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RESUMEN 

Durante el desarrollo las células definen su destino progresivamente a través de 

diversos mecanismos que van restringiendo su plasticidad (e.g. competencia, 

especificación, compromiso). Aunque los marcadores moleculares son buenos 

indicadores de la especificación y diferenciación, para determinar el momento en el 

que una célula se compromete a su destino se necesitan ensayos funcionales. 

En este trabajo nos enfocamos en definir cuándo se determina el destino de las 

células precursoras neurales del mesencéfalo ventral (CPNmv) al fenotipo 

dopaminérgico (DAm). Analizamos la diferenciación de CPNmv de distintas etapas 

del desarrollo al ser trasplantadas a explantes de mesencéfalo de E10.5. 

Encontramos que cuando las CPNmv de E9.5 se integran en regiones dorsales, 

estas retienen el marcador de especificación DAm Lmx1a y se diferencian 

eficientemente a neuronas; sin embargo, no logran expresar marcadores 

específicos de neuronas DAm como la Tirosina hidroxilasa (Th). Una porción de las 

CPNmv de E10.5-E11.5 se encuentran comprometidas y generan neuronas Th+ en 

sitios ectópicos. De forma interesante, las células de E12.5 no generaron un número 

significativamente mayor de neuronas Th+ en los explantes; no obstante, cuando se 

trasplantan en el cerebro adulto logran generar un número similar de neuronas Th+ 

que las de E10.5, además de astrocitos, que no se observan con las de E10.5. En 

línea con esto, cultivos primarios de CPNmv y de explantes tratados con Fgf2+LIF 

revelan que existe potencial astrogénico en las células desde E11.5. Con base en 

nuestros resultados, proponemos que durante la diferenciación DAm las CPNs 

comprometidas emergen en E10.5 y van perdiendo su capacidad neurogénica, al 

mismo tiempo que van emergiendo CPNs con potencial astrogénico. 
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ABSTRACT 

It is considered that cells define their fate progressively during development by going 

stepwise through mechanisms that restrict their plasticity (e.g., competence, 

specification, commitment). Although molecular markers are good indicators of 

specification and differentiation, functional assays are required to define the signals 

involved and the time at which cells become fully committed. 

In this work, we focus in defining when neural precursor cells of the ventral 

mesencephalon (vmNPC) determine their fate into dopaminergic neurons (mDA). 

We analyzed the differentiation of vmNPC from different stages after transplantation 

to E10.5 mesencephalic explants. We show that E9.5 vmNPCs implanted in an 

ectopic area of explants, retained their specification marker Lmx1a and efficiently 

differentiated into neurons but did not express the gene encoding tyrosine 

hydroxylase (Th), the limiting enzyme for dopamine synthesis. A proportion of E10.5-

E11.5 implanted vmNPCs behaved as committed, deriving into Th+ neurons in 

ectopic sites. Interestingly, implanted cells from E12.5 embryos were unable to give 

rise to a significant number of Th+ neurons. Despite this, a full suspension of E12.5 

vmNPCs give rise to DA neurons in a similar proportion as those of E10.5 when they 

were transplanted into adult brain, but astrocytes were only detected with the former 

population. Concomitantly, differentiation assays in culture and in mesencephalic 

explants treated with Fgf2+LIF detected vmNPCs with astrogenic potential since 

E11.5. Based on our findings we propose that during DA differentiation committed 

vmNPCs emerge at E10.5 and they exhaust their neurogenic capacity with the rise 

of NPCs with astrogenic potential. 
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ABREVIATURAS 

A–P   Antero – posterior  

ABCA1  Del inglés ATP-binding cassette transporter isoform A1 

ADN  Ácido desoxirribonucléico 

ADNc  Ácido desoxirribonucléico complementario 

Aldh1a1 Del inglés Aldehyde dehydrogenase 1a1 

Aldoc  Del inglés Brain type aldolase 

ApoE  Del inglés Apoliprotein E 

ARN  Ácido ribonucleico 

ARNm  Ácido ribonucleico mensajero 

Arntl  Del inglés Aryl hidrocarbon receptor nuclear translocator-like protein 1 

Ascl1 Del inglés Achaete-scute homolog 1 

AVT  Área Ventral Tegmental 

bHLH  Del inglés basic Helix-Loop-Helix 

Bdnf  Del inglés Brain-derived neurotrophic factor 

BMP  Del inglés Bone Morphogenetic Protein 

BrdU Bromodeoxiuridina 

Brn1/2 Del inglés Brain 1/2  

Cdkn1c Del inglés Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C 

CE  Cuerpos Embrioides 

Co-Rest Del inglés Rest corepressor 1 

CPN  Célula Precursora Neural 

CPNmv Células Precursoras Neurales del mesencéfalo ventral 

CTE  Células Troncales Embriónicas 

CTNa  Células Troncales Neurales adultas 

CTNF  Del inglés Ciliary Neurotrophic Factor 

D – V   Dorso – ventral  

DAPI  4‘,6-diamino-2-fenilindol 

DAPT  N-[(3, 5-Difluorofenil) acetil]-L-alanil-2-fenil] glicina-1, 1-dimetiletil éster 

Dat Del inglés Dopamine transporter 

Ddc Dopa descarboxilasa 
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DICN  Dominio Intracelular de Notch 

Dll1  Del inglés Delta-like 1 

Dmrt5  Del inglés Doublesex and Mab-3-Related Transcription Factor 5 

DMSO Dimetilsulfóxido 

dNTP  desoxirribonuclótidos trifosfato 

dpc  Días post coito 

Drd2  Del inglés Dopamine receptor d2 

E  Día embrionario 

EGFP  Del inglés Enhanced Green Fluorescent Protein 

Egr2  Del inglés Early growth response 2 

Emx2   Del inglés Empty spiracles homeobox 2 

En1/2  Engrailed ½ 

Ferd3l  Del inglés Fer3-like bHLH transcription factor 

Fgf  Del inglés Fibroblast Growth Factor  

Foxa1/2 Del inglés Forkhead box A2 

Foxg1 Del inglés Forkhead box G1 

GABA  Ácido γ-aminobutírico 

Gbx2  Del inglés Gastrulation brain homeobox 2 

Gfap  Del inglés Glial fibrillary acidic protein 

Glast  Del inglés Astrocyte-specific glutamate transporter 

Gli1-3  Del inglés Glioma–associated oncogene 1-3  

GR  Glia Radial 

Helt  Del inglés Hes/Hey-like transcription factor 

Hes  Del inglés Hairy and enhancer of Split 

Igfbpl1 Del inglés Insulin like Growth Factor Binding Protein like 1 

Jag  Jagged 

LIF  Del inglés Leukemia Inhibitory Factor 

Lmx1a/b Del inglés LIM homeobox transcription factor 1 alpha/beta 

Lxr  Del inglés Liver X receptor 

MAP2  Del inglés Microtubule- Associated Protein 2 

miR  Del inglés microRNA 
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Msx1/2 Del inglés Msh homeobox 1/2 

NCOR  Del inglés Nuclear receptor co–represor  

NeuN  Del inglés Neuronal Nuclei 

NeuroD1 Del inglés Neuronal Differentiation Factor 1 

Neurog2 Neurogenina2 

NFI  Del inglés Nuclear factor 1 

Nkx2.2 Del inglés Nk2 homeobox 2 

Nkx6.1  Del inglés Nk6 homeobox 1 

Nr1h2/3 Del inglés Nuclear receptor subfamily 1 group H member 2/3 

Nr4a2  Del inglés Nuclear receptor subfamily 4 group A member 2 

Otx2  Del inglés Orthodenticle homeobox 2 

Ptch1  Del inglés Patched 1 

Pax  Del inglés Paired box containing homeodomain 

PBS  Del inglés Phosphate buffer saline 

PCR  Del inglés Polimerase chain reaction 

PFA  Paraformaldehído 

pH3  Histona H3 fosforilada 

Pitx3  Del inglés Paired like homeodomain 3 

r  Rombómero 

Rest  Del inglés RE1 Silencing Transcription Factor  

SAHM1   Del inglés Series of stapled α-helical peptides derived from MAML1 

SAG  Del inglés Smoothened agonist 

Scp1  Del inglés Synaptonemal Complex Protein 1 

Shh  Sonic Hedgehog 

Slc18a2 Del inglés Solute carrier family 18 member A2 

Slc6a3 Del inglés Solute carrier family 3 member A3 

SN  Sustancia Nigra 

Smo  Del inglés Smoothened 

Sox  Del inglés Sex determining region Y-box 

SNC  Sistema Nervioso Central 

SREBF1  Del inglés Sterol Regulatory Element Binding Transcription Factor 1 
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TGF-β  Del inglés Transforming Growth Factor Beta 

Tnc Del inglés Tenascin C 

Th  Tirosina Hidroxilasa 

Vmat  Del inglés Vesicular monoamine transporter 

Wnt1  Del inglés Wingless-Type MMTV Integration Site Family, Member 1 
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INTRODUCCIÓN 

Desarrollo del Sistema Nervioso Central 

La formación del tubo neural 

La formación del sistema nervioso central (SNC) de los vertebrados inicia con la 

inducción de la placa neural a partir de una sección del ectodermo, mediada por 

señales emanadas de la notocorda adyacente. Además de determinar la posición 

del SNC, la notocorda es requerida para enviar señales inductivas a las células del 

neuroectodermo para que se especifiquen las células precursoras neurales (CPNs) 

a lo largo del eje dorso-ventral (Peterson, 2002). 

Una vez neuralizadas estas células, ahora CPNs, comienzan una expansión rápida. 

Debido a este proceso, la parte media del neuroectodermo se engruesa, formando 

la placa neural, que se distingue por sus células de apariencia columnar. Los 

márgenes laterales de la placa neural posteriormente se doblan para transformar la 

placa en un tubo, mediante un proceso llamado neurulación. Existen dos 

mecanismos que convierten a la placa neural en el tubo neural, el primero es la 

neurulación primaria, en la cual las células que rodean a la placa neural inducen su 

proliferación y, posteriormente, la placa se invagina para separarse de la superficie 

y formar un tubo hueco. El segundo es la neurulación secundaria, donde el tubo 

neural se forma a partir de una cuerda sólida de células que se hunden en el embrión 

y que posteriormente cavitan para formar un tubo hueco. En general, la región 

anterior del tubo neural se crea por neurulación primaria, mientras que la parte 

posterior lo hace por neurulación secundaria (Colas and Schoenwolf, 2001; Smith 

and Schoenwolf, 1997). 



8 
 

Durante el desarrollo, una célula tiene que pasar por dos procesos importantes para 

poder generar una neurona específica. Primero, durante la neurulación temprana, 

las células epiblásticas deben ganar el potencial para generar neuronas (convertirse 

en CPNs), de tal forma que la neurogénesis (la diferenciación a neuronas de las 

CPNs) pueda ocurrir en etapas tempranas del desarrollo del SNC. Y segundo, las 

CPNs deben obtener la habilidad de adquirir los determinantes (neurotransmisor, 

receptores para guiar sus axones y regular su actividad) que caracterizan a una 

neurona en particular. Ambos procesos parecen ocurrir simultáneamente en el 

desarrollo. 

El eje antero – posterior 

En sus etapas más tempranas, el tubo neural se divide en tres vesículas primarias: 

cerebro anterior (prosencéfalo), cerebro medio (mesencéfalo), y cerebro posterior 

(romboencéfalo) (Fig. 1A). El prosencéfalo se subdivide en dos: la región más 

rostral, el telencéfalo, y la más caudal, diencéfalo. El telencéfalo, eventualmente, 

formará de su región dorsal la corteza, el hipocampo y los lóbulos olfatorios, y de la 

ventral la eminencia gangliónica lateral (que genera el estriado), la media y la 

caudal. El diencéfalo da origen al tálamo e hipotálamo, que reciben estímulos 

nerviosos de la retina (la cual también se deriva del diencéfalo). El mesencéfalo no 

sufre ninguna subdivisión, en él se generan estructuras involucradas en el control 

del movimiento y su lumen eventualmente se convierte en el acueducto cerebral 

(ver adelante). El romboencéfalo se divide en mielencéfalo, la parte posterior, y en 

metencéfalo, más anterior. El mielencéfalo se convertirá en la médula oblongata 

(cuyas neuronas generan los nervios que regulan los movimientos respiratorios, 
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gastrointestinales y cardiovasculares), y el metencéfalo, en el cerebelo (la parte del 

cerebro responsable de coordinar los movimientos, la postura y el balance) (Kiecker 

and Lumsden, 2005)(Fig. 1B). 

La creación del patrón en el eje antero-posterior (A-P) aún no se comprende del 

todo bien. Se cree que el establecimiento y mantenimiento de patrones más 

refinados en el romboencéfalo y prosencéfalo se logra gracias a una 

compartamentalización en unidades morfogenéticas (los rombómeros en el caso del 

romboencéfalo y prosómeros en el prosencéfalo), las cuales mantienen su identidad 

posicional (Kiecker and Lumsden, 2005). Además, algunos centros de señalización 

secundarios podrían refinar las identidades locales a lo largo de todo el eje A-P. 

Estos centros organizadores son: la cresta anterior neural, que se encuentra en la 

conexión entre el prosencéfalo y el ectodermo anterior, necesaria para el 

mantenimiento de las identidades del cerebro anterior; la zona limitans 

intertalámica, localizada en la interface entre el primordio talámico y pretalámico; y 

el organizador del istmo, que yace entre el cerebro medio y el posterior, el cual es 

necesario y suficiente para el desarrollo de las estructuras mesencefálicas y 

metencefálicas (Kiecker and Lumsden, 2005; Wurst and Bally-Cuif, 2001) (Fig. 1). 

El eje dorso-ventral 

El tubo neural se divide a lo largo de su eje dorso-ventral (D-V) influenciado por el 

tejido meso-endodermal subyacente y por el efecto de estructuras ectodermales no 

neurales. Así, la placa del piso, la placa basal, la placa alar y la placa del techo se 

desarrollan en el tubo neural de la región ventral a la dorsal; como resultado de 
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estos eventos, una gruesa red tridimensional de identidades posicionales se 

establece en el tubo neural, montando las bases de toda la especialización regional. 

El establecimiento del patrón a lo largo del eje D-V ha sido caracterizado 

principalmente en la médula espinal; éste depende de la concentración de factores 

de dorsalización de la superfamilia de TGF- (“Transforming Growth Factors”), que 

emanan del ectodermo no neural, y de factores de ventralización como Sonic 

Hedgehog (Shh), que son producidos por la notocorda y la placa del piso (Fig. 2) 

(Liu and Niswander, 2005). 

 

Figura 1. Diferenciación en el eje A-P. Vista 
lateral de un embrión de pollo. (A) Etapa HH13 
(ratón E9). El tubo neural se divide en tres 
estructuras: prosencéfalo, mesencéfalo y 
romboencéfalo. Los principales centros 
organizadores son el istmo, los límites entre 
rombómeros, el rombómero 4 (r4) y la placa del 
piso. Las flechas representan la bidireccionalidad 
de la señalización. La notocorda y la placa 
precordal son centros señalizadores no neurales 
que tienen influencia en el establecimiento del 
patrón D-V. (B) Etapa HH24 (ratón E13). El 
prosencéfalo se ha dividido en telencéfalo y 
diencéfalo (tálamo e hipotálamo) y el 
romboencéfalo en cerebelo (metencéfalo) y 
médula espinal (mielencéfalo). Los centros 
señalizadores son la Zona Limitans Intratalámica 
(ZLI), el istmo y la línea media ventral. Hip, 
hipotálamo; LDM, límite diencéfalo-mesencéfalo; 
LPS, Límite Palial-subpalial; PrZLI, presunta 
zona limitans intratalámica; Ptec, pretectum 
(Modificado de Kiecker and Lumsden (2005)). 

Shh es secretado por la notocorda e induce la formación de la placa del piso, cuyas 

células también secretan Shh, lo cual forma un gradiente, encontrándose la mayor 

concentración en la zona más ventral del tubo neural (Yamada et al., 1991). Las 

concentraciones diferenciales de Shh provocan que diferentes grupos de CPNs 
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expresen distintos tipos de factores transcripcionales, estos factores, en 

consecuencia, activan genes cuyas proteínas les dan identidad a las células. Shh 

podría también activar una vía represora sobre la expresión de genes que codifican 

factores de transcripción del tubo neural dorsal, lo cual evitaría que estos genes 

sean expresados a través de todo el tubo neural (Roelink, 1995).  

Los destinos dorsales se establecen por proteínas de la superfamilia de TGF-, 

especialmente BMP4 (“Bone Morphogenetic Protein”) y BMP7, dorsalina y activina. 

Inicialmente los BMPs se encuentran en la epidermis, pero  así como la notocorda 

establece la placa del piso, la epidermis establece otro centro de señalización, la 

placa del techo, inducida por BMP4. La proteína BMP4, a su vez, es secretada por 

las células de la placa del techo y genera un gradiente, similar a lo que ocurre en la 

placa del piso, lo cual induce la expresión de diferentes tipos de factores de 

transcripción que generan diferentes identidades dorsales (Liem, 1995) (Fig. 2). 

 

Figura 2. Especificación de la médula espinal a lo largo del eje 
D-V. Esquema de la placa del techo que expresa BMPs, así como 
otras proteínas de la familia de los TGF-β; y la placa del piso, la cual 
expresa Shh. Las CPNs están divididas en dominios ventrales muy 
amplios, gracias a la expresión diferencial de los genes Pax. 
Después, la médula espinal se subdivide por la expresión de los 
factores de transcripción de la familia bHLH y factores de 
transcripción con homeodominio. La regionalización de los 
precursores lleva a la formación de distintos tipos neuronales 
dorsales y ventrales, llamados interneuronas dorsales (di1-6), 
interneuronas ventrales (V0-3) y motoneuronas (MN) (Modificado de 
Liu and Niswander (2005)). 
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La diversidad celular del SNC 

El ciclo celular y la proliferación de las CPNs en el desarrollo 

La pared del tubo neural está constituida por un epitelio pseudoestratificado formado 

por células neuroepiteliales que expresan marcadores como Sox1/2 (“Sex 

determining region Y-box 1/2”) las cuales mantienen contacto con la región 

ventricular (zona apical) y la región pial (zona basal), mientras que su núcleo 

muestra una migración intercinética entre las dos regiones (Zhong and Chia, 2008). 

La posición del núcleo a lo largo del eje radial del tubo neural indica la etapa del 

ciclo celular en el que se encuentran las células. De esta forma, las células entran 

en fase G1 cuando el núcleo comienza su migración desde el ventrículo, llegando a 

la fase S en el extremo más basal del recorrido para, posteriormente, regresar hacia 

la capa apical durante la fase G2 y alcanzar la mitosis en esta zona (Takahashi et 

al., 1993) (Fig. 3a). Se cree que este movimiento intercinético funciona para 

maximizar el número de mitosis que ocurren en la pequeña superficie ventricular 

(Taverna and Huttner, 2010). Además, sirve para exponer diferencialmente a las 

células a señales presentes a lo largo del eje apico–basal, entre mayor sea la 

distancia que recorre el núcleo hacia la región pial, las células se encuentran más 

tiempo en G1 y receptivas a señales de diferenciación, por lo que existe una mayor 

posibilidad de que la célula salga del ciclo celular y diferencie (Baye and Link, 2007). 

Previo al inicio de la neurogénesis, el neuroepitelio comienza a engrosarse por la 

alta proliferación de las células y estas adquieren la expresión de Nestina, gen que 

codifica para una proteína de filamentos intermedios (Lendahl et al., 1990), y 

comienzan a producir una proteína de unión a ARN, Musashi, necesaria para la 

proliferación y el mantenimiento de las CPNs (Sakakibara et al., 2002).  
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Al inicio de la neurogénesis, las células neuroepiteliales cambian su identidad y se 

convierten en glia radial (GR) que generará, directa o indirectamente, todas la 

neuronas y, posterior en el desarrollo, las células gliales (Anthony et al., 2004). En 

conjunto, las células neuroepiteliales y las de la GR son llamadas CPNs. La GR 

comienza a expresar marcadores de astrocitos como Glast (“Astrocyte –specific 

glutamate transporter”) y Blbp (“Brain lipid–binding protein”) (Campbell and Gotz, 

2002); el mecanismo que regula esta transición neuroepitelio – glia radial no se 

conoce del todo pero se sabe que la expresión de miembros de la familia Hes (“Hairy 

and enhancer of Split”) y de Fgf10 (“Fibroblst growth factor”) es necesaria 

(Hatakeyama et al., 2004; Sahara and O'Leary, 2009).  

Durante la neurogénesis, las células de la GR cambian de divisiones simétricas 

proliferativas a divisiones asimétricas de diferenciación, dando lugar a una célula 

tipo GR y a una diferenciada (Fig. 3b). La duración del ciclo celular de la GR cambia 

durante el desarrollo, donde las células que llevan a cabo divisiones proliferativas 

tienen una fase S más larga que las células con divisiones neurogénicas, las cuales 

exhiben una fase G1 más prolongada (Arai et al., 2011; Lange et al., 2009). Las 

células que se mantienen indiferenciadas y proliferando se quedan en el ventrículo, 

mientras que las que diferencian pierden sus contactos apico–basales y migran 

hacia la zona pial donde terminan su diferenciación a neuronas (Gotz and Huttner, 

2005). Este fenómeno define a la región ventricular del tubo neural como el nicho 

de las CPNs (Fig. 3); el mantenimiento de este nicho y el crecimiento simultáneo del 

neuroepitelio se regula controlando el número de divisiones simétricas y asimétricas 

de las CPNs. 
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Figura 3. Movimiento intercinético y polarización de las células neuroepiteliales, la glia radial y los 
progenitores basales. Esquema de la organización polarizada y la migración nuclear intercinética de las 
células neuroepiteliales, la GR y los progenitores basales. (A) En las células neuroepiteliales el movimiento 
intercinético se da a lo largo del eje aplico-basal, con el núcleo migrando al lado basal en G1 y la mitosis 
ocurriendo en la superficie apical. (B) En la GR, la migración nuclear no se extiende totalmente al lado basal y 
se confina a la porción de la célula entre la superficie apical y el límite basal de la región ventricular. (C) En los 
progenitores basales, el núcleo migra de la superficie apical al límite basal de la zona ventricular (línea punteada) 
durante la fase S y la mitosis. (Modificado de Gotz and Huttner (2005)). 

El mantenimiento de las CPNs versus la diferenciación neuronal 

Uno de los reguladores maestros de la neurogénesis es el factor de transcripción 

Pax6 (“Paired box containing homeodomain”) que se expresa en varias regiones del 

SNC como el cerebro anterior, la retina y el cerebro posterior (Osumi et al., 2008). 

Además de regular patrones de regionalización en ciertos territorios, Pax6 

promueve la proliferación de la GR, pero también la neurogénesis a través de la 

inducción de genes proneurales del tipo bHLH (del inglés “basic helix–loop–helix”) 

como las Neurogeninas (Sansom et al., 2009). Estos efectos, parcialmente 

opuestos, están mediados por splicing alternativo (Walcher et al., 2013) y su 

interacción con otros factores de transcripción como Sox2 y Hes1 (Osumi et al., 
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2008; Sansom et al., 2009). Los genes proneurales regulados por Pax6 son, 

generalmente, región–específicos, como Brn1/2, miembros de la familia SoxC como 

Sox4 y Sox11, que inician programas neuronales específicos y reprimen otras 

identidades regionales (Bergsland et al., 2006). Por ejemplo, las CPNs del 

telencéfalo dorsal expresan Neurog1/2, los cuales instruyen la generación de 

neuronas piramidales glutamatérgicas que dan a lugar a la sexta capa de la corteza 

en mamíferos, y reprimen genes ventrales telencefálicos. En contraste, el 

telencéfalo ventral expresa Gsh1/2, Nkx2.1 y Ascl1 (“Achaete-scute homolog 1”) que 

instruyen la generación de neuronas gabaérgicas de los ganglios basales e 

interneuronas corticales y reprimen destinos dorsales (Fode, 2000). 

