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RESUMEN

El cerebro de mamifero en etapa postnatal y adulta conserva nichos neurogénicos,
microambientes que mantienen poblaciones de células troncales neurales (CTNs) y regulan
su proliferacion y diferenciacién generando asi distintos subtipos de neuronas que se
integran a estructuras especificas. Se ha intentado dirigir a las CTNs para regenerar
circuitos danados, sin embargo, han resultado insuficientes en cantidad y potencial de
diferenciacion, por lo cual se ha recurrido diversos tipos celulares para ensayar trasplantes
en diversos modelos de terapias de reemplazo celular. Se han utilizado ampliamente las
células troncales embrionarias (CTEs) que pueden ser diferenciadas al linaje neural in vitro
adicionando factores especificos que recapitulan la diferenciacion in vivo; en algunos casos
se involucra la formacion de cuerpos embrioides (CEs) que son agregados celulares donde
se produce la diferenciacion de manera espontanea. Las células derivadas de CEs de la
linea de CTEs R1B5 de ratdon mostraron un gran potencial de diferenciacién neuronal sitio-
especifica, al ser injertadas en explantes de cerebro embrionario de ratén. En el presente
trabajo, se realizaron trasplantes de células derivadas de CEs en el cerebro postnatal de
rata, con la finalidad de determinar si las sefales presentes en el microambiente eran
suficientes para promover la diferenciacién al linaje neural. Se observé una eficiente
diferenciacion neuronal en la region adyacente a un nicho neurogénico, la via rostral
migratoria, mientras que en el estriado se observé diferenciacion en la cual el linaje glial
resultd ser predominante. Los resultados muestran que el patréon de diferenciacion de las
células de CEs fue dependiente de la regién de trasplante, de modo que, las células no
comprometidas al linaje neural son capaces de detectar regiones que soportan la
diferenciacion neuronal en el cerebro postnatal, lo cual representa un paso importante para

el desarrollo de terapias de reemplazo basadas en CTEs.



ABSTRACT
The postnatal and adult mammalian brain preserves neurogenic niches,
microenvironments that maintain the neural stem cells (NSCs) and regulate their
proliferation and differentiation, thus generating diverse subtypes of neurons that are
integrated into specific structures. Attempts have been made to promote and direct
NSCs to regenerate damaged circuits; however, they have not been suitable in terms
of quantity and differentiation potentials. Several cell sources have been tested in
transplantation assays in models of cell-based replacement therapies. Embryonic
stem cells (ESCs) have been differentiated towards neuronal lineage in vitro by
adding specific cues that recapitulate differentiation in vivo; Embryoid bodies (EBSs)
are ESCs aggregates used as a method for promoting spontaneous differentiation.
The EBs-derived cells from the mouse ESCs R1B5 cell line display a high potential
for site-specific neuronal differentiation when grafted into mouse embryonic brain
explants. In this study, EBs-derived cells were transplanted in the postnatal brain to
know if the microenvironment cues were adequate to promote differentiation to
neural lineage. Neuronal differentiation occurred within an adjacent region to the
rostral migratory stream, while in the striatum the differentiation pattern was distinct,
the glial lineage was found to be predominant. The results indicated that the
differentiation pattern of EBs-derived cells was dependent on the host region, so
uncommitted cells can detect regions that support neuronal differentiation within the
postnatal brain, which represents an important step for the development of stem cell-

based replacement therapies.
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ANTECEDENTES
El nicho celular postnatal y las células troncales.
En organismos adultos, la diversificacién celular se completa antes del nacimiento
o inmediatamente después del mismo. Sin embargo, los érganos requieren de
mecanismos para reponer sus células ante el recambio constante por
mantenimiento o como respuesta ante un dafno, de esta manera los tejidos en
desarrollo conservan reservas de células troncales (CTs) somaticas que retienen la
capacidad de autorrenovacion pero que finalmente progresan como unipotentes o
multipotentes (1,2). El concepto de «nicho celular» fue acuiado a finales de la
década de los setentas y definido como: «un microambiente que mantiene CTs y su
proliferacion en estado indiferenciado» (3).
En la actualidad, al nicho celular también se le atribuye la capacidad de controlar la
interaccion de las CTs con las poblaciones celulares vecinas, presenta una
arquitectura bien definida y provee los nutrientes necesarios a las poblaciones
residentes, todo esto para conservar las propiedades basicas de las CTs. (4,5).
Una caracteristica fundamental es que, si bien el nicho genera y retiene CTs hijas,
ulteriormente éstas producen células completamente diferenciadas; para lograr esta
diferenciacién se combinan las propiedades intrinsecas de las CTs con los factores
extrinsecos de las poblaciones no troncales residentes en el nicho, guiando asi la
orientacién espacial y division de las CTs. Por lo tanto, la correcta interaccion entre

las CTs con el nicho es crucial para mantener su homeostasis (1,6).



Nichos neurogénicos, neurogénesis adulta.

En el cerebro de los mamiferos las CTs persisten a lo largo del ciclo vital del
organismo, este fendmeno fue descrito por Joseph Altman en la década de los
sesentas, al evidenciar que ciertas células en el cerebro adulto presentaban
actividad mitética, verificando el proceso mediante el marcaje con 3H-Timidina, que
se localizd con marcadores neuronales (7,8). De este modo, paulatinamente se
suprimié el dogma predominante propuesto inicialmente por Santiago Ramoén vy
Cajal que consideraba a la neurogénesis en el cerebro como un proceso que se
restringia a la etapa embrionaria (9).

Las CTs del cerebro postnatal se denominan células troncales neurales (CTNs), las
cuales son definidas funcionalmente por su capacidad de auto-renovacion y de
diferenciacion a linajes neurales incluyendo células gliales y neuronas, éstas ultimas
son generadas a través de un proceso secuencial conocido como neurogénesis
(10,11). Las CTNs residen en microambientes cerebrales bien delimitados
denominados nichos neurogénicos. Los criterios para validar la neurogénesis fueron
propuestos en la década de los ochenta y sugerian la verificacion de: a)
incorporacion de marcadores de divisidn celular, b) despliegue de morfologia y
expresion de marcadores neuronales, c) respuesta electrofisioldgica y d) integraciéon
a circuitos preexistentes (10).

