobre la superficie de

la caja de cultivo.

. Anadir 10 mL de medio M10 e incubar a 37° C y 5% de CO..

. Cambiar medio a las 24 h y cada vez que éste se acidifique hasta que las células

lleguen a la confluencia deseada.

. Cuando la confluencia celular sea cercana al 90% retirar el medio y lavar dos
veces con PBS atemperado a 37°C. Aiadir 1 mL de tripsina al 0.25% diluida en
verseno 1x. Incubar de 5 a 10 min a 37°C. Transcurrido el tiempo, inactivar la
tripsina con 1 mL de medio M10 y transferir la suspension celular a un tubo de
centrifuga de 15 mL. Dejar sedimentar los retos de tejido por 5 min y transferir el
sobrenadante a otro tubo de centrifuga de 15 mL; centrifugar 3 min a 1000 rpm y

retirar el sobrenadante. Resuspender el comprimido celular con medio M10 en un



volumen no mayor a 5 mL y resembrar las células recuperadas en 2 6 3 cajas de

10 cm utilizando M10. Cambiar medio a las 24 h y cada vez que se acidifique.

9. Congelar cuando las células tengan una confluencia del 90% (ver protocolo de

congelacion mas adelante).

3. Establecimiento de monocapa de células alimentadoras

Materiales e insumos

= Fjbroblastos embrionarios de
raton.
= Caja de cultivo de 60 mm de

diametro.

Procedimiento

Gelatina de piel de porcino 1x.
Mitomicina.
Medio de cultivo M10.

PBS 1x estéril.

1. Gelatinizar una caja de cultivo de 60 mm como se menciono en el procedimiento

anterior.

2. Sembrar de 1x10° fibroblastos embrionarios de ratdon en 4 mL de medio M10.

Cambiar medio a las 24 h y revisar confluencia.

3. Cuando la confluencia celular sobre la superficie de la caja se encuentre entre el

80 y 90 %, agregar al medio 100 pL de mitomicina que se encuentra a una



concentracion de 2 mg/5 mL (disuelta en PBS 1x) e incubar durante dos horas a
37°C.

4. Después de las dos horas de incubacion se debe de retirar el medio que contiene
la mitomicina y lavar la superficie de la caja dos veces con PBS 1x atemperado a
37°C. Adicionar 4 mL de medio M10 atemperado a 37°C.

5. Mantener la monocapa de células alimentadoras en la incubadora.

4. Amplificacion de CTEs

Materiales e insumos

= Monocapa de células = PDO0325901.
alimentadoras. = PBS 1x estéril.
= Alicuota de células troncales = Tripsina 0.25%.
embridnicas. = (Cajas de 60 mm gelatinizadas.
* Medio M15.
= CHIR99021.

Procedimiento

1. Sembrar 1x108 de CTEs sobre la monocapa de células alimentadoras utilizando

medio M15. Cambiar el medio a las 24 h y cada vez que éste se acidifique.



. Una vez que las colonias de CTEs cubran el entre el 80 y 90% de la superficie se

tienen que subcultivar. Para el subcultivo se debe de retirar el medio y lavar dos
veces con PBS1x, afadir 500 pyL de tripsina 0.25% (diluida en verseno 1x) e
incubar hasta que se hayan despegado las colonias (entre 5-10 min) a 37°C,
inactivar tripsina con 2 mL de medio M15 y pasar la suspensién a un tubo de 15
mL. Centrifugar 3 min a 1000 rpm y retirar el sobrenadante.

Realiza el conteo celular y sembrar 1x10° células en una caja de 60 mm de
diametro (se pueden sembrar mas de una caja de manera consecutiva para

obtener un mayor numero de células).

. Adicionar CHIR99021 y PDO0325901 (medio 2i) 1 pL/mL de medio M15

concentraciones.
Cambiar medio a las 24 h y cada vez que el medio se acidifique.
Cultivar en medio 2i hasta llegar a confluencia de entre 80 y 90%.

Congelar (ver protocolo de congelacion mas adelante).

5. Protocolo de diferenciacién neural en monocapa

Materiales e insumos

Placas de cultivo de 24 pozos. =  Suplemento N2 100x.
Gelatina 1x. =  Suplemento B27 100x.
Medio M15. » Medio DMEM/F12 con HEPES.

PBS 1x estéril. = Medio neurobasal.



= CTEs en cultivo.

Procedimiento

1. Subcultivar de 5x10°%a 1x10% CTEs a una caja gelatinizada de 35 mm e incubar
por 24 h.

2. Subcultivar las células y sembrar en una placa de 24 pozos previamente
gelatinizada, sembrar 200 mil células por pozo e incubar durante 15 h con medio
M15.

3. Retirar el medio y lavar dos veces con PBS1x.

4. Preparar medio de diferenciacion neural con 50% de DMEM/F12 y 50% de
neurobasal, suplementarlo con 1x de N2 y B27.

5. Cultivar durante 7 dias y realizar cambios de medio cada 24 6 48 h.

6. Protocolo de diferenciacién neuronal de 5 etapas

Materiales e insumos

= Monocapa de células = Factor inhibidor de leucemia
alimentadoras. (inhibitor leukemia factor; LIF).
= CTEs en cultivo. = Tripsina 0.25% y 0.05%.

= Medio M15. = PBS 1x estéril.



Cajas gelatinizadas de 60 mm y
10 cm.

Cajas de cultivo bacteriologicas
(no adherentes).

Placas de cultivo de 24 pozos.
Poli-D-lisina 10 pg/mL; preparada
con agua milli-Q y filtrada con

membrana de 0.22 ym.

Procedimiento

Primera etapa: Expansion de CTEs

Fibronectina 1 mg/mL; preparada
con agua milli-Q y filtrada con
membrana de 0.22 ym.

Medio de seleccion de PNs.
Medio de expansion de PNs.

Medio de diferenciacion neuronal.

. Sembrar de 1 a 2x108 millones de CTEs sobre la capa de células alimentadoras.

Cambiar medio cada 24 h.

. Una vez que se logre la confluencia de 80 al 90% (aproximadamente al 3er dia),

subcultivar a una caja gelatinizada libre de células alimentadoras. En esta etapa

se debe de utilizar medio M15 suplementado con LIF (1 uL/mL). Cambiar y

suplementar medio cada 24 h.



Segunda etapa: Formacién de CEs

. Una vez alcanzada la confluencia (3 a 4 dias), las células deben de ser
subcultivadas a una placa de cultivo no adherente (de 1 a 2x10°) utilizando M15
sin adicionar ningun factor anti-diferenciacion.

. Dos dias después de la siembra de las células troncales se habran formado CEs
de 2 dias. Para hacer el cambio de medio todo el contenido de la caja se debe de
pasar a un tubo de centrifuga de 50 mL, ya sea con una pipeta de boca ancha
(desechable de 25 mL), o bien, vaciando gentilmente el contenido de la caja
directamente al tubo, ello con la finalidad de no danar los agregados. Dejar
sedimentar por 5 min y aspirar de 5 a 7 mL de medio procurando no dafiar los
agregados en el fondo del tubo.

. Anadir medio M15 hasta completar 10 mL y resuspender de manera gentil con la
pipeta desechable de 25 mL.

. Resembrar los CEs en la caja original.

Tercera etapa: seleccion de PNs

. Al dia 4 de la formacion de CEs éstos deben de ser transferidos gentilmente a un
tubo de 50 mL, dejar que se sedimenten por 5 min y retirar el mayor volumen de
medio posible.

. Resuspender en 10 mL de medio M15 y sembrar en una caja gelatinizada de 10

cm.



9. Al dia siguiente de haber hecho el subcultivo, se debe de retirar el medio y lavar
2 veces con PBS 1x y adicionar 10 mL de medio de seleccion de PNs.

10.Cambiar medio a las 24 h y cada vez que se acidifique hasta el 6to dia. Las cajas
para la expansion de precursores se deben de preparar entre el 4° y 5° de la etapa

de seleccion (ver mas adelante).

Cuarta etapa: expansion de PNs

11. Cubrir los pozos de una caja de 24 pozos con 0.5 mL de poli-D-lisina (10 mg/mL)
e incubar toda la noche.

12. Lavar los pozos 3 veces con PBS 1xy cubrir con 0.5 mL de fibronectina (1 mg/mL)
e incubar a 37°C por al menos 3 h, después lavar 3 veces con PBS 1x.

13. Cumplidos los 6 dias de la seleccion, aspirar el medio de las cajas con las células
y lavar 2 veces con PBS 1x.

14. Agregar 2 mL de tripsina 0.05% e incubar por 5 min a 37°C. Balancear la caja
gentilmente e incubar por 5 min mas.

15. Inactivar la tripsina con 3 mL de medio M15. Utilizando los 5 mL tripsina/M15 lavar
repetidamente el fondo de la caja procurando que todas las células se
desprendan. Es importante no despegar los agregados remanentes de la etapa
de seleccion.

16. Transferir la suspension a un tubo de centrifuga de 15 mL y dejar que los

agregados se sedimenten por 5 min.



17.Tomar el sobrenadante y transferirlo a un tubo de centrifuga de 15 mL. Disociar

brevemente y centrifugar a 1000 rpm por 3 min.

18.Resuspender en medio de expansion de PNs y sembrar de 3x10° células por pozo

en las cajas pretratadas con poli-D-lisina y fibronectina.

19.Agregar Fgf2 (10 ng/ml), Fgf8 (100 ng/ml) y Shh (500 ng/ml), procurar que el

volumen final en el pozo sea de 500 uL, e incubar a 37°C.

20. Cambiar el medio de expansion al 3°" dia y cada vez que éste se acidifique.

Quinta etapa: Diferenciacion de PNs a neuronas DAs

21.Cambiar el medio de expansién por medio de diferenciacién. Incubar durante 6

dias cambiando medio cada 48 h.

7. Extraccion de RNA y qPCR

Materiales e insumos

Suspension de células
recuperadas de cultivo.

TRIzol (Invitrogen)

Cloroformo (J. T. Baker)
Centrifuga refrigerada.

Tubos libres de RNAsas (Axigen).

Micropipetas limpias.

Puntas para micropipeta libres de
RNAsas.

Isopropanol (J. T. Baker).

Etanol grado biologia molecular
(Merck).

Agua estéril y libre de RNAsas.
Kit de DNAsa (Roche).

Nanofotometro (Implen).



Buffer de urea 10 M a 2% de azul = (Camara de electroforesis y fuente

de bromofenol. de poder.
Gel de agarosa al 2% = Termociclador Rotor Gene
TAE 1x (Qiagen)

= Kit de sintesis de cDNA.

Procedimiento

1.

2.

Centrifugar las células y descartar el sobrenadante.

Anadir 500 pL de TRIzol e incubar las muestras 5 min a temperatura ambiente.
Anadir 100 yL de cloroformo, agitar por inversién por 10-15 s y dejar reposar 5
min a TA para después centrifugar a 10,000 rpm por 30 min a 4°C.

Se formaran tres fases, se toma la fase acuosa, cuidando de no tomar parte de
alguna de las otras y transferir a un tubo limpio.

Anadir 250 uL de isopropanol y mezclar suavemente por inmersion por 15 s. Dejar
toda la noche a -20°C.

Centrifugar a 10,000 rpm, 4°C, por 30 min (se formara un pellet). Quitar el
sobrenadante, afadir 500 mL de etanol al 75% (diluirlo en H20O estéril y libre de
RNAsas) y agitar con vortex por 5-10 s.

Centrifugar a 14,000 rpm a 4°C por 15 min. Remover el sobrenadante y dejar secar
a TA. Disolver en agua estéril y libre de RNAsas, entre 5-20 yL dependiendo del
tamanio del pellet.

Mezclar 5 yL de RNA, 1 pL de buffer DNAsa 10x, 0.2 yL DNAsa, llevar a 10 pyL

con H20 y calentar por 15 min a 37°C.



9. Cuantificar el RNA en el nanofotometro.

10.Para verificar la integridad del RNA se mezcla el volumen que contenga 1 ug de
RNA y se agregan 3 volumenes de buffer de urea (10 M de urea con 2% de azul
de bromofenol), se mezcla y se calienta a 55°C por 5 min. La mezcla se corre en
un gel de agarosa al 2% con TAE 1x, dejando que el azul salga del pozo (10-15
min a 100 V).

11.Para corroborar que las muestras no contengan DNA gendmico, se hace un PCR
con el RNA utilizando un par de oligonucledtidos que logren distinguir RNAm
(oligos para el gen Th) de DNA gendmico.

12.Para la sintesis de cDNA, mezclar el oligo dT, el RNA y los dNTPs y se calientan
5 min a 65°C. Se centrifugan 1 min. Se afiade el buffer, DTT, la enzima y el agua
y se mezcla. Se incuba a 42°C por una hora y luego 10 min a 72°C (6 uL buffer
5x, dNTPs 10 mM 1.5 pL, 1 pL oligo dT 500 pg/mL, transcriptasa 0.5 yL, DTT 3
ML, RNA 1 yg y llevar a 30 uL con agua).

13. Verificar mediante PCR de un gene constitutivo (Ciclofilina o Rplp0) que el cDNA

se haya sintetizado bien y que no tenga DNA gendmico (oligos para Th).

Gene Sequence 5to 37 Reference
Forward:
CACTGGTCTAGGACCCGAGAA
Reverse:
AGGGGGAGATGTTCAGCATGT
Forward:
GGCAAATGCTGGACCAAACAC
Reverse:
TTCCTGGACCCAAAACGCTC

Rplp0 [138]

Cyclophilin



Forward:
TGAGAACTCTCGCTTGCAGACAC
Reverse:
GGTCCTCTGGTATCCCAAGGAAATG
Forward:
TGGGACACGTACCCATGTTG
Reverse:
ACCAGTACACCGTGGAGAGT
Forward:

Th TACGCCACGCTGAAGGGCCTCTAT
genoémico Reverse:
AGGTGAGGAGGCATGACGGATGTA

Forward:
GGACCATAAGCGACCCAAAC
Reverse:
CCTGAACCACACGGACACTC
Forward:
GGACCATAAGCGACCCAAAC
Reverse:
CCTGAACCACACGGACACTC

Nestin [139]

Th Primer blast
Primer blast
Lmx1a

[139]

Tg-Lmx1a Primer blast

8. Preparacién de suspensién celular para implante al mesencéfalo o trasplante al

cerebro adulto

Materiales e insumos

= CEs de 4 dias.

=  Tripsina 0.25%.

*= Medio Optimem (Gibco).

Procedimiento

1. Transferir los CEs de 4 dias a un tubo falcon de 15 mL.



. Centrifugar a 200 rpm durante 2 min y aspirar el sobrenadante.

Agregar al tubo 2 mL de tripsina al 0.25% atemperada y resuspender gentilmente.

Incubar durante 15 min procurando mover cada 5 min.

Inactivar con 5 mL de medio M15, resuspender y tomar una alicuota para contar

el numero de células.

Centrifugar durante 3 min a 1000 rpm, retirar el sobrenadante y resuspender en

medio optimen procurando tener una concentracion de 3x10%/uL.

Mantener la suspension celular en hielo hasta el momento del implante al explante

de mesencéfalo o trasplante al cerebro adulto.

9. Implante de células de CEs al mesencéfalo de embriéon

Materiales e insumos

Mesencéfalos de E10.5.

Medio DMEM/F12.

Mezcla de colagena compuesta
por 25% colagena de rata, 2.5%
NaCl 1.5 M. 2.5% NaHCOs al
7.5% y 70 % de medio para

explantes.

Medio para explantes compuesto
por 72% de medio Optimem, 25%
de DMEM/F12 con HEPES,
Glucosa 40 mM y GPS 1x.
Capilar de cristal estirado.
Sistema de aspiracion para pipeta
de boca.

Cajas de cultivo de 35 mm.



Procedimiento

1. Falta la parte de obtener los mesencéfalos.

2. Cortar la linea media dorsal del mesencéfalo para cultivar los tejidos en la
disposicion de “libro abierto”.

3. Gentilmente y con ayuda de una pipeta de boca ancha o una punta de micropipeta
recortada, transferir cada uno de los tejidos a una caja de 35 mm (4 explantes
maximo por caja) dejando un poco del medio donde se hizo la diseccidn.

4. Dentro de la gota, los tejidos se deben de manipular para posicionar la zona
ventricular hacia arriba y la zona pial en contacto con la superficie de la caja. Una
vez que el tejido se haya posicionado, se debe de retirar el mayor volumen de
medio posible y se embebe cada mesencéfalo en 35 L de la mezcla de colagena.

5. Antes de cortar los explantes por la linea media dorsal, preparar una suspension
de células de CEs.

6. Con la ayuda de un mechero, estirar varias pipetas de cristal con la finalidad de
obtener una con un diametro muy reducido que permita el flujo de la suspensién
celular. Colocar la pipeta en el sistema de aspiracion.

7. Utilizar la pipeta de cristal y el sistema de aspiracion para colocar las células de la
suspension celular sobre la superficie del explante sin perforarlo.

8. Una vez que se haya hecho el “depdsito” de las células sobre la region ventricular
del mesencéfalo, éste se debe de incubar por 3 h a 37°C.

9. Cumplido el tiempo de incubacion agregar gentilmente 2 mL de medio de

explantes y cultivar hasta por 7 dias a 37°C.



10.Cambiar la mitad de medio cada 48 h.

10. Trasplante de células de CEs a la SNpc de rata adulta

Materiales e insumos

= Ratas Wistar Macho de 250-280 = Equipo de cirugia estereotaxica.
g. * Instrumental e insumos de cirugia.