Otra vía importante en la regulación de la neurogénesis es la de Notch, que lo hace 

a través de inhibición lateral. Notch es una familia de receptores transmembranales 

que son activados por los ligandos, también proteínas transmembranales, tipo Delta 

(Dll1, Dll3 y Dll4) y Jagged (Jag1 y Jag2). Al unirse a sus ligandos, la fracción 

citoplásmica de los receptores sufre un corte proteolítico mediado por las proteasas 

presenilina y γ-secretasa, liberando el dominio intracelular de Notch (DICN) el cual 

se transloca al núcleo, donde forma un complejo con la proteína de unión al ADN 

RBPj (Pierfelice et al., 2011). En el SNC, el complejo DICN-RBPj induce la expresión 

de Hes1 y Hes5, factores de transcripción del tipo bHLH que, a su vez, reprimen la 

expresión de genes proneurales (y de los ligandos de Notch),  inhibiendo la 

diferenciación neuronal y manteniendo la poza de CPNs (Ohtsuka et al., 1999). Así, 

el bloquear la vía causa una diferenciación prematura de las CPNs y una reducción 

en el número y espectro de tipos neuronales que se generan (Hatakeyama et al., 

2004; Louvi and Artavanis-Tsakonas, 2006; Ohtsuka et al., 1999). En la corteza, la 
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expresión de Hes1 en la GR oscila en periodos de 2–3 h debido a un circuito 

autoinhibitorio (Shimojo et al., 2008), estas oscilaciones inducen, a su vez, 

oscilaciones en la expresión de Delta y Neurog2, por lo que ha sido propuesto que 

la expresión diferencial de los niveles de Hes1 median la respuesta de las células a 

las señales que regulan proliferación versus diferenciación. 

Otros genes que regulan el mantenimiento de los precursores neurales y la 

diferenciación son los factores de transcripción de la familia de proto–oncogenes 

Myc (C-Myc, N-myc y L-myc). Estas proteínas regulan la expansión de poblaciones 

celulares en una amplia variedad de tejidos. C-myc y N-myc son esenciales para 

para el desarrollo normal del cerebro del ratón (Knoepfler et al., 2002). Todo el 

crecimiento del cerebro está alterado en los ratones dobles knockout para C- y N-

myc, este fenotipo está asociado con un decremento en la proliferación y la 

migración de las CPNs (Wey and Knoepfler, 2010). Notablemente, el mesencéfalo 

de estos ratones no parece estar afectado, lo que sugiere que L-myc podría 

controlar su desarrollo, mientras que C- y N-myc regulan el cerebro anterior y 

posterior (Wey and Knoepfler, 2010). 

N-myc se expresa en la zona ventricular donde reside la GR Sox2+, la pérdida de 

su función provoca una disminución en el número de neuronas sin que se afecte la 

proliferación, y su sobreexpresión induce la diferenciación prematura de las CPNs. 

Estos efectos no están regulados a través de la represión de la troncalidad, 

determinada por la expresión de Sox2, ni por la activación de genes proneurales 

(Zinin et al., 2014). N-myc además, regula negativamente la expresión de genes de 

la vía de Notch y, positivamente, la de genes reguladores de la orientación del plano 
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de división celular, por lo cual su sobreexpresión aumenta las divisiones de 

diferenciación (Zinin et al., 2014). 

Diferenciación de las CPNs 

Las CPNs responden a diversas señales espaciales y temporales que definen los 

patrones genéticos que las especifican y les dan identidad, lo cual genera la gran 

diversidad neuronal del SNC a lo largo de los ejes A–P y D–V (Wurst and Bally-Cuif, 

2001). Los astrocitos y oligodendrocitos también se derivan de estas CPNs pero 

éstas tienen que cambiar significativamente su potencial antes de poder diferenciar 

a estos destinos (Hirabayashi and Gotoh, 2010; Rowitch and Kriegstein, 2010). 

Durante el proceso de diferenciación, las CPNs transitan a través de distintos 

estados de compromiso (Fig. 4): 

 Competencia: las células pueden convertirse en CPNs si son expuestas a la 

combinación apropiada de señales. 

 Especificación: las células ya han recibido las señales adecuadas para 

convertirse en CPNs, pero la vía de diferenciación puede reprimirse por otras 

señales. 

 Compromiso (determinación): las CPNs han comenzado la diferenciación y se 

convertirán en neuronas aún ante la presencia de señales inhibitorias. 

 Diferenciación: las células ya no son mitóticamente activas y ahora expresan 

genes característicos de neuronas. 
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Figura 4. Estados de compromiso durante la diferenciación. Representación de los estados de compromiso 
por los que transitan las células durante su diferenciación. Compromiso: las células son capaces de interpretar 
las señales inductivas del entorno para diferenciar. Especificación: señales extrínsecas dirigen a las células 
hacia un linaje particular pero la diferenciación aún puede reprimirse (no determinado). Determinación: señales 
extrínsecas determinan a las células a un fenotipo particular y cuando son trasplantadas a otras regiones 
mantienen su destino original. Diferenciación: las células ya no son mitóticamente activas y se convierten en 
células totalmente diferenciadas del fenotipo al cual se determinaron. El potencial de diferenciación disminuye 
al ir transitando por estas etapas y su grado de diferenciación va aumentando. 

El fenotipo final de una neurona comprende características neuronales genéricas 

que son compartidas por todas las neuronas, algunas comunes a varios tipos, y 

otras únicas de una clase, como la proyección de axones a una región específica; 

además, cada neurona debe activar los genes que codifican las enzimas que 

sintetizan el neurotransmisor específico del sitio donde se localizan. Para lograr 

esto, las células tienen que activar dos programas de diferenciación, uno es el 

programa neuronal, en el cual las células adquieren las características neuronales 
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comunes, y el otro es el del fenotipo específico (producir el neurotransmisor 

específico y poseer características de cierta región), el desarrollo de ambos 

programas pasa por las etapas antes mencionadas. Experimentos con células 

troncales embriónicas (CTE) han mostrado que la especificación neural (primer 

paso en el programa neuronal donde las células aún tienen la plasticidad para 

generar células de los tres linajes neurales) y la especificación hacia un fenotipo 

neuronal particular deben ocurrir al mismo tiempo, o en una ventana de tiempo muy 

corta (Andersson et al., 2006; Baizabal and Covarrubias, 2009; Wichterle et al., 

2002). Posterior en el desarrollo están la neurogénesis y la adquisición de las 

características moleculares de un tipo neuronal en particular (la etapa de 

determinación), las cuales, en la mayoría de los estudios, se observa que se 

encuentran acopladas, especialmente en etapas tempranas de la diferenciación 

(Trujillo-Paredes et al., 2016; Yun et al., 2002). 

La especificación es un proceso asociado con la localización de una célula, la cual 

identifica a la célula con un destino particular, el cual puede ser modificado gracias 

a la interacción con otras células u otras señales (como factores de crecimiento). La 

determinación se podría considerar una propiedad intrínseca de las CPNs ya que 

no depende de señales del ambiente, aunque la diferenciación a un estado más 

maduro aún podría requerir señales extrínsecas (Edlund and Jessell, 1999). Si bien 

se espera que la determinación se establezca poco después de que una CPN haya 

salido del ciclo celular, en algunos casos se ha observado un cambio de destino en 

células postmitóticas. Por ejemplo, un subgrupo de neuronas simpáticas pierde su 

fenotipo noradrenérgico inicial y adquiere propiedades colinérgicas al entrar en 

contacto con proteínas tipo CNTF (“Ciliary neurotrophic factor”) (Habecker et al., 
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1997; Landis, 1990). Del mismo modo, se ha observado este fenómeno en los 

fotorreceptores de la retina, los cuales salen del ciclo celular muchos días antes de 

que expresen algún marcador de diferenciación como la rodopsina, cuya expresión 

aún puede ser inhibida también por miembros de la familia CTNF/LIF (“Leukemia 

inhibitory factor”) (Ezzeddine et al., 1997; Neophytou et al., 1997). 

El estudio de estos estados es importante para el entendimiento de la diferenciación 

y su relación con los factores extrínsecos e intrínsecos indispensables para la 

generación de un tipo neuronal particular. 

Cambio de potencial neurogénico a astrogénico 

La GR diferencia a neuronas y a macroglia (astrocitos y oligodendrocitos), como se 

ha mostrado en experimentos de mapeo de destino, siguiendo a las células de la 

GR Blbp+ (Anthony et al., 2004). Después de la neurogénesis comienza la 

generación de células gliales, este cambio de destino se ha estudiado 

principalmente en la médula espinal y en la corteza (Rowitch and Kriegstein, 2010). 

En la médula espinal, la producción de precursores oligodendrocíticos es precedida 

por la reducción en la expresión de Neurog2 (Lee et al., 2005), lo que sugiere que 

esta represión es un determinante del cambio neuronal–glial (los factores 

proneurales, en general, son represores gliogénicos). En la corteza se ha mostrado 

que Neurog1 interfiere con la transducción de señales gliogénicas de la vía Jak–

Stat al asociarse directamente con p300/CBP-Smad1 e impidiendo que éste forme 

complejo con Stat1/3 (Sun et al., 2001). Es interesante notar que Ascl1 y Neurog2 

también se expresan en precursores oligodendrocíticos y astrogénicos, 
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respectivamente (Kondo and Raff, 2000; Nieto et al., 2001), lo cual sugiere que 

podrían tener funciones también en la especificación de estos linajes. 

Temprano en el desarrollo, los promotores de genes astrocíticos como Gfap (“Glial 

fibrillary acidic protein”) y S100B se encuentran metilados, haciendo a las células 

neuroepiteliales  insensibles a las citosinas que inducen astrogénesis (Molne et al., 

2000; Temple, 2001). Después, paulatinamente, la GR se vuelve competente para 

responder ya que comienza la desmetilación de los promotores de genes 

astrocíticos (Takizawa et al., 2001); sin embargo, en estas etapas existen señales 

extrínsecas que reprimen la gliogénesis. Por ejemplo, Fgf2 activa al co-represor de 

receptores nucleares (NCOR, por sus siglas en inglés) para que se una al promotor 

de Gfap e inhiba su transcripción (Hermanson et al., 2002). Por otro lado, 

Neuregulina1 se expresa durante la neurogénesis, la cual, a su vez, activa la 

señalización dependiente de presenilina mediada por ERBB4, un miembro de la 

familia de los receptores de factor de crecimiento epidermal, esta vía antagoniza 

con señales astrogénicas como la de CNTF (Sardi et al., 2006). 

La vía de señalización de Notch también está involucrada en gliogénesis, en la 

médula espinal, las CPNs en el dominio pMN (dominio donde nacen motoneuronas) 

producen solo neuronas en los mutantes de Notch, mientras que una expresión 

forzada de Notch1 bloquea la neurogénesis y resulta en un exceso de precursores 

oligodendrocíticos (Itoh et al., 2003; Yang et al., 2006). Estos estudios indican que 

el papel de la señalización de Notch es más bien permisivo que instructivo en la 

adquisición del destino glial. Los efectos de Notch en la astrogénesis se deben, en 

parte, a la acción de las proteínas Hes que inhiben a los factores proneurales, y 

también a la activación mediada por citosinas de la vía Jak–Stat, lo cual promueve 
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la desmetilación de los promotores y, por lo tanto, la expresión de genes astrocíticos 

(Kamakura et al., 2004; Namihira et al., 2009). 

El inicio de la gliogénesis en la médula espinal y la diferenciación de astrocitos en 

etapas posteriores, son controlados por el factor nuclear I (NFI por sus siglas en 

inglés). NFIA es suficiente para inducir gliogénesis y su pérdida conlleva a una 

disminución en el número de progenitores gliales y un incremento en la 

neurogénesis, que resulta de la pérdida en la actividad de Notch (Deneen et al., 

2006). Así mismo, ratones knockout en Nfia o Nfib presentan una baja expresión de 

Gfap lo cual indica que los NFI regulan directamente la expresión de este gen 

(Cebolla and Vallejo, 2006; Wilczynska et al., 2009). 

Asimismo, la gliogénesis se regula por otro mecanismo de retroalimentación, las 

citosinas que secretan las neuronas se ha propuesto que inducen gliogénesis 

(Barnabe-Heider et al., 2005). Entre las citosinas secretadas se encuentran 

miembros de la familia de interleucina 6 (IL-6) como LIF, CNTF y Cardiotrofina 1, 

las cuales activan la vía Jak – Stat (Barnabe-Heider et al., 2005; Bonni et al., 1997). 

La especificación y determinación de las CPNs 

Las CPNs provenientes de tejido neural embrionario se identificaron, inicialmente, 

en ensayos in vitro, siendo los más comunes el cultivo en monocapa y la formación 

de neuroesferas (agregados celulares enriquecidos en CPNs). Midiendo la 

capacidad proliferativa de las células en presencia de mitógenos y, posteriormente, 

la generación de células de los tres linajes neurales se ha determinado la presencia 

de CPNs en distintas regiones y etapas del desarrollo del SNC (Kilpatrick and 

Bartlett, 1993; Reynolds et al., 1992). 
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La identidad posicional de una CPN está definida por el código de factores 

transcripcionales que expresa esa célula en relación con su ubicación en el tubo 

neural. Algunos estudios han mostrado que las CPNs de neuroesferas mantienen 

solo parcialmente la identidad posicional de su región de origen (Parmar et al., 2002; 

Santa-Olalla et al., 2003). Además, la expansión in vitro también puede promover la 

activación ectópica de algunos genes. De esta forma, las neuroesferas obtenidas a 

lo largo del eje A-P del tubo neural expresan Emx2 (“Empty spiracles homeobox 2”), 

En2 (“Engrailed 2"),  y Egr2 (“Earle growth response 2”) los cuales, in vivo, se 

localizan exclusivamente en el telencéfalo, mesencéfalo–metencéfalo y 

mielencéfalo, respectivamente (Hitoshi et al., 2002; Santa-Olalla et al., 2003). La 

expresión de algunos genes de identidad de las CPNs puede cambiarse al colocar 

las neuroesferas en rebanadas de cerebro embrionario (Hitoshi et al., 2002), estos 

datos indican que las CPNs requieren señales del entorno en el tubo neural para 

preservar completamente su identidad y mantienen cierto grado de plasticidad que 

les permite cambiar su identidad en presencia de señales extrínsecas. 

A pesar de que los cultivos celulares son una herramienta útil para poder expandir 

CPNs, evaluar su compromiso específico en estas condiciones es complicado 

debido a la falta de conocimiento acerca de los factores requeridos para el 

mantenimiento de las células sin que mueran o cambien su identidad original (Bang 

et al., 2015; Santa-Olalla et al., 2003). Asimismo, aunque recientemente se han 

logrado avances significativos, aún no se conocen todos los factores ni la 

temporalidad requeridos para la diferenciación específica de la mayoría de los 

linajes neuronales. 
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Si bien, el estado de especificación y de compromiso de una CPN puede ser 

estimado por un código de expresión genético (Bang and Goulding, 1996), una 

evaluación definitiva solo puede provenir de un ensayo funcional. En teoría, una 

célula especificada continuaría su diferenciación en ausencia de factores externos, 

sin embargo, experimentalmente esta evaluación está limitada por la poca 

sobrevivencia que tienen las células en ausencia de factores de crecimiento. Por lo 

tanto, la evaluación de un cambio de destino de una célula presuntamente 

especificada es preferible hacerla utilizando un ensayo de trasplante ectópico; así, 

la plasticidad de las CPNs ha sido estimada, con más precisión, trasplantando 

fragmentos de tejido de una región del SNC a otra, una estrategia principalmente 

usada en embriones de fácil acceso (pollo o rana) (Alvarado-Mallart et al., 1990; 

Grapin-Botton et al., 1997; Itasaki et al., 1996). No obstante, en estas condiciones 

las células todavía estarían expuestas a las señales de su nicho que pudieran 

permanecer en el tejido trasplantado, lo cual evitaría que se pudiera evaluar su 

potencial real.  

En el ratón, la determinación de la plasticidad de CPNs disociadas, tomadas de 

diferentes regiones y etapas de desarrollo, ha sido valorada al reintroducirlas en el 

SNC embrionario inyectándolos en el ventrículo o directamente en el parénquima 

(Campbell et al., 1995; Fishell, 1995; Olsson et al., 1998; Olsson et al., 1997), donde 

se observó que las células se integran en varias regiones, preferentemente en su 

lugar de origen, pero con muy baja eficiencia.  

Con el propósito de incrementar la eficiencia de la integración específica en un sitio, 

en nuestro laboratorio se desarrolló un protocolo de trasplantes en explantes 

embrionarios. El cultivo de explantes organotípicos ha sido una de las estrategias 
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principales para evaluar el potencial in vitro de CPNs trasplantadas al cerebro 

embrionario y adulto (Benninger et al., 2003; Carletti et al., 2002; Fishell, 1995), sin 

embargo, en la mayoría de los casos no se compara el desarrollo del tejido con la 

neurogénesis in vivo. Un sistema óptimo tiene que mostrar un desarrollo muy similar 

al del tejido en el embrión durante la etapa relevante para la neurogénesis del tipo 

neuronal a analizar. 

En nuestro caso, comprobamos que los explantes de mesencéfalo y telencéfalo de 

E10.5 recapitulan el pico de neurogénesis embrionaria, basados en la presencia de 

células -III Tubulina+, que se observan desde la zona ventricular hasta la superficie 

pial del explante, y en la poca o nula cantidad de células gliales existentes, 

coincidente con la etapa del desarrollo que alcanzan los explantes in vitro (~E14.5) 

(Baizabal and Covarrubias, 2009; Baizabal et al., 2010). En el caso del mesencéfalo, 

al inicio del cultivo no se observan neuronas dopaminérgicas (positivas para la 

enzima limitante en la síntesis de dopamina, tirosina hidroxilasa, Th), pero al término  

aparecen muchas neuronas alrededor de la línea media ventral (Baizabal, 2009). 

En el telencéfalo seguimos el desarrollo de las neuronas gabaérgicas de la 

eminencia gangliónica media en la región ventral, que, de la misma forma que las 

neuronas dopaminérgicas en los explantes de mesencéfalo, aparecen durante el 

cultivo (Baizabal et al., 2010). Usando este sistema se ha determinado el potencial 

de diferenciación de diferentes poblaciones de CPNs cultivadas o provenientes del 

embrión (Baizabal et al., 2012; Baizabal and Covarrubias, 2009; Baizabal et al., 

2010). En particular, se evaluó el momento en que las CPNs del telencéfalo ventral 

se determinan. Se trasplantaron células disociadas de embriones de E8.5 y E10.5 



26 
 

a la línea media ventral de explantes de mesencéfalo y se evaluó su diferenciación, 

encontrando que las CPNs de E8.5 pueden re-especificarse al nuevo sitio mientras 

que las de E10.5 ya están comprometidas y mantienen marcadores de su sitio de 

origen (Baizabal et al., 2010). 

Las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo 

El estudio del desarrollo de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo (DAm) 

es de particular interés debido a que su pérdida está relacionada con la enfermedad 

del Parkinson, una de las enfermedades neurodegenerativas más comunes. Las 

neuronas DAm constituyen alrededor del 75% de todas las neuronas 

dopaminérgicas en el cerebro adulto (Wallen and Perlmann, 2003). Se localizan en 

la región ventral del mesencéfalo donde se organizan lateralmente en el campo 

retrorubal y la sustancia nigra pars compacta (SN), y medialmente en el área ventral 

tegmental (AVT) (Fig. 5). Las neuronas de la SN proyectan al estriado, formando la 

vía nigroestriatal que controla los movimientos involuntarios; la degeneración de 

este grupo de neuronas provoca los síntomas característicos de la enfermedad de 

Parkinson (von Bohlen und Halbach, 2004). Las neuronas del AVT proyectan al 

estriado ventromedial y a las áreas corticales y subcorticales, formando el sistema 

límbico mesocortical, el cual está envuelto en la regulación del comportamiento 

emocional y mecanismos de motivación y recompensa; su desregulación se asocia 

con la adicción a sustancias y depresión (Kelley and Berridge, 2002), y contribuye 

a algunos síntomas de la esquizofrenia (Egan and Weinberger, 1997). Las neuronas 

del campo retrorubal proyectan al estriado dorsal y también conectan con neuronas 

de la SN y AVT (Arts et al., 1996) (Fig. 5). 
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El nacimiento de las neuronas DAm inicia en el área rostral al organizador del istmo 

y depende de la integración de señales A-P y D-V. Estas señales promueven dos 

procesos relacionados pero diferentes: la especificación del mesencéfalo en 

general, y la especificación de los precursores DAm en particular. La distinción entre 

estos dos procesos es esencial para la definición de la cascada de señalización que 

lleva a la generación de las neuronas DAm. 

 

Figura 5. Las neuronas DAm en el cerebro adulto. Representación esquemática de un corte sagital y coronal 
del cerebro adulto murino, donde se ilustra el lugar donde residen los 3 tipos de neuronas DAm y hacia donde 
dirigen sus proyecciones. AVT, área ventral tegmental; CRR, campo retrorubal; SN, sustancia nigra. (Modificado 
de Blaess and Ang (2015)). 

Establecimiento de la línea media ventral mesencefálica 

Uno de los eventos más cruciales y tempranos en el desarrollo del tubo neural es la 

formación del istmo en la frontera entre el mesencéfalo y el metencéfalo, alrededor 

de E7.5, al final de la gastrulación. El istmo se forma debido a la acción 

complementaria de Otx2 (“Orthodenticle homebox 2”) y Gbx2 (“Gastrulation brain 

homeobox 2”) en el epiblasto anterior y posterior, respectivamente (Wurst and Bally-

Cuif, 2001). Subsecuentemente, Pax2 se expresa en la interfase entre los dominios 

Otx2/Gbx2 y Wnt1 (“Wingless–type MMTV integration site family member 1”) en los 
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territorios Otx2+. La expresión de Fgf8, mediada por Pax2, comienza en E8 en la 

región Gbx2+ (Ye et al., 1998) y después se restringe al istmo alrededor de E9, 

formando una imagen especular con el dominio Wnt1+. La activación de Fgf8 es 

controlada también por Lmx1b (“LIM homeobox transcription factor 1 beta”) el cual, 

directa o indirectamente, es importante para el mantenimiento de la expresión de 

otros genes del istmo como Wnt1, En1/2, Pax2 y Gbx2 (Guo et al., 2007). Los 

factores de transcripción En1/2 se expresan a través de los límites de los dominios 

Otx2/Gbx2, donde son requeridos para el mantenimiento de la expresión de Fgf8, 

aunque su expresión temprana no depende de ellos. La pérdida de función de En1/2 

genera una severa disminución en el tamaño del mesencéfalo y de la parte anterior 

del cerebro posterior; y, aunque un pequeño número de neuronas Th+ se encuentran 

en los mutantes en E11.5, para E14.5 estas neuronas se pierden, lo que sugiere 

que no están propiamente especificadas (Simon et al., 2004). Es de notar que la 

mayoría de la actividad morfogenética del istmo se debe a Fgf8 y Wnt1 que, además 

de su rol en la formación del mesencéfalo, tienen una función directa en el desarrollo 

de las neuronas DAm. Un entrecruzamiento entre estas vías de señalización 

contribuye a establecer la identidad y el número de precursores comprometidos a 

diferenciar a neuronas DAm (Lee et al., 1997; Liu and Joyner, 2001; Matsunaga et 

al., 2002). Fgf8 regula la expresión de Wnt1 en el istmo (Chi et al., 2003) y una 

actividad de Fgf también lo hace en el mesencéfalo ventral, como lo revelan los 

ratones doble y triple knockout para los genes que codifican a los receptores de Fgf 

(Saarimaki-Vire et al., 2007). Importantemente, Wnt1 es requerido para la inducción 

ectópica de neuronas DAm por acción de Fgf8 y Shh en el cerebro anterior y 

posterior (Prakash et al., 2006) (Fig. 6). 
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Figura 6. La interacción de las señales que 

especifican a las neuronas DAm en los ejes D-V y 

A-P. Vista sagital de un ratón E11. Las señales 

inductivas mostradas (factores secretados, flechas) 

se originan de la placa neural en la unión mes-

metencefálica (Fgf8 y Wnt1) y la placa del piso (Shh), 

así como de tejidos no neurales durante la 

gastrulación (Fgf4 del mesodermo anterior, y BMPs 

del ectodermo dorsal no neural). Las motoneuronas 

del nervio craneal III y las neuronas dopaminérgicas 

en la región ventral responden a la combinación de 

Shh y Fgf8. Las neuronas serotoninérgicas del puente 

requieren la señalización temprana de Fgf4, seguida 

de Shh y Fgf8. Las neuronas noradrenérgicas del 

locus coeruleus requieren Fgf8 y Bmp4. La flecha 

señala el istmo. (Cb, cerebelo; Ms, mesencéfalo; Mt, 

metencéfalo; r, rombómeros; Teg, tegmentum; Tel, 

telecéfalo) (tomado de Wurst and Bally-Cuif (2001)). 

Al mismo tiempo de la formación del istmo, Shh, secretado por la notocorda, está 

promoviendo la formación de la placa del piso, al inducir la expresión de Foxa2 

(“Forkhead box A2”) en E8.0 (Placzek and Briscoe, 2005; Sasaki et al., 1997). 