De esta manera, se han identificado y caracterizado dos nichos neurogénicos en el
cerebro postnatal, la zona subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo y la
zona subventricular (ZSV) de las paredes de los ventriculos laterales (VL) la cual
continua a través de la via rostral migratoria (VRM) para culminar en el bulbo

olfatorio (BO) (Fig. 1) (12).
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En ambos nichos neurogénicos, un conjunto de células derivadas de la glia radial
astrocitica representan los precursores primarios en la neurogénesis adulta. Estas
células han sido identificadas como astrocitos debido a sus caracteristicas
ultraestructurales, expresién de marcadores y propiedades electrofisiolégicas (13).
Durante el desarrollo embrionario, la glia radial es la precursora de neuronas y glia,
mientras que en la fase postnatal origina unicamente astrocitos, destacando que,
exclusivamente aquellos astrocitos retenidos en los nichos neurogénicos son los
que preservan las caracteristicas propias de las CTNs (14-16).

Otra caracteristica que comparten los nichos neurogénicos es que la neurogénesis
ocurre en la proximidad con vasos sanguineos y su relacion con la angiogénesis,
existiendo una estrecha asociacion con células endoteliales (17).

Asimismo, ambas regiones estan enriquecidas con proteinas de matriz extracelular
(MEC) y una prominente membrana basal para regular la difusién de moléculas y
permitir el anclaje, orientacién y division de las células (18).

Paralelamente, ya que existe en el nicho la inervacion de axones procedentes de
regiones distantes, la influencia de la sefial de los neurotransmisores parece
representar un factor clave para la regulacién y amplificacion de las poblaciones de

CTNs (19,20).
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Fig. 1. Nichos neurogénicos en el cerebro postnatal. Los microambientes que generan a las
CTNs estan formados por la membrana basal, la vasculatura y las células de soporte no
neurogénicas que aportan factores de crecimiento y por los precursores neurales que pertenecen al
linaje glial. (SVZ) Zona subventricular; (RMS) via rostral migratoria; (VZ) zona ventricular; (DG) giro
dentado; (GZ) zona granular; (SGZ) zona subgranular; (NSC y B) célula troncal neural; (A)
neuroblastos migrantes; (C) transitorias amplificadoras; (D1) célula progenitoras; (D2) célula

migrante; (D3) neuroblasto. Tomado de (12).
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Zona subventricular-Via Rostral Migratoria-Bulbo Olfatorio, el mayor nicho
neurogeénico.

En la década de los noventas se realizaron los trabajos pioneros para corroborar
que la ZSV de los VL en el cerebro adulto de mamifero retenia la capacidad para
generar neuronas nuevas, demostrando que las CTNs se dividian in vivo, revisado
en (21). La composicion y citoarquitectura de la ZSV es sumamente compleja, en
ella figuran diversos tipos celulares (Fig. 2 y 3). Los precursores de las células
neurales son los astrocitos conocidos como células B o también denominadas CTNs
que se clasifican en B1, adyacentes a las células ependimales y las B2, presentes
en la interfase con el parénquima estriatal; células C o transitorias amplificadoras;
células A o neuroblastos migrantes (21-23). Estos precursores interactuan con las
células ependimales, vasos sanguineos, pericitos, axones dopaminérgicos
procedentes se la sustancia nigra, axones serotonérgicos del nucleo rafé, neuronas

catecolaminérgicas propias de la ZSV y microglia (24—26).

Fig. 2. Representacion de la
neurogénesis en ZSV-VRM-BO.

(A) Esquematizacién 3D del origen

de las CTNs (color ocre) en

v

o8 RMs ¥V ventriculo lateral (LV, 3°V), las
cuales se localizan a lo largo del
mismo y convergen en la via rostral
migratoria (RMS) para llegar al bulbo
L‘ | olfatorio (OB). (B-C) Planos
0B+ "”.ff ‘ Nsvz J coronales de las secciones en los
4 ; I _ tres compartimentos. Tomado de

GCL .~ ~— Val (22).

1mm
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ependymal

Fig. 3. Componentes celulares de la ZSV postnatal. Este nicho neurogénico se ubica en las
paredes de los VL adyacentes al estriado (recuadro superior a la izquierda). El nicho esta inervado
por axones de la sustancia nigra y del nucleo rafé (n en panel inferior izquierdo), asi como neuronas
catecolaminérgicas de la SVZ. B, CTNs o células tipo B; C, células transitorias amplificadoras o tipo
C; A, neuroblastos migrantes o células A; m, microglia; BV, vaso sanguineo; p, pericitos; n, neurona;

ep, célula del epiplexo; a, astrocito; f, fibroblasto. Imagen tomada y modificada de (26).

En contacto directo con la capa epitelial de células ependimales se encuentran las
células tipo B, expresando la proteina acidica glial fibrilar (GFAP), propia de los
filamentos intermedios de astrocitos, éstas se dividen para originar a las células tipo
C que expresan el factor de transcripcion DIx2 y a su vez proliferan de manera rapida
para generar las células tipo A, identificadas por la expresién de la proteina asociada
a microtubulos de neuroblastos migrantes DCX. Las células tipo C forman pequefios
grupos que se diseminan y se interponen entre las células tipo B que rodean al

conjunto de células tipo A (Fig. 4) (14,27).
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Fig. 4. Organizacion y secuencia de diferenciaciéon de las CTNs en la ZSV. En el recuadro se
ilustra la disposicion de las células adyacentes a la pared del VL; las células tipo B se encuentran en
contacto directo con las ependimales, las células C se agrupan entre las células tipo B y tipo A, estas
Ultimas se disponen en formacién en cadena. Las CTNs o células tipo B son astrocitos que expresan
la GFAP, éstas pueden permanecer quiescentes o dividirse, generando asi a las células tipo C o
transitorias amplificadoras que expresan DIx2 y que a su vez proliferan muy rapidamente para
originar a las células tipo A o neuroblastos migrantes que expresan la proteina DCX. Imagen tomada
y modificada de (27).