= Mezcla de ketamina y xilacina = Suspension celular de cuerpos
(PiSA). embriodes.

= Epinefrina/Lidocaina (PiSA). = Jeringa Hamilton de 5 pL.

Procedimiento

-_

. Preparar la suspension celular de CEs y mantenerla en hielo.

2. Pesar a la rata y administrar via intraperitoneal la dosis de ketamina y xilacina.

3. Una vez que la rata se haya sedado y no muestre signos de sensibilidad o reflejo
proceder a “montarla” en el equipo estereotaxico.

4. Inyectar subcutaneamente en la parte superior del craneo 0.2 mL de
epinefrina/lidocaina.

5. Con ayuda de un bisturi, hacer una incision longitudinal sobre la meseta superior

del craneo. Limpiar cualquier residuo de sangre con un hisopo hasta hacer visible

la sutura craneal bregma.



6. Trepanar el craneo en las coordenadas con respecto a bregma: -4.7 mm
anteroposterior y -1.6 mm medio lateral.

7. Resuspender la suspension celular y cargar 2 pL con la jeringa Hamilton.

8. Hacer llegar el bisel de la jeringa a través del trepano hasta la coordenada -8.1
mm dorsoventral con respecto a bregma.

9. Trasplantar 1 pyL de suspension celular (~1.5x10° células) a una velocidad
aproximada de 0.1 yL/min. Una vez realizado el trasplante, esperar 3 min antes
de retirar la jeringa.

10. Cubrir el trepano con cera para hueso, limpiar la herida con solucién salina estéril,
cerrar la herida y permitir la recuperacion de la rata.

11.Con la misma suspension se puede repetir el procedimiento hasta en 5 ratas.

11. Inmunomarcajes

Materiales e insumos

Lapiz hidrofébico (Vector).

PBS 1x.

Camara humeda.

PBT (PBS 1x/ 0.03% Tritén x-100;

Biorad).

Anticuerpos primarios (ver tabla
1).

Anticuerpos  secundarios (ver
tabla).

Recuperador de antigenos 1x

(Buffer de citratos; Bio SB).



Solucion de bloqueo.
DAPI (4, 6-diamino-2-fenilindol;
Invitrogen) 1:15,000 en PBS 1x.

Solucion de montaje (Dako).



11.1 Inmunomarcaje en cortes de explantes

8.

9.

. Dejar las laminillas a TA hasta que pierdan la humedad generada por el

descongelamiento, una vez secas pintar cuadrantes alrededor del tejido con
lapiz hidrofdbico.

Hacer un lavado con PBS durante 10 min (los tejidos nunca deben secarse
por lo que las laminillas siempre se dejan en una camara humeda).

Lavar 3 veces con PBT a TA, 10 min cada lavado.

Incubar con recuperador de antigenos a 65°C por 20 min y posteriormente
15 min a TA. Después hacer 2 lavados de 5 min con PBS.

Incubar en la solucién de bloqueo por 1 h a TA.

Diluir los anticuerpos primarios en la solucibn de bloqueo segun la
concentracion indicada.

Incubar los tejidos en el anticuerpo primario durante 30 min a TA y después
toda la noche a 4°C.

Hacer 3 lavados de 10 min con PBS.

Incubar 2 h con el anticuerpo secundario diluido en PBS.

10.Hacer dos lavados de 10 min con PBS.

11.Incubar con DAPI por 5 min para tefir nucleos.

12.Realizar 2 lavados de 10 min con PBS.

13.Se agrega la solucion de montaje y se coloca el cubreobjetos tratando de no

dejar burbujas.



11.2 Inmunomarcaje en cultivo celular en cajas de cultivo

1.

Si las cajas fueron guardadas a 4°C se dejan temperar por unos minutos y
se hace un lavado con PBS. Posteriormente se hacen 3 lavados de 10 min

con PBT.

. Se incuba en solucién de bloqueo durante 30 min.

El anticuerpo primario se diluye en solucién de bloqueo y se incuba durante

toda la noche a 4°C con agitacion moderada.

. Después se hacen 3 lavados de 10 min con PBS.

Se incuba con el anticuerpo secundario 1 h a TA con agitacion.
Se hace un lavado con PBS.
Se incuba con DAPI por 5 min.

Se hacen 2 lavados mas con PBS y se cubre con solucion de montaje.

11.3 Inmunomarcaje en cortes de cerebro

Ya que los cortes de cerebro se mantienen en flotacidn, el proceso de

inmunomarcaje se debe de llevar a cabo en placas de cultivo de multipozos, no es

necesario que éstas sean estériles.

. Lavar los cortes en la caja multipozos (de 24 pozos) 10 min con PBS 1x.

Se lava 3 veces con PBT, 10 min por lavado.
Se incuba con recuperador de antigenos 1x a 65°C durante 30 min. El

recuperador de antigenos tiene que ser atemperado antes de usarse.
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8.
9.
10.Lavar 3 veces con PBS 1x.

11.Incubar con DAPI durante 15 min.

12.Lavar 3 veces con PBS 1x.

Incubar 15 min a temperatura ambiente.

Lavar 3 veces con PBT e incubar con solucion de bloqueo durante 30 min.

Diluir el anticuerpo primario en solucion de bloqueo e incubar el tejido en 150

ML durante 15 min a TA. Utilizar cajas de 96 pozos.

Incubar toda la noche a 4° C y en agitacion lenta.

Lavar 3 veces con PBT.

Incubar 2 h a TA con anticuerpo secundario diluido en solucién de bloqueo.

13.Montar los cortes en laminillas, secar el exceso de PBS y cubrir con solucion

de montaje. Procurar no dejar burbujas.

14.Cubrir con un cubreobjetos ultrafino.

15.Sellar los bordes del cubreobjetos con barniz para ufias y dejar secar toda la

noche a 4°C.

Anticuerpos | Origen Dilucion Marca
primarios
Anti-NeuN Ratén 1:200 Chemicon
Anti-Dcx Cabra 1:500 SantaCruz
Anti-Th Conejo 1:2000 Chemicon
Anti-Nestin Raton 1:500 Millipore
Anti-Lmx1a Conejo 1:2000 Millipore

Anticuerpos Origen Dilucion Marca

secundarios

Anti-Ratén Burro 1:1000 Invitrogen

IlgGs coupled

to Alexa flour

555
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Anti-Ratén
IgGs coupled
to Alexa flour
549
Anti-Ratén
IgGs coupled
to Alexa flour
647

Burro

Burro

1:1000

1:1000

Invitrogen

Invitrogen
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The Substantia Nigra Is Permissive and Gains
Inductive Signals When Lesioned for Dopaminergic
Differentiation of Embryonic Stem Cells

Omar Collazo-Navarrete">* David Hernandez-Garcia? Gilda Guerrero-Flores>”
René Drucker-Colin, Magdalena Guerra-Crespo,* and Luis Covarrubias®

Transplantation of dopaminergic (DA) cells into the striatum can rescue from dopamine deficiency in a Parkinson’s
disease condition, but this is not a suitable procedure for regaining the full control of motor activity. The minimal
condition toward recovering the nigrostriatal pathway is the proper innervation of transplanted DA neurons or their
precursors from the substancia nigra pars compacta (SNpc) to their target areas. However, functional integration of
transplanted cells would require first that the host SNpc is suitable for their survival and/or differentiation. We
recently reported that the intact adult SNpc holds a strong neurogenic environment, but primed embryonic stem cells
(ie, embryoid body cells, EBCs) could not derive into DA neurons. In this study, we transplanted into the intact or
lesioned SNpc, EBCs derived from embryonic stem cells that were prompt to differentiate into DA neurons by the
forced expression of Lmx/a in neural precursor cells (R1B5/NesE-Lmxla). We observed that, 6 days post-
transplantation (dpt), R1B5 or R1IB5/NesE-Lmx1a EBCs gave rise to Nes™ and Dcx™ cells within the host SNpc, but a
large number of Th* cells derived only from EBCs exogenously expressing Lmx/a. In contrast, when transplantation
was carried out into the 6-hydroxidopamine-lesioned SNpc, the emergence of Th* cells from EBCs was independent
of exogenous LmxIa expression, although these cells were not found by 15 dpt. These results suggest that the adult
SNpc is not only a permissive niche for initiation of DA differentiation of non-neuralized cells but also releases factors
upon damage that promote the acquisition of DA characteristics by transplanted EBCs.

Keywords: transplantation, substantia nigra, dopaminergic differentiation, adult neurogenesis

[3-5]. To date, cell transplantation into the striatum is the most
common strategy to rescue from dopamine deficiency; how-
PARKINSON’S DISEASE (PD), the second most common ever, cell transplantation into the substancia nigra pars com-

neurodegenerative disease, is characterized by the se- pacta (SNpc) followed by a proper rewiring should provide a
lective loss of A9-subtype ventral midbrain neurons that better condition for the re-establishment of motor functions. In

Introduction

project to the striatum [1]. The current therapy for PD is the
administration of dopamine analogs that, although effective
for reducing some motor symptoms, their effects are lost after
long-term administration and, in addition, can generate se-
vere side effects [2]. Hence, there is a pressing demand for
more effective therapies.

Among the promising alternative therapies is the replace-
ment of damaged neurons by cell transplantation. Studies in
PD patients or animal models have indicated that these
therapies can result in significant symptomatic improvements

contrast with transplantations to the striatum, the latter strategy
requires cells with the potential of getting the full character-
istics of mesencephalic dopaminergic (DA) neurons and a host
environment for efficient survival and differentiation, the
minimal conditions for functional integration.

Pluripotent stem cells (PSCs), self-renewable cells with
high differentiation potential, are a promising cell source for
the treatment of degenerative disorders, including PD [6].
Although significant improvements in protocols for specific
PSC differentiation have been accomplished [7,8], undesirable
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fates or incomplete differentiation could influence functional
integration, resulting in poor recovery and/or unwanted side
effects after grafting. The in vitro DA differentiation of PSCs
goes through several stages including ectodermal specification,
neuralization, and neuronal differentiation [7,9,10), Cells at
each stage bear distinet characteristics some of which could fit
those required, not only for efficient DA differentiation, but
also for their integration after being transplanted,

Of interest, embryoid body cells (EBCs), embryonic stem
cell (ESC) derivatives representing the cell population o the
epiblast stage of embryonic development, differentiate ef-
ficienly into DA neurons when transplanted 1o the DA niche
of the developing mesencephalon. However, the efficiency
of this specific differentiation was markedly reduced when
cells are differentiated in vitro [11]. These observations
indicate that a large proportion of EBCs hold the full po-
tential to acquire the DA neuronal phenotype when they are
in a DA differentiation context, but this is lost or affected
when in vitro neuronal differentiation is allowed,

The SNpc. site where mesencephalic DA neurons reside in
the adult brain, has shown the ability to support DA neuronal
survival when mesencephalic fetal cells are implanted after a
phammacological DA neuron depletion. Remarkably, differ-
entiated neurons are able to project axons to the striatum [ 12—
14). Similarly, DA neurons derived from human ESCs also
could survive in the rodent-lesioned adult SNpe [14).

We recently reported that EBCs directly transplanted to
the intact adult SNpc, although do not give rise to DA
neurons, differentiate into neurons with a similar efficiency
to that of EBCs implanted in a well-known neurogenic arca,
the subventricular zone of lateral ventricles or the rostral
migratory tract [15]. In contrast, EBCs cannot differentiate
into neurons in the intact striatum, but when they are
transplanted after an ischemic lesion, they can derive into
neurons, suggesting that a lesion creates a condition that
favors neurogenesis [15). Therefore, the intact SNpe allows
EBCs neuronal differentiation, possibly triggered by in-
ductive signals present in this region, but an open question is
whether the factors required for directing specific differen-
tiation or survival can emerge upon damage.

In this study, we tested the possibility of in vivo DA
neuronal differentiation in the intact and lesioned SNpc of
ESCs at their carliest stage of differentiation (ie, after
forming EBC) using wild-type ESCs and ESCs prompted to
differentiaste into DA neurons by the Nestin-enhancer-
controlled expression of a Lmx/a transgene (RIBS/NesE-
Lmxla cell line). RIBS/NesE-Lmxla EBCs acquired neu-
ronal and DA markers at 6 days post-transplantation (dpt) in
the adult SNpe, whereas wild-type EBCs derived into neural
precursors cells (NPCs) and neuroblasts but did not acquire
DA markers. Of interest, either RIB5/NesE-Lmx la or wild-
type EBCs efficiently differentiate into Th* cells within the
6-hydroxidopamine (6-OHDA)-lesioned SNpc. Therefore,
brain damage not only generates conditions that allow
neurogenesis of transplanted EBCs but also favor those that
promote acquisition of DA characteristics.

Materials and Methods
Generation of the R1B5/NesE-Lmx1a cell line

RIBS cells (a gift from Andras Nagy) were propagated on
mitomycin c-treated mouse embryonic fibroblast cells (feeder

cells) in ESC media (also called M15) composed of Dul-
becco’s modified Eagle's medium (DMEM: Gibco, Grand
Island, NY) supplemented with 15% heat-inactivated fetal
bovine serum, GPS (I x Glutamax; Gibco; 0.3 mg/mL of
penicillin and 0.5mg/mL of streptomycin; Sigma, St
Louis, MO), 1 xMEM nonessential amino acids (from a
100 x stock: Gibco), 1mM sodium pyruvate (Gibco),
0.55 mM 2-mercaptoethanol (Sigma), and 1,000 U/mL of
leukemia inhibitor factor (LIF: Chemicon, Temecula, CA).
Before differentiation, cells were cultured in the 2i media
containing the selective Gsk3f and Mek1/2 inhibitors,
CHIR99021 (3uM) and PDO325901 (1 uM), respectively
(Stemgent, Beltsville, MD). To generate RIB5/NesE-
Lmxla ESC line, R1BS cells were electroporated with the
pNesE-Lmxla vector (gift from Elisabet Andersson), and
24h after reseeding them, cultured in the presence of
400 pg/mL G418 (Sigma) for clone selection. Individual
clones were picked and expanded for 14 days, as described
for R1BS cells,

In vitro differentiation of ESCs

Unbiased neural differentiation was carried out using the
one-step short-term protocol based on cells grown as a
monolayer [9]. Cells were plated on gelatin-coated dishes
and incubated in M15 medium for 12-15 h. Thereafter, cells
were washed once with phosphate-buffered saline (PBS) and
grown in N2B27 medium, composed of 50% DMEM/nu-
trient mixture F12 (F12), 50% neurobasal medium, and
supplemented with 1xN2 and 1xB27 (from a 100xand
50x stocks, respectively: Gibco), RNA from putative NPCs
derived from cach clone was extracted to determine the
Lmxla transgene expression levels. For specific DA differ-
entiation, we used the progressive S-stage protocol [7]. In
brief, ESCs were expanded on a feeder cell monolayer in
MI5 medium for 3 days. Then, trypsin-dissociated cells
were seeded on gelatinized dishes in feeder-free conditions
and cultured in MI15 medium supplemented with LIF for
3 days (Stage 1: feeder-free ESC growth). After clearing
ESCs from feeder cells, the cells were seeded on non-
adherent bactenial culture dishes and cultured for 4 days in
MIS media, without LIF or 2i, to form embryoid bodies
(EBs; Stage 2). For the selection of NPCs (Stage 3), EBs
were seeded on adherent conditions using gelatin-coated
culture dishes in M15 medium for 24 h, then, 7 days in the
selection medium composed of DMEM/F12 without HEPES
(Gibco) plus 1 xinsulin/transferrin/selenium/sodium pyru-
vate supplement (100xITS-A stock; Gibeo), | mg/mL fi-
bronectin (Gibco) and GPS. For expansion of NPCs (Stage
4), rypsin-dissociated NPCs were seeded on 24-well culture
dishes, previously treated with poly-p-lysine (10 pg/mlL.;
Sigma) and fibronectin (1 pg/mL; Gibco), in the expansion
medium composed of DMEM/FI2 without HEPES supple-
mented with 10ng/mL Fgf2, 100 ng/mL Fgf8; and 500 ng/
mL Sonic Hedgehog (all growth factors from Peprotech,
Rocky Hill, NJ) for 7 days. To promote terminal differen-
tiation (Stage 5), cells were cultured in differentiation me-
dium composed of the expansion medium without growth
factors for 6 days, Immunolabeling and real time polymer-
ase chain reaction (PCR) were performed at fourth and fifth
stage to detect expression of specific genes of neural or
ncuronal cells and the transgene expression.
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Animal and cell transpiantation procedures

Animals were housed under a 12-h lighv/dark cycle with
ad libitum access to food and water. All procedures were
approved by the biocthical committees of the Instituto de
Biotecnologia and of the Instituto de Fisiologia Celular
(MGCO08), Embryos used were from CD1 mice at 10.5 days
postcoitum (E10.5; 0.5 was the day of mating plug detec-
tion); pregnant mice were killed by cervical dislocation.
E10.5 midbrain explant cultures and the transplant-into-
explant procedure were performed as previously described
[11]. The brains of adult male Wistar rats (250 g) were used
as the host for EBCs. For transplantation, animals were
anesthetized with a mix of xylazine (8 mg/kg: PiSA, Gua-
dalajara, México) and ketamine (10 mg/kg: PiSA) and those
with transplanted cells were killed by an overdose of pen-
tobarbital (PiSA) at 6 or 15 dpt. Cell transplantations to
adult rat brains were performed by stereotaxic surgery: co-
ordinates for SNpc were obtained from Paxinos and Watson
(4.7, =1.6, and 8.1 mm: posterior, lateral, and ventral 10
bregma, respectively) [16]. One to two microliters of EB-
derived cell suspension (~ 150,000 cells) was injected us-
ing a 5pul. Hamilton syringe. Animals were lesioned with
6-OHDA as previously described [17). In brief, animals
were anesthetized under ketamine—xylazine (as described
previously) and 40 ug 6-OHDA (Sigma) in 0.5 pL. of saline
solution were injected at a rate of 0.1 pL. per minute into the
left SNpc (coordinates were the same as for cell transplan-
tations). Cell suspensions were obtained from three inde-
pendent cultures and each transplanted to brains of groups of
three rats.