Foxa2, a su vez, reprime la expresión de Gli1-3 (“Glioma-associated oncogene 1-

3”) y activa la de Shh (Metzakopian et al., 2012). La vía de señalización de Shh 

comienza cuando este se une a su receptor Ptch1 (“Patched 1”), el cual libera la 

inhibición en su co-receptor Smo, esta señal evita que los factores de transcripción 

Gli1 y Gli2 se procesen y se conviertan en represores (Blaess et al., 2006). Altas 

concentraciones de Shh inducen la expresión de Foxa2 en la placa del piso (Sasaki 

et al., 1997), importante para la especificación DAm; mientras que en la placa basal, 

situada adyacente a la placa del piso, los niveles más bajos de Shh y Foxa2 activan 

a Nkx6.1 (“Nk6 homeobox 1”) (Nakatani et al., 2010). Como es de esperarse, la falta 
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de Foxa2, y del factor de transcripción Foxa1 de la misma familia, reduce el número 

de neuronas DA en el mesencéfalo (Lin et al., 2009) (Fig. 7A). 

Especificación dopaminérgica de las CPNs 

Lmx1a (“LIM homeobox transcription factor 1 alpha”) y Lmx1b están entre los 

primeros marcadores que identifican a las CPNs DAm, y son reguladores clave de 

su diferenciación. Junto con Fgf8 y Wnt1, Lmx1b tiene dos roles; uno está 

relacionado con la formación y el mantenimiento del istmo, como se describe arriba, 

y, en consecuencia, es esencial para el desarrollo del mesencéfalo ya que la 

expresión de Lmx1b es detectada antes del surgimiento de los precursores DAm 

(E7.5). El otro tiene que ver directamente con la generación y mantenimiento de las 

neuronas DAm ya que su expresión se mantiene en las neuronas hasta el adulto en 

la SN y AVT (Smidt et al., 2000). Por otro lado, Lmx1a, que se expresa en la línea 

media ventral del mesencéfalo alrededor de E9, parece ser esencial para la 

diferenciación DAm en el pollo pero su ausencia causa solo una reducción de estas 

neuronas en el ratón (Andersson et al., 2006; Ono et al., 2007). Otx2 es necesario 

para la expresión de Lmx1a en la placa del piso pero, aparentemente, no para 

Lmx1b (Omodei et al., 2008; Ono et al., 2007). Asimismo, Foxa2 también se requiere 

para inducir y/o mantener la expresión de Lmx1a y Lmx1b (Lin et al., 2009). Por lo 

tanto, Foxa2 y Otx2 podrían cooperar para definir la expresión de Lmx1a, y 

posiblemente Lmx1b, en los precursores ventrales del mesencéfalo. Estudios in vitro 

muestran que cuando Foxa2, Lmx1a y Otx2 se sobreexpresan en precursores 

neurales derivados de CTE en ausencia de Shh, se induce robustamente la 

producción de neuronas Th+ que además expresan Lmx1a y Nr4a2 (“Nuclear 



31 
 

receptor subfamily 4 group A member 2) (Chung et al., 2009). Esta generación tan 

eficiente de neuronas DAm no se observa cuando Foxa2 u Otx2 son introducidos 

solos en las células. Con esto, es aparente que Lmx1a es un factor determinante de 

la especificación DAm y, junto con Otx2, daría identidad mesencefálica a las CPNs; 

a su vez, Foxa2 podría requerirse para activar la vía de señalización de Shh, 

importante para la diferenciación DAm. Conjuntamente, se ha identificado un 

circuito de regulación entre Wnt1 y Lmx1a/b relevante para la especificación DAm. 

En las CTE Wnt1 induce la activación de Lmx1a independientemente de Shh y Otx2, 

mientras que Lmx1a y Lmx1b regulan positivamente a Wnt1 uniéndose 

directamente a su promotor (Chung et al., 2009). Este circuito autorregulatorio, 

además, regula la expresión de Otx2 a través de la vía de señalización canónica de 

Wnt, y también la expresión de Nr4a2 y Pitx3 (“Paired-like homeodomain 3”) por 

medio de Lmx1a. Lmx1a y Lmx1b parecen regularse también entre ellos y, en la 

ausencia de uno, el otro puede compensar la función perdida en la regulación de 

sus genes blanco (Chung et al., 2009) (Fig. 7A). 

Río debajo de la señalización de Shh, Foxa1/2 inhiben la expresión de Nkx2.2 (“Nk2 

homeobox 2”) y Helt (“Hes/Hey-like transcription factor”) (Lin et al., 2009), factores 

de transcripción presentes en el dominio adyacente al de Lmx1a en etapas 

tempranas, cuya expresión se limita después a las células localizadas en los 

dominios dorsal y ventral al de Nkx6.1, las cuales darán lugar a neuronas 

gabaérgicas (Nakatani et al., 2007). Por otro lado, Nkx6.1 está presente en el 

dominio DAm al inicio de la expresión de Lmx1a, pero después es reprimido por 

Msx1 (“Msh homeobox 1”), que es activado por Shh (Andersson et al., 2006). Así, 



32 
 

la expresión de Nkx6.1 se limita a las regiones adyacentes al dominio Lmx1a+, 

donde se generan motoneuronas (Fedtsova and Turner, 2001). 

Varios factores relevantes para la neuralización y especificación de las CPNs DAm 

han sido probados en CTE. La sobreexpresión solo de Msx1 en CTEs no promueve 

la generación de neuronas DAm, aunque es suficiente para inducir la expresión de 

Neurog2 (Andersson et al., 2006). En contraste, la sobreexpresión de Lmx1a bajo 

el control del promotor de Nestina en CTE tratadas con Fgf8 y Shh provoca un gran 

aumento en el número de células que expresa Msx1 y una reducción en las que 

expresan Nkx6.1. También, hay una generación robusta de neuronas inmaduras 

Th+, muchas de las cuales expresan otros genes DAm como Lmx1a, Lmx1b, En1/2, 

Nr4a2, Pitx3, Foxa2, Slc18a2 (“Solute carrier family 18 member A2”) y Slc6a3 

(“Solute carrier family 3 member A3”) (Andersson et al., 2006; Friling et al., 2009). 

Neurogénesis DAm 

Una característica única de las neuronas DAm es que sus precursores se originan 

de la placa del piso, mientras que en otras regiones del tubo neural estas células no 

tienen propiedades neurogénicas (Bonilla et al., 2008; Kittappa et al., 2007; Ono et 

al., 2007; Placzek and Briscoe, 2005). Esto se ha establecido claramente gracias a 

experimentos de mapeo de destino donde se observa que las células que expresan 

Shh en la placa del piso son las que se convierten en neuronas DAm (Blaess et al., 

2011; Hayes et al., 2011; Ono et al., 2007). Esta diferencia en el potencial 

neurogénico se debe en parte a la acción de Ferd3l (“Fer3-like bHLH transcription 

factor”), marcador de la placa del piso que es regulado positivamente por Foxa1/2 

(Mansour et al., 2011; Metzakopian et al., 2012); si bien Ferd3l parece no tener un 
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efecto sobre la especificación de los precursores DAm, si lo tiene en el control de 

su ciclo celular a través de Hes1, el cual es regulado negativamente por Ferd3l (Ono 

et al., 2010). Los genes Hes son efectores de la vía de señalización de Notch la cual 

media interacciones célula-célula que regula la diferenciación de las células (Louvi 

and Artavanis-Tsakonas, 2006; Pierfelice et al., 2011). En el mesencéfalo Notch1, 

2 y 3, Dll1 y Jag1 se expresan en la región ventricular (Lindsell et al., 1996). La 

pérdida de Notch1 en el mesencéfalo genera neurogénesis prematura (Lutolf et al., 

2002), mientras que Notch2 parece tener un papel más relevante en el desarrollo 

de la placa del techo del diencéfalo y mesencéfalo (Kadokawa and Marunouchi, 

2002). En contraste con otras regiones del SNC, las células de la placa del piso del 

mesencéfalo expresan Dll1 (Ono et al., 2007), lo cual también está asociado con la 

peculiar actividad neurogénica de esta región (Joksimovic et al., 2009; Ono et al., 

2007). 

Además de los factores mencionados, esta transición también podría ser guiada por 

la acción de la vía canónica de Wnt, activada por Otx2 en el mesencéfalo (Omodei 

et al., 2008; Ono et al., 2007). Alrededor de E10.5, Wnt1 suprime los niveles de 

expresión de Shh, posiblemente mediado por Msx1 (Joksimovic et al., 2009), y, en 

consecuencia, se induce la expresión de Neurog2 (Ono et al., 2007), un gen 

proneuronal que regula la salida del ciclo celular y la expresión de otros marcadores 

neuronales como NeuroD y β-III Tubulina (Lacomme et al., 2012; Mizuguchi et al., 

2001). Foxa1/2 aparentemente también contribuyen a la activación de Neurog2 

(Ferri et al., 2007), lo cual refuerza esta vía regulatoria de la diferenciación DAm. 

Neurog2 y Ascl1, además, controlan la expresión de Dll1 y, en consecuencia, 

algunos genes asociados con la señalización de Notch, como Hes5 (Castro et al., 
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2006; Kele et al., 2006). Así, la inducción de Neurog2 junto con la de Ascl1 marcan 

el inicio de la neurogénesis en si misma (Kele et al., 2006).  

La familia de receptores de hígado X (por sus siglas en inglés Lxr) también tiene 

una función en la neurogénesis DAm. Ambos, Nr1h3 (“Nuclear receptor subfamily 1 

group H member 2/3”) (Lxrα) y Nr1h2 (Lxrβ), son receptores nucleares que son 

activados por oxisteroles, derivados oxidados del colesterol; sus transcritos 

aumentan su expresión en las CPNs alrededor del momento de la neurogénesis 

DAm. La pérdida de Nr1h2/3 lleva a un decremento en Lmx1b, Wnt1 y Neurog2 y 

en la neurogénesis DAm (Sacchetti et al., 2009). Además, la activación de Nr1h2/3 

por el ligando endógeno del mesencéfalo 24, 25-epoxicolesterol promueve 

específicamente la neurogénesis DAm in vivo y en CTE humanas (Theofilopoulos 

et al., 2013). 

Diferenciación de las neuronas DAm 

Después de la neurogénesis, las células postmitóticas localizadas en la región 

intermedia comienzan su diferenciación y migración hacia la zona del manto. Este 

proceso es regulado por los factores descritos previamente como Otx2, Lmx1a/b, 

Foxa1/2 y En1/2, los cuales se mantienen en las células DAm postmitóticas. Estas 

proteínas regulan la actividad de factores de transcripción tardíos como Nr4a2 y 

Pitx3, involucrados en la definición de las características fenotípicas 

dopaminérgicas, así como el mantenimiento de las neuronas. Wnt5a también 

promueve la diferenciación de los progenitores a neuronas DAm funcionales, los 

ratones nulos en Wnt5a tienen un exceso de neuronas inmaduras Nr4a2+/Th- pero 
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no en neuronas maduras, lo que indica un defecto en la diferenciación (Andersson 

et al., 2008). 

Foxa1/2 funcionan cooperativamente con Lmx1a/b para regular la expresión de 

Nr4a2 y Pitx3 en las neuronas inmaduras (Chung et al., 2009) y también activan 

directamente a Th, En1 y Ddc (dopa descarboxilasa) (Ferri et al., 2007; Stott et al., 

2013). Nr4a2 se requiere para la sobrevivencia de las neuronas inmaduras DAm y 

la diferenciación a neuronas Th+ (Zetterstrom et al., 1997), además regula la 

expresión de varios genes que definen a una neurona DAm madura como Slc18a2 

(transportador vesicular de monoaminas 2, Vmat), Slc6a3 (transportador de 

dopamina, Dat), Ddc, Bdnf (“Brain-derived neurotrophic factor”) y Cdkn1c (“cyclin-

dependent kinase inhibitor 1C”) (Gil et al., 2007; Jankovic et al., 2005; Joseph et al., 

2003; Saucedo-Cardenas et al., 1998; Smits et al., 2003; Volpicelli et al., 2007). 

Pitx3 es uno de los primeros marcadores de neuronas DAm (Chung et al., 2005; 

Nunes et al., 2003; Smidt et al., 2004), aunque, a diferencia de Nr4a2, su pérdida 

no cambia el número de neuronas DAm en el AVT, pero si en el de la SN, las cuales 

lo necesitan para sobrevivir (Smidt et al., 2004). Un blanco directo de Pitx3 es el 

gene de Aldh1a1 (Aldehído deshidrogenasa 1a1), el cual incrementa la síntesis de 

ácido retinoico y activa la transcripción de Th y Drd2 (Receptor de dopamina 2), 

asimismo, Pitx3 actúa independientemente del ácido retinoico para regular 

positivamente a Slc18a2 y Slc6a3  (Jacobs et al., 2011). Además, Nr4a2 y Pitx3 se 

regulan entre ellos (Jacobs et al., 2009; Volpicelli et al., 2012) y son necesarios para 

el mantenimientos de las neuronas DAm en el adulto (Kadkhodaei et al., 2009; van 

den Munckhof et al., 2003). En1 y En2, aparte de participar en el establecimiento de 

los límites entre cerebro medio y posterior en etapas tempranas, también juegan un 
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papel relevante en la sobrevivencia de las neuronas DAm (Alberi et al., 2004; Simon 

et al., 2001; Simon et al., 2004) (Fig. 7A). 

 

Figura 7. Regulación de la diferenciación DAm. (A, izquierda) Representación de un corte coronal de un 
mesencéfalo embrionario en el cual se muestran las regiones donde se llevan a cabo distintos eventos 
regulatorios que se durante el desarrollo de las neuronas DAm.  (A, derecha) Interacciones entre los diferentes 
determinantes de los eventos claves que dan lugar a la generación de las neuronas DAm (los cuadros de colores 
representan lo mismo que en el panel izquierdo). Las flechas representan regulaciones directas o indirecta 
confirmadas. Las flechas con líneas punteadas representan regulaciones indirectas. Las líneas con círculos 
representan interacciones proteína-proteína. PP; placa del piso. (B) Representación de un corte coronal de 
mesencéfalo de E12.5 donde se muestran las distintas poblaciones celulares que se forman durante la 
diferenciación DAm. Las CPNs llevan a cabo dos programas de diferenciación al mismo tiempo, el DAm y el 
neuronal, con marcadores característicos en cada una de las etapas de diferenciación. 

La función de algunos de estos factores de transcripción tardíos ha sido probada en 

diferentes sistemas de cultivo. La sobreexpresión de Nr4a2 en CPNs embrionarias 

de distintas regiones del cerebro cultivadas en monocapa o después de la formación 

de neuroesferas, induce la generación de células Th+ (Kim et al., 2007; Kim et al., 
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2003); sin embargo, otras características DAm no fueron reportadas. Cuando la 

sobreexpresión se induce en CPNs derivadas de CTEs, Th y otros marcadores 

neuronales DAm como Slc6a3 se detectan pero Nr4a2 no logra inducir a los factores 

de especificación (Martinat et al., 2006; Sonntag et al., 2004). Por otro lado, la 

sobreexpresión de Pitx3 en CPNs derivadas de CTEs no es suficiente para inducir 

completamente el fenotipo DAm, pero promueve algunos marcadores, 

particularmente Aldh2 (Chung et al., 2005; Martinat et al., 2006). Incluso Nr4a2 y 

Pitx3 juntos no son capaces de inducir diferenciación DAm en CTE y solo aparecen 

algunos marcadores terminales (Martinat et al., 2006). Las observaciones previas 

van de acuerdo con rol directo de estos factores de transcripción en la expresión de 

Th y otros genes que contribuyen al fenotipo terminal DAm.  

Determinación de las neuronas DAm 

A pesar de que recientemente se han elucidado muchos de los factores necesarios 

para la diferenciación de las neuronas DAm, no ha sido determinado el momento en 

el que una CPN mesencefálica se compromete al linaje dopaminérgico. Se ha visto 

que las CPNs DAm de E12.5 cultivadas in vitro, ya sea en monocapa o como 

neuroesferas, generan muy pocas neuronas DA (Bang et al., 2015; Chung et al., 

2006; Meyer et al., 2012; Yan et al., 2001). A pesar de que las CPNs pierden el 

potencial de generar neuronas Th+ al poco tiempo de iniciar su cultivo, logran 

mantenerse proliferando durante varios pases y, notablemente, conservan la 

expresión de algunos marcadores de especificación DAm como Otx2, En2 y Foxa2 

(datos no publicados Covarrubias, L.); sin embargo, tienen una tendencia a producir 

más astrocitos que neuronas al inducirse su diferenciación, lo que sugiere que han 
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perdido potencial neuronal pero no totalmente su identidad DAm (Chung et al., 2006; 

Meyer et al., 2012) Es notable que Lmx1a y otros factores de transcripción 

importantes para la generación de las neuronas DAm no son capaces de promover 

diferenciación específica cuando se sobreexpresan en las neuroesferas de rata de 

etapa similar, lo cual sugiere que estas CPNs ya no son competentes a responder 

a estos factores (Roybon et al., 2008). Esta pérdida de potencial puede deberse al 

estado intrínseco de las células o a las inadecuadas condiciones de cultivo, por lo 

que, como se mencionó antes, experimentos de trasplantes arrojan información más 

atinada sobre el estado de especificación/determinación de las CPNs. 

Estudios previos han mostrado que cuando tejido del mesencéfalo caudal de 

embriones de pollo del estadio 10 (alrededor de E9 en ratón) es trasplantado al 

cerebro anterior, mantiene su identidad regional (la expresión de En1) (Alvarado-

Mallart et al., 1990; Gardner and Barald, 1991), incluso llega a influenciar al tejido 

huésped induciendo la expresión de En1; sin embargo, cuando se trasplanta el 

mesencéfalo medio las células pierden la expresión de En1. Estos resultados 

podrían deberse a dos razones, una es que las células del mesencéfalo caudal 

estén comprometidas al destino mesencefálico y las medias no, lo cual hace que 

sean más plásticas y logren re-especificarse. La segunda es que el nicho caudal 

tiene las señales necesarias para mantener e inducir la expresión de En1, y al ser 

trasplantado el tejido completo el nicho como tal permanezca intacto. 

Experimentos utilizando las células disociadas del mesencéfalo de E10.5 

inyectadas en el ventrículo del SNC embrionario, muestran que las células tienden 

a integrarse con mayor frecuencia al mesencéfalo que a otras regiones del cerebro 

y las que logran integrarse al telencéfalo ventral embrionario son capaces de re-
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especificarse, mientras que las de embriones de E13.5 retienen su identidad original 

(Campbell et al., 1995; Olsson et al., 1997). Estos datos sugieren que la 

determinación del destino DAm comienza después de E10.5. 

El estado de compromiso de los precursores DAm ha sido molecularmente estimado 

por la expresión de diversos genes a través del proceso de diferenciación. Por 

ejemplo, las CPNs Lmx1a+Foxa2+ identifican a la población especificada que parece 

comprometerse una vez que adquieren la expresión de Neurog2, mayoritariamente 

presente en progenitores postmitóticos (Lacomme et al., 2012; Thompson et al., 

2006); no obstante, no está claro si las CPNs pueden estar comprometidas al linaje 

DAm antes de salir del ciclo celular. Hasta la fecha no se ha reportado la expansión 

de CPNs comprometidas a un linaje neuronal particular, lo cual sugiere que el 

compromiso de las células se adquiere al dejar de estar mitóticamente activas. El 

lograr obtener CPNs específicas de un tipo neuronal que logren mantener sus 

cualidades durante varios pases in vitro ayudaría a obtener mayores cantidades de 

neuronas específicas para fines terapéuticos sin necesidad de hacer modificaciones 

genéticas.  
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HIPÓTESIS 

La adquisición de las características terminales dopaminérgicas y el establecimiento 

del fenotipo neuronal son procesos desacoplables en la diferenciación de las 

neuronas dopaminérgicas. 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar la relación que existe entre la adquisición de adquisición del fenotipo 

terminal DAm y neuronal en los precursores dopaminérgicos del cerebro medio 

embrionario de ratón. 

Objetivos particulares 

 Determinar la etapa del desarrollo en la que los precursores dopaminérgicos del 

cerebro medio se determinan.  

 Evaluar el impacto de señales neurogénicas sobre la diferenciación DAm. 

 Determinar el efecto que tiene la astrogénesis sobre la diferenciación DAm  

 Evaluar el potencial de diferenciación de cultivos primarios de precursores DAm 

durante el desarrollo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

Figura 8. Estrategia experimental. Embriones de la cepa CD1 fueron usados para los tratamientos con BrdU, 
cultivos de explantes y cultivos en monocapa de CPNs. Embriones de la cepa EGFP se utilizaron para hacer la 
suspensión celular a trasplantar. Las líneas rosa muestran la región que se disecó para obtener la suspensión 
celular, hacer qPCRs y para los cultivos en monocapa. Las líneas moradas muestran la región disecada para 
obtener los explantes. 

Animales y tratamientos con BrdU 

Los ratones utilizados fueron de las cepas CD1, de la línea transgénica EGFP 

(Hadjantonakis et al., 1998), con fondo genético en la cepa L129 (Enhanced Green 

Fluorescent Protein,  que expresa constitutivamente la proteína verde fluorescente), 

donada por Andras Nagy y la línea mutante Dll1LacZ/+ (Hrabe de Angelis et al., 1997), 

con fondo genético en la cepa CD1, donada por Olivier Pourquié. Los machos 

homocigotos de la línea EGFP se cruzaron con hembras CD1 para obtener 

embriones heterocigotos. Los embriones del mutante Dll1LacZ/+ se obtuvieron 

cruzando ratones heterocigotos debido a que la mutación en ambos alelos es letal 

en E11.5. El día de la detección del tapón vaginal fue considerado como E0.5. Las 
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hembras fueron sacrificadas por dislocación cervical siguiendo los lineamientos de 

cuidado animal institucionales, y los embriones fueron extraídos en el día de 

gestación de interés (E9.5 – E12.5). 

Tratamientos con BrdU 

Para analizar las células en división en el mesencéfalo ventral embrionario, se hizo 

una inyección intraperitonial de 5-Bromo-2-Desoxiuridina (BrdU, Sigma) en hembras 

preñadas de la etapa deseada y se sacrificaron 0.5, 2, 12, 24 o 48 h después; se 

disecó el mesencéfalo y se procesó el tejido como se describe abajo. Para los 

tratamientos de 0.5 y 2 h se inyectaron 80 mg/kg, para 12, 24 y 48 h, 150 - 250 

mg/kg. El BrdU se diluyó en PBS 1X estéril (ver apéndice) y se calentó a 37º C para 

promover la solubilización. 

Disección de mesencéfalos 

Los embriones de la etapa deseada se extrajeron del útero y se sacaron del saco 

amniótico con pinzas de disección (Roboz) utilizando un microscopio 

estereoscópico (Leica). Los mesencéfalos se obtuvieron haciendo un corte en la 

flexura cefálica y un corte posterior a la altura del “labio rómbico” en el caso de los 

explantes, o en el límite anterior del istmo para obtener la suspensión celular para 

trasplantar o cultivar en monocapa (Fig. 8). No se quitaron las meninges para no 

maltratar el tejido, excepto en los embriones de E12.5. Todos los pasos de la 

disección de los embriones se hicieron en DMEM/F12 (Gibco, ver apéndice) frío. 

Los mesencéfalos que se utilizaron directamente para inmunofluorescencia fueron 

fijados después de su disección (ver “Procesamiento de tejido”). Para cultivos de 

explantes,  monocapa o agregación ver secciones correspondientes. 
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Cultivo de explantes en colágena 

Los mesencéfalos E9.5 – E11.5 se obtuvieron de embriones de la cepa CD1. 

Después de hacer la disección del mesencéfalo se siguió el siguiente procedimiento, 

descrito previamente en Baizabal and Covarrubias (2009): 

1. La línea media dorsal del mesencéfalo se corta para cultivar los tejidos en forma 

de “libro abierto”. 

2. Con la ayuda de una punta azul recortada se transfirieren los tejidos a una caja 

Petri de 35 mm (Corning), depositando cada tejido en una pequeña gota de 

medio. 

3. Los mesencéfalos se colocan con la superficie ventricular hacia arriba y se 

remueve el medio de la gota.  

4. Se agregan 35 µL de la mezcla de colágena que contiene: 25% (v/v) colágena 

de rata (donada por el Dr. Alfredo Varela), 2.5% (v/v) NaCl 1.5 M (Sigma), 2.5% 

(v/v) NaHCO3 al 7.5% (Sigma) y 70% (v/v) de medio para explantes. El medio 

para explantes se compone de Optimem con Glutamax (72% v/v; Gibco), DMEM-

F12 (25% v/v), Glucosa 40 mM (Sigma) y GPS 1x (Glutamax, Penicilina, 

Estreptomicina, ver apéndice). Los tejidos se acomodan para que estén 

totalmente embebidos en la colágena y se incuban a 37º C en 5% CO2 / 95% 

aire atmosférico para permitir la gelificación de la colágena, aprox. 1 h.  