Las células tipo A ubicadas en la extension rostral del VL (conocida como cuerno
del VL) se organizan en cadenas elongadas y continian en divisidbn mientras se
desplazan de manera tangencial para integrarse a la VRM; en el cerebro de
roedores se estima que alrededor de 30,000 neuroblastos se incorporan diariamente
a la VRM y deben recorrer entre 5 y 8 mm de distancia en direccion rostral para
arribar al BO (28,29). La formacién en cadena de las células tipo A consiste en que
los neuroblastos migran deslizandose entre si en la VRM, ésta es confinada por una
estructura tubular de astrocitos y no es guiada por la glia radial como ocurre en la

etapa embrionaria (30,31).
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Los neuroblastos comienzan a migrar radialmente una vez que alcanzan el BO,
posteriormente expresan el marcador de nucleos neuronales NeuN, lo cual confirma
la consolidacion de la madurez neuronal, posteriormente se diferencian en
interneuronas de la capa granular (CG) o de la capa periglomerular (CPG) del BO
en donde finalmente se integran a los circuitos funcionales; el lapso entre el
nacimiento de las CTNs y su diferenciacion-integracion en el BO comprende

aproximadamente 28 dias (Fig. 5) (23,32).

\\ stem cell
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Fig. 5. Generacidén de interneuronas en el BO a partir de CTNs de la ZSV. En la fase 1 las CTNs
proliferan en la ZSV. En la fase 2 se especifica el destino neuronal, las CTNs originan a las células
transitorias amplificadoras las cuales se dividen y producen neuroblastos. En la fase 3 los
neuroblastos migran en cadena a través de la VRM rodeados por astrocitos; al alcanzar el BO, los
neuroblastos migran radialmente hacia las capas externas. En la fase 4 se consolida la integracion
sinaptica, los neuroblastos maduran y se diferencian en interneuronas granulares o periglomerulares

para interactuar con células mitrales o empenachadas. Imagen tomada y modificada de (32).
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La diferenciacion neuronal e integracion en el BO es un proceso intrincado, las
nuevas neuronas adquieren la identidad GABAérgica y una subpoblacion desarrolla
también el fenotipo dopaminérgico. Sin embargo, esta diferenciacion implica una
serie de mecanismos que determinan el fenotipo final y su integracion a las distintas
capas que componen al BO (CG o CPG) (33).

Para el caso de la produccién de las interneuronas de la CG (Fig. 6A), se toma como
punto de partida o dia 0, el momento en que aparecen como CTNs; durante la
primera etapa se distingue a los neuroblastos integrando la cadena de migracion
tangencial entre los dias 2 y 7; en la segunda fase, los neuroblastos arriban al BO
donde migran radialmente entre los dias 5 y 7 y expresan NeuN, confirmando su
estado postmitotico; durante la tercera etapa, entre los dias 9 y 13, se observan las
neuronas con dendritas no ramificadas que no rebasan la capa de células mitrales;
en la cuarta etapa, la dendrita con ramificacidon no espinosa se extiende hasta la
capa plexiforme entre los dias 11 y 22, sin embargo, la célula ya es considerada
morfolégicamente completa por haber desarrollado sus principales estructuras;
finalmente, en la etapa 5 comprendida entre los dias 15 y 30, se observan las
nuevas interneuronas completando su madurez al desplegar espinas en sus
dendritas (34). La maduracion morfolégica de las interneuronas de la CPG requiere
de un lapso mayor (Fig. 6B), ya que el desarrollo de sus principales componentes
se distingue hasta el dia 28. Al igual que las neuronas de la CG expresan NeuN al
arribar al BO, ademas coexpresan otros marcadores distintivos: Calbindina (Calb) y

Calretinina (Calr), ambas son proteinas reguladoras de la union a Ca+ (35).
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De manera adicional, es importante sehalar que la velocidad de migracion de los
neuroblastos fluctua entre los 40 y 80 um/h, este indice no es constante en cada

célula debido a que se alternan periodos de movilidad acentuada y reposo (36).
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Fig. 6. Maduraciéon postmitética de los neuroblastos en el BO. La complejidad de las neuronas
inmaduras aumenta dentro de las primeras dos semanas. (A) Las células de la CG desarrollan
dendritas mas complejas que alcanzan la capa plexiforme, considerandose morfolégicamente
maduras en la segunda semana, las espinas dendriticas completamente desarrolladas se aprecian
hasta la cuarta semana. (B) Las células de la CPG requieren de aproximadamente cuatro semanas

para completar su morfologia axonal. Imagen tomada y modificada de (35).

Otra caracteristica que distingue a las poblaciones de neuronas de la CG y la CPG
es su sitio de origen; se ha demostrado que la VRM no es una estructura cuya
funcién se limita a confinar y conducir a los neuroblastos migrantes, sino que

conjuntamente genera distintas poblaciones de precursores.
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Los precursores de las interneuronas de la CG se originan en la ZSV anterior,
mientras que los precursores que proliferan dentro de la VRM generan a la mayoria
de las interneuronas de la CPG (37).