Tissue processing and immunolabeling

Midbrain explants, after 4 or 7 days in culture, were fixed
with 4% paraformaldehyde (PFA; Sigma) for 2h at 4°C,
After dehydration with 30% sucrose (J.T.Baker/Avantor
Performance Materials S.A. de C.V., Xalostoc, México) for
24h at 4°C, 10pm coronal sections were obtained from
tissues using a cryostat ( Microm HMS50; Thermo Scien-
tific, Waltham, MA). For cultured cells, they were fixed with
cooled 4% PFA for 20min and then stored in antifreeze
solution, To analyze cells implanted in the adult rat brain, an
intracardiac perfusion was performed on the killed animals,
first with saline solution (PBS), followed by 4% cooled
PFA. Before slicing in frozen conditions, tissues were se-
quentially dehydrated in 10%, 20%. and 30% sucrose (24h
each). Forty-micrometer slices were obtained from brains
and collected in antifreeze solution. After fixation, tissue or
cells were subjected to immunolabeling using the protocols
described in Maya-Espinosa et al. [15] and Baizabal and
Covarrubias [11]. The antibodies used are given in Sup-
plementary Table S1. Processed tissues were analyzed with
an cpifluorescence or confocal microscope as detailed
hereunder.

RNA extraction and quantitative PCR

Total RNA extraction with TRIzol (Invitrogen, Waltham,
MA) and complementary DNA (¢DNA) synthesis with
AMV Reverse Transcriptase (RT; Invitrogen) were carried
out following the manufacturer’s instructions, Messenger
RNA (mRNA) levels were determined by real-time quanti-
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tative PCR (qPCR) performed on ¢DNA produced from
total RNA of each sample. The gPCR was camied out using
standard protocols with KAPA SYBR™ FAST kit (KAPA
Biosystems, Wilmington, MA) and Rotor Gene Q thermo-
cycler (Qiagen. Hilden, Germany). To determine relative
gene expression levels, a comparative Ct (ACt) method was
used and the amount of a specific mRNA was normalized
based on the estimated amount of Rplp0 or Cyclophilin
(Cyc) mRNAs. Pnimer sequences (forward and reverse) are
given in Supplementary Table S2.

Image acquisition and cell counting

For cell quantification in culture, images were captured in
a Zeiss AxioVision microscope using AxioVison LE soft-
ware or direct counting from the microscope eyepicces. We
counted at 40 x or 60 x magnifications in two different ficlds
for each culture. For transplanted cells, images were cap-
tured in an Olympus FVI1000 multiphoton laser scanning
microscope. At least two fields of two slices were analyzed
for each transplanted brain (three for each of the three EBC
suspensions prepared). Quantifications of double-stained cells
were carried out on continuous Z-optical slices. When re-
quired, data were statistically analyzed by the Student’s r-test.

Results

Generation of traceable neural derivatives from
ESCs with increased DA differentiation potential

EBCs derived from the RIBS ESC line, constitutively
expressing an EGFP transgene, show neural differentiation
capacity when transplanted 1o an adult neurogenic niche, a
lesioned striatum or the SNpc; however, in contrast with the
specific differentiation observed within the embryonic DA
niche [11], their fate was rarely Th® neurons [15]. On the
contrary, it has been shown that the forced Lnxvla expres-
sion driven by the chimeric Nestin-enhancer TK-basal pro-
moter (NesE) increases the midbrain DA differentiation
capacity of ESCs, as revealed when they are subjected 1o
different DA differentiation protocols [18-20],

To test the capacity of ESCs to carry out DA differenti-
aton in an in vivo context, the NesE-Lmx/a transgene was
introduced to RIBS ESCs. Transfected clones were initially
selected by the ability to activate the NesE-Lmy/a transgene
in NPCs (ie, expressing Nestin) derived from an unbiased
short-term monolayer neural differentistion protocol [9)
(Supplementary Fig. S1). From the three ESC clones
showing a relatively high NesE-Lmxla transgene expression
after 4 days in the neural differentiation medium, two were
selected for further analysis (RIBS/NesE-Lmx1a/C3 and
RI1BS/NesE-Lmx1a2/C5) (Supplementary Fig. SIC). Be-
tween these two clones, RIBS/NesE-Lmx12/C3 (referred
herein as the RIBS/NesE-Lmxla) not only had higher
Lmxla expression levels but also showed more consistent
DA differentiation in culture (see hereunder) and was used
for all transplantation experiments.

Overexpression of Lmx1a leads to DA
differentiation in a non-DA embryonic domain

The capacity of Lmxla to increase DA differentiation
in vitro was previously determined and found that Shh and
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Fgf¥ are still required to kead specific differentiation. To
corroborate the increased DA differentiation potential of the
selected clones, the five-stage protocol was performed with
the RIB5/NesE-Lmxla line and the DA neuronal differen-
tiation efficiency compared with that obtained with the pa-
rental R1BS line (Fig. 1A). For this, we took advantage of
the constitutive presence of GFP to make more evident the
changes in cell distribution during the differentiation of live
cultures, We did not observe any difference between the two
lines in the progress of culture across the differentiation
process (Fig. 1B), suggesting that the exogenous Lmxla or
any event duning clone selection did not generally affected
neural differentiation,

In contrast, a specific effect of exogenous NesE-Lmxla
transgene was expected because NPCs derived and ex-
panded from RIBS/NesE-Lmxla cells showed not only
more clusters with Lmxla but also a greater percentage of
Lmx1a*/Nes® cells in comparison with that determined for
NPCs from RIBS cells (94.5% vs. 7.8%, n=3) (Fig. 1C, D).
Accordingly, higher levels of total Lmxla mRNA were
detected in samples from RIBS/NesE-Lmxla cells in
comparison with samples at the same stage from R1BS cells
(Fig. 1D).

The DA promoting effect of the exogenous Lmxla on
NPCs was evaluated at the differentiation stage by esti-
mating the number of clusters with Th™ cells and the pro-
portion of Th' cells within ecach cluster. We found a
markedly higher number of cell clusters with Th™ cells in
cultures derived from RIBS/NesE-Lmxla cells compared
with cultures derived from RIBS cells (94.4%, n=3 vs.
38%, n=2) (Fig. 1E, F), which correlated very well with the
increased number of clusters with Lmx1a at the fourth stage.
In addition, the proportion of Th* cells in each cluster was
also greater for cultures derived from RIB5/NesE-Lmxla
cells than those derived from R1BS cells (61%, n=3 vs, 4%,
n=2) (Fig. 1F). In agreement with these determinations,
differentiated RIB5/NesE-Lmxla cells showed higher lev-
els of Th expression than differentiated R1BS cells (Fig. 1F).
Therefore, Lmxla in RIB5/NesE-Lmx|la cells can promote
DA differentiation at early (estimated by the number of
developed Th' clusters) and late (estimated by the number
of Th" neurons within each cluster) stages of differentiation,

The DA promoting function of the NesE-Lmyla transgene
was also tested in an in vivo embryonic context. DA neu-
rogenesis in the midbrain occurs from the gestational stage
E9.0 to the stage E14.0 [21]. We previously determined that
EBCs could be specifically instructed to differentiate into
mesencephalic DA neurons by the milieu of the ventral
midbrain of E10.5 embryos, passing through a gradual dif-
ferentiation from NPCs Nes® and Lmx1a® up to becoming
neuronal postmitotic Th cells [11]. When donor cells im-
planted into sites far from the ventral midline, they differ-
entiated in accordance with the implantation site,

EBCs derived from the R1BS or R1BS/NesE-Lmx1a lines
were transplanted to the ventricular surface of E10.5 mid-
brains and cells analyzed at 4 and 7 days postimplantation
(dpi) (Fig. 2). Atddpi, as with RIBS EBCs, implanted cells
within the ventral region (the DA domain) acquired Nes and
Lmxla markers in most implantation cases (five of six
cases) but no Th' cells were detected (zero of six cases)
(Fig. 2B, C). In contrast, at this same stage of explant cul-
ture, implanted R1BS EBCs within the dorsal region (non-

DA domain) did not develop into Lmxla® cells, whercas
implanted R1B5/NesE-Lmxla EBCs within this same re-
gion derive into Lmxla® cells in some implantation cases
(two of four cases) (Fig. 2B, C).

At day 7, RIBS/Nes-Lmx 1a EBCs implanted in either the
ventral or dorsal region gave rise to cells coexpressing
Lmxlaand Th (6 of 11 cases in the ventral region and 3 of 8
cases in the dorsal region) (Fig. 2B, C), whereas coexpres-
sion of these markers was only detected for cells derived
from R1B5 EBCs when implanted in the DA domain (3 of 4
cases) (Fig. 2B, C), as previously reported. Because the
endogenous LmxJa was only activated when EBCs im-
planted around the midline, these observations agree with
the promotion of DA differentiation by the activation of the
NesE-Lmxla transgene upon reaching the NPC differentia-
tion stage. The fact that many NPCs ectopically expressing
Lmxla in dorsal regions did not become Th* neurons, in-
dicates that additional factors present in the ventral region
are required to complete DA differentiation (Fig. 2), as re-
cently reported [22].

Lmx1a overexpression is required for EBCs
DA differentiation in the intact SNpc

Although it remains controversial whether the SNpe
carries out active neurogenesis for a continuous tumover of
DA neurons, we recently propose that, at least, the SNpe
holds a silent neurogenic niche that can be detected by
EBCs such that they denive into a large number of neurons
in this region [15]. Accordingly, RIB5/NesE-Lmxla EBCs
survived in the SNpc and differentiated into a similar pro-
portion of necural cells as transplanted R1B5S EBCs (no
significant difference determined). Specifically, transplan-
ted RIB5/NesE-Lmxla EBCs derived into Nes® or Dex'
(markers for neural stem cells or neuroblasts, respectively)
cells at 6 dpt (Fig. 3). Therefore, exogenous Lmy/a does not
alter the neurogenic capacity of EBCs in the adult brain.

Strikingly, at 6 dpt many cells expressing Th were de-
rived from transplanted R1B5/NesE-Lmxla EBCs (GFP'),
whereas none was found when RIBS EBCs were trans-
planted (Fig. 3) as previously reported [15). In agreement
with the expected effect of Lmxla in promoting mesence-
phalic DA neuronal differentiation, several nuclei (at least
16% of total GFP” cells) were detected with Pitx3, a tran-
scription factor emerging specifically in the midbrain at an
carly stage of DA differentiation (Fig. 3E). However, at 15
dpt, the number of GFP*/Th" detected was markedly re-
duced although the number of Dex™ cells was as for RIBS
EBCs (n=2) (Fig. 3D) [15]. These observations suggest that
Lmxla can lead EBCs to gain higher DA potential in vivo
without the need of exogenous Shh and/or Fgf8, but addi-
tional factors seem to be required to complete differentiation
and/or increase long-term survival of these putative DA
neurons (see Discussion section).

The lesioned SNpc favors DA differentiation
of EBCs

In the past, it has been demonstrated that the damaged
brain can support neurogenic processes of both endogenous
and/or exogenous NPCs or from undifferentiated PSCs
[23-25). To evaluate whether the SNpc can turn into a
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FIG. 1. In vitro DA differentiation of ESCs containing the NesE-Lmx/a transgene, (A) Scheme of DA neuronal daffer-
entiation through the five-stage protocol. R1BS and R1BS/NesE-Lmx 1a ESC were differentiated under the same conditions.
(B) Bright ficld and fluorescence (GFP) imaging across cach differentiation stage. Low magnification images did not reveal
major differences in culture development at any differentiation stage when both cell lines were compared. (C) Detection of
putative DA NPCs (Nes'/Lmx1a®). Lmxla and Nes were detected by specific immunolabeling at the fourth differentiation
stage; dashed squares indicate Nes'/Lmxla® cell clusters, (D) Detection of putative DA neurons (Th®), Cells im-
munopositive for Th were found within clusters at the fifth differentiation stage: dashed circles delimit distinet cell clusters
containing (green) or not containing (red) Th' cells. (E) Quantification of the number of putative DA NPCs. Because of the
presence of the Lmx/a transgene, abundant Nes'/Lmx1a® cells were detected at the fourth differentiation stage of R1BS/
NesE-Lmx la differentiation (b, gray dots), in contrast with the few found in differentiated R1IBS cells at this same stage
(a, black dots): determination of Lmx/a expression levels by RT-gPCR confirmed this observation. (F) Quantification of the
number of putative DA neurons. At the fifth differentiation stage, more clusters containing Th* cells and more Th* cells in
each cluster derived from cells of the RIBS/NesE-Lmxla cell line (b, gray dots) than from those of the RIBS cell line
(a, black dots)y, hgher Th expression levels determined by RT-gPCR confirmed the increased DA differentiation efficiency
of RIBS/NesE-Lmx1a cells. Scale bars: 500 um. DA, dopaminergic; ESCs, embryonic stem cells; NPCs, neural precursors
cells: RT-gPCR, reverse transcriptase quantitative PCR. Color images are available online.
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FIG. 2. Evaluation of Lmx/a transgene function in the developing midbrain context. (A) Schematic representation of the
midbrain explant culture and implantation of EBCs into the ventral or dorsal area (DA or non-DA niche, respectively). (B) Detection
of EBC-denved DA NPCs or neurons in midbrain explants. Nes, Lmx1a and Th were detected by immunolabeling ot 4 or 7 days
after implanting (dpi) R1B5 or R1BS/NesE-Lmx 1a EBCs (GFP") into the ventral (4 and 7 dpi, upper panels) or dorsal (4 and 7 dpi,
lower panels) midbrain regions, Magnification of zones are delimited by dashed squares, white arrowheads indicate implanted cells
(GFP") coexpressing Lmx/a and Th, whereas some of these selected for orthogonal analysis are indicated with blue arrowheads. (C)
DA differentation efficiency of EBCs in the ventral or dorsal midbrain. Number of implantation cases in which implanted cells were
positive for Nes, Lmxla or Th markers at 4 or 7 dpi in ventral or dorsal areas were determined. Note that, whereas EBCs derived
from both cell lines behaved similarly once integrated into the ventral region or near to it, only those derived from the RIBS/NesE-
Lmxla cell line gave nise to Nes” andfor Lmx1a® (at 4 dpi) and Lmx1a™ andfor Th™ (at 7 dpi) cells when implanted in the dorsal
region. Scale bars: 200 pum. dpi, days postimplantation; EBC, embryoid body cell. Color images are available online.

stronger neurogenic niche after lesioned with 6:OHDA, the
fate of EBCs from RIBS and RIB5/NesE-Lmxla lines was
determined when transplanted to the lesioned SNpe
(Fig. 4). At 6 dpt, a proportion of EBCs implanted at the
lesioned area had a neuronal morphology and, unexpect

edly, many of those cells were Th' (32060) (Fig. 4 and
Supplementary Fig. S2) disregarding whether they derived
or not from cells comaining the NesE-Lmxla transgene
(Fig. 4B-D). A significant proportion of these Th™ cells
coexpressed Dex (>90%) (Fig. 5)
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FIG. 3. Effect of Limx/a overexpression on DA differentiation of EBCs in the intact rat SNpe. (A) Schematic representation of
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DA differentiation in the SNpc at 6 and 15 dpt. GFP” cells presenting the given marker were manually counted; each posnt in
graph represents the average differentiation efficiency of EBCs denved from an independent culture and transplanted to the bramn
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FIG. 5. Differentiation of transplanted EBCs into DA neuroblasts, The Dex neuroblast marker was immunodetected in Th'

cells denved from transplanted R1B5 or R1BS/NesE-

.mxla EBCs in the intact (A) or lesioned (B) SNpe. Dashed sguares in

upper panels delimit the magnified area shown in lower panels. White arrowheads indicate transplanted cells coexpressing Th
and Dex, whereas yellow arrowheads indicate those cells analyzed in orthogonal views. The asterisk indicates a group of Th'/

Dex™ cells that might represent chromafin-like cells. Scale bars: 100 um. (C) Higher magnifications of transplanted Th™/Dex”
cells (indicated by white arrowheads). (D) Quantification of EBC-derived DA neuroblasts in the intact and lesioned SNpe
GFP' cells positive for Th were manually counted: each poins in graph represents the average differentiation efficiency of
EBCs derived from an independent culture and transplanted to the brain of three rats. Note that most Th™ cells denved from
both lines were neuroblasts as indicated by the presence of Dex. Color images are available online

releasing dopamine without requinng the extension of long
axons. In contrast, an approach based on transplantation to the
SNpe requires cells for transplantation that not only produce
dopamine but also are able to direct axons to the specific target

EBCs, but DA neurons are not within the EBC-denived
neurons [15]. Here we looked to find whether the inability
of EBCs to derive DA neurons in the SNpc is limited by
the capacity of transplanted cells or by the SNpc host

neurons in the striatum environment that prevents specific differentiation or neu-
We previously demonstrated that the intact adult SNpe  ronal survival, For this purpose, we developed a traceable
can suppoet efficient neuronal differentiation of non-neuralized ESC line prompted to differentiate into DA neurons and
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and Dex, whereas yellow arrowheads indicate those cells analyzed in orthogonal views. The asterisk indicates a group of Th'/