5. Después de este tiempo se añade, suavemente, 2 mL de medio para explantes, 

cambiando la mitad cada 2 días. 

El tiempo de cultivo dependió de cada experimento y etapa de gestación, dejándolo 

máximo 7 días. Para algunos experimentos los explantes fueron tratados con Shh 

(400 µM, Preprotech), el agonista de Shh (SAG; 400 nM, Santa Cruz) Fgf2 (20 
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ng/mL; Preprotech), LIF (80 µL/mL; Millipore), el inhibidor de la γ-secretasa N-[(3, 5-

Difluorofenil) acetil]-L-alanil-2-fenil] glicina-1, 1-dimetiletil éster (DAPT; 5 µM; 

Tocris), el inhibidor de Notch (SAHM1; 10 µM; Merck). Los explantes para implantar 

células se obtuvieron de embriones E10.5. 

Implantes de células 

La región ventral de 10-15 mesencéfalos de embriones EGFP de la etapa deseada 

fue disecada como se describe arriba y se siguieron los siguientes pasos: 

1. Se colectan los mesencéfalos, usando una punta azul cortada, en un tubo 

eppendorf de 1.5 mL, mientras se juntan todos los tejidos el tubo se mantiene en 

hielo. 

2. Se remueve la mayor cantidad de medio y se le agregan aproximadamente 30 

µL de medio DMEM-F12 fresco.  

3. El tejido se disgrega con una micropipeta con punta amarilla intentando hacer la 

menor cantidad de burbujas, después se continúa con una punta blanca para 

completar la disgregación. 

4. Para trasplantar las células, se adelgaza una pipeta Pasteur utilizando un 

mechero de alcohol, y se forma un capilar con el cual se toma la suspensión 

celular y se deposita un pequeño volumen sobre la superficie del explante. 

5. Después de 3 h de incubación a 37°C, para permitir que las células se adhieran 

al tejido, se agrega cuidadosamente el medio de explantes. 

Las células de la superficie ventricular del mesencéfalo se obtuvieron cortando los 

tejidos como en el caso de los explantes, colocando  la superficie ventricular hacia 
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arriba, se aspiró suavemente una porción del tejido usando un capilar y las células 

fueron depositadas en los explantes como se describe arriba. 

Agregación celular 

Los mesencéfalos ventrales de E9.5 y E12.5 se obtuvieron como se describe arriba 

para el caso de la suspensión para trasplantar (los embriones de E9.5 fueron de la 

línea EGFP). Se mezclaron igual número de mesencéfalos (8 mesencéfalos) de 

cada etapa y se obtuvo la suspensión celular. 5 µL de la suspensión celular se 

mezclaron con la colágena y se permitió que gelificara en un pozo (se utilizaron 

cajas de 48 pozos, Corning) antes de agregar el medio de explantes. Después de 

dos días las células fueron fijadas dentro de la colágena y procesadas para 

inmunofluorescencia. 

Cultivo en monocapa de precursores neurales mesencefálicos 

Los mesencéfalos se disecaron como se describió arriba y el protocolo que se siguió 

para el cultivo primario de CPNs fue el siguiente: 

1. La suspensión de mesencéfalo ventral se prepara como se describe previamente. 

Los 30 µL se llevaron a 1 mL con medio de precursores y se cuantificaron las 

células usando la cámara de Neubauer (ver apéndice).  

2. Las células se siembran a una densidad de 1x105 por pozo, previamente 

recubierto con ornitina/laminina (ver apéndice), y se agrega el medio de 

precursores: DMEM-F12 (49% v/v), Neurobasal (49% v/v; Gibco), N2 (1% v/v; 

ver apéndice), Insulina (10 µg/mL; Sigma), GPS 0.5x, β-Mercaptoetanol (0.1 mM; 

Gibco) suplementado con 10 ng/mL de Fgf2. 
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3. Las células se incuban por 24 h para permitir que se adhirieran al pozo, después 

se cambia el medio para eliminar las células muertas. 

4. En el día deseado se fijan las células como se describe abajo. 

Trasplantes en ratas adultas 

Ratas Wistar machos de 250 g se usaron para los trasplantes, como se reporta en 

Maya-Espinosa et al. (2015). Los animales fueron anestesiados con una mezcla de 

quetamina–xilacina (19 y 1 mg/kg respectivamente, PiSA), posteriormente se realizó 

una inyección intracraneal de 1 – 2 µL de una suspensión celular (aproximadamente 

150,000 células) usando una jeringa Hamilton de 5 µL. Después de 6 días las ratas 

fueron anestesiadas profundamente con pentobarbital (PiSA) y se realizó una 

perfusión intracardiaca con 100 mL de solución de fosfatos (PBS, 0.1 M), seguida 

de 100 mL de paraformaldehído (PFA; Sigma; ver apéndice) al 4%. 

Procesamiento de los tejidos y cultivos celulares 

El tejido embrionario y los explantes fueron fijados con PFA al 4% por 2 horas a 4ºC 

con agitación moderada. Después se hicieron 3 lavados de 15 min a 4ºC con PBS 

y se dejaron en sacarosa (J. T. Baker) al 30% en PBS durante 24 horas para su 

crioprotección. Los tejidos fueron embebidos en Tissue–Tek® (Sakura Finetek) 

cortados coronalmente en secciones de 10 µm de grosor usando un criostato 

(Microm HM550, Thermo Scientific) y colectados en portaobjetos cargados (Fisher 

Scientific), los cuales fueron almacenados a -20ºC. 

Los cerebros de ratas adultas fueron post-fijados con PFA al 4% y deshidratados 

con incubaciones secuenciales de 24 h en 10%, 20% y 30% de sacarosa/PBS. 

Posteriormente los cerebros fueron cortados en el plano coronal en rebanadas de 
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40 µm las cuales fueron colectadas en solución anticongelante (PBS/20% 

etilenglicol/20% glicerol). 

Al término de los días de cultivo, las células se lavaron con PBS 2 veces y se les 

agregó PFA 4% frío, el cual se dejó a TA por 15 min. Después se hicieron 3 lavados 

de 10 min con PBS (en este punto se pueden guardar las cajas a 4ºC). 

Inmunofluorescencia 

La evaluación de la diferenciación en los distintos modelos fue hecha mediante 

inmunofluorescencia. Dependiendo si son cultivos de CPNs, cortes de explantes o 

explantes completos el protocolo varió. Debajo se describen las particularidades 

para cada uno. Las diluciones de los anticuerpos primarios y secundarios fueron las 

mismas en todas las situaciones y se muestran en la Tabla 1. Las imágenes fueron 

capturadas con un microscopio Zeiss Axio Vision usando el software AxioVision LE 

y un microscopio confocal Olympus FLUOVIEW FV1000. 

Inmunofluorescencia en cortes de tejido 

1. Se dejan las laminillas a TA hasta que se quite la humedad generada por el 

descongelamiento y se pintan los cuadrantes con lápiz hidrofóbico (Vector). 

2. Se hace un lavado con PBS durante 10 min, una vez hecho esto los tejidos nunca 

deben secarse por lo que las laminillas siempre se dejan en una cámara 

húmeda. 

3. Después se lava 3 veces con PBS/0.3% Tritón X-100 (Bio-Rad), 10 min cada 

lavado a TA.  
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4. Para los anticuerpos de Neurog2, BrdU y Sox2, se hace una incubación con 

revelador de antígenos con buffer de citratos 1x (Bio SB) a 65ºC por 20 min y 

posteriormente 15 min a TA. Después se hacen 2 lavados de 5 min con PBS. 

5. Se incuba en la solución de bloqueo (10% suero de burro o cabra en PBS/0.3% 

Tritón) por 1 h a TA.  

6. Los anticuerpos primarios se diluyen en la solución de bloqueo y se incuban toda 

la noche a 4ºC, excepto el anticuerpo para BrdU el cual se diluye en una solución 

con ADNasa: 10% suero de burro; buffer de ADNasa 1x; 10 U ADNasa (Roche) 

y se incuba 1 h a 37ºC y después toda la noche a 4ºC.  

7. Tras la incubación con el anticuerpo primario se hacen 3 lavados de 10 min con 

PBS. 

8.  Se incuba 2 h a TA con el anticuerpo secundario diluido en PBS.  

9. Se hace 1 lavado de 10 min con PBS. 

10. Se incuba con DAPI (4 ‘,6-diamino-2-fenilindol; Invitrogen) por 5 min para teñir 

núcleos. 

11. Se hacen dos lavados con PBS de 10 min. 

12. Se agrega la solución de montaje (Prolong gold; Molecular Probes) y se coloca 

el cubreobjetos tratando de no dejar burbujas. 

Inmunocitoquímica fluorescente 

1. Si las cajas fueron guardadas a 4ºC, se dejan temperar por unos minutos y se 

hace un lavado con PBS. 

2. Posteriormente se hacen 3 lavados de 10 min con PBS/0.3% Tritón X-100.  
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3. Se incuba en solución de bloqueo (10% suero de burro o cabra, PBS/0.3% Tritón) 

durante 30 min.  

4. El anticuerpo primario se diluye en solución de bloqueo y se incuba durante toda 

la noche a 4ºC con agitación moderada.  

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

6. Se incuba con el anticuerpo secundario 1 h a TA con agitación. 

7. Se hace un lavado con PBS. 

8. Se incuba con DAPI por 5 min. 

9. Se hacen 2 lavados más con PBS y se cubre con solución de montaje.  

Imunofluorescencia en tejido completo 

1. Se hacen lavados con PBS/1% Tritón a 4ºC a lo largo de un día (mínimo 4 

lavados).  

2. Se incuba con solución de bloqueo (10% Suero de burro o cabra, PBS/1% Tritón) 

durante 3 h a TA o toda la noche a 4ºC. 

3. Se dejan los tejidos con el anticuerpo primario diluido en solución de bloqueo 

durante 2 h a TA y después 72 h a 4ºC.  

4. Al término de ese tiempo se hacen lavados con PBS/1% Tritón durante 1 día, de 

la misma forma que los lavados iniciales (mínimo 4).  

5. Se incuba con el anticuerpo secundario diluido en PBS durante 48 h a 4ºC. 

6. Se hacen lavados con PBS/1% Tritón durante otro día (mínimo 4). 

NOTA: Todos los pasos se hacen con agitación. 
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Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados. 

Antígeno Dilución Especie Marca 
No. 

Catálogo 

BrdU 1:100 Ratón BD Bioscience 347580 

Nestina 1:500 Ratón Millipore MAB353 

Lmx1a 1:2000 Conejo Millipore AB10533 

Th 1:500 Conejo Millipore AB152 

Neurog2 1:75 Cabra Santa Cruz Sc-19233 

Sox2 1:100 Cabra Santa Cruz Sc-17320 

β-III Tubulina 1:2000 Conejo Covance PRB-435P 

Gfap 1:5000 Conejo Dako Z0334 

Foxa2 1:4000 Conejo 
Donado por Ariel Ruiz I. 

Altaba 
 

Lmx1a 1:1000 Conejo Donado por M. German  

Pitx3 1:5000 Conejo Donado por M. Smidt  

Nkx6.1 1:2 ratón DSHB F55A10 

Nkx2.2 1:2 ratón DSHB 74.5A5 

Pax7 1:2 ratón DSHB Pax7 

pHH3 1:1000 Conejo Upsdate 06-570 

DAPI 1:5000  Thermo Fisher Scientific D1306 

Alexa Fluor-488 anti ratón 1:1000 cabra Thermo Fisher Scientific A11001 

Alexa Fluor-594 anti ratón 1:1000 cabra Thermo Fisher Scientific A11005 

Alexa Fluor-647 anti ratón 1:1000 cabra Thermo Fisher Scientific A21235 

Alexa Fluor-488 anti 
conejo 

1:1000 cabra Thermo Fisher Scientific A11008 

Alexa Fluor-594 anti 
conejo 

1:1000 cabra Thermo Fisher Scientific 
A11012 

 
Alexa Fluor-647 anti 

conejo 
1:1000 cabra Thermo Fisher Scientific 

A21244 
 

Alexa Fluor-488 anti cabra 1:1000 burro Thermo Fisher Scientific A11055 

Alexa Fluor-594 anti cabra 1:1000 burro Thermo Fisher Scientific A11058 

Alexa Fluor-647 anti cabra 1:1000 burro Thermo Fisher Scientific A21447 
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Extracción de ARN y qPCR 

Para la medición de ARN se utilizaron al menos 3 embriones de cada etapa 

evaluada o 3 explantes de cada condición y al menos 2 cultivos independientes 

fueron realizados. La extracción de ARN se realizó de acuerdo a las 

especificaciones del fabricante del Riboex (GeneAll; ver apéndice). 

Teniendo el ARN íntegro y sin ADN genómico se procedió a hacer la síntesis de 

ADNc utilizando la enzima AMV Reverse Transcriptase (Invitrogen) y oligo-dT16 

(Collaborative Research) siguiendo las instrucciones del fabricante (ver apéndice). 

El PCR cuantitativo se realizó utilizando KAPA SYBR FAST mix (KAPA Biosystems) 

utilizando oligonucleótidos específicos para cada gene (Tabla 2), con las cantidades 

recomendadas por el fabricante (ver apéndice). 

Los oligonucleótidos fueron probados previamente por PCR punto final para su 

especificidad y rango de TM (ver apéndice), la cual quedó, para todos los 

oligonucleótidos en 60°C. 

Se utilizó un termociclador Rotor-Gene 3000 (Corbett Research). La curva de 

calibración se realizó utilizando el gen constitutivo Rplp0, midiéndolo en 3 diluciones 

(1:1, 1:10 y 1:100) por muestra. La expresión fue evaluada utilizando el método del 

ΔCt que consiste en obtener el Ct de un gen referencia (en este caso Rplp0) y del 

gen problema. El ΔCt se obtiene restando el Ct del gen problema menos el Ct del de 

referencia y la expresión se saca de la ecuación 2ି∆஼೟. 
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Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para qPCR. 

Gene Secuencia Referencias 

Foxa2 Forward:  CTGGGAGCCGTGAAGATGGA 
Reverse:  ATTCCAGCGCCCACATAGGA (Jaeger et al., 2011) 

Hes1 Forward: TGAAGGATTCCAAAAATAAAATTCTCTGGG 
Reverse: CGCCTCTTCTCCATGATAGGCTTTGATGAC 

(Kobayashi et al., 
2009) 

Hes5 Forward:  AGATGCTCAGTCCCAAGGAG 
Reverse:  TAGCCCTCGCTGTAGTCCTG 

(Kobayashi et al., 
2009) 

Lmx1a Forward:  GGACCATAAGCGACCCAAAC 
Reverse:  CTGAACCACACGGACACTC (Jaeger et al., 2011) 

Msx1 Forward:  GCCTCTCGGCCATTTCTCAG 
Reverse:  CGGTTGGTCTTGTGCTTGCG (Jaeger et al., 2011) 

Msx2 Forward:  CTCGGTCAAGTCGGAAAATTC 
Reverse:  GTTGGTCTTGTGTTTCCTCAG (Singh et al., 2013) 

Nestina Forward:  TGAGAACTCTCGCTTGCAGACAC 
Reverse:  GGTCCTCTGGTATCCCAAGGAAATG (Jaeger et al., 2011) 

Neurog2 Forward:  GCTGTGGGAATTTCACCTGT 
Reverse:  AAATTTCCACGCTTGCATTC (Jaeger et al., 2011) 

Nr4a2 Forward:  TCAGAGCCCACGTCGATT 
Reverse:  TAGTCAGGGTTTGCCTGGAA (Chao et al., 2007) 

Rplp0 Forward:  CACTGGTCTAGGACCCGAGAA 
Reverse:  AGGGGGAGATGTTCAGCATGT (Wong et al., 2009) 

Sox2 Forward:  CATGAGAGCAAGTACTGGCAAG 
Reverse:  CCAACGATATCAACCTGCATGG 

(Kobayashi et al., 
2009) 

Th Forward:  TGGGACACGTACCCATGTTG 
Reverse:  ACCAGTACACCGTGGAGAGT Primer blast 

Th 
(genómico) 

Forward: TACGCCACGCTGAAGGGCCTCTAT 
Reverse: AGGTGAGGAGGCATGACGGATGTA Primer blast 

β-IIITubulina Forward:  ATCAGCAAGGTGCGTGAGGAG 
Reverse:  ATGGACAGGGTGGCGTTGTAG (Jaeger et al., 2011) 

Cuantificación 

Para cuantificar las células en los mesencéfalos embrionarios solo se tomaron los 

cortes de las regiones anteriores y medias. Un promedio de las células positivas en 

2 cortes de cada embrión fue considerado para cada marcador y al menos 3 

embriones fueron contados. En algunas determinaciones de Sox2, el número de 

células positivas fue indirectamente cuantificado tomando la zona dentro del nicho 

dopaminérgico desde el ventrículo hasta el límite inferior del área BrdU+ (2 horas 
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después de la inyección). Las cuantificaciones están representadas por el promedio 

± la desviación estándar. 

Los datos de los implantes son de al menos 3 experimentos independientes con 

mínimo 10 explantes evaluados en cada uno, excepto para los tratamientos con 

Shh/SAG y los implantes de CPNs de E11.5, en cuyos casos fueron solo 2 

experimentos. Para los trasplantes en adultos, 2 experimentos independientes 

fueron realizados. El número de células positivas para determinado marcador, se 

obtuvo contando cada plano óptico independientemente en cada grupo de 

imágenes confocales. 

En los cultivos en monocapa de CPNs se llevaron a cabo 3 experimentos 

independientes. Cada marcador fue contado en 4 campos por pozo por duplicado y 

el análisis estadístico se realizó por la prueba de Anova de dos vías. 
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RESULTADOS 

La expansión de los precursores DAm anticipa la diferenciación 

Para comprender mejor cómo es la dinámica de diferenciación DAm, cuantificamos 

el número de células de cada población que existe en el nicho DA (Lmx1a+) durante 

el desarrollo: precursores neurales (Sox2), progenitores (Neurog2) y neuronas 

inmaduras (Th) entre E9.5 y E12.5. Debido a que no encontramos anticuerpos 

confiables de Msx1/2 para poder estimar el tamaño de la población precursora DA 

en el mesencéfalo en desarrollo decidimos usar Sox2, ya que esta población en el 

nicho DA es Sox2+ en etapas tempranas (E9.5). Encontramos que el número de 

células Sox2+ incrementa linealmente durante este período (Fig. 9A), de acuerdo 

con una división simétrica de E9.5 a E10.5 y divisiones asimétricas y/o simétricas 

de diferenciación a partir de ahí; aunque es probable que el número de células 

Sox2+/Msx1/2+ comience a disminuir después de E11.5, por lo observado con el 

mensajero de Msx1/2 (ver abajo). 

En paralelo con el incremento en las células Sox2+, las células Neurog2+ comienzan 

a aparecer en E11.5 pero, ya que esta población es transitoria, el número 

permanece constante al menos hasta E12.5 (Fig. 9A), momento en el que se 

generan muchas neuronas dopaminérgicas, cuantificadas por la presencia de Th, 

cuyo número crece exponencialmente entre E12 y E12.5 (Fig. 9A), manteniendo 

este comportamiento al menos hasta E15.5 cuando casi todas las neuronas DAm 

se han formado (Altman and Bayer, 1981; Hanaway et al., 1971)  

Una estimación más directa del cambio en el número de precursores podría 

obtenerse contando el número de células que están en división en las diferentes 

etapas del desarrollo; con este propósito se inyectó BrdU (que se intercala en el 



55 
 

 

Figura 9. Flujo de diferenciación DA. (A) Marcadores de las diferentes poblaciones de células DAm a través 
del desarrollo. Se cuantificaron las células Lmx1a+ (nicho DA), Sox2+ (CPNs), Neurog2+ (progenitores) y Th+ 
(neuronas). El número de células positivas para cada marcador se normalizó con el promedio resultante de la 
primera etapa donde se detecta el marcador. Los valores se muestran como promedio ± DE, n=4. (B) La 
proliferación en el nicho DAm (área punteada) fue determinada por la incorporación de BrdU. Las células 
ventriculares BrdU+ (cabezas de flecha) se cuantificaron (C). (D) Las células ventriculares BrdU+ colocalizan 
con Sox2 and pH3 y son Neurog2-.  

ADN en la fase de síntesis) en distintas etapas y se cuantificaron las células BrdU+ 

30 minutos y 2 h después de la inyección. Como la división celular en el SNC 

embrionario se caracteriza por un movimiento intercinético del núcleo, se observó 
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que la mayoría de los núcleos marcados después de 30 min se encuentran debajo 

de la superficie ventricular mientras que 90 min después (2 h después de la 

inyección) el número de núcleos en el ventrículo aumenta (Fig. 9B, C). Para excluir 

a las células BrdU+ que pudieran haber salido del ciclo celular, estimamos el número 

de CPNs en división contando solo las células BrdU+ que se encontraban cerca del 

ventrículo después de 2 h de la inyección. Todas las células ventriculares BrdU+ 

fueron Sox2+ pero solo la mitad fue positiva para pH3 (Histona H3 fosforilada), una 

marcador de mitosis, y no se encontraron células BrdU+/pH3+ alejadas de la pared 

ventricular ni células Neurog2+/pH3+  en el área ventricular (Fig. 9D). Estos datos 

nos indican que las células ventriculares BrdU+ son un buen indicativo del número 

de células en división. Así, en correlación con el crecimiento observado de la 

población Sox2+, el número de células en división va en aumento hasta E11.5 y 

parece no cambiar para E12.5 (Fig. 9C). A pesar de que muchas células 

Lmx1a+/Sox2+ se siguen detectando en E12.5 (y tal vez posterior a eso) creemos 

que estas no retienen el potencial de diferenciación dopaminérgico (ver debajo).  

Después quisimos evaluar el destino de las CPNs, para lo cual inyectamos BrdU en 

varias etapas y esperamos distintos tiempos para la evaluación. Ya que en etapas 

tempranas hay una alta tasa de proliferación no se pudo detectar BrdU en E12.5 

cuando este se incorpora en E9.5 pero  si se observa si se hace en días posteriores 

(Fig. 10A). Consistente con la idea de que las CPNs en división no son Neurog2+, 

solo entre el 5-8% del total de células BrdU+ fueron también Neurog2+ 2 h después 

de la inyección de BrdU tanto en E11.5 como en E12.5 y no se observó ninguna 

célula Th+/BrdU+ (Fig. 10C) Una proporción similar de células Neurog2+/BrdU+ se 

encontró cuando la inyección de BrdU se realizó en E10.5 y se analizó 48 h después, 
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Figura 10. La incorporación de BrdU muestra que la mayoría de las divisiones en etapas tempranas son 
de proliferación. (A) Inyección de BrdU en E9.5 y sacrificio en E12.5. Se observan pocas células BrdU+ en el 
nicho DAm (Lmx1a+, panel superior), la mayoría de ellas fueron Th+ y tienen una fuerte señal de BrdU (cabezas 
de flecha, panel inferior). (B) Se inyectó BrdU en E10.5 y se sacrificaron los embriones en E12.5. La mayoría 
de las células BrdU+ colocalizan con Sox2 (panel superior). Algunas de ellas muestran una marca difusa de 
BrdU (cabezas de flecha) y otras fuerte (flecha). Neurog2 colocaliza con algunas células BrdU+ (cabezas de 
flecha, panel inferior). Pocas células BrdU+ fueron positivas también para Th (flechas, panel inferior), todas 
presentan una marca intensa de BrdU. Barra de escala 50 µm. (C) La incorporación de BrdU se permitió por 
diferentes tiempos en distintas etapas. Las células BrdU+/Neurog2+ y  BrdU+/Th+ fueron cuantificadas en cada 
tratamiento y normalizadas con el número total de células BrdU+. El asterisco señala la incorporación de BrdU 
a las 2 h. Barra de escala, 50 µm. 
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pero, en este caso, muchas células diferenciaron a neuronas DA (Th+/BrdU+); en 

estas neuronas se detecta una señal más intensa de BrdU lo cual sugiere que se 

derivaron después de solo una división (Fig. 10B-C). En contraste, la proporción de 

células Neurog2+/BrdU+ alcanza alrededor del 25% del total de BrdU+ cuando la 

inyección se hace en E11.5 y se analiza 12 horas después, donde muy pocas 

células Th+ se detectan con marca de BrdU (Fig. 10C). Cuando el análisis se efectúa 

12 horas después (inyección en E11.5, evaluación en E12.5), la población 

Neurog2+/BrdU+ decae al 12% y las neuronas Th+ incrementan 5 veces (Fig. 10C). 