El conjunto de CTNs que reside en la VRM cuenta con su particular esquema de
expresion de factores de transcripcion, los cuales son determinantes para originar
especificamente a la poblacion de interneuronas dopaminérgicas de la CPG (38,39).
Asi pues, los precursores de los diversos subtipos de interneuronas que se integran
al BO en la CG y CPG se originan en regiones especificas dentro de la ZSV y la

VRM respectivamente (Fig. 7) (40).
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Fig. 7. Produccién de interneuronas regién-especifica en el BO. Los paneles laterales muestran
vistas oblicuas de los nichos neurogénicos, coloreados para sefalar la region de origen de las
interneuronas de la CPG (panel izquierdo, realzando la VRM) y de la CG (panel derecho, destacando
la ZSV). Las células superficiales de la CG (verde) son producidas a partir de CTNs originadas en la
region dorsal de la ZSV de los VL mientras que las células profundas de la CG proceden de la region
ventral de los VL. Las células de la CG Calr+ (amarillo) provienen principalmente del area medial de
la region anterior del VL. Las interneuronas de la CPG Calb+ (morado) y Calr+ (naranja) son
producidas por precursores residentes de la region anterior del VL y principalmente por aquellos
originados en la VRM, la poblacién dopaminérgica (rojo) surge exclusivamente en la VRM. Imagen

tomada y modificada de (40).
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Regulacién de la neurogénesis en la SZV-VRM-BO

Los mecanismos que regulan la neurogénesis en la ZSV y VRM se clasifican en:
factores internos o propios de las CTNs como la expresién génica y en factores
externos o senales del microambiente, incluyendo factores de crecimiento,
hormonas, neurotransmisores e incluso lesiones. Dichos factores son capaces de

influir en la proliferacion, migracion y diferenciacion de las CTNs (Fig. 8) (35).

Factores intrinsecos

-Ephrin/Eph. La familia de receptores transmembranales Eph presentes en
células del nicho y los ligandos Ephrin expresados en las células tipo B, interactuan
y regulan distintos aspectos de la neurogénesis; su influencia es observada en los
astrocitos que rodean la cadena de neuroblastos migrantes a lo largo de la VRM,
ademas, la disrupcion de la interaccion ligando-receptor Ephrin/EphB2 promueve la
proliferacion de CTNs y por ende la desorganizacion de la cadena de neuroblastos
(41,42).

-BMP/Noggin. La proteina morfogénica 6sea (BMP) y sus receptores son
expresados en las CTNs en la ZSV. BMP promueve la diferenciacién al linaje glial
de las CTNs, mientras que, paralelamente, las células ependimales secretan la
proteina Noggin que tiene un efecto antagonista para la sefial de BMP e impide la
diferenciacion al linaje glial promoviendo la sucesion de las CTNs al subtipo
transitorio amplificador (43). Adicionalmente, la sefial de BMP es regulada por la
proteina Smad4 expresada por los astrocitos en la ZSV, la cual es requerida para
iniciar la neurogénesis de las CTNs al suprimir la diferenciacion de oligodendrocitos

(44,45).
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-Wnt. La via de senalizacién de la proteina Wnt también esta presente en la
ZSV adulta, se ha demostrado que la activacion de la via candnica Wnt/B-Catenina
incrementa la proliferacion de las CTNs, mientras que la inhibicién de esta via
resulta en una disminucion en la neurogénesis y la funcién olfativa en roedores (46).
Por su parte, la via no canonica de polaridad planar celular esta involucrada en la
migracion de los neuroblastos, ya que la inhibicion de Wnt/PCP altera la posicion
final de las neuronas en el BO y afecta también la formacion adecuada de las
dendritas (47).

-Notch. La via se senalizacion de Notch interviene en la proliferacion de las
CTNs, por lo tanto, el efector Notch1 reprime la diferenciacién neuronal y determina
el mantenimiento de las CTNs mediante su auto-renovacion; roedores deficientes
de esta via presentan una reduccién en la densidad de CTNs en la ZSV (48).

-Shh. La proteina Sonic hedgehog ha sido identificada en extractos de células
de la ZSV, mientras que su receptor Patched es encontrado en neuroblastos
migrantes en la ZSV y VRM; por lo tanto, Shh ejerce un efecto quimioatrayente sobre
los neuroblastos, regulando asi la migracion celular (49). En roedores carentes de
la sefalizacion de Shh la integridad de la ZSV se ve afectada durante la etapa
postnatal temprana, inicialmente se agotan las poblaciones de CTNs y de
precursores transitorios amplificadores; subsecuentemente, los neuroblastos
migrantes disponibles se dividen de manera desordenada y no integran

adecuadamente la cadena de migracion (50).
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-Pax6. El factor de transcripcion Paired box-6, es determinante para definir el
destino de las CTNs; es escaso en la ZSV, pero es expresado de manera especifica
en los neuroblastos migrantes originados en la VRM, siendo esta poblacién la
precursora directa de las neuronas dopaminérgicas de la CPG (38). Ensayos de
trasplante de CTNs con una mutacion de Pax6 implantadas en la ZSV demostraron
que, si bien las células son capaces de migrar, no desarrollan el fenotipo
dopaminérgico ni se incorporan a la CPG (39).

-Olig2. El factor de transcripcion de oligodendrocitos tipo 2 es exclusivamente
expresado en los precursores transitorios amplificadores confinados en la ZSV,
juega un papel critico para la diferenciacion glial y la respectiva restriccion del
fenotipo neuronal. Su sobreexpresion en las CTNs de la SZV promueve el
incremento y la maduracion de oligodendrocitos. Respecto a su regionalizacion y la
diferenciacion que facilita, Olig2 representa el rol opuesto al ejercido por Pax6

(38,51).

Factores extrinsecos

-VEGEF. El factor de crecimiento endotelial vascular es una glicoproteina que
regula la proliferacion celular en la ZSV, la infusion de este factor en el VL
incrementa considerablemente la poblacion de CTNs (52,53). Paralelamente, los
astrocitos presentes tanto en la ZSV como en la VRM sintetizan VEGF mientras que
el receptor VEGFr se encuentra en los neuroblastos, por lo tanto, su interaccion

representa una sefal promotora de la migracion en la VRM (54,55).
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-BDNF. El factor neurotréfico derivado del cerebro es sintetizado por las
células endoteliales e interviene en distintos procesos en la neurogénesis; su
infusidon o sobreexpresion en los VLs incrementa la proliferaciéon y la migraciéon de
CTNs, de igual modo promueve la sobrevivencia y diferenciacién de las nuevas
neuronas en el BO (56). Adicionalmente, los progenitores neuronales se diferencian
e integran en el estriado proximal y el septum, lo cual evidencia la capacidad del
BDNF para direccionar la migracion celular hacia distintos nucleos cerebrales
(57,58). Existen dos receptores a BDNF que se expresan en patrones mutuamente
excluyentes; TrkB es expresado principalmente en astrocitos de la ZSV mientras
que p75NTR se encuentra primordialmente en neuroblastos migrantes en la VRM.
La actividad de estos receptores influye en la organizacién funcional de las células
involucradas en el proceso de migracion hacia el BO (59,60).