Dex™ cells that might represent chromafin-like cells. Scale bars: 100 um. (C) Higher magnifications of transplanted Th™/Dex”
cells (indicated by white arrowheads). (D) Quantification of EBC-derived DA neuroblasts in the intact and lesioned SNpe
GFP' cells positive for Th were manually counted: each poins in graph represents the average differentiation efficiency of
EBCs derived from an independent culture and transplanted to the brain of three rats. Note that most Th™ cells denved from
both lines were neuroblasts as indicated by the presence of Dex. Color images are available online

releasing dopamine without requinng the extension of long
axons. In contrast, an approach based on transplantation to the
SNpe requires cells for transplantation that not only produce
dopamine but also are able to direct axons to the specific target

EBCs, but DA neurons are not within the EBC-denived
neurons [15]. Here we looked to find whether the inability
of EBCs to derive DA neurons in the SNpc is limited by
the capacity of transplanted cells or by the SNpc host

neurons in the striatum environment that prevents specific differentiation or neu-
We previously demonstrated that the intact adult SNpe  ronal survival, For this purpose, we developed a traceable
can suppoet efficient neuronal differentiation of non-neuralized ESC line prompted to differentiate into DA neurons and
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FIG. 4. Effect of lessoned SNpe on
EBC DA differentiation, (A) Sche-
matic representation of EBC trans-
plantation to the lesioned adult SNpe
Representative images revealing the
lack of Th (red) in coronal sec-
1 tions containing the SNpc-innervating

striatum (upper image) or the SNpc

(lower image) 2 weeks after unilater-

ally inducing DA neuron depletion are
shown; EBCs were transplanted at this
stage. Scale bar: 200um. (B, C) De-
tection of putative DA EBC-denived
cells in the lesioned SNpe. Th was
immunodetected at 6 dpt in cells
from R1IBS (B) and from RIBS5/NesE-
Lmxla (C) after EBCs were trans-
planted to lesioned animals. Dashed
squares delimit the magnified arca
shown in the lower panels; white ar-
rowheads indicate Th™ cells derived
from transplanted EBCs, whereas
yvellow arrowheads indicate those cells
analyzed in orthogonal views. Scale
bars: SOpm. (D) Quantification of
EBC DA differentiation in the le-
sioned SNpe. GFP' cells presenting
I'h were manually counted; each point
in graph represents the avel if
ferentiation efficiency of EBCs de

In contrast with the outcome of transplanted EBCs in the
intact SNpc (at least 30 days survival) [15], the lesioned
condition did not allow long-term survival of the in vivo-
derived EBCs progeny, possibly because of the cavitation
of the host tissue resulting from the 6-OHDA-induced
neurodegeneration (Fig. 4E). These results suggest that
the lesioned SNpe retains a neurogenic environment but,
in addition, gains inductive properties that direct differ
entiation toward a DA phenotype.

nved from an independent culture and
transplanted to the brain of three ras:
n.s., no significamt difference found
Note that, in contrast with the results
in the intact SNpe, RIBS and RIBS/
NesE-Lmxla EBCs differentiated into
Th* cells in the lesioned region. (E)
X-Y reconstruction of the lesioned
SNpc at 15 dpt. Image is composed of
3 (x axis) x4 (y axis) images. Arrow-
heads indicate the cavitated zone.
Scale bar: 200pum. It was apparent
that cavitation continued growing af-
ter transplantation and no EBCs was
found at 15 dpt. Color images are
available online

Discussion

The common cell transplantation approach to test the
dopamine releasing capacity of grafted cells in a PD animal
model is to place them within the target stristal region [26).
For successful therapeutic effectiveness, this strateg
need cells for ransplantation with the capacity for nigrostriatal
circuit integration; in this case, rather, grafted cells stumulate
the host stnatum and rescue from dopamine deficiency by

y does not
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FIG. 5. Differentiation of transplanted EBCs into DA neuroblasts, The Dex neuroblast marker was immunodetected in Th'

cells denved from transplanted R1B5 or R1BS/NesE-

.mxla EBCs in the intact (A) or lesioned (B) SNpe. Dashed sguares in

upper panels delimit the magnified area shown in lower panels. White arrowheads indicate transplanted cells coexpressing Th
and Dex, whereas yellow arrowheads indicate those cells analyzed in orthogonal views. The asterisk indicates a group of Th'/

Dex™ cells that might represent chromafin-like cells. Scale bars: 100 um. (C) Higher magnifications of transplanted Th™/Dex”
cells (indicated by white arrowheads). (D) Quantification of EBC-derived DA neuroblasts in the intact and lesioned SNpe
GFP' cells positive for Th were manually counted: each poins in graph represents the average differentiation efficiency of
EBCs derived from an independent culture and transplanted to the brain of three rats. Note that most Th™ cells denved from
both lines were neuroblasts as indicated by the presence of Dex. Color images are available online

releasing dopamine without requinng the extension of long
axons. In contrast, an approach based on transplantation to the
SNpe requires cells for transplantation that not only produce
dopamine but also are able to direct axons to the specific target

EBCs, but DA neurons are not within the EBC-denived
neurons [15]. Here we looked to find whether the inability
of EBCs to derive DA neurons in the SNpc is limited by
the capacity of transplanted cells or by the SNpc host

neurons in the striatum environment that prevents specific differentiation or neu-
We previously demonstrated that the intact adult SNpe  ronal survival, For this purpose, we developed a traceable
can suppoet efficient neuronal differentiation of non-neuralized ESC line prompted to differentiate into DA neurons and
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evaluate its capacity to derive DA neurons in the intact and
6-OHDA-lesioned SNpe.

We confirmed that the imroduction of pNesE-Lmxla
transgene into ESCs increases the production of DA neurons
following the five-stage differentiation protocol in the
presence of Shh and Fgf8 [19]. The analysis of these data
allows 1o propose that Lmxla increases DA differentiation
by acting at two different steps of differentiation. Specifi-
cally, the higher number of groups containing Th* cells can
be considered an indication of Lmxla contribution to the
initial specification of DA NPCs, whereas a larger number
of Th* cells within a group might imply that, after the initial
specification, Lmx1a also contributes to DA differentiation.
In the context of the intact adult SNpc, Th® neuroblasts
emerged only in the presence of exogenous Lmx la and were
detected since 6 dpt, but none remained by 15 dpt. Con-
sidering the above DA differentiation capacity of EBCs in
vitro, this might indicate that the initial Lmxla-induced
specification is occurming in vivo but differentiation could
not continue and neuroblasts lose DA identity or died,

Undifferentiasted EBCs own the capacity to differentiate
into neurons within certain regions of the adult brain. This
neuronal differentiation capacity, rather than being a pre-
ferred default fate, is likely because of the presence of a

NPCs at different stages of differentiation were selected and
transplanted to the nonlesioned SNpe or lesioned striatum,
DA neurons derived mainly from Neurog2® NPCs which, in
the ventral mesencephalon, represent neuroblasts committed
to become DA neurons [22,27].

Committed DA NPCs derived from human ESC in vitro
might also be the source of projecting DA neurons emerging
in the lesioned SNpe after transplantation [ 14). Therefore,
the inefficient differentiation and/or survival of DA neu-
roblasts in our study may be because of the inability of
EBC-derived NPCs to reach the committed stage. In the
lesioned SNpc this could not be determined because of
the few cells surviving after 6 dpt, probably because of
the adverse conditions within the damaged area. It will be
interesting, however, to determine whether the addition of
factors, such as Shh and Fgf8, needed for the progression
of DA differentiation and absent in the unlesioned or le-
stoned SNpc can increase the differentiation efficiency of
EBC into DA neurons after transplantation.

To increase the grafting efficiency, allotransplants
and xenotransplants are commonly performed with im-
munosuppressed host animals. Here mouse EBCs were
transplanted to the brain of immunocompetent rats, and
the use of immunosuppressors such as cyclosporine and
tacroli was avoided. This latter condition was taken

permissive or an inductive NEUrogenic envirn [15).
Accordingly, differentiation into neurons was poor in the
striatum, although other neural cells (ie, astrocytes) were
still among the major cell types derived. In particular, effi-
cient neuronal differentiation of EBCs occurred in the adult
SNpc. but DA neurons were not detected. Because EBCs are
responsive to DA specification signals, these data are in
agreement with the expected absence of specification signals
in the intact adult SNpc, a deficit that was at least partially
overcome by EBCs expressing an exogenous Lmxla (ie,
those derived from the RIBS/NesE-Lmxla ESC line).

Brain damage creates a local condition that can critically
determine the incorporation of new neurons into specific
neuronal circuits. When NPCs are ransplanted, not only it is
necessary that they survive within the damaged area but also
that the environment is proper for specific neurogenesis.
Neurogenesis or a neurogenic environment sometimes arises
upon damage [22-24). In the 6-OHDA-lesioned SNpc,
EBCs can still detect the preexisting neurogenic environ-
ment, but in contrast with the observations in the intact
SNpc. exogenous Lmxla for DA specification appeared
superfluous and DA neuroblasts were also derived from
wild-type EBCs. These data suggest that the lesion by 6-
OHDA did not affect the neurogenic capacity of the SNpe
and, rather generates a condition that favors DA differenti-
ation. The possible specification molecules involved remain
to be identified.

In contrast with the results presented here, significant
survival and/or integration of DA in the less i
SNpc has been previously achieved with differentiating DA
NPCs. For example, NPCs from mouse EI12.5 developing
mesencephalons planted 1o the lesioned SNpe produce
a large number of DA neurons, in some cases showing the
ability to project to the striatum [12,13]. However, it is
relevant to mention that the NPCs transplanted in these
cases include many NPCs already committed to differentiate
into DA neurons, such that specific differentiation factors
are no longer required. Accordingly, in a study in which

because we noted that EBC growth and neurogenesis is
reduced in the presence of these immunosuppressors
(unpublished data), an effect that appears to be related to their
antiangiogenic activity [28,29]. Although active immune re-
sponse could affect grafting. this did not appear to be evident
up to 15 dpt in the intact SNpe [15). At 15 dpt, although DA
neuroblasts were not detected. many neuroblasts derived from
transplanted EBCs remained (Fig. 3D). Therefore, it is un-
likely that a specific immune rejection is the cause of lack of
EBC-derived DA neurons and, rather factors required for the
establishmert of committed DA NPC are missing in the
SNpe, as mentioned previously.

Transplamtation of undifferentiasted NPCs for cell re-
placement therapies may favor their integration into specific
neuronal circuits. Although the SNpc holds a strong neu-
rogenic environment that, as shown here, was retained after
6-OHDA lesion, this was not sufficient to direct DA neu-
ronal differentiation. Lmxla and the 6-OHDA lesion con-
tributed to0 promote the carly DA specification stage of
EBCs, but according to the observations presented, addi-
tional factors were required to reach terminal differentiation.
Optimization of in vivo DA neuronal differentiation from
non-neuralized EBCs wall require the addition of intrinsic
factors (cg, Foxa2) and/or extrinsik factors (¢g. Shh and
Fgf8), a protocol that needs to ponder also the tumorigenic
potential of remaining undifferentiated EBCs,
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keyrwonds: The ventral phalic neural p cells (vmNPCs) that give rise to dopaminergic (DA) neuroas have

Mesencrplulic neural precursoe cells been identified by the expression of distinct genes (eg., Lmxla, Foxa2, Msxl/2). However, the commitment of

Commitment these NPCs to the mesencephalic DA neuronal fate has not been functionally d imed. Evaluation of the

Dopeminergic dieventistion plasticity of vimNPCs suggests that their commitment occurs after E10.5. Here we show that E9.5 vmNPCs

m implanted in an ectogéc area of E10.5 ha li d their specification marker Lax1a and
tﬁdendvdm'nnnudlnlombmdldnm«pnu!hrpm i ine hydroxylase (Th), the
lllnmn; y for doy A peropoction of E10.5-E115 hwhmzd vmNPCs behaved as

d, deriving into Th* in ectopic sites. lnmunngb implanted cells from E12.5 embryos were

unable to give rise to a significant ber of Th* itantly, differentiation assays in culture and
in mesencephalic explants treated with Fgf2+LIF dmacd vaNPCs with astrogenic potential since E11.5,
Despite this, a full suspension of E12.5 vimNPCs give rise to DA in a similar prop as those of
E10.5 when they were transplanted into adult brain, but astrocytes were only detected with the formser
population. These data suggest that the subventricular p P in E12.5 vemtral
nm«nhdonanun‘bhhlmphmhmbownuphnh-danlhmmdmmhlh
transplanted adult brain. Based on our findings we propose that during DA differentiation committed vinNPCs
emenge st E10.5 and they exhaust their neurogenic capacity with the rise of NPCs with astrogenic potential.

1. Introduction The specification of developing cells establishes the stage at which

The mammalian central pervous system (CNS) develops from
neural precursor cells (NPCs) that respond to spatial and temporal
cues in order to differentiate into specific neuron types. Astrocytes and
oligodendrocytes also derive from these NPCs but they might signifi-
cantly change their differentiation potential to commit into these fates
(Hirabayashi and Gotoh, 2010; Rowitch and Kriegstein, 2010). During
differentiation, NPCs go through distinct phases of commitment such
that their | l multip iality (ie., the ability to
differentiate into different neuron types) detected in early developing
CNS is lost at later stages. Despite the significant relevance of knowing
the differentiation potential of developing NPCs, the actual plasticity of
these cells has been scarcely studied.

-G & 10¢ Dy of Deved 1 Genetics and Malecular Physiod

cells have a defined fate but, yet, is dependent on their allocation in the
embryo; this means that cell fate can be modified by changing the
adjacent cells or growth factors (e.g., by transplantation). On the other
hand, determination defines the stage at which cells differentiate
according with their natural fate without the influence of the surround-
ing emvironment. Although NPC specification and commitment can be
estimated by a code of gene expression (Bang and Goulding, 1996), a
definitive evaluation can come only from a functional assay.
Theoretically, a specified cdl would its diffe in the

b of external fa however, experimentally, this evaluation s
limited by the survival of tissues or cells in the absence of growth
factors. Therefore, fate switch evaluation of presumably specified cells
(e, expressing a set of specification markers) after ectopic transplan-
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tation is a preferred assay for NPC commitment.

The plasticity of NPCs has been estimated within transplanted
tissue fragments, a strategy particularly amenable for easily accessible
embryos (Alvarado-Mallart et al, 1990; Grapin-Botton et al., 1997;
Ttasaki et al,, 1996). Relevant to mention is that NPCs in this condition
are still exposed to components of their niche and this may prevent
revealing their actual differentiation potential. In mice, determination
of plasticity of dissociated NPCs from different regions and develop-
mental stages has been evaluated in few instances after reintroduction
into the embryonic nervous system by ventricular or ultrasound-guided
parenchymal injection (Campbell et al,, 1995; Fishell, 1995; Olsson
etal, 1998, 1997). These studies show low site-specific integration and
few integrated NPCs. With the aim of increasing site-specific graft
efficiency of NPCs, we developed the transplant-to-explant protocol.
Using this experimental system, we were able to determine the
differentiation potential of fresh and cultured NPC populati
(Baizabal et al., 2012, 2010; Baizabal and Covarrubias, 2009),

The time at which ventral mesencephalic NPCs (vmNPCs) become
committed to differentiate into midbrain dopaminergic (mDA) neurons
has not been determined. Previous studies have shown that midbrain
tissue of HH stage 10 chicken embryos ( d developmental stage
E9 in mouse) implanted in forebrain regions maintained their regional
fate (i.e., Enl expression) (Alvarado-Mallart et al., 1990; Gardner and
Barald, 1991). However, dissociated mesencephalic cells of E10.5
mouse embryos re-specify in the ventral telencephalon, while those
of E13.5 embryos retain their original identity (Campbell et al., 1995;
Olsson et al, 1997). In contrast, E12.5 vmNPCs lose their identity after
few cell divisions in culture and poorly differentiate into DA neurons
(Bang et al., 2015; Chung et al., 2006; Meyer et al,, 2012; Yan et al.,
2001).

Currently, the commitment stage of dopaminergic NPCs has been
molecularly estimated by the expression of genes throughout the
differentiation process. For example, Lmxla®Foxa2® cells identify
specified mDA NPCs (Andersson et al, 20064, 2006; Ferri et al,
2007) which appear to become committed once gain Neurog2 expres-
sion, mostly present in postmitotic progenitors (Lacomme et al, 2012;
Thompson et al_, 2006). However, it is not clear whether the emergence
of MsxI/2 expression in dividing ventricular NPCs (Trujillo-Paredes
et al, 2016) marked the commitment for differentiation into DA
neurons. In the present work, we functionally tested the DA differ-
entiation potential of vimNPCs at different developmental stages. In
addition, we examined the gain of astrogenic potential in these cells
during mDA neuronal differentiation. We found that mDA NPC
commitment establishes around E10.5 and markedly decays at E12.5
when NPCs start to display astrogenic potential.

2. Materials and methods
2.1. Animals and tissue preparation

In this study, CD1 and EGFP mouse strains were used. Transgenic
male mice that constitutively express Enhanced Green Fluorescent
Protein (EGFP; gift from Andras Nagy) were crossed with wild type
CD1 females in order to obtain EGFP heterozygous embryos. The day
of detection of vaginal plug was considered as EO5. Pregnant female
mice were sacrificed by cervical dislocation. To analyze dividing cells
and their fate, incorporation of 5-Bromo-2-Deoxyuridine (BrdU,
Sigma) was determined at 2, 12, 24 and 48 h after a single BrdU
intraperitoneal injection (80-250 mg/kg). All the procedures were
approved by the Bioethical Committee of our Institution.