Con estos datos concluimos que las células Neurog2+ emergen aproximadamente 

cada 12 horas de las divisiones asimétricas que se dan a partir de E11, no se dividen 

y son transitorias. Es de notar que el incremento en las células Lmx1a+ después de 

E11.5 y el gran aumento en la población Th+/ BrdU+ en tan solo 12 horas no 

correlaciona con una simple proliferación en las dos dimensiones de un corte, lo 

cual sugiere que podría haber un movimiento tangencial durante la fase de 

diferenciación. En este sentido, en un experimento preliminar observamos 

movimiento antero – posterior  de las células ventriculares de explantes de 

mesencéfalo de E10.5 (datos no mostrados), que fueron marcadas con un colorante 

fluorescente (CMPTX, 25 µM, Invitrogen) que entra a la célula por difusión y dentro 

de esta es modificado a una forma impermeable. Futuros experimentos tendrán que 

realizarse para determinar si existe movimiento tangencial de los CPNs durante el 

desarrollo de las neuronas DAm. 

Debido a que, al parecer, las células que están diferenciando se esparcen en varias 

direcciones a partir de su lugar de nacimiento, el conteo en un solo corte podría no 

tener relación con el número real de las poblaciones, por lo que, para estimar mejor 
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las transiciones, medimos los niveles de ARNm tomando todo el mesencéfalo 

ventral de embriones de E9.5 a E15.5. La medición se hizo de varias regiones 

ventrales del mesencéfalo juntas,  porque la cantidad de ARN que obteníamos de 

un solo mesencéfalo era insuficiente para analizar todos los genes, y por la 

variabilidad entre los embriones que se genera por a los cambios rápidos en la 

expresión de algunos genes en ventanas cortas de tiempo. Los mayores niveles de 

expresión de Msx1/2 se detectaron en E11.5, que representa un incremento de 30 

veces en comparación con E9.5; la expresión decrece rápidamente a partir de E12.5 

(Fig. 11A). El comportamiento entre la expresión de Msx1  y Msx2 es similar a lo 

largo del tiempo, pero observamos mayor expresión de Msx2, lo cual podría deberse 

a la eficiencia de los oligonucleótidos usados. El ARNm de Neurog2 comienza a 

detectarse a partir de E10.5, alcanzado su máximo en E11.5, y desparece al E15.5 

(Fig.11A). En contraste, el de Nr4a2 incrementa gradualmente entre el E10.5 y 

E12.5, después del cual, aparentemente se mantiene estable (Fig. 11B). Ya que 

Msx1/2, Neurog2 y Nr4a2 se expresan en poblaciones distintas de células en el 

linaje dopaminérgico, los niveles de ARNm determinados correlacionan con el flujo 

de diferenciación, comenzando con un número definido de CPNs Msx1/2+ que se 

convierten en neuronas DAm pasando secuencialmente por células Neurog2+ y 

Nr4a2+. Es de notar que el incremento en los niveles del ARNm de Th está retrasado 

en comparación con los de Nr4a2 (Fig. 11B), lo que representan 2 poblaciones de 

neuroblastos, recientemente identificadas en ensayos de ARN-seq (La Manno et al., 

2016). A diferencia del aumento que vemos a lo largo del tiempo en las células 

Lmx1a+, los niveles del ARNm de Lmx1a disminuyen considerablemente después 

de la especificación (E11.5) y para E15.5, después de la diferenciación,  se elevan 
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(Fig. 11C), lo que podría indicar una función de Lmx1a en la maduración neuronal. 

Adicionalmente, aunque observamos un número creciente de CPNs Sox2+ y que los 

niveles del mensajero de Sox2 no decrecen tan rápido como los de Msx1/2 (Fig. 

11C), es probable que el número de células Sox2+/Msx1+ comience a disminuir 

después de E11.5, ya que el mensajero de Msx1/2 decrecen considerablemente a 

partir de este día, y que las células Sox2+/Msx1/2- constituyan CPNs con destino 

glial (ver abajo). Lo anterior sugiere que la expansión de las CPNs DAm está 

asociada a los niveles de expresión de Msx1/2. 

 

Figura 11. Expresión de diversos genes durante la diferenciación DAm. Progresión de la diferenciación 
DAm detectando la expresión de genes de distintas poblaciones en la diferenciación DAm: (A) Msx1/2 (CPNs), 
Neurog2 (progenitores); (B) Nr4a2 y Th (neuronas inmaduras); (C) Sox2 (CPNs en general) y Lmx1a (células 
en el nicho DAm) en ratones silvestre y mutantes para Dll1. 
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El flujo de diferenciación DAm se modifica al adelantar la neurogénesis 

Se sabe que el momento en el que una CPN se diferencia podría afectar su destino, 

por ejemplo, tipos distintos de neuronas corticales se generan en diferentes 

momentos en el desarrollo, lo cual sugiere que su especificación está asociada al 

tiempo en que una CPN nace (Okano and Temple, 2009; Shen et al., 2006). En 

concordancia, decidimos evaluar el flujo de diferenciación cuando la neurogénesis 

está alterada por una desregulación en la vía de señalización de Notch. Utilizamos 

el ratón mutante en Dll1 (Hrabe de Angelis et al., 1997), el principal ligando de Notch 

en el mesencéfalo ventral (Ono et al., 2007). Los ratones mutantes presentan una 

neurogénesis adelantada en el mesencéfalo, y otras regiones del SNC, pero los 

patrones de regionalización y la especificación DAm no se ven afectados (Trujillo-

Paredes et al., 2016). 

Medimos los niveles de expresión de los genes previamente analizados y 

detectamos un marcado incremento en los mensajeros de Neurog2, Nr4a2 y Th en 

E10.5 (Fig. 11A-B), lo que sugiere que estas poblaciones están emergiendo 

prematuramente. Notablemente, en E11.5 los niveles de Msx1/2 y Neurog2 fueron 

menores que en los embriones control, y los de Nr4a2 y Th fueron solo ligeramente 

mayores (Fig. 11A-B). Estos resultados indican que la reducción en la señalización 

de Notch promueve la diferenciación DAm en asociación con un decremento en las 

CPNs especificadas al linaje DAm y en paralelo con la reducción de marcadores de 

CPNs generales (Nestina) y un aumento en las neuronas (β-III Tubulina) en etapas 

tempranas visto por inmunofluorescencias (Trujillo-Paredes et al., 2016). Es de 

notar que en etapas tardías Sox2 no disminuye en los embriones heterocigotos, 
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probablemente porque la acción de Notch sobre la proliferación/diferenciación de 

precursores astrogénicos no es tan fuerte como con los precursores neurogénicos. 

 

Figura 12. Los inhibidores de la vía Notch adelantan la neurogénesis en explantes. (A) Explantes de 
mesencéfalos de E10.5 fueron cultivados con DAPT o SAHM1 por 2 d. Neuronas β-III Tubulina+ y Th+ aparecen 
prematuramente. Barra de escala, 50 µm. (B) Niveles de expresión de los principales efectores de la vía de 
Notch en el SNC, Hes1 y Hes5 al tratar los explantes de E9.5 y E10.5 con DAPT (panel superior) o con SAHM1 
en explantes de E10.5 (panel inferior) por 2 d. 

Ya que los embriones mutantes en Dll1 mueren alrededor de E11.5, inhibimos la vía 

de Notch en explantes de mesencéfalo de E9.5 y E10.5 usando DAPT, un inhibidor 

de la γ-secretasa, (Crawford and Roelink, 2007) o SAHM1, inhibidor del DICN 

(Moellering et al., 2009). Observamos que, a pesar de que con ambos inhibidores 

se observa un aumento de células β-III Tubulina+ y Th+ en explantes de mesencéfalo 

E10.5 después de 2 días en cultivo (Fig. 12A), solo con DAPT se inhiben los ARNm 

de Hes1 y Hes5 (Fig. 12B), principales efectores de la vía de Notch en el SNC 

(Ohtsuka et al., 1999). La reducción de los niveles de expresión de Hes5 fue mayor 

que la de Hes1, lo que es consecuente con la importancia de Hes5, y no Hes1, en 

el desarrollo del mesencéfalo, principalmente en el nicho DAm (Trujillo-Paredes et 
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al., 2016). Por las observaciones anteriores, decidimos inhibir la vía de Notch con 

DAPT en explantes de E9.5 y E10.5 y medir los niveles de expresión de los genes 

dopaminérgicos. 

 

Figura 13. La inhibición de la señalización de Notch adelanta la neurogénesis y la diferenciación 
dopaminérgica. Explantes de mesencéfalos de E9.5 y E10.5 fueron cultivados por 2 y 4 días con el inhibidor 
de Notch, DAPT (A) Niveles de expresión del marcador de CPNs, Nestina; (B) Neuronas inmadura; β-III 
Tubulina; (C) Precursores DAm, Msx1; (D) Progenitores DAm, Neurog2; Neuronas inmaduras Nr4a2 (E) y Th 
(F). Cada punto representa un experimento independiente. 

En los explantes control de ambas etapas las células están diferenciando 

activamente, lo cual se infiere con el aumento en los niveles de expresión de todos 

los genes evaluados Nestina, Msx1, Neurog2, β-III Tubulina, Nr4a2 y Th (Fig. 13). 
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La dinámica de diferenciación en los explantes de E9.5 y E10.5 es similar, pero el 

incremento entre los días 2 y 4 de cultivo en los marcadores tempranos Nestina y 

Msx1 fue menos pronunciado en E9.5, mientras que el de los marcadores tardíos 

fue mayor en los explantes de E10.5, consistente con lo observado en los embriones 

mutantes en Dll1. Al inhibir la vía de Notch hay una disminución en los niveles de 

Nestina y Msx1 (Fig. 13A, C), aunque aún se observa que sus niveles aumentan 

conforme transcurre el cultivo. En contraste, la inhibición causa un consistente 

decremento en los niveles de Neurog2 en los explantes de E10.5, mientras que este 

efecto solo se nota hasta los 4 días de cultivo en los de E9.5 (Fig. 13D). Los niveles 

de ARNm de Nr4a2 y β-III Tubulina son casi muy bajos en los cultivos de explantes 

de E9.5 comparados con E10.5, consecuente con la aparición de estos marcadores 

en el desarrollo (a partir del día E10.5); y, tras el tratamiento con DAPT se observa 

un mayor incremento en los explantes de E9.5 comparando con su control (Fig. 13B, 

E), debido a que en esta etapa aún observamos expansión de algunas CPNs, las 

cuales seguirían sumando al grupo de neuronas que van diferenciándose después 

de la inhibición de Notch. Un comportamiento similar se observa con el mensajero 

de Th, sin embargo, sus niveles no aumentan después de 4 días de tratamiento en 

E10.5, debido tal vez a la extinción de precursores (Fig. 13F). Estos datos en 

conjunto indican que al inhibir la vía de señalización de Notch la neurogénesis se 

adelanta y, junto con ella, la dinámica diferenciación DAm, lo que sugiere que ambos 

procesos se encuentran acoplados dentro del nicho DAm. 
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Las CPNs DAm tempranas retienen Lmx1a pero no diferencian a neuronas DA 
fuera de su nicho 

Ya que no observamos diferencias notables en la cantidad de precursores entre las 

diferentes etapas pero si en sus niveles de expresión de Msx1/2, decidimos evaluar 

el estado de compromiso de las CPNS al linaje DAm al trasplantarlas en explante 

de mesencéfalo E10.5. Cuando las células del mesencéfalo ventral de E9.5, que 

contiene solo CPNs especificadas  (Andersson et al., 2006; Ferri et al., 2007), se 

implantan en regiones dorsales del explante (Fig. 14A), éstas fallan en re-

especificarse y retienen sus marcadores de especificación originales (i.e. Lmx1a y 

Foxa2) en alrededor del 60% de los casos (18/27 eventos para Lmx1a, 8/10 para 

Foxa2) (Fig. 14B, 17G). En algunos de los casos en los que las células no mantienen 

Lmx1a, estas adquieren marcadores específicos del sitio donde se implantaron 

(dominios Nkx6.1 o Nkx2.2, Fig. 14H). Inesperadamente, a pesar de la eficiente 

diferenciación a neuronas (visto por la presencia de β-III Tubulina; Fig. 14E), solo 

en un caso se detectaron unas pocas neuronas Th+ (Fig. 14B, E-D). Sin embargo, 

la misma población implantada en el nicho DA logra diferenciar apropiadamente, 

confirmando que no hay una pérdida de capacidad de diferenciación debido al 

proceso de trasplante (Fig. 14G). La población Lmx1a+ que no llega a ser Th+ 

podrían ser precursores retrasados en su diferenciación, como se observó 

previamente cuando se trasplantan otras fuentes de CPNs como las generadas in 

vitro a partir de CTE o provenientes del telencéfalo embrionario (Baizabal and 

Covarrubias, 2009; Baizabal et al., 2010). 

Para intentar elucidar si la razón por la cual las CPNs de E9.5 no diferencian a 

neuronas DAm en las regiones dorsales se debe a una propiedad intrínseca de las 
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células y no del ambiente, trasplantamos Cuerpos Embrioides (CE), agregados 

tridimensionales que asemejan al embrión antes de la cavitación, provenientes de 

una línea de CTE que expresan Lmx1a bajo el promotor de Nestina (Nes-Lmx1a) 

similar a la reportada por Andersson et al. (2006), que in vitro presentan una mayor 

diferenciación DAm, ya que logran especificarse eficientemente al momento de su 

neuralización (Friling et al., 2009). Esta línea fue generada a partir de las CTE R1B5 

(que expresan constitutivamente la EGFP), la cual se sabe que logra diferenciar 

eficientemente a neuronas DAm cuando son trasplantadas al nicho DA en explantes 

de mesencéfalo (Baizabal and Covarrubias, 2009). 

Al trasplantar las células de CE provenientes de la línea Nes-Lmx1a a explantes de 

mesencéfalo E10.5 observamos que estas logran diferenciar a neuronas DAm 

dentro del nicho en casi el 100% de los casos, al igual que las células de la línea 

R1B5 (Fig. 15). Sin embargo, al trasplantarse a regiones dorsales solo las células 

de la línea Nes-Lmx1a logran mantener Lmx1a en el 70% de los casos y solo en la 

mitad de los casos estas células logran generar neuronas Th+ pero con muy baja 

eficiencia (Fig. 15), de forma similar a lo observado con las CPNs de E9.5.  

Figura 14. Las CPNs DAm mantienen sus marcadores de origen pero no generan neuronas DAm fuera 
de su nicho. Una suspensión celular de todo el mesencéfalo ventral de E9.5 fue implantada en explantes de 
mesencéfalo de E10.5. (A) Representación esquemática de los dominios existentes en el explante donde se 
integran las células. “Dentro” se refiere al nicho DAm y “Fuera” al resto de los dominios existentes. (B) 
Cuantificación de los eventos donde se encontraron células Lmx1a+ o Th+ dentro y fuera del nicho DAm. (C) 
Las CPNs implantadas en regiones dorsales mantienen la expresión de Lmx1a (flechas, panel superior e 
inferior) y no adquieren marcadores del sitio donde se integran (Nkx6.1, cabezas de flecha, panel superior). (D) 
Las células implantadas en regiones dorsales también mantienen Foxa2. (E) Único caso donde se encontraron 
neuronas Th+ fuera del nicho (flechas, panel izquierdo), aunque en todos los casos las células fueron β-III 
Tubulina+ (flechas, panel derecho). (F) Cuantificación de la eficiencia de diferenciación DAm (células Th+) dentro 
y fuera del nicho DAm. (G) CPNs implantas en el nicho DAm diferencian a neuronas Lmx1a+/Th+ (flechas). (H) 
Caso donde las células implantadas fuera no mantienen Lmx1a y expresan los marcadores del sito (células 
dentro de las líneas punteadas). Las líneas punteadas delimitan los dominios v1 y d2. Cada punto en la 
cuantificación representa un implante Barra de escala 50 µm. 
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Figura 15. Las células de CE de la línea Nes-Lmx1a tampoco generan neuronas DAm fuera del nicho. 
Una suspensión celular de CE de la línea R1B5 (control) y de la Nes-Lmx1a fue implantada en explantes de 
mesencéfalo de E10.5. (A) Las células R1B5 implantadas solo adquieren la expresión de Lmx1a dentro del 
nicho DAm (panel izquierdo) pero las de la línea Nes-Lmx1a logran hacerlo fuera del nicho (panel derecho). En 
algunos casos las células Nes-Lmx1a generan pocas neuronas Th+.  Los cuadros 1, 2 y 3 son magnificaciones 
del panel superior, las fechas representan células Lmx1a+/Th+. Las líneas punteadas delimitan los dominios v1 
y d2. Barra de escala 50 µm. (B) Cuantificación de los eventos donde se encontraron células Lmx1a+ o Th+ 
dentro y fuera del nicho DAm.  

Existía la posibilidad de que la poca diferenciación DAm de las CPNs de E9.5 se 

debiera al ambiente del explante de E10.5, por lo cual utilizamos explantes de E9.5 

para trasplantar las células. Observamos un comportamiento similar que cuando 

son trasplantadas en E10.5, las CPNs ventrales se mantienen Lmx1a+ (en alrededor 

del 80% de los casos) y Foxa2+ (en casi el 50%) cuando se integran fuera de la 

línea media ventral pero no logran diferenciar a neuronas DAm (Fig. 16A-B). No 

obstante, cuando se reingresan al nicho las células generan neuronas Th+ en la 

mayoría de los casos (Fig. 16A, C). Con estos datos concluimos que el mesencéfalo 
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de E9.5 contiene CPNs con cierto nivel de compromiso DAm, el cual evita que las 

células se re-especifiquen pero no logra que se complete la diferenciación 

específica sin la contribución de señales extrínsecas presentes en el nicho DAm. 

 

Figura 16. Las CPNs DAm de E9.5 tampoco generan neuronas DAm fuera de su nicho en explantes más 
temprano. Una suspensión celular de todo el mesencéfalo ventral de E9.5 fue implantada en explantes de 
mesencéfalo de E9.5. (A) Cuantificación de los eventos donde se encontraron células Lmx1a+, Foxa2+ o Th+ 
dentro y fuera del nicho DAm. (B) Las CPNs implantadas en regiones dorsales mantienen la expresión de Lmx1a 
y Foxa2. (C) Las CPNs de E9.5 implantadas en el nicho DAm diferencian a neuronas Lmx1a+/Th+ (flechas) o 
mantienen Lmx1a (cabezas de flecha). Las líneas punteadas delimitan los dominios v1 y d2. Barra de escala 
50 µm. 

La señal de Shh no es suficiente para promover la diferenciación de las CPNs 
ventrales de E9.5 cuando se encuentran fuera de su nicho 

Se ha visto que los explantes de mesencéfalo tomados antes de la diferenciación 

DA y que son cultivados en ausencia de la señalización de Shh generan un menor 

número de neuronas Th+ (Ye et al., 1998). Además, Shh puede inducir la generación 

ectópica de neuronas DAm en el telencéfalo y en el mesencéfalo sin placa del piso 

(Hynes et al., 1995; Ye et al., 1998). Por tales motivos, decidimos evaluar si Shh es 

la señal que le falta a las CPNs de E9.5 para poder completar la diferenciación DA. 

Trasplantamos CPNs de E9.5 en explantes de E10.5 y los cultivamos en presencia
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o ausencia de Shh, utilizando la dosis que induce neuronas DA ya reportada por 

Hynes et al. (1995), o en presencia de SAG, un agonista de la vía de Shh (Chen et 

al., 2002; Frank-Kamenetsky et al., 2002).  

Cuando agregamos Shh a los cultivos no observamos ninguna diferencia en la 

generación de neuronas DAm cuando se implantan fuera del nicho DA (Fig. 17C-D) 

lo que podría indicar que Shh no es suficiente para inducir la diferenciación DA en 

las CPNs de E9.5; sin embargo, debido a que la generación de neuronas ectópicas 

en explantes de mesencéfalo de E9.5 fue baja (alrededor del 25%, Fig.17A-B) no 

descartamos que la dosis de Shh fue insuficiente para observar un efecto en la 

diferenciación. Dado lo anterior, probamos con SAG, el cual indujo una expansión 

de casi el doble en longitud del dominio Foxa2 (que es regulado positivamente a 

través de esta vía (Sasaki et al., 1997) en los explantes de E10.5 (Fig. 17E), lo cual 

indica que el agonista funcionó al activar la vía en las células del explante, aunque 

el dominio Lmx1a+ permaneció igual, consecuente con otros reportes que muestran 

que Shh solo tiene influencia en etapas tempranas en el establecimiento y 

proliferación de las CPNs DAm (Ye et al., 1998). No obstante, al evaluar su efecto 

sobre las CPNs trasplantadas no observamos diferencia en la generación de 

neuronas DAm en las células trasplantadas comparadas con las que no fueron 

Figura 17. Shh no es capaz de inducir la diferenciación de las CPNs de E9.5 a neuronas DA.  (A) Explantes 
de E9.5 fueron tratados con Shh, después de 7 días se observaron algunas neuronas Th+ (cabezas de flecha 
abiertas) o proyecciones neuronales Th+ (cabezas de flecha cerradas) en regiones dorsales. (B) Cuantificación 
de los casos donde se observaron células Lmx1a+ o Th+ ectópicas. (C) Las CPNs se trasplantaron en explantes 
en presencia de Shh, las células mantienen Lmx1a en regiones dorsales. Las líneas punteadas delimitan las 
regiones v1 y d2. (D) Cuantificación de los eventos donde se observaron células Lmx1a+ o Th+ integradas en 
regiones dorsales del explante. (E) Explantes de E10.5 fueron tratados con SAG y cultivados por 7 días. SAG 
induce una expansión del dominio Foxa2+, las líneas punteadas indican la longitud medida representada en la 
gráfica. (F) SAG se adicionó al medio de los explantes con CPNs implantadas. Las células mantienen Lmx1a 
(panel superior, flechas y cabezas de flecha) y en un caso las células generan neuronas Th+ (panel superior, 
flechas. Las CPNs también mantienen Foxa2 (panel inferior, flechas). (G) Cuantificación de los casos con células 
integradas Lmx1a+, Foxa2+ and Th+ en regiones dorsales del explante con SAG. Barra de escala 50 µm. 
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tratadas, a pesar de que el número de células trasplantadas que mantienen Lmx1a 

y Foxa2 fuera del nicho se incrementó (Fig. 17F-G). Esto nos sugiere que Shh no 

es suficiente para que las CPNs Lmx1a+ logren completar su diferenciación DA en 

el ambiente dorsal del cerebro medio, pero que tiene un rol importante en el 

mantenimiento de las CPNs DAm. 

Los precursores DAm comprometidos surgen después de E10.5  

Cuando las CPNs ventrales tomadas de mesencéfalos de E10.5 son implantadas 

en regiones dorsales del explante de E10.5, estas no se re-especifican en su nueva 

localización, sin embargo, a diferencia de las CPNs de E9.5, las de E10.5 si logran 

diferenciar a neuronas Th+ en el 46% de los casos (6/13 eventos; Fig.18A, C). En 

algunos casos donde las células se integraron en los dominios Nkx6.1 o Nkx2.2 se 

encontraron células positivas para estos marcadores, las cuales podrían 

representar células comprometidas a esos linajes incluidas en el fragmento de la 

región ventral obtenido para hacer la suspensión celular para trasplantar (Fig. 18B) 

ya que no trasplantamos una población pura. A pesar de que la mayoría de las 

CPNs logran generar neuronas fuera de su nicho, notamos que no todas las células 

tienen capacidad de generar neuronas DAm ya que la eficiencia de diferenciación 

fue mayor dentro del nicho que fuera (42.07 ± 9.52% neuronas Th+ vs 20.13 ± 

12.44%; Fig. 18D-E). 