-EGF y TGFa. El factor de crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento
transformante alfa son mitégenos destacados, su infusién en los VLs incrementa la
proliferacion celular. Ambos se asocian al receptor EGFR que se encuentra
primordialmente en las células transitorias amplificadoras (61). Roedores carentes
de TGFa presentan una disminucion considerable en la poblaciéon de CTNs (62). De
manera especifica, la sobreexpresion de EGF reduce el numero de neuroblastos
migrantes y de neuronas nuevas reclutadas en el BO, donde de manera paralela se
incrementa sustancialmente la generacion de astrocitos (63,64 ).

Posteriormente se demostrd que la infusion de EGF en la VRM regula a la poblacion
local de CTNs e incrementa la proporcién de precursores de oligodendrocitos que

migran hacia el BO formando cadenas (65).
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-FGF2. El factor de crecimiento fibroblastico basico sintetizado por las células
ependimales y el receptor FGFR expresado por los progenitores neuronales,
regulan la neurogénesis en la ZSV (66). FGF2 es otro agente que al ser
administrado en los VLs estimula la proliferacion de CTNs aunque, contrario al

efecto de EGF, promueve la generacién de neuroblastos y neuronas en el BO (63).
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Fig. 8. Factores reguladores de la neurogénesis en la ZSV y VRM. La proliferacién en la ZSV
ocurre en la pared de los ventriculos laterales (LV), las CTNs se dividen y transforman en células
transitorias amplificadoras para posteriormente originar neuroblastos que migran a través de la via
rostral migratoria (RMS) para integrarse al bulbo olfatorio (OB). Diversos factores internos
expresados por las CTNs controlan la tasa de proliferacion y el destino de las células neurales,
adicionalmente, elementos del nicho como neurotransmisores, hormonas y factores de crecimiento

cooperan con los factores internos de las CTNs para modular dichos procesos.
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La migracion tangencial a lo largo de la RMS es regulada por la interaccién entre neuroblastos
migrantes y el microambiente local que incluye proteinas y receptores requeridos para la atraccion o
repulsiéon mediada por contacto. Después de alcanzar el OB, la cadena de migracién se desintegra
y comienza la migracion radial que es regulada por factores del nicho como reelin, tesnascin-R y
prokineticin2 (PK2). Cuando los neuroblastos invaden las capas superpuestas del OB finalmente
diferencian en dos tipos de interneuronas: granulares en la capa profunda CGL y periglomerulares
en la capa superficial CG. La sobrevivencia de las nuevas neuronas depende de la entrada sensorial.
5-hidroxitriptamina, (serotonina); (ACh), acetilcolina; BDNF, factor neurotréfico derivado del cerebro;
BL, lamina basal; BMP, proteina morfogénica 6sea; CNTF, factor ciliar neurotréfico; DA, dopamina;
E, célula ependimal; EGF, factor de crecimiento epidérmico; EPL, capa plexiforme externa, FGF,
factor de crecimiento fibroblastico, GABA, acido gama amino butirico; GCL, capa granular celular;
GL, capa glomerular; BH-EGF, EGF de unién a heparina; MASH1, achaete-escute homdélogo tipo 1
de mamiferos; MCD24, molécula glicosilfosfatidil-inositol-anclada altamente glicosilada; E2F1, factor
de transcripcidon 1; NO, o6xido nitrico; OLIG2, factor de transcripcidon de oligodendrocitos tipo 2;
PACAP polipéptido activador de la adenilato-ciclasa de la pituitaria; PAX6, paired box 6; PSA-NCAM,
molécula de adhesion celular neuronal acida poliacilada; SHH, Sonic hedgehog; TGFa, factor de
crecimiento transformante alfa; VEGF, factor de crecimiento vascular endotelial; TXL thioredoxin-
like. Tomada y modificada de (35).

-Lamina basal y MEC. Los componentes de la MEC son fundamentales para

configurar la cito-arquitectura del nicho y regular la difusion de diversos factores
involucrados en la neurogénesis.

La lamina basal en la ZSV es un componente extravascular unico y altamente rico
en laminina y colageno-| organizado en unidades denominadas “fractones” debido
a su arreglo fractal y a su disposicion ramificada que entra en contacto con los
macrofagos perivasculares y circunda las células de la ZSV para finalmente
vincularse con la superficie basal de la capa ependimal, por lo tanto, los fractones
poseen un rol estructural y adicionalmente retienen y distribuyen factores

neurotroéficos (67).
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-Neurotransmisores

-Dopamina. La ZSV recibe terminales axdnicas procedentes de la sustancia
nigra pars compacta (SNc), la liberacion de dopamina a partir de dichas terminales
regula la proliferacion celular ya que las CTNs y las células transitorias
amplificadoras poseen receptores dopaminérgicos (68).

Diversos ensayos de lesiones de la SNc con neurotoxinas selectivas como la 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) o el 1-metil-4-fenil-1-2-3-6-tetrahidropiridina (MPTP)
mostraron que la disminucion del aporte dopaminérgico en la ZSV daba como
resultado el descenso de la proliferacion de CTNs y por ende, de la diferenciacion
neuronal (68—70).

Por el contrario, la administracion de haloperidol, un antagonista de los receptores
dopaminérgicos D2 presentes exclusivamente en las CTNs, origina el aumento de
la proliferacién celular en la ZSV (71).

El receptor dopaminérgico D3 se expresa especificamente en las células transitorias
amplificadoras y su activacién incrementa la proliferacion de las mismas asi como
su integracion en el BO (72).

La dopamina parece ejercer efectos distintos, inhibiendo la proliferacién de las
CPNs mientras promueve el incremento de las células transitorias amplificadoras,
esto bajo los esquemas de manipulacion de la neurotransmision.