2.2. Collagen explant culture
Mesencephalons were obtained from E9.5 to E1L5 from CDI1

mouse embryos and cultivated in collagen matrix (Bazabal and
Covarrubias, 2009). E10.5 explants were used to assess the role Shh

Developmental Biology 429 (2017) 5670

on implant differentiation. In this case, explants cultures were treated
with the Smoothened agonist SAG (400 nM, Santa Cruz) which was
added at the beginning of the culture and at day 2. For some
experiments explants were treated with Fibroblast Growth Factor 2
(Fgf2; 20 ng/ml., Peprotech), Leukemia Inhibitory Factor (LIF; 80 pl/
mL, Millipore) or both Fgf2 and LIF (Fgf2 during day 1 and both after
day 2) and cultivated for 7 days (E9.5 and E10.5 explants) and during 6
days for E11.5 explants, Explants for cell transplantation were
prepared from E10.5 embryos and cultivated for 7 days.

2.3. Transplant-explant protocol

The ventral region of 10-15 mesencephalons (from the cephalic
flexure to the isthmus) from EGFP embryos was dissected and pooled
together. Cell suspension was obtained by mechanical dissociation in
DMEM-F12 (Gibco) media. For transplantation, a flame-stretched
Pasteur pipette coupled to a hose with a mouthpicce was used to
depasit donor cells over the ventricular surface of collagen-embedded
explants, as previously described in Baizabal and Covarrubias (2009).
For implantation of vmNPCs, the exposed ventricular surface of
mesencephalons was gently aspired using a thin glass capillary and
cells were deposited over the explant

L3

24. Cell aggregation

E9.5 and E12.5 ventral mesencephalons were obtained as described
above (E9.5 embryos were EGFP). Equal number of ventral midbrains
(n = 8) were mixed and cell suspension obtained. Five pL of cell
suspension were mixed with collagen and then allowed to polymerize in
a single well (48-well plates were used) before adding explant media.
After two days of culture cells were fixed inside collagen and immuno-
fluorescence staining were made.

2.5. Transplantation into adult rats

Male Wistar rats of ~ 250 g were used for transplantation proce-
dures as reported in Maya-Espinosa et al. (2015). Animals were
transplanted under ketamine-xylazine anesthesia (10 and 1 mg/kg,
respectively) by intracranial injection of 1-2 L of cell suspension
(approx. 150,000 cells prepared as described below) using a 5mlL
Hamilton syringe. After 6 days, rats were deeply anesthetized with
pentobarbital and perfused intracardially with 250 mL of 0.1 M
phosphate buffered saline (PBS) followed by 250 mL of 4% parafor-
maldehyde (PFA).

2.6. Monolayer culture of mesencephalic NPCs

Cell suspension from ventral midbrains was prepared as described
above. Cells were seeded at a density of 1 x 10° cells in 24-well dishes
pre-coated with poly-D-ornithine (0.0025%; Sigma)/laminin (10 mg/
mL; Invitrogen) in a supplemented serum-free media [DMEM-F12
(Invitrogen), Neurobasal (Invitrogen), N2 (1% v/v), Insulin (10 pg/mL;
Sigma), Glutamine (0.5 mM; Gibco), f-Mercaptoethanol (0.1 mM;
Gibceo)] supplemented with 10 ng/mL Fgf2. Cells were incubated to
allow their attachment during 24 h and then media was changed and
the different factors were added; cells were cultured for 48 h.

2.7. Tissue processing and Immunofluorescence staining

Embryonic brain tissue and midbrain explants sections were fixed
with 4% Paraformaldehyde (PFA, Sigma) for 2 h at 4 °C, washed with
PBS and dehydrated overnight with 30% Sucrose (J.T. Baker)/PBS.
Tissues were frozen and sliced in coronal sections of 10 ym thickness
using a cryostat (Microm HM550, Thermo Scientific). Adult rat brains
were post-fixed in 4% PFA and dehydrated by sequential 24 h incuba-
tions in 10%, 20%, and 30% sucrose/PBS. Afterward, brains were sliced

140



G. Guerrero-Flores ef al.

in 40 pm sections in I pl and collected in antifreeze soluti
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to d after E11.5, the peak of Msx1/2 expression (Trujillo-

(PBS/20% ecthylene glycol/20% glycerol). For immunofluorescence
staining, tissue sections were rinsed three times in PBS/0.3% Triton
X-100 (Bio-Rad), treated with 1X Immuno-DNA retriever with citrate
buffer (Bio SB) at 65°C for 20 min, washed twice with PBS and
incubated in blocking solution (10% donkey serum in PBS/0.3%
Triton) for 1 h at room temperature (RT). Primary antibodies were
diluted in blocking solution and incubated overnight at 4 *C. BrdU
antibody was diluted in a solution with DNAse (10% donkey serum,
DNAse buffer 1x, 10 U DNAse, Roche), incubated 1 h at 37 °C and then
at 4°C overnight. Later, the tissues were washed with PBS and
incubated for 2 h at RT with secondary antibodies diluted in PBS,
Finally, tissue sections were washed in PBS with DAPI (1:5000;
Molecular Probes) to stain cell nuclei. The tissue sections were
mounted in Prolong gold (Molecular Probes). Primary antibodies used
were Anti-BrdU (1:100; mouse; BD Bioscience), Nestin (1:500; mouse;
Millipore), Lmxla (1:2000; rabbit; Millipore) and Th (1:500; rabbit;
Millipore), Neurog2 (1:75; goat; Santa Cruz), Sox2 (1:100, goat; Santa
Cruz), f-111 Tubulin (1:2000; rabbit; Covance), Gfap (1:5000; rabbit;
Dako), Lmx1a (1:1000; rabbit; gift from M. German), Nkx6.1, Nkx2.2
and Pax7 (supernatants 1:2; mouse; Developmental Studies
Hybridoma Bank). Primary antibodies were detected with the following
secondary antibodies: Anti-Mouse-488, <594 and <647 (1:1000; goat,
Molecular Probes), anti-Rabbit-488, -594 and -647 (1:1000; goat,
Molecular Probes) and anti-Goat-488, -594 and -647 (1:1000; donkey,
Molecular Probes). Images were captured on a Zeiss Axio Vision
microscope using AxioVison LE software. Confocal pictures were taken
on an Olympus FLUOVIEW FV1000 confocal laser scanning micro-
scope.

2.8. Cell quantification and statistical analysis

Cell quantification was performed in the anterior and medial
regions of embryonic mesencephalons, An average of positive cells
for each marker between two slices was considered for each embryo
and at Jeast 3 embryos were counted. In some Sox2 determinations, the
number of cells was quantified indirectly by taking the zone from the
ventricular surface to the inferior limit of BrdU® area (2h after
injection) in the mDA niche; no significant difference was found
between this method and counting directly Sox2° cells in the same
slice. For implant experiments data are representative of 3 independent
transplantation experiments, except for E11.5 vimNPCs, in which case 2
experiments were performed. At Jeast 10 mesencephalic explants were
analyzed for every population, in quantifications each point in the
graphics represent one implant. For transplants into adult rats, 2
independent experiments were analyzed. For cell quantification, single
optical pl were analyzed independently within each confocal stack.
All the images shown are a single z-stack. In monolayer cultures, three
independent experiments were conducted and each marker was
counted in 4 fields per well in duplicate wells. All quantifications are
represented by mean ¢ standard deviation. Statistical analysis was
performed by two-ways ANOVA.

3. Results
3.1. Expansion of putative mDA NPCs anticipates DA differentiation

Previously, we proposed that the expansion of mDA NPCs occurring
at the ventricular zone is associated with the level of Msx! /2 expression
in the ventral mesencephalon (Trujillo-Paredes et al., 2016). At early
stages of differentiation (E9.5-E11.5) mDA NPCs (i.e., Msx1/2* cells)
can be recognized by the presence of Sox2, thus, we estimated the
growth phase of the dividing mDA NPC population by counting Sox2*
cells within the mDA niche (ie., the Lmx1a domain). Accordingly, the
number of Sox2* cells increased linearly through E9.5 to E125
(Fig. 1A), though it is likely that the number Sox2*/Msx1/2" started

Paredes et al., 2016), Parallel with the increase in Sox2® cells in the
mDA niche, Neurog2® progenitor cells ged but, in ag t with
their transient role, the size of the populati ined at
least up to E12.5 when abundant mDA neurons are produced. In
contrast, Th® cels started to accumulate at E11.5 and their number
grew exponentially (Fig. 1A).

We directly estimated the number of dividing mDA NPCs by
evaluating cells at S and G2-M cell cycle phases across mDA differ-
entiation. In the ventricular zone, cell divisions are characterized by the
interkinetic movement of nuclei such that S phase nuclei are detected
below the surface whereas those at the G2-M are mostly in close
proximity to the ventricle (Takahashi et al, 1993), After 30 min of
BrdU injection most labeled cells were found below the surface and
later (90 min-2 h in total) the number of labeled nuclei near the surface
was markedly increased (Fig. 1C, E). To exclude BrdU* cells that might
have already exited the cell cycle, we estimated mDA NPCs divisions by
counting the BrdU* NPCs near the ventricular surface 2 h after BrdU
injection (Fig. 1E). All ventricular BrdU* cells were Sox2* but only half
were positive for pHH3 (phospho Histone H3), a marker of mitosis.
Among the subventricular BrdU" cells (all also Sox2"), none was found
positive for pHH3, which indicates that ventricular counting correctly
reflects the number of dividing cells,

Using the above criteria, we found that, as expected for the mDA
NPC expansion phase, dividing and Lmxla®/Sox2* cells showed a
parallel increasing number up to E11.5 (Fig. 1A, E). However, dividing
Lmxla‘/Sox2" cells continued to be detected at later stages, though
these cells unlikely retain DA differentiation potential (see below).
Supporting the high rate of cell division during the expansion phase,
BrdU could not be detected at E12.5 if this was incorporated at E9.5
but coukd be detected if incorporation occurred at later stages (i.c.,
from E10.5 onwards; Fig. S1).

Consistent with the idea that dividing precursor cells do not express
high levels of Neurog2, no Neurog2® cell was found in the ventricular
area (Fig. 1D). In the subventricular area, 2 h after BrdU injection at
either E1L5 or E12.5, 5-8% of total BrdU" cells were also Neurog2®
and no differentiated DA neuron (Th*/BrdU*) was found (Fig. 1F).
Similar proportion of BrdU*/Neurog2® cells was determined when
BrdU injection was done at E105 and analyzed 48 h later (ie., at
E12.5), but in this case many DA neurons (Th*) have a strong BrdU
signal (Fig. 1F and Fig. S1B), an indication that their source was NPCs
ongoing the last division at the time of BrdU injection.

In contrast with the previous observations, when injection was done
at E115, the proportion of BrdU®/Neurog2® neuronal progenitors
reached up to 25% out of total BrdU" cells at E12,0, but very few Th*
cells were detected positive for BrdU; whereas that proportion went
down to 12% at E12.5, with a concomitant five-fold increase in BrdU*/
Th* neurons, many of which had high BrdU detection signal (Fig. IF
and data not shown). Therefore, Neurog2® neuronal progenitors are
transient and non-dividing cells that emerge about every 12h, such
that the complete differentiation process of a single mDA NPC takes
around 24 h to reach the Th* immature neuron stage. It is relevant to
note that the increase in Lmxla® cells after E11.5 (Fig. 1A) and the
increase in BrdU* /Th" cells in only 12 h (Fig. 1F) did not correlate with
the ventricular mDA NPC proliferation rate in the 2D plane, suggesting
a significant tangential movement of cells during the differentiation
phase.

3.2. Early mDA NPCs retain Lmxla expression but do not
differentiate into DA neurons outside their niche

The dividing Lmxla® cells detected in the above experiments
represent the mDA NPCs that might have become committed to
differentiate into mDA neurons, In order to determine when mDA
NPCs become committed and no longer need extrinsic signals to
differentiate, we transplanted cells from ventral mesencephalons at
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different developmental stages to dorsal areas of E10.5 midbrain
explants ( A) and evaluated their fate
mDA NPCs from the ventral mesencephalon of E9.5 embryos, expres-
sing Limxla and Foxa2 (A

after 7 days. Specified

), implanted in dorsal regions failed to re-specify and retained the
specification markers of their origin, Lmx1a and Foxa2, in about 60%

of cases (18/27 events for Lmx1a, 8/10 for Foxa2) ( 'B, D-E and
B-C). Unexpectedly, despite the efficiency of the implanted cells

to differentiate into neurons expressing f-111 Tubulin ( F), only
Th' B, F-G). In
contrast, when we transplanted the same vmNPCs back to the DA
niche,

in
one case (n = 11) some cells were detected (
the implanted cells differentiated properly such that most cells
Lmxla® and all Th' (
that there is no loss of differentiation capacity due to the transplanta-
The remaining Lmx1a“ that did not express Th

could be delayed differentiating mDA precursors, as previously ob-

were cells were Lmxla® B-C), confirming

tion procedure itself

served when transplanting NPCs from other sources (

X ), but they
subthalamic nucleus (STN) neurons from committed diencephalic
Lmxla® NPCs ( 17) contaminating the transplanted
population (see data with E10.5 and E11.5 NPCs and S i). In
cases in which vimNPCs did not maintain the presence of Lmxla, they
expressed markers of the implanted site (

could also be

H). Similar results were
obtained when E9.5 vimNPCs were transplanted to E9.5 mesencephalic
explants (data not shown). Therefore, E9.5 midbrain contains mDA
NPCs with a level of commitment that prevents re-specification but that
cannot complete the specific differentiation process without the con-
tribution of extrinsic signals present in the mDA niche.

Previously, it was shown that midbrain explants before DA differ
entiation cultured in the absence of Sonic Hedgehog (Shh) signaling
present a reduction in the number of mDA neurons generated (

). In addition, it is also known that Shh induce the generation of
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ectopic mDA neurons in the embryonic telencephalon and mesence-
phalon without floor plate (Hynes et al, 1995; Ye et al, 1998). Thus,
we hypothesized that Shh could be the missing signal in the dorsal
mesencephalon required for mDA differentiation. In our hands, the
ectopic activation of Shh signaling in E10.5 explants by SAG, a known
Smoothened agonist (Chen et al, 2002; Frank-Kamenetsky et al,
2002), caused the expansion of the Foxa2 expression domain, an
expected outcome since the ventral expression of Foxa2 in the
midbrain is regulated by Shh (Sasaki et al, 1997); but, in contrast,
the Lmxla expression domain and the generation of Th* neurons was
not affected (Fig. 3A). This latter data suggest that the NPCs at E10.5
are no longer competent to activate mDA specification mechanisms in
response to Shh, a property of carlier midbrain NPCs (Ye et al,, 1998),

Despite the above results, it was still possible a Shh requirement for
DA differentiation. To test this possibility, we transplanted E9.5 NPCs
to E10.5 explants and cultured them in the absence or presence of SAG.
E9.5 vimNPCs implanted in the dorsal region of explants cultured in the
presence of SAG did not give rise to Th* neurons but the number of
events with Lmxla® or Foxa2® cells increased as compared with
untreated controls (Fig. 3B-C). Therefore, Shh is not the missing signal
in the E10.5 dorsal mesencephalon needed for terminal DA differentia-
tion, but it does have a role in mDA NPC maintenance.

3.3. Committed mDA NPCs arise after E10.5 and some remain until
El125

At E10.5, the first immature neurons (=111 Tubulin®) appeared in
the mantle zone of the midbrain, but the majority of cells are still
undifferentiated NPCs (Lmxla‘/Sox2*) (Fig. S2A, left panel). When
vmNPCs from this stage were implanted in E10.5 explants, they failed
to re-specify in dorsal regions but, in contrast with E9.5 vmNPCs,
differentiated into Th™ neurons in 46% of cases (6/13 events; Fig. 4A-
B). In some rare cases, cells implanted in the Nkx6.1 or Nkx2.2
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events; Fig. S3B-D) but the differentiation efficiency (28.95 + 11.99%)
was slightly lower than with ventricular E10.5 NPCs. These Th*
neurons were bona fide mDA neurons as they were also positive for
Lmxla (96.49%; Fig. S2B upper panel), Foxa2 and Pitx3 (Fig. S3E).
Therefore, committed vmNPCs to become mDA neurons are more
concentrated in the ventricular zone and in a similar proportion
between E105 and E11.5, and it appears that few or none Neurog2®
or Th*/B-1I1 Tubulin® neurons contribute to the implanted cell
population (see below),

At E12.5, the differentiation of mDA NPCs is still underway
showing a large proportion of Neurog2® progenitors around the
midline niche but low levels of Msxl/2 suggest a significant decline
in dividing mDA NPCs (Trujillo-Paredes et al., 2016). Therefore, at
least some of the apparent committed mDA NPCs detected above could
be the population exiting the cell cycle that is prompt to become
Neurog2® cells. In order to determine the contribution of these cells or
those that are already Neurog2®, we transplanted a total suspension of
cells as well as a population enriched in ventricular NPCs of E12.5
ventral mesencephalon to explants. When the whole ventral cell
suspension was transplanted, the frequency of successful implants
was lower (about 50%) in comparison with that of experiments done
with E10.5 cells. Unexpectedly, among the successful implants, only
few showed Th* cells outside the mDA niche (3/9) (Fig. 5A-B). Similar
results were obtained when ventricular E125 vmNPCs were trans-
planted (Fig. 5E-H), and while most of the cells differentiate into
immature neurons (Fig. 5G), only in 22% of cases (2/9) Th” cells were
found (all Lmx1a®), despite in 60% of cases (5/8) cells maintained
Lmxla (Fig. 5F). The differentiation efficiency into mDA neurons, with
both populations, was similar to that registered with E10.5 or E11.5
implanted cells, outside as well as inside the mDA niche (Figs. 4D, G,
5D, H, S3D); however, it is relevant to note that E12.5 vmNPCs
implants had about 3 times less implanted cells than those of other
stages, in agreement with the reduction in the number of mDA NPCs.

domains were positive for these markers, which might repr
committed cells included in the ventral fragment used to obtain the
vmNPC suspension for transplantation (Fig. S2B and data not show).
Despite that vinNPCs from E10.5 embryos differentiated into mDA
neurons outside their niche, it is of note that not all implanted cells
hold this capacity since still the differentiation efficiency was higher
inside (42.07 £ 9.52% Th" cells) than outside the mDA niche (20,13 +
12.44% Th' cells; Fig. 3C-D).