Paralelamente, decidimos implantar la población de CPNs del mesencéfalo dorsal 

para determinar si esta población también se compromete en las mismas etapas 

que la ventral. Observamos que al reintegrarse a su nicho alrededor del 50% de las 

células mantienen su marcador de origen, Pax7, pero al implantarse en otros sitios  
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Figura 18. Una población de CPNs DAm comprometidas surge alrededor de E10.5. Una suspensión de 
toda la región ventral del mesencéfalo de E10.5 se implantó en explantes. (A) Las células implantadas 
diferencian a neuronas Th+ en el dominio Nkx2.2+ (flechas, panel superior) y el dominio Pax7+ (flechas, panel 
inferior). (B) Una pequeña parte de las CPNs diferencian a células de otros linajes ventrales cuando se implantan 
en esos dominios (dominio Nkx6.1+, flechas). (C) Cuantificación de los eventos con neuronas Th+ dentro y fuera 
del nicho DAm. (D) Las CPNs diferencian a neuronas Th+ en su nicho (flechas). (E) Cuantificación de la 
eficiencia de diferenciación. Las líneas punteadas delimitan los dominios v1 y d2. Cada punto en la cuantificación 
representa un implante. Barra de escala 50 µm. 

las células no mantienen la expresión de Pax7 pero tampoco logran re-especificarse 

(Fig. 19A). En la mitad de los casos (5/9 casos) donde las células se integran en el 

dominio DAm éstas logran diferenciar a neuronas Th+ pero con muy baja eficiencia 

(3.6%; Fig. 19B). Esto indica que las CPNs dorsales ya han perdido plasticidad pero 
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no parecen estar totalmente comprometidas y aún requieren señales para mantener 

la expresión de Pax7, aunque existe la posibilidad de que su expresión sea 

transitoria. Es de notar que cuando las CPNs de E9.5 o E10.5 se integran en el 

dominio dorsal, la expresión de Pax7 disminuye o se pierde, lo cual no ocurre al 

utilizar la población dorsal, lo que sugiere que las células trasplantadas están 

influyendo en las células huéspedes. 

Figure 19. Las CPNs dorsales de E10.5 no se re-especifican en el dominio DAm. (A) CPNs dorsales de 
E10.5 implantadas en el dominio Pax7+ mantienen el marcador (panel superior, flechas). Cuando se integran en 
el dominio DAm no generan neuronas dopaminérgicas Th+ (panel inferior) y no mantienen la expresión de Pax7. 
La línea punteada delimita la superficie ventricular del explante. Barra de escala 50 µm. (B) Cuantificación de la 
eficiencia de diferenciación a neuronas Th+ en el nicho DAm. 

En E10.5 comienzan a emerger las primeras neuronas inmaduras (β-III Tubulina+) 

en la región más pial del mesencéfalo y, aunque son pocas comparadas con las 

CPNs que existen en el nicho DAm en esta etapa (Fig. 20A), podría ser que estas 

neuronas sean las que se comporten como comprometidas hacia el fenotipo DAm. 

Para evaluar la contribución de estas neuronas inmaduras al total de la población 

implantada, decidimos trasplantar las CPNs localizados en la región más ventricular 

del mesencéfalo de E10.5 (ver materiales y métodos). De manera interesante, 
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encontramos un mayor número de casos que generan células Th+ fuera de la región 

ventral (5/7 casos, 71%; Fig. 20B-C). Además, la diferenciación tiende a ser más 

eficiente que cuando se utiliza toda la región ventral (48.71 ± 22.61%, Fig. 20D). 

Todas las neuronas Th+ que se generan, cuando se trasplanta toda la región ventral 

y cuando se usa la región ventricular, son Lmx1a+ (99.14%), lo cual apoya que estas 

células representan realmente neuronas DA mesencefálicas y no de otro tipo. Estos 

datos sugieren que la población que diferencia a neuronas DAm son principalmente 

CPNs y esto se debe a una capacidad intrínseca de las células es esta etapa del 

desarrollo. 

 

Figura 20. La población comprometida de E10.5 se compone principalmente de CPNs. (A) El nicho DAm 
en E10.5 se compone principalmente de CPNs Sox2+ (panel izquierdo) y algunas neuronas inmaduras β-III 
Tubulina+ (panel derecho).  (B) La superficie ventricular de mesencéfalos de E10.5 fue implantada en explantes. 
Las CPNs mantienen Lmx1a y se diferencian a neuronas Th+ en regiones dorsales (flechas). (F) Cuantificación 
de los eventos con células Lmx1a+ o Th+. (G) Cuantificación de la eficiencia de diferenciación. Cada punto en 
la cuantificación representa un implante. Barra de escala 50 µm. 
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Figura 21. Los precursores DAm de E11.5 se comportan como comprometidos. (A) En el nicho DAm de 
E11.5 conviven CPNs Sox2+ (panel izquierdo), progenitores Neurog2+ y neuronas inmaduras Th+ (panel 
derecho). (B) La superficie ventricular de la región ventral de mesencéfalos de E11.5 fue implantada en 
explantes. Las CPNs mantienen la expresión de Lmx1a cuando se integran fuera del nicho DAm (dominio 
Nkx6.1+, panel superior; dominio Nkx2.2+, panel de en medio; dominio Pax7+, panel inferior) y diferencian a 
neuronas Th+. (C) Cuantificación de los eventos con células implantadas positivas para Lmx1a o Th. (D) 
Eficiencia de diferenciación dentro y fuera del nicho DAm, cada punto representa un implante. (E) Las neuronas 
Th+ que se generan fuera del nicho DAm son Pitx3+ (flechas, panel superior) y Foxa2+ (flechas panel inferior). 
Las líneas punteadas delimitan los dominios ventral y dorsal; v: ventral, d: dorsal. Barra de escala, 50 µm. 
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La proporción de CPNs comprometidas al linaje DAm se mantiene en E11.5 

A diferencia de lo que sucede en el nicho DAm en E10.5, en E11.5 los precursores 

proliferantes Msx1/2+, los progenitores postmitóticos Neurog2+ y las neuronas 

inmaduras Nr4a2+ y Th+  se encuentran presentes distribuidos en dominios definidos 

a los largo del eje apico – basal (Fig. 21A). Por esta razón, para evaluar el potencial 

de diferenciación en esta etapa solo tomamos la región ventricular. Encontramos 

que las CPNs de E11.5 se comportan de manera similar a las de E10.5, generando 

neuronas Th+ cuando se implantan en regiones dorsales del explante en 60% de los 

casos (3/5 eventos; Fig. 21B-E) aunque la eficiencia tiende a ser menor (28.95 ± 

11.99% vs 48.71 ± 22.61%) que la observada cuando se trasplanta la región 

ventricular de E10.5. Estas neuronas Th+ son positivas para varios marcadores de 

identidad mesencefálica como Lmx1a (96.49%, Fig. 21B-C), Foxa2 y Pitx3 (Fig. 

21E). Tomando estos datos, concluimos que las células comprometidas a 

convertirse en neuronas DAm se encuentran concentradas en la región ventricular 

del mesencéfalo ventral en una proporción similar entre E10.5 y E11.5, y parece 

que muy pocas células Neurog2+ o Th+/ β-III Tubulina+ contribuyen a esta población. 

Las CPNs comprometidas al linaje DAm comienzan a disminuir a partir de 
E12.5 

En E12.5, las CPNs se están diferenciando activamente, generando progenitores 

Neurog2+ alrededor de la línea media ventral y estos, a su vez, neuronas Th+ en la 

región pial. No obstante, los niveles de Msx1/2 y la cantidad de células BrdU+ 

sugieren una disminución en el número y/o la división de las CPNs DAm. Para 

determinar la contribución de las CPNs o de células más diferenciadas a la 

población comprometida, trasplantamos una suspensión celular de todo el 
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mesencéfalo ventral de E12.5 así como la región ventricular enriquecida en CPNs 

a regiones dorsales del explante. Es de notar que, cuando se hizo la suspensión 

celular de todo el mesencéfalo ventral, hubo una frecuencia menor de implantes 

exitosos (alrededor del 50%) en comparación con los experimentos hechos con 

células de E10.5, lo que sugiere que las células capaces de integrarse al explante 

son menos que en etapas más tempranas. Inesperadamente, entre los implantes 

exitosos solo el 30% mostró células Th+ (3/9 eventos; Fig. 22A, C) en regiones 

dorsales del explante. 

 

Figura 22. La población de células DAm comprometidos disminuye en E12.5. Una suspensión de toda la 
región ventral del mesencéfalo de E12.5 se implantó en explantes. (A) Las células implantadas diferencian a 
neuronas Th+ en el dominio Nkx2.2+ (flechas). Las líneas punteadas delimitan los dominios v1 y d2. (B) Cuando 
se reintegran a su nicho las células diferencian a neuronas DAm. (C) Cuantificación de los eventos con células 
Th+ dentro y fuera del nicho DAm. (D) La mayoría de las células implantadas son neuronas β-III Tubulina+ 
(flechas). (E) Cuantificación de la eficiencia de diferenciación a neuronas Th+.  Cada punto en la cuantificación 
representa un implante. Barra de escala 50 µm. 
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Figura 23. La población de CPNs comprometida en E12.5 es menor que en etapas previas del desarrollo. 
La superficie ventricular de mesencéfalos de E12.5 fue implantada en explantes. (A) Las CPNs diferencian a 
neuronas Th+ (flechas) cuando se integran en regiones dorsales del explante. (B) Cuantificación de los eventos 
con células Lmx1a+ o Th+. (C) Las CPNs diferencian a neuronas β-III Tubulina+ (flechas). (D) Cuantificación de 
la eficiencia de diferenciación. (E) Al reintegrarse al nicho DAm las CPNs generan neuronas Th+. Las líneas 
punteadas delimitan los dominios ventral y dorsal; v: ventral, d: dorsal. Cada punto en la cuantificación 
representa un implante. Barra de escala 50 µm. 

Resultados similares obtuvimos cuando la superficie ventricular fue trasplantada y, 

aunque la mayoría de las células se diferencian a neuronas β-III Tubulina+ (Fig. 22D, 

23C) y en el 60% de los eventos las células mantuvieron la presencia de Lmx1a, 

solo en 22% de los casos (2/9 eventos) se encontraron células Th+ (Fig. 23A-B). 

Observamos que la eficiencia en la diferenciación a neuronas Th+, en ambas 

poblaciones, fue similar a la registrada con las células de E10.5 y E11.5 implantadas 

tanto fuera como dentro del nicho DAm (Fig. 22E, 23D). Es importante notar que en 
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los implantes con células de E12.5 hubo 3 veces menos células implantadas en 

comparación con los de etapas anteriores, lo que concuerda con la disminución en 

el número de precursores DAm determinada por la expresión de genes DAm (Fig. 

11). Estos resultados indican que en E12.5 aún existen CPNs comprometidas a 

diferenciar a neuronas DAm, sin embargo, la proporción es menor que la que existe 

en E10.5 o E11.5. 

La superficie ventricular de los explantes favorece la integración de las CPNs 

Los experimentos de explantes – implantes están basados en la capacidad de las 

células trasplantadas de interactuar con la superficie ventricular del explante para 

que pueda haber una integración exitosa. Estudios previos muestran que cuando 

las CPNs telencefálicas son inyectadas en los ventrículos del cerebro embrionario 

solo las células en proliferación logran integrarse al tejido, mientras que las células 

más diferenciadas (neuronas postmitóticas) forman agregados que permanecen 

anclados a la pared ventricular (Campbell et al., 1995; Cattaneo et al., 1994). Con 

base en estas observaciones, es de esperarse una mejor interacción entre 

precursores que entre precursores y células diferenciadas. 

Para determinar si lo anterior ocurre entre las CPNs trasplantadas y el explante, 

mezclamos células del mesencéfalo ventral de E9.5 (compuesto solo de CPNs) 

provenientes de ratones EGFP con su equivalente de E12.5 de ratones silvestres 

(conformado por progenitores y neuronas inmaduras, además de CPNs). Después 

de 2 días en cultivo la interacción resultante de la combinación E9.5‹–›E12.5 solo 

generó agregados quiméricos de células Lmx1a+ (Fig. 24). Se observaron, a su vez, 

agregados entre distintas CPNs de E9.5 independientemente del dominio ventral  
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Figura 24. Las CPNs mesencefálicas se agregan de acuerdo a su etapa y dominio de origen. CPNs de 
E9.5 GFP+ y de E12.5 Wt de la región ventral del mesencéfalo fueron mezcladas. (A) Después de 2 días en 
cultivo varios agregados GFP+ se formaron. Se observan agregados Lmx1a+ pero no de células Th+ (panel 
superior). Agregados de otras regiones ventrales (Nkx2.2+) no se observaron (panel inferior). (B) Cuantificación 
de los tipos de agregados (E9.5‹–›E9.5 Lmx1a+, E9.5‹–›E9.5 Lmx1a-, E9.5‹–›E12.5 Lmx1a+, y E12.5‹–›E12.5 
Lmx1a+). (C) Imágenes representativas de los tipos de agregados. Barra de escala 50 µm. 

del cual se originaron (E9.5‹–›E9.5). En contraste, la mayoría de los agregados 

formados por células de E12.5 (E12.5‹–›E12.5) fueron Lmx1a+ y no se observaron 

neuronas Th+ en los agregados derivados de E9.5‹–›E12.5 o E12.5‹–›E12.5 (Fig. 

24A-B). Estos resultados apoyan las observaciones de los estudios arriba 

mencionados que indican que las células postmitóticas tienen poca interacción con 

CPNs, por lo que no lograrían integrarse eficientemente en la superficie ventricular 

del explante. Asimismo, en el mesencéfalo de E10.5 no hay, o muy pocas, células 
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Neurog2+ y ya que Neurog2 induce rápidamente la salida del ciclo celular (Lacomme 

et al., 2012), creemos que pocos progenitores Neurog2+ se integran en nuestro 

modelo de explantes por lo que las observaciones descritas arriba estarían 

restringidas principalmente al potencial de diferenciación de los precursores 

neurales. 

Los progenitores DAm y las neuronas inmaduras pueden sobrevivir y 
diferenciar en el cerebro adulto 

El ambiente de la región dorsal del explante podría tener, aún, cierta influencia 

positiva sobre la diferenciación DAm, lo cual enmascararía el verdadero estado de 

compromiso de las CPNs. Por lo tanto, evaluamos su potencial en el cerebro adulto, 

donde las señales neurogénicas y de especificación/diferenciación no se 

encuentran o están reducidas. Decidimos evaluar el potencial de diferenciación de 

todas las poblaciones que se encuentran en el mesencéfalo ventral en E10.5 y 

E12.5 y trasplantamos una suspensión celular de toda la región al cerebro de ratas 

adultas. Los trasplantes se hicieron en el estriado, por considerarse una región con 

pocas señales neurogénicas REF, y en la sustancia nigra (SN), que recientemente 

se mostró que posee un alto grado de permisividad para la diferenciación neuronal 

(Maya-Espinosa et al., 2015). La evaluación se hizo seis días después del trasplante 

para que la sobrevivencia de las células no fuera un factor que impidiera realizar la 

determinación. Observamos que, independientemente de la región donde se 

implantaron las células, un número significativo de células de ambas etapas 

mantuvieron la expresión de Lmx1a (Fig. 25A). Detectamos neuronas Th+ en todos 

los casos pero encontramos una proporción mayor en los trasplantes de E12.5 (Fig. 

25A-B). El potencial de diferenciación que muestran las células de E10.5 en el 
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cerebro adulto correlaciona con lo observado en el embrión, aunque la proporción 

de neuronas Th+ que se generan es ligeramente menor en el cerebro adulto (Fig. 

25B, 18E). Una mayor proporción de neuronas DAm se derivaron de las células de 

E12.5 comparadas con las de E10.5 (Fig. 25B) y con las que generó esta población 

de E12.5 cuando se trasplantaron en los explantes embrionarios (Fig. 22E), lo que 

sugiere que los progenitores o neuronas inmaduras, que no se integran al explante, 

pueden sobrevivir y/o continuar su diferenciación en el cerebro adulto. 

 

Figura 25. Las células del mesencéfalo ventral embrionario diferencian y sobreviven en la sustancia 
nigra de ratas adultas. (A) Una suspensión celular de toda la región ventral del mesencéfalo de E10.5 o E12.5 
fue trasplantada en la SN o en el estriado de ratas adultas. Después de 6 días las células mantienen el marcador 
Lmx1a y varias diferencian a neuronas Th+ (flechas). Las CPNs de E12.5 pero no los de E10.5 pueden 
diferenciar a astrocitos Gfap+ (flechas, panel derecho) (B) Cuantificación de las neuronas Th+ y células Gfap+. 

Cada punta representa una sustancia nigra trasplantada. Barra de escala 50 µm. 
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El potencial astrogénico es una propiedad intrínseca de las CPNs DAm 
después de la diferenciación 

Los experimentos con explantes previamente descritos, muestran que las CPNs de 

cualquier etapa evaluada, independientemente de su potencial de diferenciación DA 

muestran un alto potencial neurogénico. Sin embargo, la capacidad para diferenciar 

a astrocitos no fue evaluada, ya que el ambiente de los explantes de E10.5 no es 

propicio para la diferenciación astrogénica (Baizabal and Covarrubias, 2009). 

Notablemente, los trasplantes hechos en el cerebro adulto muestran que algunas 

CPNs de E12.5 diferencian a astrocitos (determinado por la presencia de células 

positivas para el marcador de astrocitos, Gfap), mientras que los de E10.5 no lo 

hacen (Fig. 25). 

Debido a lo anterior, decidimos evaluar más detalladamente el potencial astrogénico 

de las CPNs. Primero, decidimos inducir astrogénesis en explantes de mesencéfalo, 

para lograrlo probamos distintas condiciones utilizando Fgf2 y LIF, dos factores de 

crecimiento que promueven diferenciación astrocítica (Morrow et al., 2001; Song 

and Ghosh, 2004), y DAPT, para diferenciar a las CPNs a neuronas y ver si 

permanecían CPNs con sesgo a generar astrocitos, o combinaciones de los tres en 

explantes de E10.5. En la tabla 2 se muestran las condiciones probadas y los 

resultados obtenidos después de evaluar por inmunofluorescencia la presencia de 

astrocitos. En la mayoría de las condiciones no se observó efecto inductivo de 

astrogénesis pero la combinación de Fgf2 los 7 días de cultivo y LIF adicionado al 

2º día, generó parches de células Gfap en los explantes (Fig. 26A), por lo que solo 

utilizamos esta condición para los experimentos consecuentes. 
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Tabla 3. Condiciones para inducir astrogénesis en explantes de mesencéfalo de E10.5 

CONDICIÓN 
Muestra 1 Muestra 2 

Nestina Gfap 
β-III 

Tubulina 
Gfap 

Medio Optimem Borde Poco en el centro Si No 

LIF 7d Si Poco Si No 

LIF, 2d→Nada Poco borde Fibras en el centro Si Poco 

LIF, 4d→DAPT Centro Borde Si No 

LIF, 4d→Fgf2 Si 
Muchos parches fuerte 

señal y en el borde 
Si Parches 

Fgf2 (10) 7d Si Borde Si No 

Fgf2 (20) 7d Si Parches borde Si Pocas fibras 
Fgf2, 7d+LIF, d1-

2 
Borde No Si Fibras 

Fgf2+DAPT No No Si No 

Fgf2+DMSO Borde poco No Si No 

Fgf2, 2d + LIF7d Muestra destruida Si No 
Fgf2 (10) 

7d→LIF, d2-7 
Si en parches 2 parches en el borde Si 

3 parches con 
fuerte señal 

Fgf2 (20), 
7d→LIF, d2-7 

Si, muchas 
fibras 

Poco en el borde Si 
3 parches con 
fuerte señal 

Fgf2, 4d→LIF, 
d5-7 

Si Parches y fibras Si  Pocas fibras 

Fgf2, 4d→DAPT, 
d4-7 

Fibras 
punteadas 

No Si No 

DAPT 7d No Fibras en el borde Si No 

DAPT, 2d→LIF No No Si No  

DAPT, 4d→LIF No No Si No  

DAPT, 2d→Fgf2 No No Si Fibras 

DAPT, 4d→Fgf2 
2 parches en el 

borde 
No Si No 

Los explantes de E9.5 fueron refringentes al tratamiento con Fgf2 y/o LIF, en ningún 

caso observamos células Gfap+ en ninguna región del explante. Los mesencéfalos 

de E10.5 respondieron levemente en algunos casos (Fig. 26A-B) y los de E11.5 

presentaron una inducción mayor por los tratamientos, generando más células 

Gfap+ (Fig. 26C-D). Los niveles de respuesta fueron clasificados en 4: negativo (-, 

ninguna célula Gfap+, ligero (+; pocas células Gfap+ en regiones dorsales), 

moderado (++, más células Gfap+ que en el nivel ligero, principalmente en región 
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media y dorsal) y alto (+++, muchas células Gfap+ en regiones media y dorsal y 

surgimiento de células positivas en región ventral). La inducción en los explantes de 

E10.5 se movió entre negativo y moderado en todas las condiciones, solo LIF 

generó una inducción moderada en 20% de los casos, pero ambos factores 

produjeron una respuesta ligera en el 50% de los casos (Fig. 26B). En los explantes 

de E11.5 ambos factores logran inducir astrogénesis en todos los casos, alcanzando 

un 40% de explantes con niveles altos; LIF y Fgf2 por si solos inducen respuestas 

ligeras y moderadas, pero LIF logra hacerlo en mayor número de casos (Fig. 26D). 

La mayoría de las células Gfap+ que emergieron en los explantes de E11.5 fueron 

también Nestina+ (Fig. 26E, panel izquierdo), lo cual es indicativo de que estas 

células no logran terminar su diferenciación en estas condiciones. Además, las 

células Gfap+ que surgen en el nicho DAm (aproximadamente 5% del total de 

Lmx1a+) mantienen el marcador Lmx1a, lo que sugiere que vienen de precursores 

DAm especificados (Fig. 26E, panel derecho). No se observaron diferencias 

significativas en la cantidad de células Nestina+ o β-III Tubulina+, lo que indica que 

la población con potencial neurogénico no se altera con los tratamientos (Fig. 26F). 

La poca eficiencia de inducción astrogénica vista con los tratamientos en los 

explantes podría deberse a la presencia de factores que inhiben la astrogénesis 

presentes en el tejido. Para evitarlos, probamos el potencial astrogénico de las 

células en cultivos de CPNs en monocapa. Decidimos comparar el potencial de las 

células de E10.5 y E12.5 recién cultivadas y tratadas por 2 días con los factores de 

crecimiento. Los cultivos primarios de E10.5 no mostraron signos de inducción 
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astrogénica en ninguna de las condiciones (Fgf2 o Fgf2+LIF; Fig. 27A, panel 

izquierdo), mientras que algunas células Gfap+ se encontraron en los cultivos de 

E12.5 en presencia de Fgf2 y LIF (5.98 ± 3.75%; Fig. 27A-B). Similar a lo observado 

en los explantes, la mayoría de las células Gfap+ no han completado su 

diferenciación ya que mantienen la expresión de Nestina (Fig. 27D). Tampoco aquí 

se observaron diferencias entre el número de células Nestina+ o β-III Tubulina+ en 

las diferentes condiciones (Fig. 27C).  

Quisimos evaluar si las CPNs de E10.5 cambian su potencial neurogénico en 

cultivo, después de 3 pases (alrededor de 10 días in vitro), tratamos a las células 

con Fgf2 (control) y LIF por 48 h. Se observan células Gfap+ en los controles (Fig. 

27E panel izquierdo), lo que indica que las condiciones de cultivo en monocapa 

inducen el cambio de potencial de las CPNs de solo neurogénico a astrogénico y la 

adición de LIF no parece aumentar el número de astrocitos (Fig. 27E panel 

derecho). Esto concuerda con otros reportes donde se muestra que en cultivos 

primarios de largo plazo las CPNs ganan potencial astrogénico gracias a la 

presencia de Fgf2 (Anderson et al., 2007; Chang et al., 2004). 

En conjunto, los datos anteriores sugieren que el potencial astrogénico es una 

propiedad intrínseca que los precursores mesencefálicos ganan desde E11.5 pero 

Figura 26. Los explantes mesencefálicos de etapas tempranas muestran poca capacidad de 
diferenciación astrogénica. (A) Explantes de E10.5 fueron cultivados con Fgf2, LIF o ambos por 7 días. 
Inmunofluorescencia en whole mount muestra células Nestina+ y en algunos casos Gfap+. (B) Cuantificación 
de los casos de cada grado de inducción astrogénica (-, no Gfap+; +, muy pocas Gfap+; ++, pocas Gfap+ 
preferentemente en zonas dorsales; +++, muchas Gfap+ en región dorsal y ventral), n = 4. (C) Explantes de 
E11.5 cultivas por 6 días con las condiciones astrogénicas. (D) Cuantificación de los casos de cada grado de 
inducción astrogénica. (E) La mayoría de las células Gfap+ también son Nestina+ (panel izquierdo). Dentro del 
nicho DAm algunas células Lmx1a+ diferencian astrocitos. (F) Inmunofluorescencias para Nestina y β-III 
Tubulina en explantes de E11.5. Barra de escala 50 µm. 
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los factores que promueven la diferenciación terminal surgen en etapas del 

desarrollo más tardías.  