-Acetilcolina: Los neuroblastos migrantes poseen receptores a acetilcolina,
los cuales son activados por la sefializacion de las terminales colinérgicas presentes
en el BO, lo cual favorece la sobrevivencia celular en etapa postmitética y la

diferenciacion neuronal (73,74).
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Posteriormente se demostré que dentro de la ZSV residen poblaciones de neuronas
colinérgicas distintas a las que habitan en el estriado aledafo y que su aporte de
acetilcolina promueve especificamente la proliferacion de las CTNs y de
neuroblastos migrantes. (75).

Recientemente se observd que, inhibiendo el receptor colinérgico a7nAChR se
produce el descenso en la proliferacion de nuevas CTNs mientras que se
incrementa la diferenciacion de las ya existentes, en un modelo de isquemia
cerebral en roedores (76).

-Serotonina: La pérdida de aporte de serotonina, provocada por lesiones en
el nucleo rafé repercuten directamente en la reduccion de la proliferacion de las
CTNs sin interferir con la diferenciacion de los precursores existentes (77). Mediante
el uso de agonistas, la activacion de los receptores 5-HT2C (presentes en el plexo
coroideo) se induce el aumento en la proliferacién de las CTNs y su diferenciaciéon
en el BO (78). Adicionalmente, existen fibras serotonérgicas en la ZSV y a lo largo
de la VRM que liberan el neurotransmisor y promueven la sobrevivencia y

diferenciacion de los neuroblastos migrantes (79).
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Neurogénesis ante dafo cerebral, restauracion mediante CTNs.

Debido a que las neuronas generadas en la etapa postnatal y adulta se integran a
circuitos funcionales significan un potencial recurso para regenerar circuitos
danados. Diversos ensayos han demostrado que al inducir lesiones cerebrales se
incrementa la proliferacién de CTNs en los nichos neurogénicos, por ejemplo, en
modelos de isquemia cerebral donde se dafia focalmente el estriado, se observo el
aumento de la produccion de CTNs en la ZSV y la posterior migracion de las mismas
hacia la zona afectada, permitiendo incluso la diferenciacion de algunos
neuroblastos migrantes al fenotipo sitio-especifico estriatal regulador de dopamina,
confirmado por la expresién de la proteina DARPP-32+ (80). Por lo tanto, se ha
evaluado la posibilidad de aprovechar las CTNs para reparar otros circuitos
cerebrales dafnados, mediante su cultivo in vitro y su posterior trasplante. Sin
embargo, por lo general se observa una tendencia a la diferenciacion astrocitica con
escasa o nula diferenciacion neuronal (81,82). Se ha intentado también trasplantar
especificamente el subtipo neuronal carente en algun modelo de lesidén, para esto,
las CTNs se cultivan y se diferencian in vitro hasta lograr el fenotipo buscado, no
obstante solo se consigue una liberacion transitoria del neurotransmisor en cuestion
sin lograr una adecuada integracion celular al circuito (83,84). Otro de los recursos
celulares considerados para pruebas de trasplante han sido las CTEs debido a las
ventajas que representan su manipulacién e induccion a la diferenciacion hacia

diversos fenotipos neurales.
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Células troncales embrionarias

Caracteristicas y relevancia

Las células troncales embrionarias (CTEs) se obtienen a partir de la masa celular
interna (MCI) del blastocisto en etapa de pre-implantacion y sus caracteristicas mas
relevantes son la pluripotencia y la auto-renovacion.

La pluripotencia es la propiedad de las CTEs para diferenciarse hacia cualquier
linaje celular derivado de las tres capas germinales (ectodermo, endodermo y
mesodermo) que conforman al embrién en desarrollo y subsecuentemente al
organismo adulto (85,86). Ademas, si las CTEs son reimplantadas en la MCI de
blastocistos de roedores, también son capaces de incorporarse a todos los tejidos
de manera funcional incluyendo la linea germinal y generando de este modo
quimeras (87).

La auto-renovacion es la capacidad de las CTEs para proliferar mediante divisiones
celulares simétricas sin diferenciarse, produciendo asi una progenie pluripotente. La
pluripotencia de las CTEs es controlada principalmente por tres reguladores clave,
los factores de transcripcidon Oct4, Sox2 y Nanog (87,88).

Oct4 es codificado por Pou5f1, su expresion es muy elevada en el cigoto, en el
embrion temprano durante la etapa de segmentacion y posteriormente solo se
mantiene en la MCI, particularmente en el epiblasto (89,90). Sox2 es requerido para
regular diversos factores de trascripcion que controlan la expresion de Oct4 y de
este modo mantenerlo en los niveles requeridos (91,92).

Oct4 y Sox2 sinérgicamente activan enhancers de genes que favorecen
concretamente la pluripotencia de las CTEs y por lo tanto contribuyen a reprimir los

genes que promuevan la diferenciacion celular linaje-especifica (86).
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El dominio sobre la pluripotencia de Oct4 y Sox2 es tal que su expresion forzada
(en conjunto con cMyc y Klif4) ha sido suficiente para reprogramar fibroblastos de
ratén adulto a células pluripotentes (93).

Nanog es detectado en el embridn a partir de la etapa de moérula y sus niveles
declinan en la fase posterior a la implantacién, se encuentra mayormente en el
epiblasto en las células que coexpresan Oct4; estos patrones de expresion indican
que el descenso en el nivel de Nanog es importante para evitar la expansion
descontrolada de células pluripotentes (94).