In the above experiments, few f-111 Tubulin® neurons pre-existing
at E10.5 might be the ones that displayed the Th* marker in dorsal
regions after implantation. In order to evaluate the contribution of
these immature neurons to the total cell population implanted, we
transplanted NPCs located in the most ventricular zone of E10.5
midbrain (see Section 2). Interestingly, a greater number of cases
generated Theexpressing cells outside the ventral midline (5/7 cases,
71%; Fig. 4E-F). In addition, differentiation outside and inside the
mDA niche was similar and more efficient in comparison with the
efficiency determined in previous experiments when the whole ventral
cell population was transplanted (inside 57.23%, outside 48.71 2
22.61%; Fig. 4G). These Th® neurons were also positive for Lmxla
(99.14%), supporting that they represent mDA neurons and no other
dopaminergic neuronal type. These data confirmed that the differentia-
tion observed before is due to the intrinsic capacity of the vinNPCs at
this developmental stage.

In contrast with the mDA niche at E10.5, at E11.5 proliferating
NPCs (Msx1/2°), postmitotic progenitors (Neurog2') and immature
neurons are clearly distributed in defined domains throughout the
apical-basal axis (Fig. S3A; Ono et al., 2007). As in previous experi-
ments, we took cells from the ventricular side where dividing pre-
cursors are localized, attempting to avoid differentiated neurons.
Transplanted vmNPCs from E11.5 behave in a similar manner as the
ones coming from E10.5. Differentiation into Th* neurons occurred
when cells were implanted outside mDA niche in 60% of cases (3/5

These Its together indicate that vimNPCs committed to differentiate
into mDA neurons remain at E12.5 but their proportion is lower than
that at E10.5 or E11.5 and, as previous experiments, the small b
of Th* neurons found is in agreement with a poor contribution of more
differentiated cells (e.g., postmitotic progenitors) to the implant in the
E10.5 explant.

The transplant to explant protocol is based on the capacity of
transplanted cells to interact with the ventricular surface of the explant
host such that a successful implantation results. Previous studies have
shown that when telencephalic NPCs are injected into the embryonic
brain ventricles, only proliferative cells are able to integrate into the
ventricle and more differentiated cells (postmitotic neurons) form
clumps that remain attached to the ventricular wall (Campbell et al,,
1995; Cattaneo et al, 1994). Under this view, it is expected better
interaction between NPCs than NPCs with differentiated cells. To
determine the interaction between cells at different differentiation
stage, we mixed ventral midbrain cells of E9.5 (enriched in ventricular
NPCs) with the equivalent of E12.5 (containing in addition to NPCs,
progenitors and immature neurons). After 2 days in culture, cell
interaction resulting from the combination E9.5.—E12.5 gave rise
exclusively to chimeric aggregates containing Lmxla® cells (Fig. S5).
Aggregates of NPCs from different regions of the ventral mesencepha-
lon were observed between those of E9.5 midbrains (E9.5<->E9.5). In
contrast, most aggregates between E12.5 ventral mesencephalic cells
(E12.5¢->E12,5) (Fig. S5B) expressed Lmxla. Relevant to note, no
E125 Th* cell was found within aggregates derived from either
E9.5¢E12.5 or E12.5«-E12.5 (Fig. S5A). These results are consis-
tent with above observations showing no indication of implantation of
postmitotic differentiated cells, thus determinations described above
were mostly restricted to the DA potential of dividing ventricular NPCs.
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3.4. mDA progenitors and immature neurons can survive and where neurogenic and specification signals are lacking or reduced, We

differentiate in an adult environment transplanted cells of E10.5 and E12.5 ventral mesencephalons to the

striatum and to the substantia nigra, which we have recently shown

The environment of the embryonic explant could still influence DA own low and high permissiveness for neuronal differentiation, respec-

differentiation and mask the actual commitment state of vinNPCs. tively (M 2015). Regardless of the host region, six

Thus, we evaluated their differentiation potential in the adult brain, days after transplantation a significant number of transplanted me-
o4
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E12.5

cells were obtained from E10.5 NPCs (left paned). (B)

Quantification of Th* neurons found in transplants from both populations. Each point represents one transplanted substantia nigra. Scale bar 50 ym

sencephalic cells from either E10.5 or E12.5 embryos showed Lmxla
expression (Fig. 6A and data not shown). Th* neurons were detected in
all cases but a higher proportion was determined in transplants of
E12.5 than of E105 cells (Fig. 6B). Therefore, the differentiation
potential displayed by E10.5 cells in the adult brain s in agreement
with the previous experiments with explants, but the higher proportion
of mDA neurons derived from E12.5 mesencephalic cells suggest that
progenitors or immature neurons can survive and continue their
differentiation in the adult brain.

3.5. The astrogenic potential is an intrinsic property of ymNPCs after
DA differentiation

The above transplant-to-explant experiments showed that, inde-
pendent of the DA potential, vimNPCs from any of the stages tested
revealed neurogenic potential in ectopic sites (e, in all cases f-111
Tubulin® neurons were detected). However, the capacity for differen-
tiation into astrocytes could not be evaluated in those experiments,
because the E10.5 explant is not a suitable environment for astrocytic
differentiation (Baizabal 2009), Interestingly, trans-
plantations done into the adult brain showed astrocytic differentiation
of ventral mesencephalic cells of E12.5 but not of E10.5 embryos,
determined by the presence of cells expressing the astrocytic marker
Gfap (Fig. 6).

To evaluate the astrogenic potential of NPCs in the mDA niche, we
treated cultures of mesencephalic explants from embryos at different

and Covarrubias

developmental stages with Fgf2 and/or LIF, two growth factors known
to promote astrocytic differentiation (Morrow et al, 2001; Song and
04). Consistent with the idea that precursors change their
neurogenic-to-astrogenic potential as development proceeds (Rowitch
and Kriegstein, 2010), mesencephalic explants from E9.5 embryos
were insensitive to the treatment with Fgf2 and/or LIF (data not show),
whereas those from E10.5 (Fig. S6A) and E11.5 embryos responded to
the treatment giving rise to Gfap® cells. This response was stronger
with Fgf2+LIF and in E11.5 r\plsmh (Fig. 7A-B). Most Gfap® cells in
E11.5 explants were also Nestin® (Fig. 7C, left panel) indicating that
they had not reached terminal dxﬂrn‘nllu!mn in these conditions. It is
of note that Gfap” cells were mostly found in dorsal regions of explants,
and only in cases with high induction also in the mDA niche. In
addition, it is apparent that Gfap® cells in the mDA niche maintained
Lmxla, which indicates that they emerged from specified mDA NPCs
(Fig. 7C, right panel). No obvious differences were observed in Nestin®
or B-1I1 Tubulin® cells among the treatments (Fig. S6C).

The inability of vimNPCs to efficiently differentiate into astrocyte in
previous experiments could be due to the presence of factors that
inhibit astrocytic differentiation in the context of the tissue. Therefore,
we evaluated the astrogenic potential of NPCs in monolayer cultures.
Since primary NPCs in long-term cultures in the presence Fgf2 lose
neuronal and gain astrogenic potential (Anders
et al, 2004), we decided to compare the original astrogenic potential nf
vmNPCs in freshly seeded cultures (i.e., one day after seeding) treated
for 2 days with growth factors. E10.5 primary cells showed no

Ghosh, X

al., 2007; Ch
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induction of astrogenesis in any culture condition (Fgf2, or Fgf2+LIF;
Fig. 7D, left panel), whereas some cells expressing Gfap were found in
cultures from E12.5 midbrains in the presence of LIF (5.98 + 3.75%,
Gfap® cells; Fig. 7D-E). As in the explants, most of these Gfap® cells
were not fully differentiated into astrocytes as they maintained the NPC
marker Nestin (Fig. 7G). No differences were noted in the number of
Nestin® or f-1I1 Tubulin® cells in the different condition analyzed
(Fig. 7F). Taking all these data together, the astrogenic potential is an
intrinsic property gained by vmNPCs since E11.5, but factors that
promote terminal differentiation arise at later stages.

4. Discussion

Two relevant decisions need to take place to give rise specific
neurons. During early neurulation, epiblastic cells gain the potential to
differentiate into neurons (i.e., NPCs); this property is transient, since
after neurogenesis these cells mainly differentiate into glial cells,
Concomitantly, NPCs need to be instructed such that the neurons
derived after differentiation have the proper characteristics needed for
their function in the brain (e.g., specific ansmitter, P
and axon projections). mDA neuron development starts at around
E8.5, when NPCs are established in the midbrain, but specified DA cells
can be clearly identified at E9.5 in ventral mesencephalon when they
express a well-defined code of markers and are dividing extensively.
Next, after E10.5, they exit the cell cycle giving rise to intermediate
progenitors that differentiate into mDA neurons, evident at E11.5;
these rapidly late in the basal zone where they begin to
maturate and migrate.

Our current knowledge about in vivo mDA differentiation mostly
derives from the characterization of gene expression patterns within

Developmental Biology 429 (2017) 56-70

(Trujillo-Paredes et al, 2016; Yun et al.,
fact mDA specification f; ppear to reg p I genes such
as Neurog2, (Andersson et al., 2006a, 2006b; Ferri et al, 2007;
Omodei et al., 2008; Ono et al., 2010; Puelles et al.,, 2004) and mDA
differentiation genes such as Nrda2 (Chung et al, 2009; Ferri et al.,
2007), our data suggest that extrinsic factors in the mDA niche are
required to keep the coupling between neurogenesis and DA differ-
entiation. At the present time, our experiments exclude Shh as the
missing factor in dorsal regions though, interestingly, it contributes to
vmNPC maintenance in ectopic sites.

The presence of DA inhibitory factors in non-DA mesencephalic
domains could also prevent the termination of E9.5 vmNPCs differ-
entiation, but the fact that E10.5-E11.5 viaNPCs can differentiate
within the diversity of active niches present in E9.5-E10.5 explants
(Baizabal and Covarrubaas, 2009) makes unlikely this possibility.
Alternatively, the recent discovery of NPCs in the rostral area of the
Lmxla domain that derive into glutamatergic neurons of the dience-
phalic STN (Kee et al., 2017) opens the possibility that they contributed
to the Lmxla*/Th™ neurons detected. Although the dissection of the
ventral midbrain performed in the present study left out most of the
developing diencephalic area, it cannot be excluded that some NPCs
from this area were present in the transplanted cell population.
However, when the NPC population was returned to the dopaminergic
niche, more Lmx1a®/Th* neurons emerged from E10.5 than from F9.5
NPCs (i.e., 50% vs. 20%; Figs. 2G, 4D, G), an expected pattern for mDA
NPCs. Therefore, although this does not discard the possibility that
diencephalic Lmxla® NPCs committed to become STN neurons were
present in the transplanted E9.5 NPCs, it is rather likely that many of
those that differentiated into Lmx1a*/Th™ neurons in the dorsal region
were actually mDA NPCs that could not complete the specific differ-

2002). Actually, despite the

the ventral mesencephalic niche. Recently, single-cell RNA-sequencing
during mDA differentiation (from E10.5 to E13.5) identify different cell
populations in the ventral mesencephalon, some of which belong to the
mDA lineage (Kee et al, 2017; La Manno et al, 2016). These
populations include a single mDA progenitor type located in the
ventricular zone of E11.5 ventral mesencephalons that expresses
Msx]. In addition, based in the expression of genes that are markers
of astrocyte precursors (e.g., Sk6all, Tne, Aldoc), radial glial-like cells
that may be initiating gliogenesis were detected since E11.5 (La Manno
et al, 2016). Different neuroblast populations were also detected
including two major inter possibly cor ding to those
proposed in a mathematical model of mDA differentiation (Trujillo-
Paredes et al., 2016), a single early mDA neuroblast type (Igfbpll®,
NeuroD1®, Neurog2®, Nrda2*, Pitx3’) that derives into another neuro-
blast (Igfbpl1’, NeuroD1', Neurog2', Nrda2®, Pitx3") before Th expres-
sion starts to be detected in, apparently, three distinct types of
immature mDA neurons (La Manno et al., 2016). Null mutations in
some of the genes detected have been produced in mice and, accord-
ingly, show to affect mDA differentiation (Andersson et al., 2006a,
2006b; Kele et al., 2006; Nunes et al., 2003; Saucedo-Cardenas et al.,
1998; Smidt et al, 2004; Smits et al, 2003). Despite this detailed
knowledge about the molecular network directing mDA neuronal
development, the actual differentiation potential and commitment of
the mDA differentiating cells is still unclear.

Here, we took advantage of the re-specification power of the milieu
present in the E10.5 mesencephalic explant (Baizabal et al., 2010) to
determine how vimNPCs change their mDA differentiation potential as
development proceeds. We found that E9.5 vimNPCs failed to re-specify
when implanted along different arcas out of the dopaminergic niche
and the commitment to differentiate into mDA neurons was also not
attained. Interestingly, progeny of these NPCs retained Lmxla expres-
sion when implanted in ectopic regions, and efficiently differentiated
into -111 Tubulin® neurons, but rarely acquired Th expression. These
observations contrast with most studies showing coupling between
neurogenesis and acquisition of molecular characteristics of a parti-
cular neuronal type, especially at early stages of differentiation

67

In contrast with vinNPCs of E9.5 embryos, those of E10.5 and
E11.5 contained NPCs with full commitment to become Th® neurons in
ectopic sites, which number decreased by E12.5 (Fig. 8A). Single-cell
gene expression patterns indicate that ventricular NPCs with mDA
potential are very similar from E10.5 to E12.5 (La Manno et al, 2016).
Unfortunately, similar transcriptomic data are not available for E9.5
vmNPCs, yet many genes are known to be common with those of later
stages, including some encoding transcription factors essential for
mDA specification (i.e, Lmxla/b, Otx2, Foxal/2, Ferd3l, Dmrt5)
(Andersson et al., 2006a, 2006b; Ferri et al., 2007; Gennet et al,
2011; Omodei et al., 2008; Ono et al,, 2010), On the other hand, during
acquisition of mDA commitment in the transit from E9.5 to E10.5,
Nr1h2/3 (Liver X receptors § and a, respectively) are expressed in the
ventricular zone of the ventral midbrain; interestingly, their expression
markedly upregulates at E10.5 and the levels decrease in the following
days (Sacchetti et al,, 2009), in concurrence with the exhaustion of
committed mDA NPCs. Accordingly, Nr1h2/3 gain of function pro-
motes DA differentiation and suppress glial differentiation in part
through upregulation of Neurog2 expression. Therefore, the committed
NPCs detected here may be transient cells actively giving birth to
Neurog2® progenitors.

Some studies have pointed out the Neurog2® progenitor population
in ventral midbrain as the source of committed mDA NPCs (Jonsson
et al, 2009; Thompson et al., 2006). In agreement with this, we
observed that E12.5 vimNPCs containing this population derive into
many Th® neurons in the adult brain. However, since the same
population transplanted to E10.5 explants poorly contribute to the
Th* neurons detected, it is apparent that the Neurog2® cells are unable
to implant following the transplant to explant protocol. In addition,
Neurog2® cells could not be the direct source of the abundant number
of Th* neurons derived from E10.5 vimNPCs transplanted to the adult
brain, not only because few of them are present at this stage, but also
because they efficiently contribute to the ectopic Th* neurons after
transplantation to the E10.5 explant. These observations are consistent
with a selective integration of cells through the ventricular side of
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peak, Th' neurcns accemulate rapidly, committed mDA NPCs begin to decrease and gliogenie NPCs continoe to prolif (B)Th hout devek
in the mDA niche. Early NICs can oally generate neurons even in presence of gliogenic signals and, as differentiation proceeds become
NPCs emerge but they maintain some neurogenic potential that can be detected in calbare conditions. Later in development, gliogenic NPCs lose their re

and become fully committed to the gliogenic fate.

explants, such that only ventricular-like NPCs have the capacity to
interact with the explant surface and subventricular progenitors are
passively excluded. In agreement with the capacity of actively prolif-
erating cells for ventricle wall integration (Campbell et al, 1995;
Cattaneo et al, 1994), cell aggregation experiments show association
between ventricular cells, whereas other more differentiated cells rarely
were found within aggregates. Therefore, the committed vmNPCs
population referred above in E10.5 and E11.5 is a distinct upstream
NPC population to the Neurog2® progenitors. It is relevant to mention
that, in agreement with previous reports (Lacomme et al, 2012
Thompson et al, 2006), high Neurog2® cells are non-expandable
postmitotic progenitors,

It is well documented that as neurog extinguish %
esis emerges as the major fate of NPCs (Panchision and McKay, 2002).
Gene expression detects cells with astrocytic markers in the DA niche at
late phases of neuronal differentiation (La Manno et al, 2016),
however, it is not clear whether this is due to the rise of input factors

dstinct types of NPCs emerge
d to the mDA ph vpe. Then, ghogenic
seurogenic prop

that promotes astrocytic differentiation of NPCs or an intrinsic
property gained by ventricular NPCs before actual astrocytic differ-
entiation. We found that vinNPCs before E11.5 are refractory to initiate
astrogenesis in two settings: when transplanted to the adult brain
environment or after exposing them to astrogenic factors (Fgf2 and/or
LIF). In contrast, E12.5 NPCs can differentiate into astrocytes in those
conditions.