 

Figura 27. Precursores DAm “tardíos” muestran capacidad para diferenciar a astrocitos. (A) Cultivos 
primarios de precursores DAm de E10.5 y E12.5 fueron cultivados por 2 días en condiciones astrogénicas. 
Inmunofluorescencias muestran la presencia de células Nestina+ y de neuronas β-III Tubulina+. No se 
observaron células Gfap+ en los cultivos de E10.5 pero algunas células aparecieron en los de E12.5. (B) 
Cuantificación de las células Gfap+ en los cultivos primarios. Los asteriscos representan una diferencia 
significativa p<0.001. Cada punto representa el promedio de un experimento independiente. (C) Cuantificación 
del número de células Nestina+ y β-III Tubulina+ en los cultivos de E12.5. Los valores muestran el promedio ± 
D.E. (D) Cuantificación de las células Gfap+/Nestina+ en cultivos de E12.5. n=número de células. (E) CPNs de 
E10.5 fueron cultivadas por 3 pases y después cultivadas con LIF por 48 h. Células Gfap+ se observan en las 
condiciones control y con LIF. Barra de escala 50 µm. 

 



90 
 

DISCUSION 

Dinámica de diferenciación DAm 

Nuestro actual conocimiento acerca de la diferenciación DAm in vivo deriva 

principalmente de la caracterización de patrones de expresión de genes en el nicho 

del mesencéfalo ventral. Recientemente, experimentos de secuenciación de ARN 

de una sola célula durante la diferenciación DAm (de E10.5 a E13.5) identificaron 

diversas poblaciones pertenecientes al linaje DAm (Kee et al., 2017; La Manno et 

al., 2016), las cuales incluyen a un solo tipo de precursor DAm, localizado en la 

región ventricular del mesencéfalo en E11.5 que expresa Msx1. Además, se 

descubrieron 3 poblaciones de células tipo GR y, basados en la expresión de genes 

que son marcadores de astrocitos como Slc6a11 (“Solute carrier family 6 member 

A11”), Tnc (“Tenascin C”) y Aldoc (“Brain type aldolase”), se detectaron células de 

estas poblaciones que pudieran estar iniciando gliogénesis desde E11.5 (La Manno 

et al., 2016). Diferentes tipos de neuroblastos también fueron detectados, un 

neuroblasto temprano Igfbpl1+ (“Insulin Like Growth Factor Binding Protein Like 1”), 

NeuroD1+ (“Neuronal Differentiation Factor 1”), Neurog2+, Nr4a2+, Pitx3- que deriva 

en el segundo tipo Igfbpl1-, NeuroD1-, Neurog2-, Nr4a2+, Pitx3+ antes de que la 

expresión de Th comience y se generen, aparentemente, tres tipos de  neuronas 

DA inmaduras (La Manno et al., 2016). Se han generado ratones transgénicos con 

mutaciones en algunos de los genes detectados en el estudio anterior, en los cuales 

se observa que la diferenciación DAm está afectada en mayor o menor medida 

(Andersson, 2006; Kele et al., 2006; Nunes et al., 2003; Saucedo-Cardenas et al., 

1998; Smidt et al., 2004; Smits et al., 2003). A pesar de este conocimiento detallado 

de la red molecular que dirige el desarrollo de las neuronas DAm, el potencial real 



91 
 

de diferenciación y el compromiso de las células en diferenciación todavía no está 

claro. 

Estudiando el proceso de diferenciación en condiciones control (embriones 

silvestres) y adelantando la neurogénesis (mutantes Dll1 e inhibición con DAPT) 

encontramos que el inicio de la diferenciación, detectado por la aparición de β-III 

Tubulina, está acoplado con la adquisición de marcadoras de neuronas DAm (Nr4a2 

y Th) y regulado negativamente por Dll1. Los marcadores de CPNs DAm (Msx1/2) 

disminuyen cuando comienza la neurogénesis y el número de células Neurog2+ 

incrementa y decrece en coordinación con las células Msx1/2+. Ya que las células 

Neurog2+ no se dividen y son transitorias, inferimos que no hay restricciones en el 

paso de Neurog2 a Nr4a2. Las CPNs que quedan después de E12.5 (cuando los 

niveles de Msx1/2 bajan considerablemente) podrían ser la fuente de las células 

gliales que emergen en etapas posteriores (ver debajo). 

Las CPNs tempranas están en un estado intermedio del compromiso DAm 
pero la diferenciación neuronal prosigue de forma independiente 

Para poder determinar cómo cambia el potencial de diferenciación de las CPNs 

DAm, utilizamos el ambiente del explante de mesencéfalo embrionario que posee 

señales de especificación a los diversos tipos neuronales que se generan a lo largo 

del eje D–V (Baizabal and Covarrubias, 2009). Desafortunadamente no pudimos 

evaluar fehacientemente el compromiso de las CPNs en etapas previas a E9.5 

debido al tamaño de los embriones, ya que es difícil separar la región ventral de la 

dorsal y no pudimos obtener una población enriquecida en CPNs ventrales para 

concluir contundentemente el fenotipo de diferenciación. No obstante, trasplantes 

de CPNs telencefálicas de E8.5 a explantes de mesencéfalo muestran que estas 
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células, inicialmente Foxg1+ (“Forkhead box G1”, marcador temprano de 

telencéfalo) (Xuan et al., 1995), pierden su identidad telencefálica, se re-especifican 

y generan neuronas Th+ (Baizabal et al., 2010), por lo que podría esperarse que las 

CPNs del mesencéfalo ventral de la misma etapa tengan un comportamiento similar 

y no se detecte ningún grado de compromiso DAm, aunado a que las células de 

esta etapa no expresan todavía los marcadores de especificación DAm, solo los que 

les dan identidad mesencefálica. 

Al trasplantar las CPNs de E9.5 en regiones dorsales del explante observamos que 

estas no logran re-especificarse y mantienen sus marcadores originales de 

especificación. Es de notar que, aunque logran generar neuronas β-III Tubulina+, 

estas no adquieren el marcador de neurona DA, Th. Esto contrasta con lo observado 

en los mutantes de Dll1, cultivos de explantes con DAPT y otros estudios (Yun et 

al., 2002) donde ambos procesos (la neurogénesis y la diferenciación DAm) parecen 

llevarse al cabo al mismo tiempo. De hecho, a pesar de que los factores de 

especificación regulan a genes proneurales como Neurog2 (Andersson et al., 2006; 

Ferri et al., 2007; Omodei et al., 2008; Ono et al., 2010; Puelles, 2004) y de 

diferenciación DAm como Nr4a2 (Chung et al., 2009; Ferri et al., 2007), nuestros 

datos sugieren que aún se requieren factores extrínsecos presentes en el nicho para 

mantener acopladas la neurogénesis y la diferenciación DAm, y que Shh no es 

suficiente para que las CPNs prosigan la diferenciación, aunque contribuye al 

mantenimiento de las CPNs DAm en sitios ectópicos. 

Durante la reprogramación de fibroblastos a neuronas usando miR-9* (“micro ARN) 

y miR-124, los cuales promueven neurogénesis reprimiendo a los inhibidores 
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neuronales Rest (“RE1 Silencing Transcription Factor”), Co-Rest (“Rest corepressor 

1”) y Scp1 (“Synaptonemal Complex Protein 1”) (Packer et al., 2008; Visvanathan et 

al., 2007; Yoo et al., 2009), se ha observado que las células adquieren 

características de neuronas postmitóticas sin tener compromiso hacia ningún 

subtipo neuronal en particular (Abernathy et al., 2017), esto sugiere que la 

neurogénesis y la adquisición de un fenotipo neuronal pueden llevarse a cabo de 

forma separada pero durante el desarrollo normal las vemos acopladas porque 

todas los reguladores están presentes. 

La presencia de factores inhibitorios en dominios dorsales del explante podría evitar 

la diferenciación terminal de las CPNs ventrales de E9.5 pero el hecho de que 

tampoco logren diferenciar en explantes de E9.5 y que las células de E10.5 en 

adelante si lo hagan hace que esto sea poco probable. Alternativamente, el reciente 

descubrimiento de que CPNs del área rostral del dominio Lmx1a+ generan neuronas 

glutamatérgicas del núcleo subtalámico del diencéfalo (Kee et al., 2017) abre la 

posibilidad  de que estás células contribuyan a las neuronas Lmx1a+/Th- que 

detectamos principalmente en las células provenientes de E9.5. Aunque la 

disección del mesencéfalo excluye la mayor parte del área diencefálica, no podemos 

descartar que algunas células estén presentes en la población trasplantada. No 

obstante, ya que las CPNs trasplantadas generan más neuronas DAm cuando se 

regresan a su nicho y el número aumenta entre E9.5 y E10.5, un patrón esperado 

en la diferenciación DAm, creemos que hay mayor probabilidad de que las neuronas 

Lmx1a+/Th- que observamos en la región dorsal sean CPNs que no logran completar 

su diferenciación específica. 
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Es de notar que en la mitad de los casos cuando CPNs ventrales de cualquier etapa 

se integraron en el dominio Pax7, las células endógenas disminuían o apagaban la 

expresión de Pax7, lo que indica que las células trasplantadas también tienen 

influencia sobre su ambiente, fenómeno observado igualmente utilizando 

neuroesferas (Baizabal et al., 2012). Esto podría afectar de alguna forma la 

diferenciación de las células trasplantadas, aunque no determinamos si hay una 

correlación entre mostrar compromiso DAm e influenciar el ambiente donde de 

integración. 

Las CPNs se comprometen al destino DAm en E10.5 y su número comienza a 
decaer a partir de E12.5 

En contraste con las CPNs de E9.5, muchas de las de E10.5 y E11.5 están 

comprometidas a convertirse en neuronas DAm pero el número de estas CPNs 

disminuye para E12.5. Es importante notar que las CPNs DAm expresan el mismo 

código de factores de transcripción desde E9.5 hasta E12.5 (Lmx1a/b, Otx2, 

Foxa1/2, Ferd3l, Dmrt5, “Doublesex and Mab-3-Related Transcription Factor 5”) 

(Andersson et al., 2006; Ferri et al., 2007; Gennet et al., 2011; Omodei et al., 2008; 

Ono et al., 2010), y el estudio  de expresión en célula única, que es más preciso, 

indica que hay un patrón de expresión similar entre las CPNs de E10.5 a E12.5 (La 

Manno et al., 2016). Sin embargo, en nuestro estudio y en los de otros grupos se ha 

observado que presentan diferentes capacidades proliferativas y potencial de 

diferenciación (Bye et al., 2012; Jonsson et al., 2009), lo que implica que hay 

factores que se expresan diferencialmente en el tiempo que influencian la 

determinación de las CPNs que no han sido aún determinados. Estas diferencias 

entre etapas correlacionan con cambios mayores en la transcripción observados en 
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el cerebro medio ventral, donde el mayor cambio entre dos etapas adyacentes 

ocurre entre E11.5 y E12.5, momento en el cual observamos el decremento en la 

población de CPNs DAm comprometidas (Chakrabarty et al., 2012; Yin et al., 2009). 

Algunos estudios han señalado que la población Neurog2+ es la fuente de las 

células DAm comprometidas (Jonsson et al., 2009; Thompson et al., 2006). En 

correlación con esto, observamos que la suspensión celular de E12.5, que contiene 

esta población, genera muchas neuronas Th+ cuando se trasplanta al cerebro 

adulto. No obstante, ya que la misma población genera muy pocas neuronas Th+ en 

los explantes, es aparente que las células Neurog2+ no son capaces de integrarse 

en los explantes y, aun así, encontramos algunas células comprometidas en esta 

etapa. Además, en la etapa de E10.5, donde observamos la mayor cantidad de 

células comprometidas, no hay, o hay muy pocas, células Neurog2+, esto apunta a 

que la determinación al linaje DAm comienza antes de que las células expresen este 

marcador. 

Posibles Factores importantes en la determinación DAm 

Durante la adquisición del compromiso DAm, en el tránsito de E9.5 a E10.5, los 

genes Nr1h2/3 se expresan en la región ventricular del mesencéfalo ventral. 

Curiosamente, su expresión aumenta en E10.5 y posteriormente va decreciendo 

(Sacchetti et al., 2009), en paralelo con la disminución que observamos de las CPNs 

DAm comprometidas. La ganancia de función de Nr1h2/3 promueve diferenciación 

DAm y suprime la diferenciación glial, en parte por la activación de Neurog2 

(Sacchetti et al., 2009). Por otro lado, Nr1h2/3 regulan la lipogénesis a través de sus 

genes blanco Abca1 (“ATP-binding cassette transporter isoform A1”), Srebf1 (“Sterol 
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Regulatory Element Binding Transcription Factor 1”) y ApoE (“Apoliprotein E”) 

(Schultz et al., 2000), la cual juega un papel importante en la toma de decisión entre 

proliferar o diferenciar de las células troncales neurales adultas (CTNa) (Knobloch 

et al., 2013), lo que podría suceder también durante el desarrollo. La vía de 

señalización de Notch, igualmente, regula genes lipogénicos (Pajvani et al., 2013) 

por lo que podría haber una acción conjunta entre Notch y los Nr1h2/3 para regular 

la neurogénesis directamente, mediando la expresión de Neurog2, e indirectamente 

a través de la lipogénesis. Así, el compromiso de las CPNs podría comenzar con la 

expresión de Nr1h2/3 en las CPNs que activaría consecuentemente la 

neurogénesis, esto sugiere que la población comprometida es transitoria, ya que los 

pasos siguientes a la activación de Neurog2 parecen proseguir sin muchas 

restricciones in vivo (Trujillo-Paredes et al., 2016). 

Otro factor que podría regular intrínsecamente el inicio de la determinación DAm es 

Arntl (“Aryl hidrocarbon receptor nuclear translocator-like protein 1”, también 

nombrado como Bmal1), recientemente identificado como uno de los genes 

centrales en la red de regulación de la neurogénesis DAm (Toledo et al., 2017). Arntl 

controla el ciclo circadiano, la entrada y salida del ciclo celular y la neurogénesis en 

CTNa (Bouchard-Cannon et al., 2013; Kimiwada et al., 2009; Malik et al., 2015). In 

vivo, Arntl1 colocaliza con células Sox2+ en la región ventricular del mesencéfalo en 

E13.5 (Toledo et al., 2017) pero no se ha evaluado su expresión en etapas previas. 

En el desarrollo de las neuronas DAm solo se ha examinado su participación en la 

diferenciación in vitro a partir de una línea de células neuroepiteliales humanas, 

donde su pérdida de función reduce considerablemente el número de neuronas Th+ 

que se generan (Toledo et al., 2017). Queda por evaluar si sus efectos se dan a 
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través de la proliferación de las CPNs o de la activación de genes de diferenciación 

neuronal. Cabe destacar que las funciones de Arntl en la neurogénesis tienen 

mucha similitud con las de la vía de Notch (control de la proliferación-diferenciación) 

por lo que ambas vías podrían estar conectadas en el algún punto. 

Además de los factores de transcripción que expresan las CPNs, existen diferencias 

en el tiempo entre los tipos de células que integran el nicho DAm y en las moléculas 

presentes. Previamente en el laboratorio se probó que los explantes de E10.5 pero 

no los de E12.5 son capaces de inducir diferenciación dopaminérgica de 

precursores telencefálicos tempranos (Baizabal et al., 2010), lo que sugiere que los 

componentes del nicho DAm cambian en el tiempo. En el estudio de transcripción 

de célula única se mostró que las células de la GR tipo 1 y los pericitos son las 

poblaciones más abundantes en las etapas de inicio de la neurogénesis DAm 

(E11.5-E12.5), mientras que la GR tipo 2 y 3 predominan en las etapas siguientes 

(E14.5-15.5). La GR tipo 1 representa a los precursores DAm y las tipo 2 y 3 parecen 

ser responsables de proveer las señales necesarias para el mantenimiento del nicho 

y la diferenciación de las células (proteínas de matriz extracelular, morfógenos, 

ligandos y receptores de las vías de señalización como Wnt, Shh y Notch) (Toledo 

et al., 2017). Las proteínas de matriz extracelular se encuentran enriquecidas en la 

región inmediatamente adyacente a la pared ventricular del neuroepitelio, donde se 

dividen la mayoría de las CPNs por lo que es de suponerse que tienen un papel 

importante en la neurogénesis (Lathia et al., 2007). Recientemente se observó que 

la Integrina β-1 puede regular la neurogénesis DAm en el pollo (Long et al., 2016), 

con esto se amplía el número de reguladores de la determinación DAm a explorar. 
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Figura 28. Modelo de la adquisición del compromiso DAm y glial de las CPNs durante la diferenciación 
DAm. (A) En E9.5 el nicho DAm se compone de CPNs especificadas (Lmx1a+Msx1+) que proliferan activamente. 
Para E10.5, la mayoría de las CPNs están transitando a un estado comprometido (Lmx1a+Msx1+Nr1h2/3+). Por 
consiguiente, en E11.5 el nicho está compuesto ahora de CPNs especificadas (Lmx1a+Msx1+) y comprometidas 
(Lmx1a+Msx1+Nr1h2/3), que activamente están generando progenitores (Lmx1a+Neurog2+) y neuronas 
inmaduras (Lmx1a+Nr4a2+ y posteriormente Lmx1a+Nr4a2+Th+); en esta etapa, algunas CPNs comienzan a 
adquirir potencial astrogénico (Lmx1a+Sox2+Ednrb+). En E12.5 la neurogénesis DAm alcanza su pico y muchas 
neuronas Th+ se acumulan rápidamente, las CPNs comprometidas comienzan a disminuir y las gliogénicas 
continúan proliferando. (B) A lo largo del desarrollo, distintos tipos de CPNs emergen en el nicho DAm. Las 
CPNs tempranas solo pueden generar neuronas, incluso en presencia de señales gliogénicas y, mientras la 
diferenciación procede se van comprometiendo al fenotipo DAm. Entonces, las CPNs gliogénicas emergen pero 
mantienen algo de potencial neurogénico, detectado en condiciones in vitro. Más tarde en el desarrollo, las 
CPNs gliogénicas pierden lo que les queda de potencial neurogénico y se comprometen totalmente al linaje 
glial. 

El potencial astrogénico de las CPNs DAm 

Se sabe que después de que termina la neurogénesis, los astrocitos se convierten 

en el principal destino de las CPNs (Panchision and McKay, 2002). En el nicho DAm 
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se han detectado células con marcadores astrocíticos en las últimas fases de la 

diferenciación neuronal (La Manno et al., 2016); sin embargo, no está claro si estas 

células aparecen porque hay factores extrínsecos que promueven la diferenciación 

astrocítica o si las CPNs ganaron esa propiedad intrínseca antes de que comience 

esa diferenciación. Nosotros encontramos que antes de E11.5 las CPNs 

mesencefálicas son refractarias a iniciar astrogénesis, pero a partir de E12.5 pueden 

diferenciar cuando están presentes señales inductivas (en el cerebro adulto o en 

cultivo con Fgf2 y LIF). Esta ganancia en potencial astrogénico conforme avanza el 

desarrollo se ha observado también en precursores corticales, donde CNTF o LIF 

no tienen efecto inductivo en E12.5 pero si en E14.5 (Johe et al., 1996). Es aparente 

que este cambio en el potencial es una propiedad predeterminada de muchos tipos 

de CPNs que ha sido observada en diferentes condiciones de cultivo (Anderson et 

al., 2007; Baizabal et al., 2012; Chang et al., 2004; Qian et al., 2000). Estos datos 

sugieren que las CPNs tempranas solo son capaces de generar neuronas y su 

progenie se va comprometiendo progresivamente al destino astrocítico (Fig. 28B). 

El compromiso neuronal DAm parece ser una propiedad transitoria de las CPNs que 

antecede la generación de progenitores postmitóticos comprometidos y de CPNs 

con potencial astrogénico. Asimismo, CPNs tempranas parecen tener una mayor 

plasticidad que, como describimos, se restringe solo hasta que inicia la 

neurogénesis y el compromiso hacia el fenotipo DAm comienza a detectarse (Fig. 

28). Cabe destacar que la expansión de precursores comprometidos a un destino 

neuronal específico no ha podido llevarse a cabo. Esto debido probablemente a que 

las CPNs son tomadas en etapas tardías de la diferenciación, cuando quedan pocas 

CPNs dividiéndose y con alto potencial neurogénico (Bang et al., 2015; Chung et 
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al., 2006; Meyer et al., 2012; Yan et al., 2001). Por lo tanto, es necesario hacer 

esfuerzos futuros para establecer si es posible mantener CPNs en división que 

mantengan su capacidad neurogénica y la identidad que tenían in vivo que garantice 

una posterior diferenciación dopaminérgica específica. 
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CONCLUSIONES 

 Las CPNs DAm de E9.5 muestran un grado de compromiso que no permite que 

se re-especifiquen cuando se implantan en un nuevo nicho pero, si bien logran 

diferenciar a neuronas inmaduras, no completan la diferenciación DA (generar 

neuronas Th+). 

 Shh no es suficiente para que las CPNs DAm terminen su diferenciación fuera 

del nicho. 

 Alrededor del E10.5 surge una población de CPNs comprometidas al linaje 

dopaminérgico que se mantiene hasta E11.5 y comienza a disminuir en E12.5. 

 La población comprometida se encuentra principalmente en las CPNs 

ventriculares, ya que trasplantes de la región más ventricular de diferentes 

etapas muestran el mismo o mejor grado de compromiso que el trasplante de 

toda la región ventral. Además los datos sugieren que los progenitores 

postmitóticos no se integran con alta frecuencia en los explantes de 

mesencéfalo. 

 La disminución del potencial de diferenciación dopaminérgica de las CPNs de 

E12.5 correlaciona con la adquisición de potencial de diferenciación astrogénico, 

el cual no se observan en células de etapas más tempranas. 
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PERSPECTIVAS 

 Evaluar el papel de reguladores de la neurogénesis en el compromiso al linaje 

DAm 

Con el avance que se ha tenido en los últimos años en la edición del genoma se 

ha hecho más sencillo tener ratones transgénicos con ganancia o pérdida de 

cualquier gene, así la evaluación de la función de los posibles marcadores del 

compromiso dopaminérgico,  mencionados en la discusión, podría realizarse 

utilizando CPNs obtenidas de ratones transgénico de la misma forma que lo 

hicimos en este estudio. 

 Determinar cómo cambia el potencial de diferenciación de las CPNs cultivadas 

in vitro y determinar qué señales podrían mantener su potencial original. 

Experimentos preliminares han mostrado que las CPNs DAm de E10.5 cambian 

su potencial neurogénico por uno astrogénico conforme pasan los días en 

cultivo. Una de las señales que mantienen la poza de CPNs en el nicho DAm in 

vivo es la de Notch, por lo cual suponemos que mantener la señal activa en los 

cultivos podría ayudar a mantener el potencial inicial de las CPNs en cultivo por 

más tiempo. Lo mismo para la vía de Wnt, que se ha visto regula la decisión de 

proliferación/diferenciación (Arenas, 2014). 

 Utilizar cultivo de organoides con CPNs como otra forma de evaluar su potencial. 

La generación de organoides, estructuras tridimensionales organizadas, 

utilizando células neurales ha mostrado ser de utilidad para estudiar 

interacciones complejas que los cultivos en 2D no proveen (Lancaster and 

Knoblich, 2014; Tieng et al., 2014). Utilizar este tipo de cultivo sería una 
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herramienta valiosa para evaluar la interacción entre CPNs de distintas etapas y 

su potencial de diferenciación con menos limitaciones en cuanto a integración 

de células y tiempo de cultivo (los organoides se pueden cultivar por periodos 

mucho más largos que los explantes). 

 Determinar si las CPNs migran en el eje A-P durante el desarrollo de las 

neuronas DAm 

La evaluación de la dinámica de diferenciación DAm y algunos experimentos 

preliminares nos sugieren que durante la diferenciación hay migración de células 

no solo en el eje apico-basal sino también en al antero-posterior. Determinar si 

este es el caso sería importante para comprender mejor todo el proceso de 

diferenciación DAm. Una forma de determinarlo sería siguiendo la diferenciación 

de los precursores dopaminérgicos en tiempo real utilizando cultivos de 

explantes del mesencéfalo, los cuales también nos permitirían utilizar inhibidores 

para evaluar la participación de moléculas específicas. 
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APENDICE. MEDIOS, SOLUCIONES Y PROCEDIMIENTOS GENERALES 

Cultivo de Células Troncales Embriónicas (CTE) y Formación de Cuerpos 

Embrioides (CE) 

1. Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco) 

 Disolver el medio en polvo en aproximadamente 800 mL de H2O grado cultivo 

mediante agitación suave. 

 Añadir 3.7 g de NaHCO3 (Sigma). 

 Agitar hasta disolver (no sobre mezclar). 