Unidos, estos factores de transcripcién regulan positivamente a sus propios

promotores formando asi un loop de autorregulacion interconectado (Fig. 9).
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Fig. 9. Auto-renovacion y diferenciacion de las CTEs. Las CTEs pueden diferenciarse en linajes
de las tres capas germinales. Oct4, Sox2 y Nanog constituyen un nucleo transcripcional regulador
de la auto-renovacion. Estos factores de transcripcion co-regulan a muchos genes que pueden ser
clasificados en grupos con funciones opuestas dependiendo de la promocién de la auto-renovacion

o bien de la diferenciacion celular. Tomada de (88).
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In vitro, generalmente las CTEs son co-cultivadas sobre una monocapa de
fibroblastos alimentadores en presencia de suero fetal bovino con la finalidad de
inhibir su diferenciacién, el compuesto activo que impide la diferenciacion es el
factor inhibidor de leucemia (LIF) (95). Conjuntamente, los fibroblastos también
aportan las proteinas Tcf3, Smad 1 y Smad 2/3 de las vias de sefalizacion de Wnt,
TGF-B y BMP respectivamente (86,96).

Los factores de transcripcion asociados con las vias de senalizacion de LIF
(STAT3), Wnt (Tcf3) y BMP (Smad1), contribuyen a la regulacion de los factores de
trascripcion clave ya que tienden a co-ocupar los mismos enhancers (97).

LIF es un miembro de las Interleucinas-6, una familia de citocinas; se une con su
receptor (LIFR), especificamente a la subunidad gp130. En el embrién, LIF es
expresado en el trofoectodermo y LIFR en la MCI (98).

A partir de la dimerizacion LIF-LIFR se inicia la actividad de tirosina-cinasa,
reclutando al transductor de senal y activador de la transcripcion (STAT3) que es
fosforilado por Janus Kinasa (JAK), esta activacién es suficiente para mantener la
auto-renovacion de las CTEs evitando su diferenciacion espontanea (99,100).

La regulacion de la pluripotencia y auto-renovacién de las CTEs es crucial para
conducir su diferenciacién a distintos linajes celulares con la finalidad de simular las
condiciones necesarias in vivo y asi, eventualmente conformar tejidos que
presenten una adecuada configuracion y sean capaces de mantener sus funciones
especificas, todo esto con la finalidad de ulteriormente utilizarlas en terapias de

reemplazo celular.
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Formacion de cuerpos embrioides.

La diferenciacion de las CTEs in vitro es una poderosa herramienta para analizar
los mecanismos que conducen al compromiso y especificacion del linaje celular.
Otra particularidad muy relevante de las CTEs es su capacidad de expansion en
todas direcciones al encontrarse en monocapa, en cambio, en suspension muestran
la tendencia de autoorganizarse en estructuras tridimensionales esféricas
conocidas como cuerpos embrioides (CEs). Por lo tanto, estos agregados
multicelulares han sido ampliamente estudiados por las analogias que presentan
con los eventos del desarrollo embrionario temprano (101,102).

La formacion de CEs se logra al mantener a las CTEs en suspension retirando del
medio de cultivo el LIF, por lo cual se promueve la agregacion celular y se inicia su
diferenciacion de manera espontanea (103).

Generalmente, la formacion de CEs ha sido el método mas utilizado para inducir la
diferenciacion de las CTEs, representando el paso inicial de la mayoria de los
protocolos de especificacion. En estas estructuras, las células experimentan un
proceso de diferenciacion con una compleja regulacion espaciotemporal y la
coordinacion de diversos factores fisicoquimicos (104).

Al analizar la diferenciacion espontanea de las CTEs en los CEs, se han obtenido
importantes nociones de los factores de transcripcion cruciales que dirigen tal
proceso y que coinciden con los mecanismos del desarrollo embrionario in vivo

durante la etapa de pre-implantacion en distintas especies de vertebrados.
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Por ejemplo, en los CEs derivados de CTEs de ratdn, se distingue la expresion de
Oct4, uno de los factores de transcripcion maestros de la pluripotencia, que
representa una referencia importante y contribuye a la clasificacion de los CEs
segun su nivel de expresion en 6 subtipos (Fig. 10), partiendo del punto inicial
cuando la totalidad de las CTEs en el CE son Oct4+ y gradualmente disminuye su
expresion hasta el estado definitivo Oct4-, proporcional al nivel de diferenciacion
linaje-especifico (104).

Spatial differentiation pattern in stem cell aggregates

Octd+ InsideOut Outsideln Connected Random  Octd -

Fig. 10. Patrén espacial de diferenciaciéon en agregados de CTEs respecto a Oct4. El patron de
expresion de Oct4 fluctia desde el punto en el que todas las células del agregado son Oct4+ y
gradualmente disminuye la proporciéon hasta alcanzar la ausencia de expresion del factor Oct4-.
Tomada de (104).

Por lo tanto, todas las células de los CEs expresan Oct4 al dia O mientras que en el
dia 2 integran una capa equivalente al endodermo primitivo que pierde la expresion
de Oct4, dicha capa se encuentra dispuesta en la periferia y muestra una morfologia
epitelial aplanada, mientras que el resto de células del interior se mantiene Oct4+
representando una estructura equivalente al epiblasto que, alrededor del dia 3
muestra la co-expresion de Fgf5, lo que representa la integracion del ectodermo
primitivo arreglado en monocapa mientras que la superficie externa diferencia a
endodermo visceral y parietal; finalmente, entre los dias 4 y 6 las células del
ectodermo primitivo originan precursores endodérmicos, mesodérmicos Yy
ectodérmicos (Fig. 11) (101,105).
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Fig. 11. Progresion de la diferenciacién celular en los CEs. En el dia 0 comienza la formacion de
los agregados de CTEs; para el dia 2 las células dispuestas en la periferia de los agregados forman
una capa con identidad de endodermo primitivo; durante el dia 3 las células del interior generan el
ectodermo primitivo en tanto que la capa exterior diferencia a mesodermo visceral y parietal; entre
el dia 4 y 6 las células internas o del ectodermo primitivo dan origen a precursores del ectodermo,

mesodermo y endodermo. Tomada y modificada de (101).

Se distinguen también la sefalizacion de distintas moléculas (Fig. 12), por ejemplo,
la activacion asimétrica de la senal del factor de transcripcion Wnt para la formacion
del eje anterior-posterior a partir del dia 2 de formacion, inicialmente Wnt es
localizado en puntos discretos que posteriormente se expanden, para finalmente
ocupar la mayoria del CE entre el dia 3 y 5 de formacion, este proceso asemeja el
establecimiento del patron anterior-posterior observado en el embrién (106).