The gain in gliogenic potential through development has been
observed in cortical progenitor, where CNTF or LIF has no astrogenic
inductive effect in E12.5 NPCs but efficiently instructs E14.5 NPCs
(Johe et al,, 1996). This gain in astrogenic capacity has been associated
with the demethylation of a Gfap promoter region (Fan et al., 2005;
Takizawa et al, 2001). It is apparent that the gain in astrogenic
potential is a default property of most embryonic NPCs, as it can be
estimated in different culture conditions (Anderson et al., 2007; Chang
et al, 2004; Qian et al,, 2000). Cultured NPCs, although reduced, still
retain the capacity to differentiate into neurons, but even in the
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neurogenic environment of embryonic explants they behave as com-
mitted to the astrocytic fate (Baizabal et al., 2012). Taken together
these observations, the common model of a bipotent NPC capable of
giving rise to neurons and ghial cells cannot be sustained and, rather,
early NPCs are only capable of giving rise to neurons, and the late NPC
progeny progressively gets committed to the astrocytic fate (Fig. 8B).

In conclusion, mDA neuronal commitment seems to be a transient
property of vinNPCs that it is followed by the generation of committed
postmitotic progenitors and proliferating astrogenic NPCs (Fig. 8).
Expansion of committed NPCs to a specific neuronal fate has not been
achieved up to date. Of note is that common attempts to culture
committed mDA NPCs have been done at late phases of differentiation
when few dividing NPCs with neurogenic potential remain (Bang et al,
2015; Chung et al., 2006; Mever et al., 2012; Yan et al,, 2001). In this
work, we have characterized functionally the differentiation potential of
vinNPCs during mDA differentiation, disclosing their specified and
committed identity. Consistent with our results, vimNPCs from rat E12
embryos (equivalent to mouse E10.5) can be expanded for 7 days,
differentiate and produce Th* neurons and very few astrocytes (Studer
et al., 1998). Furthermore, early NPCs seem to have a broad plasticity
that, as described here, only once neurogenesis is initiated, commit-
ment can be detected. Therefore, future efforts need to be done to
cstablish whether it is possible to maintain dividing NPCs with high
neurogenic capacity and with the in vivo identity that warrants specific
mDA differentiation.
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ABSTRACT

A neurogenic niche can be identified by the proliferation and differentia-
tion of its naturally residing neural stem cells. However, it remains unclear
whether ‘silent’ neurogenic niches or regions suitable for neural differen-
tiation, other than the areas of active neurogenesis, exist in the adult
brain. Embryoid body (EB) cells derived from embryonic stem cells (ESCs)
are endowed with a high potential to respond to specification and neurali-
zation signals of the embryo. Hence, to identify microenvironments in the
postnatal and adult rat brain with the capacity to support neuronal diffe-
rentiation, we transplanted dissociated EB cells to conventional neurogenic
and non-neurogenic regions. Our results show a neuronal differentiation
pattern of EB cells that was dependent on the host region. Efficient neu-
ronal differentiation of EB cells occurred within an adjacent region to the
rostral migratory stream. EB cell differentiation was initially patchy and
progressed towards an even distribution along the graft by 15-21 days
post-transplantation, giving rise mostly to GABAergic neurons. EB cells in
the striatum displayed a lower level of neuronal differentiation and de-
rived into a significant number of astrocytes. Remarkably, when EB cells
were transplanted to the striatum of adult rats after a local ischemic
stroke, increased number of neuroblasts and neurons were observed. Un-
expectedly, we determined that the adult substantia nigra pars compacta,
considered a non-neurogenic area, harbors a robust neurogenic environ-
ment. Therefore, neurally uncommitted cells derived from ESCs can detect
regions that support neuronal differentiation within the adult brain, a fun-
damental step for the development of stem cell-based replacement thera-
pies. STEm CELLs 2014; 00:000-000

INTRODUCTION

feration of neural precursor cells (NPCs) of the SVZ and
their migration towards the damaged neostriatum; this
damage apoarently allows differentiation with regional

Neurogenic niches in the adult brain provide the cues
for maintenance, proliferation and differentiation of
neural stem cells (NSCs), such that different subtypes of
neurons are generated in specific areas (1, 2]. Neuroge-
nesis occurs throughout lifespan in two regions of the
adult mammalian brain: the subgranular zone of the
hippocampus, and the subventricular zone (SVZ) of the
lateral ventricles (LV) and its prolonging rostral migrato-
ry stream (RMS) [3]. Furthermore, experimental evi-
dence indicates that a brain injury can induces the proli-

Stem Cews 2014;00:00-00 www.StemCells.com

specificity of some arriving neuroblasts [4, 5]. Thus,
neurogenesis in the adult brain is a continuous process
in few areas, but could be regulated in other regions
where alterations of the microenvironment might modi-
fy their capability to support neurogenesis.

Neurorepair through stem cell transplantation has been
envisaged as a promising approach to treat the dam-
aged central nervous system (CNS). Despite the exten-
sive progress in the field, the cellular source most ap-
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propriate to restore neuronal losses remains uncertain,
One option is to transplant the lacking neuron type, in
which case, functional interactions with the host circuits
are desirable rather than transplanted neurons acting
only as a source of the deficient neurotransmitter [6, 7).
Alternatively, transplantation of NPCs may allow better
interaction with the host as a result of in sitv neuronal
differentiation. However, transplantation of expanded
NPCs commonly have shown astrocytic differentiation
with little or no neuronal differentiation detected [8, 9].
Recent data suggest that this differentiation outcome is
due to an intrinsic property of transplanted NPCs [10],
leaving open the question: what is the permissiveness
of the adult brain for specific differentiation?.
Embryonic stem cells (ESCs) have been considered suit-
able for neuronal replacement, because extrinsic and/or
intrinsic signals can direct specific neuronal differentia-
tion [6, 11-15). Embryoid body (EB) cells derived from
ESCs undergo neural differentiation in the adult brain
but, presently, it is not clear whether this differentiation
is dependent on the transplantation site, brain damage,
or result from a default mechanism with little or no in-
fluence of the host environment [16, 17]. Our previous
studies demonstrated that neurally uncommitted cells
in EBs exhibit high neurogenic potential and the ability
to differentiate according to the site of implantation in
the embryo [18]. In the present study, we transplanted
EB cells to known neurogenic and non-neurogenic sites
of the postnatal rat brain, as well as to an adult brain
site after injury. We demonstrated that EB-derived cells
possess the ability of sensing environmental cues in the
postnatal/adult rat brain that allow or induce neural
differentiation.

MATERIALS AND METHODS

Embryonic stem cells culture

The mouse ESC line R1BS, which constitutively ex-
presses the green fluorescent protein (GFP) (gift from
Andras Nagy), was used for all studies. To produce EBs
[18), ESCs were propagated on gelatin-coated culture
plates with feeder cells in ESC medium (M15). Before
aggregation, trypsin-dissociated cells were seeded on
10 cm feeder-free gelatin-coated dishes and cultured in
M15 medium supplemented with 1000 U ml of leuke-
mia inhibitory factor (LIF; Chemicon) for 3 days. To form
£Bs, 2x10° ESCs were seeded in non-adherent 10 cm
bacterial culture dishes and cultivated during 3.5-4 days
without LIF. Subsequently, EBs were rinsed with M15,
disaggregated with 1 ml of 0.25% trypsin and centri-
fuged at 1000 rpm for 3 minutes. Finally, the cells were
suspended in 50 ul of Optimem medium (Gibco) for
implantation.

Animals

Animals were housed under standard colony conditions:
12:12 light/dark cycle, controlled room temperature (22
+1°C) and ad libitum access to food and water. All stu-
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dies were conducted according with principles and pro-
cedures approved by the local bicethical committee of
the Universidad Nacional Auténoma de México.

Transient middle cerebral artery occlusion

To induce ischemia by the middle cerebral artery occlu-
sion procedure (MCAO; [19]), an incision was made in
the neck of animals anesthetized with xylazine (8
mg/kg) and ketamine (100 mg/kg) (Pisa Agropecuaria)
and, subsequently, the external carotid, the left occipit-
al artery and the left pterygopalatine artery were caute-
rized. Later, a 4-0 nylon monofilament suture with sili-
con (Doccol Co.) was introduced via the left external
carotid artery stump into the lumen of the internal ca-
rotid artery until occluded the middle cerebral artery.
After 90 minutes, the suture was withdrawn and the
wound closed. For sham control animals, the same sur-
gery procedure took place, except that the suture was
not inserted.

Cell transplantation

Male Wistar rats of 75 or 250 g corresponding to post-
natal day (PD) 24 or adult rats, respectively, were used
for transplantation procedures. Stereotaxic coordinates
for substantia nigra pars compacta (SNpc) and striatum
of adult rats were obtained from Paxinos and Watson
[20], whereas coordinates for PD24 rats were deter-
mined as follows: For RMS-Ctx region, 1.8 rostral, -1.1
lateral to bregma, 3.5 ventral; for the striatum, 1.0 ro-
stral, 3 lateral to bregma, 5.0 ventral. Animals were
transplanted under ketamine-xylazine anesthesia (10
and 1 mg/kg respectively) by injection of =1 pl of cell
suspension (150,000 cells) using a S yl Hamilton syringe.
Data presented are from rats surviving transplantation,
which proportion (around 50% of manipulated rats) was
independent of the site tested; rats for each stage and
region indicated that showed a significant number of
grafted EB-derived cells were selected for further analy-
sis and quantifications (“n” in Results). In these sam-
ples, a marked difference in host response to injury,
including the inflammatory reaction against the trans-
plant, among all sites tested was not observed (Sup-
plementary Fig. S1).

Real-time RT-PCR procedures

Total RNA was extracted from EB cells with TRIzol* (in-
vitrogen) following the manufacturer's instructions. The
purified RNA was used as template for cDNA synthesis
using AMV Reverse Transcriptase (Invitrogen) and oligo-
dT,, primer. The qPCR reaction was performed with
KAPA SYBR®™ FAST kit (KAPA Biosystems) in the Rotor-
Gene 3000 thermocycler (Corbett Research). All oligo-
nucleotides used are listed in Supplementary Table 1.
To evaluate gene expression, a comparative Ct (AACt)
method was used.
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Histological procedures and immunofluores-
cence

For post-transplantation analysis, rats were deeply
anesthetized with pentobarbital and perfused intracar-
dially with 100 ml of 0.1 M phosphate-buffered-saline
(PBS) followed by 100 ml of 4% paraformaldehyde
(PFA). Brains were post-fixed in 4% PFA and cryopro-
tected by sequential 24-h washes in 10%, 20% and 30%
sucrose (in PBS). Afterward, brains were sliced with a
cryostat at 40 um in coronal or sagittal plane and col-
lected in PBS. Standard procedures for hematoxylin and
eosin (H&E) staining and cell death detection (In Situ
Cell Death Detection Kit; Roche) were performed for
general characterization of tissues (see Supplementary
Fig. S1 and S2). For immunofluorescence, brain slices
were rinsed three times in PBS/0.3% Triton X-100,
treated with 1X immuno DNA-Retriever in citrate buffer
(Bio SB) at 65 °C for 30 min, washed three times and
incubated with the primary antibodies (listed in Sup-
plementary Table 2) in the blocking solution [0.1 M
PBS/0.3% donkey serum (Gibco)/0.3% BSA (Sigma)]
overnight at 4 °C. After rinsing in PBS, slices were incu-
bated for 2 h at room temperature with the corres-
ponding secondary antibody (listed in Supplementary
Table 2). Finally, the sections were rinsed with PBS and
the far-red emitting fluorescent DNA dye DRAQS
(1:5000; Biostatus Limited) was added to the final rinse
to counterstain cell nuclei. The tissue was mounted in
Superfrost slides (Fisher Scientific) with Dako fluores-
cent mounting medium.

Microscopy and cell counting

We used images acquired in Olympus FV1000 or ZEISS
LSM 510 confocal microscopes. For cell counting, 3 im-
ages in Z stack from the graft were obtained at 40X
magnification. We used one brain slice from 3-6 differ-
ent animals (corresponding to “n" rats in Results) to
count each differentiation marker. GFP+/differentiation
marker+ cells were counted manually using the image
analysis software Image) or the one linked to the cor-
responding microscope used. In some instances, pseu-
do-colors were assigned to some signals to improve
image appreciation. Data are presented as the average
percentage + standard deviation.

RESULTS

Neuronal differentiation of EB cells trans-
planted to a neurogenic area of the postnatal
brain

In order to determine whether the postnatal rat brain
provides a favorable environment for neuronal differen-
tiation, EB cells at a stage where they are not commit-
ted to become neural cells were transplanted. Most
transplantation studies have used differentiated neu-
rons or NPCs [8, 9], limiting the evaluation of microenvi-
ronment influence on cell differentiation. EB cells to be

www.StemCells.com

transplanted expressed more than 30-fold higher levels
of the epiblast marker Fgf5 in comparison with undiffe-
rentiated ESC (Fig. 1A). The majority (at least 70%; Sup-
plementary Fig. S3) of these EBs were not cavitated and
composed of epiblastic cells, as indicated by the co-
expression of Octd and Fgf5 (Fig. 1B). Importantly, we
detected very low expression levels of neural marker
genes in EBs as in ESCs (Fig. 1C), but expression of
Zfhx1b, which has been associated with a preneuraliza-
tion stage [21], increased up to 20-fold in EBs in com-
parison with ESC (Fig. 1C). Nonetheless, cells of EBs at
this stage can differentiate into cell lineages of the
three germ layers, and when cultured (within floating
EBs) in a neural medium without growth factors did not
differentiate into neural cells ([11, 18] and data not
shown).

Dissociated EB cells were transplanted adjacent to the
known neurogenic area covering the anterior region of
the LV and the proximal RMS (Figure 1D). EB-derived
cells were able to survive and initiate neural differentia-
tion at the anterior LV (data not shown) as well as near
the RMS with similar efficiency. In the latter region, the
graft covered an area comprised between the RMS and
the cortex (hereinafter referred as RMS-Ctx area) and
the fate of the transplanted cells was analyzed in more
detail. Very few and small group of cells throughout the
graft at 6 days post-transplantation (dpt) were detected
positive for the mitotic marker phospho-Histone-H3
(pHH3) (Figure 1E and Supplementary Fig. $4) and the
pluripotency marker Oct4 (Figure 1H), which number
rapidly decreased at a later time (Figure 1E-J; Supple-
mentary Fig. $4). These data indicate that, at least from
15 dpt, the majority of implanted EB-derived cells have
reached the postmitotic stage and lost pluripotency,
supporting that transplanted cells are undergoing diffe-
rentiation and are not prompt to initiate tumorigenesis.
Abundant cell death occurred at early stages (i.e., up to
3 dpt) around the graft and, then, only scattered apop-
totic cells were found; interestingly, most dying cells
detected were associated with the host (Supplementary
Fig. S2).

At 6 dpt, most EB-derived cells were aggregated and
showed round shape morphology (green cells in Figure
1E, H, K-M). At this early stage, a significant graft surviv-
al was observed (Supplementary Fig. S1 and S2) and 2
consistent (6 out of 6 successful transplantation events)
high proportion of implanted cells became NPCs as indi-
cated by the number of Sox1+ cells (an estimate of at
least 50%, n=6) (Figure 1K), but few cells were positive
for Doublecortin (DCX), a marker of neuroblasts and
immature neurons (Figure 1LM). Initial interactions
with the host environment was indicated by some
patchy areas of cells, mostly positive for DCX, with lead-
ing processes on the border of the graft (Figure 1M).

By 15 dpt, surviving implanted cells were observed
throughout the graft with a more even distribution and
differentiated morphology (Figure 2). Apparently, the
proportion of Sox1+ NPCs was reduced (26.56+5.22% of
grafted cells, n=6; Figure 2A 1), whereas the number of
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cells immunoreactive for DCX markedly increased
(59.55+12.22% of grafted cells, n=6; Figure 28,1). Nota-
bly, many implanted cells already reached neuronal
maturity as demonstrated by their NeuN nucleus stain-
ing (33.9844.89% of grafted cells, n=6; Figure 2C,l).
These data indicate that 15 dpt was sufficient for most
of the surviving EB-derived cells to get committed into
the neural phenotype within the postnatal brain envi-
ronment, though many cells were still in transition to
become terminal differentiated neurons. We also noted
that many GFP-/DCX+ cells intermingled throughout the
graft at 15 dpt (Figure 2J); the origin of these GFP-/DCX+
cells needs further investigation. Only occasionally,
DCX+/GFP+ cells acquiring a similar shape and chain
migration alignment of endogenous neuroblasts migrat-
ing towards the olfactory bulb (OB) were observed (Fig-
ure 2K).