 Ajustar el pH a 6.9. 

 Aforar a 1 L en un matraz volumétrico y mezclar por inversión. 

 Esterilizar por filtración con una membrana de 0.22 μm. 

 Guardar a 4°C. 

2. Suero Bovino Fetal (SBF) (Gibco o Hyclone) 

 Inactivar el suero calentándolo a 56°C por 30 min. 

 Almacenar a -20°C. Después de descongelar mantener a 4°C por hasta 1 mes. 

3. GlutaMAX (Gibco) – Penicilina (Sigma) – Estreptomicina (Sigma) (GPS). 

Para una solución 100X: 

 A 10 mL de solución GlutaMAX (200mM) agregar 300 mg de penicilina y 500 mg 

de estreptomicina. 

 Esterilizar la solución por filtración con membrana de 0.22 μm y agregarla al 

resto del contenido del GlutaMAX. Mezclar homogéneamente. 

 Alicuotar y guardar a -20°C. Después de descongelar mantener a 4°C. 
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4. Tripsina (Gibco) (0.25%) 

 Disolver en verseno (Gibco) la tripsina (Gibco) llevándola a 0.25% o 0.05%. 

 Almacenar a 4°C. 

5. PBS 

Para 1 L de solución 1X: 

 Agregar 8 g de NaCl (J. T. Baker), 0.2 g de KCl (Sigma), 1.44 g de Na2HPO4 

(Sigma) y 0.24 g de KH2PO4 (Sigma) a 1 L de H2O grado cultivo. 

 Disolver agitando suavemente y esterilizar por filtración con membrana de 0.22 

μm. 

 Almacenar a temperatura ambiente por hasta 2 meses. 

6. Gelatina (Sigma) (1%) 

Para 300 mL: 

 Agregar 3 g de gelatina en polvo en 300 mL de H2O grado cultivo. 

 Calentar hasta que se disuelva.  

 Filtrar con membrana de 0.22 μm. 

 Almacenar a temperatura ambiente por hasta 2 meses. 

7. Mitomicina (Teva) 

Para preparar un stock 50X: 

 Tomar 0.5 mL de PBS 1X con jeringa de 1 mL y clavarlo en la tapa de plástico 

del frasco de mitomicina (2 mg) para despresurizar e inyectar el PBS para 

empezar a disolver. 

 Agregarlo al resto del PBS (3.5 mL) en un tubo falcon de 15 mL. 

 Almacenar a 4°C en  oscuridad.  
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8. Medio STO 

 SFB (final 7%). 

 GPS 100X (final 1X). 

 Llevar al volumen deseado con DMEM. 

 Almacenar a 4°C. 

9. Medio de congelación 2X 

 DMEM (final 60%) 

 DMSO grado cultivo (Sigma) (final 20%) 

 SFB (final 20%) 

Cultivo de células STO 

Las CTE crecen sobre una capa de células feeders (alimentadoras) que son células 

STO mitomizadas.  

Para subcultivar las células: 

 Cubrir las cajas de cultivo (de 6 a 10 cm de diámetro) con gelatina 0.1%. 

Distribuir bien la gelatina por toda la superficie de la caja e incubar a 37°C al 

menos 10 min (hasta 2 h). Aspirar la gelatina antes de sembrar las células. 

 Aspirar el medio y lavar 2 veces con PBS 1X. 

 Agregar 1 mL de tripsina 0.25% a una caja de 10 cm de diámetro. Repartir la 

tripsina por toda la superficie moviendo la caja. 

 Cuando las células comiencen a desprenderse agregar al menos un volumen  

de medio STO para inactivar la tripsina y dispersar las células pipeteando 

suavemente. 
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 Transferir las células a un tubo estéril de 15 mL. Centrifugar a 1000 RPM por 5 

min. 

 Aspirar el sobrenadante, cuidando de no llevarse el pellet de células al final del 

tubo. 

 Resuspender en una cantidad de medio STO fresco (aprox. 5 mL de medio). 

Tomar una alícuota y contar las células. (Ir a conteo de células en la cámara de 

Neubauer). 

 Sembrar alrededor de 5x105 células en una caja de 10 cm de diámetro o bien 

sembrar 1/10 para mantener la línea, agregando 10 mL de medio STO. 

Para preparar la monocapa de células feeders: 

 Crecer las células STO a confluencia en cajas de 10 cm de diámetro con 10 mL 

de medio. 

 Utilizar guantes y cubreboca. Agregar 1/50 de volumen (200 μL) de mitomicina 

a 0.5mg/mL para inactivarlas mitóticamente. Incubar 2 h con la droga a 37C.   

 Aspirar el medio y lavar 2 veces con PBS 1X para eliminar la mitomicina. 

 Agregar 1 mL de tripsina al 0.25% a caja de 10 cm de diámetro, repartir por toda 

la superficie y esperar a que se desprendan las células. Inactivar la tripsina 

añadiendo al menos un volumen de medio STO y dispersar las células 

pipeteando suavemente. 

 Transferir a un tubo estéril de 15 mL. Centrifugar a 1000 RPM por 5 min. 

 Aspirar el sobrenadante y resuspender las células en medio STO. Contar en la 

cámara de Neubauer. 

 Sembrar las células en la siguiente proporción:   
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3x106 células por caja de 10 cm de diámetro (12 mL de medio) 

1x106 células por caja de 6 cm de diámetro (4 mL de medio) 

5x105 células por caja de 3 cm de diámetro (2 mL de medio) 

 Incubar toda la noche para que las células se adhieran antes de usarse. 

 Cambiar el medio para eliminar las células muertas. 

 Pueden mantenerse hasta 1 mes en la incubadora pero deben inspeccionarse 

bajo el microscopio para verificar que la monocapa esté intacta antes de usarse 

Cultivo de CTE  

Para subcultivar las células: 

 Aspirar el medio y lavar 2 veces con PBS 1X. 

 Añadir 0.5 mL de tripsina al 0.05% a caja de 6 cm de diámetro y repartir por toda 

la caja moviéndola suavemente. Incubar a 37C por 5-10 min. 

 Agregar al menos un volumen de medio M15 para inactivar la tripsina y dispersar 

las células pipeteando. 

 Transferir a un tubo estéril de 15 mL y centrifugar a 1000 RPM por 4 min. 

 Resuspender las células en medio M15. Tomar una alícuota y contar en la 

cámara de Neubauer. 

 Sembrar aproximadamente 5x105 células en una caja de feeders de 6 cm de 

diámetro en 4 mL de medio M15. 

 Cambiar el medio diariamente sin dejar que se acidifique (se torna de color 

amarillo) hasta que el cultivo llegue a semiconfluencia. 
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Formación de cuerpos embrioides 

 Subcultivar las CTE a una densidad de 5x105 células en una caja de 6 cm de 

diámetro previamente gelatinizado sin feeders. 

 Agregar 4 mL de medio M15 y 4 μL de LIF (final 1000 U/mL). 

 Cultivar las células por 3-4 días cambiando el medio diariamente. 

 Aspirar el medio y lavar 2 veces con PBS 1X. 

 Agregar 0.5 mL de tripsina al 0.05% e incubar a 37C por 5-10 min.  

 Inactivar la tripsina con al menos un volumen de medio M15 y transferir a un tubo 

de 15mL. 

 Centrifugar a 1000 RPM por 3 min. Resuspender las células en 5 mL de medio 

M15. 

 Tomar una alícuota y contar en la cámara de Neubauer. Se esperan 

aproximadamente 15x106 células por plato de 10 cm de diámetro. 

 Sembrar 1x106 por plato bacteriológico de 10 cm de diámetro en 10 mL de medio 

M15. 

 Cultivar las células por 4 días a 37C, 5% de CO2. Cambiar el medio el segundo 

día de la siguiente manera: 

o Transferir los CE a un tubo de 50 mL con una pipeta de 25 mL para que 

no se dañen los CE.  

o Dejar que se asienten en el fondo del tubo (aproximadamente 5 min). 

o Aspirar el medio y resuspender  en 10 mL de medio M15 fresco. 

o Transferir gentilmente los CE con pipeta de 25 mL a la caja de 10 cm de 

diámetro original. 
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Suspensión celular de los cuerpos embrioides 

 Tomar los CE con una pipeta de 25 mL, pasarlos a un tubo falcon de 15 mL y 

dejar que se asienten. 

 Aspirar el medio. 

 Agregar 1 mL de tripsina 0.05% e incubar por 10 min a 37°C. 

 Inactivar la tripsina con 4 mL de medio M15. 

 Resuspender mecánicamente (no más de 50 pases). 

 Dejar asentar un poco, tomar un pequeño volumen del sobrenadante y ponerlo 

en un tubo eppendorf. 

 Centrifugar 3 min a 1000 RPM. 

 Resuspender la pastilla en aproximadamente 50 μL (que la suspensión quede 

muy concentrada). 

Congelación y descongelación de células 

Congelación: 

 Tripsinizar a las células en la forma descrita anteriormente. 

 Tomar una alícuota y contar en la cámara de Neubauer. 

 Centrifugar a 1000 RPM por 5 min. 

 Resuspender en la mitad del volumen requerido para obtener una densidad de 

1x106 células/0.25 mL de medio para CTE y 2x106 células/0.25 mL de medio 

para células STO. 

 Agregar gradualmente (muy lentamente por la pared o por goteo) un volumen de 

medio para congelar 2X agitando constantemente el tubo. 
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 Alicuotar rápidamente en viales de congelación. Agregar 0.5 mL de la 

suspensión celular por vial. Etiquetar con el nombre de la línea, número de pase, 

cantidad de células y fecha.  

 Transferir los viales de congelación a -70C por 24hrs y posteriormente 

almacenar en el tanque de nitrógeno líquido. 

Descongelación 

 Sacar el vial de las células requeridas del tanque de nitrógeno líquido y transferir 

inmediatamente a un baño de agua a 37C. 

 Esperar a que el vial se descongele (de 1 a 2 minutos) y transferir la suspensión 

celular a un tubo estéril de 15mL. Agregar 1 mL del medio que corresponda muy 

lentamente por la pared del tubo. Mezclar por inversión. 

 Centrifugar las células a 1000 RPM por 3 min. 

 Aspirar el sobrenadante y resuspender las células en el medio apropiado y a la 

densidad requerida. 

Conteo en la cámara de Neubauer 

 Limpiar la cámara y el cubreobjetos con un papel con etanol 70% con cuidado 

de no rayar la región plateada en donde se ubica la cuadrícula. 

 Colocar la cámara en el microscopio y el cubreobjetos sobre ella, de manera que 

este cubra homogéneamente la superficie plateada. 

 Tomar una alícuota de 10 μL de una suspensión celular homogénea y agregarla 

a otros 10 μL de azul de tripano en un tubo eppendorf. 
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 Tomar las células con una pipeta de 20 μL subiendo y bajando la suspensión un 

par de veces. 

 Colocar 10 μL de la mezcla inmediatamente en el receptáculo de la cámara 

permitiendo que la suspensión se deslice hacia el interior de la cámara por 

capilaridad. 

 Seleccionar el objetivo de 10X y contar las células en la cuadrícula central que 

se encuentra delimitada por tres líneas.  

 Las células deben ser más de 100 para que el conteo sea preciso. Si son menos 

de 100 es necesario contar la cuadrícula central para realizar un promedio. El 

número de células en la cuadrícula central (de 1mm2) corresponde a el número 

de células en 0.1 μL de la suspensión celular por lo tanto al multiplicar el número 

de células en la cuadrícula por 20 000 (tenemos 10 μL de suspensión celular y 

10 μL de azul de tripano), obtendremos el número de células por mL de la 

suspensión celular inicial. Para obtener el número total de células en la 

suspensión, debemos multiplicar el valor obtenido por el número de mL que 

conforman la suspensión celular de interés. 

Cultivo de células precursoras neurales  

1. Dulbbeco Modified Eagle Medium F12 con hepes (DMEM/F12) (Gibco) 

Para 1 L: 

 Disolver el medio en polvo en aproximadamente 800 mL de H2O grado cultivo 

mediante agitación suave. 

 Añadir 1.2 g de NaHCO3. 
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 Agitar hasta disolver (no sobre mezclar). 

 Ajustar el pH a 6.9. 

 Aforar a 1 L en un matraz volumétrico y mezclar por inversión. 

 Esterilizar por filtración con una membrana de 0.22 μm. 

 Guardar a 4°C. 

2. N2 

Soluciones: 

a. Albúmina sérica bovina fracción V (Sigma) al 7.5%. Diluir en agua y esterilizar 

por filtración. 

b. Progesterona (Sigma) (6mg/mL). Combinar 100 mg de progesterona con 16.6 

mL de etano. Mezclar por inversión un par de veces hasta que se disuelva 

completamente. Alicuotar y congelar a -20°C. Las alícuotas pueden almacenarse 

hasta por 6 meses. 

c. Putrescina (Sigma) (160mg/mL). Combinar 5 g de putrescina con 31.25 mL de 

agua. Mezclar por inversión un par de veces hasta que se disuelva 

completamente. Alicuotar y congelar a -20°C. Las alícuotas pueden almacenarse 

hasta por 6 meses. 

d. Selenita de sodio (Sigma) (30mM; 5.18 mg/mL). Combinar 200 mg de selenita 

de sodio con 38.6 mL de agua. Mezclar por inversión un par de veces hasta que 

se disuelva completamente. Alicuotar y congelar a -20°C. Las alícuotas pueden 

almacenarse hasta por 6 meses. 
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e. Insulina (Sigma) (25 mg/mL). Dejar que el frasco se tempere. Agregar 4 mL de 

ácido clorhídrico 0.01 M esterilizado a una botella de insulina (de 100 mg), todo 

en condiciones de esterilidad. Mezclar con vortex y guardar a 4°C toda la noche. 

f. Apotransferrina (Sigma) (100 mg/mL). Dejar que el frasco se tempere. Agregar 

5 mL de agua estéril a una botella de transferrina en condiciones de esterilidad. 

Mezclar con vortex y guardar a 4°C toda la noche. 

g. DMEM/F12 

h. Hidróxido de Sodio (J. T. Baker)  1 M filtrado y almacenado a 4°C. 

 Mezclar 33 mL de DMEM/F12 con 480 µL del stock de Putrescina, 15.84 µL del 

de progesterona y 4.8 µL del de selenita de sodio.  

 Pasar la mezcla por un filtro de 0.22 µm. 

 Tomar 28 mL de esa solución y agregar lentamente 4 mL de Insulina, 4 mL de 

transferrina y 4 mL de albúmina y mezclar. 

 Agregar lentamente 180 µL de NaOH y mezclar. 

 Agregar 120 µL más de NaOH. 

 Hacer alícuotas de 1 mL. 

 Se puede formar una solución turbia después de la adición del NaOH, primero 

amarillenta y después rojiza. Esto es normal y el N2 funcionará correctamente. 

3. Medio de precursores 

Para 100 mL de medio: 

 49 mL de DMEM/F12 

 49 mL de Neurobasal (Gibco) 

 1 mL de B27 (Gibco) 
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 0.5 mL de GPS 

 0.5 mL de N2 

 100 µL de β-mercaptoetanol (final 0.1 mM) 

 40 µL de insulina (stock de 25 mg/mL) 

Filtrar con membrana de 22 µm 

4. Cajas recubiertas con Ornitina (Sigma) y Laminina (Invitrogen) 

 Un día antes de obtener la suspensión celular se recubren cajas de 24 pozos con 

poli-d-ornitina (0.0025% v/v en agua destilada) y se incuba por 2 h a temperatura 

ambiente (TA). 

 Se quita la poli-d-ornitina, se lava 2 veces con H2O estéril y se deja secar en la 

campana de flujo laminar. 

 Se agrega laminina (10 mg/mL en Neurobasal), la mínima cantidad para que 

cubra el pozo (aproximadamente 200 µL) y se deja incubando toda la noche en 

la incubadora.  

 Al día siguiente se quita la laminina y se siembran las células. Las cajas pueden 

quedarse con medio Neurobasal en la incubadora por un par de días. 

Cultivo de explantes e implantes 

1. Glucosa (Sigma) 2M 

Disolver 3.604 g de glucosa en 10 mL de agua bidestilada y filtrar con membrana 

de 0.22 μm. 

2. Medio para explantes 

Para 50 mL: 
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 Mezclar 36 mL de medio Optimem con Glutamax (Gibco) con 12.5 mL de 

DMEM/F12. 

 Agregar 1 mL de glucosa 2 M y 0.5 mL de GPS. 

 Filtrar con membrana de 0.22 μm. 

3. NaCl (Sigma) 1.5 M 

Disolver 0.876 g de NaCl en 10 mL de agua bidestilada y filtrar con membrana de 

0.22 μm. 

4. NaHCO3 (Sigma) al 7.5% 

Disolver 0.75g de NaHCO3 en 10 mL de agua bidestilada y filtrar con membrana de 

0.22 μm. 

5. Gel de colágena 

 700 μL de medio para explantes 

 250 μL de colágena de rata (donada por el Dr. Alfredo Echavarría). 

 Agregar 25 μL de una solución de NaCl 1.5 M y 25 μL de solución NaHCO3 al 

7.5%. 

 Mantener en hielo. 

Inmunofluorescencias 

1. Paraformaldehído (Sigma) 4% (PFA) 

Para 100 mL: 

 Disolver 4 g de PFA en 4 mL de agua bidestilada. 

 Agregar 50 mL de PBS 2X. 

 Ajustar el pH a 7.2. 
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 Aforar a 100 mL con agua bidestilada. 

 Filtrar con membrana de 0.45 μm. 

 Mantener a -20° C. 

2. Sacarosa (J. T. Baker) 30% 

Para 30 mL: 

 Pesar 9 g de sacarosa. 

 Aforar a 30 mL con PBS 1X. 

 Filtrar con membrana de 0.45 μm. 

 Mantener a 4°C. 

3. Tritón X (Bio-Rad) al 20% 

Para 10 mL: 

 Mezclar 2 mL de Tritón X en 8 mL de PBS 1X. 

 Almacenar a 4°C. 

4. Azida de sodio (Sigma) al 10% 

Para 10 mL: 

 Pesar 1 g de azida de sodio. Utilizar guantes. 

 Aforar a 10 mL con PBS 1X. 

 Almacenar a 4°C. 

5. Solución bloqueadora 

Para 50 mL: 

 Mezclar 0.25 mL de Tritón X al 20% con 0.5 mL de Suero Fetal Bovino. 

 Agregar 50 μL de Azida de sodio al 10%. 

 Llevar a 50 mL con PBS 1X. 
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Extracción de ARN y qPCR 

1. Extracción de ARN 

 El tejido se congela en hielo seco o nitrógeno líquido (puede almacenarse a -

70ºC por varios meses) y se homogeniza con 500 µL de Riboex (GeneAll). 

 Se incuban las muestras por 5 min a TA. 

 Añadir 100 µL de cloroformo (J. T. Baker), agitar por inversión por 10-15 s y dejar 

reposar 5 min a TA. 

 Centrifugar a 10,000 rpm por 30 min a 4ºC. 

 Se formarán tres fases, se toma la fase acuosa, cuidando de no tomar parte de 

alguna de las otras, y transferir a un tubo limpio. 

 Añadir 250 µL de isopropanol (J. T. Baker) y mezclar suavemente por inmersión 

por 15 s. Dejar 2 h (o toda la noche) a -20ºC (también puede dejarse 10 min a 

TA pero la precipitación suele ser menos eficiente). 

 Centrifugar a 10,000 rpm, 4ºC, por 30 min (se formará un pellet). 

 Quitar el sobrenadante y añadir 500 mL de etanol (Merck) al 75% (diluirlo en H2O 

estéril y libre de ARNasas) y dar vórtex por 5-10 s. 

 Centrifugar a 14,000 rpm a 4ºC por 15 min. 

 Remover el sobrenadante y dejar secar a TA. 

 Disolver en agua estéril y libre de ARNasas, entre 5 – 20 µL dependiendo del 

tamaño del pellet. 

 Tratamiento con ADNasa (Roche): mezclar 5 µL de RNA, 1 µL de buffer ADNasa 

10x, 0.2 µL ADNasa, llevar a 10 µL con H2O. Calentar por 15 min a 37ºC. 

 Cuantificar el ARN en el nanofotómetro (Implen). 
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 Para verificar la integridad del ARN se mezcla el volumen que contenga 1 µg de 

ARN y se agregan 3 volúmenes de buffer de urea (10 M Urea (Sigma), 2% azul 

de bromofenol (Sigma)), se mezcla y se calienta a 55ºC por 5 min. La mezcla se 

corre en un gel de agarosa al 2% con TAE, dejando que el azul salga del pozo 

(10-15 min a 100 V). 

 Para corroborar que las muestras no contengan ADN genómico, se hace un PCR 

con el ARN utilizando un par de oligonucleótidos que logren distinguir ARNm 

(oligos para el gen Th) de ADN genómico. 

2. Síntesis de ADNc 

 Se mezclan el oligo dT, el ARN y los dNTPs y se calientan 5 min a 65ºC. Se 

centrifugan 1 min.  

 Se añade el buffer, DTT, la enzima y el agua y se mezcla. 

 Se incuba a 42ºC por una hora y luego 10 min a 72ºC. 

Componente Cantidad 

Buffer 5X 6 µL 

dNTPs 10mM 1.5 µL 

Oligo dT 500 µg/mL  1 µL 

Transcriptasa 0.5 µL 

DTT 3 µL 

ARN 1 µg 

H2O Llevar a 30 µL 

 Se verificó mediante PCR de un gene constitutivo (Ciclofilina o Rplp0) que el 

ADNc se hubiese sintetizado bien y que no tuviera ADN genómico (oligos para 

Th). 
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3. PCR para verificar síntesis de ADNc, contaminación con ADN genómico y Tm de 

los oligonucleótidos. 

Los oligonucléotidos utilizados primero se probaron por PCR punto final para 

determinar su Tm y que solo amplificara un producto (Fig. S1). Se utilizaron las 

cantidades recomendadas por el fabricante (Roche) para la reacción de PCR.  

Componente Cantidad 

Buffer 10X con Mg 1.5 µL 

dNTPs 10 mM 0.3 µL 

Mix Oligos 2.5 µM  0.6 µL 

ADNc o ARN 1 µL 

Taq Polimerasa 0.06 µL 

H2O Llevar a 15 µL 

  

La reacción se realizó en un Termociclador (Eppendorf) bajo las siguientes 

condiciones: 5 min a 95ºC; 40 ciclos de: 30 s – 95ºC,  30 s – Tm ºC, 30 s – 72ºC; 10 

min a 72ºC. Para verificar la Tm de los oligonucléotidos se utilizó en gradiente de 

temperaturas entre 56ºC y 64ºC en los 30 s de Tm para encontrar la temperatura 

óptima. Para todos los oligonucleótidos utilizados la Tm quedó en 60ºC. 

a. TAE 50x 

Para 1 L: 

o Mezclar 242 g de Tris-base, 18.61 g de EDTA disódico, 57.1 mL de ácido 

acético glacial y llevar a 1 L con agua destilada. 

b. Preparación del gel de agarosa 

El porcentaje del gel de agarosa depende del tamaño de la banda que se 

desea observar. Para bandas de tamaño pequeño (menos de 500 pb) se 

hacen geles de porcentaje entre 2 y 3%. La agarosa se diluye en TAE 1X 
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calentándolo para que se solubilice. La cantidad de agarosa que se requiere 

depende del porcentaje del gel sobre el volumen total (Gel de 1%: 0.2 g de 

agarosa/20 mL de buffer). 

4. Reacción para el PCR tiempo real. 

El ADNc se diluyó 1:4 para disminuir el error al pipetear. Se utilizaron las cantidades 

recomendadas por el fabricante (KAPA Biosystems) para la reacción de PCR. 

Componente Cantidad 

Buffer 2X 5 µL 

Rox 0.2 µL 

Mix Oligos 2.5 µM  0.8 µL 

ADNc (1:4) 2 µL 

H2O Llevar a 10 µL 

 

La reacción se realizó en un Rotor-Gene 3000 (Corbett Research) bajo las 

siguientes condiciones: 3 min a 95ºC; 40 ciclos de: 15 s – 95ºC,  20 s – Tm ºC, 

20 s – 72ºC (medición de fluorescencia); y para la curva melting: 50º-99ºC 

aumentando 1º cada paso y esperando 5 s en cada uno. 
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Figura S1. Imágenes de los productos de PCR de los oligonucleótidos utilizados, corridos en un gel de agarosa 
al 2%. El marcador de peso molecular para todos los casos fue Fermentas 100 pb Gene Ruler DNA ladder, 
excepto para el gel de Rplp0 en el que se usó el de la marca Kappa Universal Ladder. 
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