At 21 dpt, the majority of the EB-derived cells displayed
leading processes, in contrast with the characteristic
spherical shape of cells at the initial post-transplant
phases. Concomitantly, the number of Soxl+
(25.7625.94%, n=6; Figure 2E) and DCX+ (52.82111.85%,
n=6; Figure 2F) cells remained within a similar propor-
tion compared to that determined a week earlier, but
an increase in NeuN+ grafted cells (44.7349.98%, n=6;
Figure 2G) was detected. Importantly, while at 15 dpt
scarce grafted cells displayed the glial phenotype indi-
cated by the expression of the glial fibrillary acidic pro-
tein (GFAP; Figure 2D), the number of these cells clearly
increased (12.48411.42%, n=6; Figure 2H) at 21 dpt. The
number of cells with the neuronal differentiation mark-
ers, DCX and NeuN, at both time points analyzed ap-
peared relatively consistent throughout the graft (Fig-
ure 2). Since Sox1 and NeuN are non-overlapping mark-
ers, it is estimated that at least 70% of EB-derived cells
have acquired a neural phenotype; among those, most
cells are undergoing neuronal differentiation. All these
data together suggest that the RMS-Ctx area of the
postnatal brain is permissive and possibly instructive for
neuronal and glial differentiation, though neuronal ap-
pears to be the favored fate.

Interneuronal fate of EB cells transplanted to

the RMS-Ctx

Around 50% of grafted cells reached the neuronal fate 3
weeks after transplantation; thus, we decided to ana-
lyze whether these EB-derived neurons showed any
specific phenotype. We were particularly interested in
the neuronal fates typical of neuroblasts of the
SVZ/RMS, which provide most of the periglomerular
neurons (PGN) forming the glomerular layer of the OB
[22]. The major phenotype found in PGN cells is the
GABAergic, which can be detected by the presence of
the GABA synthesizing enzyme GAD67. Moreover, dis-
tinct GABAergic interneuronal subpopulations differen-
tially express tyrosine hydroxylase (TH), a marker of
dopaminergic neurons, and two calcium-binding pro-
teins, calretinin (Calr) and calbindin (Calb) [23]. Three-
weeks after transplantation, 33.71410.61% of cells were
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GADGE7+ (n=6; Figure 3A,F). Among the implanted cells,
11.41+4.99% and 14.0615.89% were TH+ and Calr+,
respectively (n=6; Figure 3B,D,F), whereas Calb+ cells
were consistently detected throughout the graft but in
a low proportion (Figure 3E). In addition, 12.4845.8% of
differentiated EB cells were SHT+ serotonergic neurons
(n=6; Figure 3CF). The groups of GABAergic cells or any
other analyzed phenotype appeared distributed
throughout the transplant and were not confined to a
particular region (eg., close or far from the RMS).
Therefore, although some neurons (near 40-60%) de-
rived from the transplanted EB cells shared markers
with those generated during postnatal neurogenesis in
the RMS pathway, the terminal phenotypes that can
arise appeared to be wider.

The differentiation into specific neuron types is deter-
mined by transcription factors that specify NSCs into
particular lineages. In order to distinguish among the
large diversity of interneuron subtypes existing in the
adult brain, we estimated their putative linage identity
by detecting markers before terminal differentiation,
particularly those present in precursors of OB subtypes.
Pax6 in cooperation with DIx2 specify the dopaminergic
identity of PGN in the adult OB [22, 24]; during differen-
tiation, the majority of DCX+ neuroblasts of the PGN
lineage express DIx2+. A substantial proportion of
transplanted cells were detected with the PanDlx anti-
body [25] at 6 dpt (Figure 4A), but afterwards, grafted
cells were rarely positive for any Dix protein (n=6; Fig-
ure 4B,C). On the other hand, transplanted cells occa-
sionally expressed Pax6 since early-stages of EB cell
differentiation (n=6; Figure 4D-F). We analyzed also the
expression of Trbl, a T-box transcriptional factor found
in GAD67- and Dlx- postmitotic neuroblasts of the prox-
imal RMS that derive into OB glutamatergic neurons
[24]. The scarce number of Tbrl+ cells observed indi-
cates that grafted cells did not acquire the glutamater-
gic neuron identity (data not shown). Therefore, appar-
ently, most EB-derived cells acquire an interneuronal
GABAergic phenotype that is not specific of the RMS-OB
system, suggesting that the RMS-Ctx area encloses neu-
rogenic cues but lacks signals favoring EB cell specifica-
tion within a particular lineage.

Neuronal differentiation of EB cells in a non-

neurogenic region of the postnatal brain

In order to determine whether survival and neural diffe-
rentiation pattern of EB cells in the postnatal brain oc-
curs regardless of the graft region, we assessed the fate
of transplanted EB cells in the postnatal striatum, a con-
sidered non-neurogenic region. In general, neural diffe-
rentiation in this area was uneven throughout the graft
and variable among transplanted animals (Supplemen-
tary Table 3). At 15 dpt, only some areas of the graft
showed a significant proportion of GFP+ cells expressing
Sox1 or DCX (n=4), which remained low by 21 dpt, ex-
cept for an apparent discrete increase in DCX+ cells
(n=4; Figure 5A-B, E-F and Supplementary Table 2). Of
note is that NeuN was rarely detected at 15 dpt but, at
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21 dpt, NeuN+ cells were evident but only in few areas
throughout the graft (n=4; Figure 5C,G and Supplemen-
tary Table 3). Remarkably, some patches of trans-
planted cells expressing GFAP were observed since 15
dpt, and the proportion of GFAP+ cells reached up to
50% in patches at 21 dpt (n=4; Figure 5D,H and Supple-
mentary Table 3), indicating efficient EB cell differentia-
tion into astrocytes, a fate that was rare in cells grafted
in the RMS-Ctx region. Together, our data indicate that
the postnatal striatum appears to be a less favorable
region for neuronal differentiation and, in contrast to
the RMS-Ctx area, is more permissive and/or instructive
for astrocyte differentiation.

Given that neurogenic conditions might be associated
with juvenile brains, we were prompted to determine
whether EB cells are also able to detect microenviron-
ments permissive for neuronal differentiation in the
adult rat brain. We used MCAQ lesion model to assess
whether EB cells can sense the transition of the stria-
tum, from the poor neurogenic condition observed in
the undamaged brain (Figure 5), to a potentially neuro-
genic condition after injury [4, 5]. Interestingly, trans-
plantation at the sub-acute phase of injury (8 days after
the MCAQ) gave rise to a proportion of grafted EB cells
with Sox1 or DCX neural markers. At 15 dpt, although
fewer than in brains of rats at the early postnatal age
tested, the proportion of Sox1+ cells reached 39 + 4.6%
(n=3; Figure 6A,E]), whereas that of DCX+ cells in-
creased up to 45  5.23% (n=3; Figure 6B,1); the latter
contrast with the 3.9 + 0.36% observed in the non-
damaged striatum (n=3; Figure 6F,l). NeuN was de-
tected in 12  6.1% of grafted cells at 15 dpt (n=3; Fig-
ure 6Cl), whereas in the intact striatum very few
NeuN+ cells were found (Figure 6G). Additionally, EB-
derived GFAP+ cells in the injured striatum were de-
tected in a similar proportion (1-3%) when compared to
grafts in the intact striatum (Figure 5D and H). There-
fore, it appears that injury promotes the onset of a
condition that favors neurogenesis and EB cells can
detect this transition. Noteworthy, in the normal or
damaged-adult striatum no GAD67+ cells were de-
tected, suggesting that differentiation into this pheno-
type might be regulated/facilitated by the RMS-Ctx mi-
croenvironment.

Differentiation of EB cells in the adult SNpc

Taken into account that the incidence of neurogenesis
in the adult SNpc has been detected at a very low level
in vivo [26], but putative resident NPCs with neurogenic
potential have been detected in vitro [27], we were
interested in using EB cells to detect whether the envi-
ronment in this region prevents neurogenesis. Striking-
ly, when EB cells were transplanted to the SNpc, many
cells survived and distributed all along the graft (Figure
7). In contrast to the striatum, at 6 dpt, small cell clus-
ters expressed Sox1 (n=3; Figure 7A) and 32 £ 1.9 % of
grafted EB cells were DCX+ (n=5; Figure 78,M). This lat-
ter percentage increased significantly up to 64 £ 2.1% at
15 dpt (n=5; Figure 7F, M), decreasing 15 days later (i.e.,
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30 dpt) to less than 10% (9 £ 0.35%, n=5; Figure 7M).
Terminal neuronal differentiation appeared to be de-
layed when compared with their emergence in grafts in
the RMS-Ctx region of the early postnatal brain, since
only few NeuN+ neurons were detected at 15 dpt (Fig-
ure 7C,G), and the number markedly increased up to 43
t 3.3 % of total grafted cells at 30 dpt (n=5; Figure
7LM). In agreement with reduced glial differentiation,
GFAP+ cells were not detected at 6 or 15 dpt (Figure
70,H). Among the neurons derived from EB cells in this
region, some were positive for calretinin (Figure 71) but
none expressed TH (Figure 7K) or GAD67 (Figure 7J).
Therefore, the adult SNpc behaves as a neurogenic
niche with very low activity.

Discussion

The discovery of neurogenesis in the mammalian adult
brain has held relevant implications in normal physiolo-
gy, but also widened the limits that were considered for
a long time restrict neuronal regeneration. The pres-
ence of NSCs is a sign of regions with the ability to carry
out neurogenesis; this correlation applies to two specif-
ic regions of the adult brain, but no definitive evidence
has been provided that discarded other potential neu-
rogenic areas [28]. In the present study, we investigated
regions of the adult rat brain that supported neuronal
differentiation of EB cells. Our major findings indicate
that neurally uncommitted EB cells can differentiate
into glia, neural precursors and neurons in the postnatal
and adult rat brain, not only in a well-defined neurogen-
ic domain, but also in regions that are not considered
typically neurogenic. Furthermore, we confirmed the
lack of specification signals in the adult brain suggesting
that specific neurogenesis requires pre-specified NSCs.
Our findings show that neurogenesis in the adult brain
may not be limited exclusively by the presence of NSC
but also by the availability of a proper neurogenic envi-
ronment.

Neuralization and neurogenesis of naive stem
cells

The fate of putative NPCs in the adult brain observed in
several studies [29] is likely due to their intrinsic proper-
ties. In an interesting study, embryonic neuronal- and
glial-restricted NPCs transplanted to the adult striatum
and spinal cord differentiate and show long-term sur-
vival in the absence of an immunosuppressant [30]. In
another example, NPCs expanded as neurospheres,
which are prompted to become astrocytes within an
embryonic neurogenic environment [10], also favor this
fate in the adult brain [8, 9). Therefore, evaluation of a
milieu suitable for neurogenesis in the adult brain re-
quires the use of uncommitted NPCs with strong neuro-
genic potential whose fate depends on extrinsic signals.
EB cells appear to convey this requirement since trans-
planted cells in neurogenic environments of the embryo
[18] or of the postnatal and adult brain (this study) give
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rise to a high proportion (up to 70%) of neurons and
neuronal precursors with a discrete proportion of astro-
cytes produced.

Neuronal differentiation in our postnatal conditions was
a progressive process. Our data suggest that cell prolife-
ration is not required for EB cell differentiation, but
selective cell survival shortly after transplantation could
contribute to the high neuralization efficiency. Howev-
er, our previous transplant-explant experiments rather
favor efficient responsiveness to neuralizing factors of
competent EB cells [18]. The emergence of neural
markers in transplanted cells suggests differentiation
from neurally uncommitted ectodermal cells
(Oct4+/FgfS+) up to becoming mature neurons
(NeuN+). Only few putative astrocytes (GFAP+ cells)
were detected, thus, neuronal differentiation is the pre-
ferred fate of EB cells under the influence of neurogenic
areas of the postnatal brain.

The sequence of appearance of neural markers deter-
mined here in differentiating transplanted EB cells did
not resemble the features found in recent reports
where cell fusion between grafted NPCs and specific
hippocampal, striatal or cortical mature neurons has
been proposed as the origin of neurons [31, 32]. In par-
ticular, instead of a gradual appearance of neuronal
markers expected from cell differentiation, the terminal
phenotype was detected as early as 6 dpt in the adult
rodent brain. Additionally, the fact that neuron types
detected (see below) did not correspond to those
present at the transplantation site is not in agreement
with cell fusion. Nonetheless, our experiments did not
rule out the possibility of spontaneous cell fusion
events that, at low frequency, contributed to the num-
ber of neurons and neuroblasts obtained from EB cells.

Non-site-specific neuronal differentiation of

transplanted EB cells

In the past, it has been difficult to demonstrate site-
specific differentiation of NSCs after grafting in the
adult brain due to the lack of proven cells with a wide
differentiation potential. Neuronal specific differentia-
tion depends on signals that instruct precursor cells to
follow a particular lineage, and signals that promote
differentiation itself. EB cells are competent to respond
to specification signals [18) and, therefore, the sur-
rounding environment of the adult brain could guide
their neuronal fate. The neuronal phenotype of diffe-
rentiated EB cells in the RMS-Ctx region was coincident
with the possibility of differentiation into the major
subtypes of OB interneurons. However, cells trans-
planted next to the RMS only occasionally appeared
attracted towards this structure, which contrast with
the migration through the RMS and integration into the
OB of cells from the embryonic lateral ganglionic emi-
nence when grafted alongside the postnatal SVZ [33]. In
addition, we found only few cells expressing a Dix gene
or Pax6, genes required for the generation of OB inter-
neurons. Therefore, EB cells can sense neurogenic cues
present in the postnatal brain, but the RMS-Ctx region is
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not providing the instructive signals needed for NPCs
specification. The lack of specification signals in the
adult brain is not unexpected since most somatic stem
cells behave as committed and, thus, do not require the
specification signals present in the embryo to differen-
tiate into specific cell types [33-35). The higher propor-
tion of GABAergic neurons in comparison with other
neuronal phenotypes suggests that the RMS-Ctx envi-
ronment is more suitable for EB cells to reach certain
fates. We have not observed the same set of pheno-
types or proportion of them in neurons derived from EB
cells grafted in other areas of the postnatal brain, sup-
porting the idea that EB cells have no bias to particular
neuronal fates.

Neuronal differentiation in non-neurogenic

areas of the adult brain

Presently, there is no doubt that the adult brain can
produce neurons de novo, but the limits of this capacity
are not defined yet. The postnatal age or environmen-
tal/physiological conditions could influence the neuro-
genic capacity of certain brain areas. In addition, it re-
mains to be determined the repair capacity of the brain
upon damage. In the postnatal striatum, the low num-
ber of neuroblasts (DCX+) disposed in some patches
throughout the graft correlates with the few neurons
(NeuN+) found, which considerably differs from the
proportions of these cells determined in the RMS-Ctx
region. Concurrently, a relatively high level of EB-
derived GFAP+ cells was determined from the earliest
post-transplant stage, and the progressive increase ob-
served in these putative astrocytes was exclusive for
this postnatal zone. Together, these results suggest that
the postnatal striatum promotes astrocytic differentia-
tion of EB cells, probably at the expense of neuronal
differentiation.

In contrast with the striatum of a young brain, very few
cells expressing neural markers were found in the adult
striatum, indicating that conditions are not appropriate
for neural differentiation. Interestingly, this differentia-
tion pattern was drastically reversed after the MCAO
treatment and now EB cells gave rise to some GFAP+
cells and many NeuN+ neurons, among which, few were
TH+. These data suggest that, at least in the striatum,
an ischemic damage generates an environment that
promotes neuronal differentiation of EB cells and prob-
ably, also, of endogenous NPCs attracted to the injured
region. Our results differ from those previously re-
ported showing that EB cells transplanted to normal
[16) or Parkinson’s Disease (PD) damaged striatum [17)
of immunosuppressed rats spontaneously differentiate
into dopaminergic and serotonergic neurons. The re-
sults shown here were in the absence of immunosup-
pressants and, consequently, our transplantation expe-
riments required more cells than in those reports. It is
apparent that, under our conditions, resident factors in
the adult brain influenced the final differentiation out-
come, though we cannot discard the participation of
factors from transplanted EB cells. Therefore, our data
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suggest that EB cells can sense environmental changes
after a brain injury, which improves the capacity to
promote neurogenesis.

The ability of EB cells to differentiate into mature neu-
rons in the intact SNpc was unexpected and intriguing.
In vivo neurogenesis is controversial in this brain struc-
ture [26, 27]. In those studies that support neurogene-
sis in the SNpc, very few new neurons appears to be
produced in both normal and PD brains, although puta-
tive NSCs after culture are able to differentiate into
neuron-like cells in the hippocampus but not in the
SNpc. Our results support that the SNpc holds a “silent”
neurogenic niche, though remains to be conclusively
determined whether NPCs exist and the conditions at
which are activated to produce new neurons.

CONCLUSION

The efficient neurogenesis in the vicinity of the RMS-Ctx
region is a proof of principle that EB cells can sense
neurogenic areas in the adult brain. Under this basis we
demonstrated that EB cell differentiation is dependent
on the host brain region but modified upon injury. Our
work contributes to the understanding of the mechan-
isms that control neurogenesis in the adult brain by
showing that there is no direct correlation between the
regions with high content of NSCs and those supporting
neurogenesis. The development of proper cell therapies
for the treatment of CNS diseases will depend, not only
in identifying the right cell population to transplant, but
also the right conditions in the host brain such that
promote its specific differentiation and/or survival. The
present work is one step in that direction.
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