De igual modo, la sefial de Nodal se observa en conjuntos celulares reducidos al
centro del CE que paulatinamente se extienden, esta sefial es importante para la

formacion del plano lateral (107).
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En etapas avanzadas de formacion, en el CE comienza a distinguirse la apoptosis
de las células internas en respuesta a la sefial de BMP4, de este modo se origina
una cavidad central analoga a la estructura cilindrica que aparece durante la etapa

de blastula embrionaria y que deriva en la cavidad proamniética (101,108,109).

1 Fgf signaling
T Bmp signaling
® Pre/VE

® Epiblast-like

Wht
@ responding cell

Whnt/nodal
@ responding cell

Columnar
@ epithelium D5 D7 >D7

Fig. 12. Senales inductoras de la diferenciaciéon de los CEs en etapas tempranas y tardias. El
endodermo primitivo se forma a partir de las células en la superficie del CE inducida por la sefal de
Fgf; en el dia 2 de formacion la sefalizacion focal de Wnt también se distingue, en este punto. La
sefial de Wnt se expande gradualmente hasta abarcar por completo el CE y simultaneamente se
observa la sefial de Nodal inicialmente en puntos discretos para después expandirse a toda la region
central. En etapas tardias se forma una cavitaciéon inducida por la sefial de BMP. Tomada y
modificada de (102).
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Como ya se menciond, posterior al dia 4 de formacion del CE, las células
pluripotentes diferencian a tipos celulares correspondientes a las tres capas
germinales expresando los marcadores especificos de mesodermo (Brachyury+ y
(-Globina+), endodermo (Afp+, Foxa2+) y ectodermo (Fgf5+). (110-112) .
Subsecuentemente, las células derivadas de CEs pueden diferenciarse en una gran
variedad de tipos celulares maduros incluyendo neuronas, cardiomiocitos y células
sanguineas, lo cual también asemeja la progresion del desarrollo in vivo (Fig. 13).
(102).
Mesoderm
Brachyury +  Hemangioblast/

Primitive Streak BL-CFC Vascular
Posterior —

Primitive

T Hematopoietic

@ Cardiac Muscle
‘ —s Skeletal Muscle

Definitive
Endoderm Lung

—__— Liver
\\‘*- Pancreas
Intestine

Neural Skin

Fig. 13. Diferenciacion de CTEs en los CEs durante el desarrollo del ectodermo primitivo,
origen de las capas germinales y el rol de senales especificas. Las células Brachyury+
representan las poblaciones que originan el eje anterior-posterior. BMP4 induce la formacion del
mesodermo posterior y la piel. Un gradiente de Nodal/Activina induce en concentraciones bajas a los
derivados de poblaciones de la regidon posterior o mesodérmicas en tanto que en concentraciones
altas origina a los derivados de poblaciones de la regién anterior o endodérmicas. Fgf juega un papel
de induccién al linaje neural mientas que Wnt, BMP y activina estan implicados en la inhibicién de

este. Tomada de (111).
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Diferenciacién neuronal de las células troncales embrionarias

-In vitro. En los protocolos de diferenciacion es importante emular las
condiciones in vivo y adicionar los factores especificos que recapitulen el desarrollo
del linaje neural. Sin la proporcion o secuencia adecuadas de los elementos
necesarios para dicha diferenciacion, el numero de células que adquieren el linaje
neuronal es por lo general muy bajo con respecto al total de CTEs utilizadas en los
protocolos. La induccion neuronal puede iniciarse en cultivos en monocapa o
mediante la formacién de CEs (113—-115). Un factor determinante para inducir la
diferenciacion de las CTEs a CTNs es el acido retinoico (113,116), las células
diferenciadas posteriormente contindan en cultivo que comprende varias etapas en
las cuales se incluyen los morfégenos propios del linaje neuronal que se busque
reproducir, un ejemplo es el protocolo de cinco pasos que consiste en iniciar con la
expansion de las CTEs para asi continuar con la formaciéon de CEs, después son
seleccionadas a las CTNs, posteriormente éstas se expanden con FGF2 y
finalmente se especifican utilizando FGF8 y Shh, obteniendo asi concretamente
neuronas dopaminérgicas mesencefalicas (115). Por lo tanto, se pueden inducir in
vitro diversos fenotipos neuronales completamente diferenciados al agregar los
factores particulares de las regiones del cerebro embrionario que especifican a las
subpoblaciones neuronales in vivo.

En otras aproximaciones in vitro, se ha analizado la diferenciacién de las
CTEs in situ empleando explantes de cerebro para analizar el potencial de

diferenciacion celular en funcion de los factores presentes en el microambiente.
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En un estudio se observé la diferenciacién al linaje neuronal y glial de CTEs
implantadas en rebanadas de hipocampo de rata adulta, ademas, las células
migraron y establecieron conexiones sinapticas en el giro dentado (117).

Ademas se ha demostrado que las CEs derivadas de CTEs de la linea R1B5 no
comprometidas al linaje neural, poseen un elevado potencial de diferenciacion
neuronal sitio-especifica al ser implantadas en explantes de mesencéfalo
embrionario de ratén; aproximadamente el 40% de las células diferencié al fenotipo
dopaminérgico, ésto ocurrid en las células integradas a la linea media del
mesenceéfalo ventral, el cual es el microambiente inductor de dicho fenotipo, por lo
tanto la diferenciacion se produjo en respuesta a las sefales inductoras del tejido

huésped (118).

-In vivo. Para identificar el potencial de diferenciacion de las CTEs se han
realizado trasplantes en cerebro in vivo, en distintas etapas del desarrollo.
En el trasplante intrauterino de CTNs derivadas de CTEs a embriones de rata en los
ventriculos de la vesicula telencefalica se observo la integracion y diferenciacion
glial y neuronal de las CTNs al revisar el trasplante en etapa postnatal, las células
se distribuyeron incluso a las regiones diencefalica y mesencefalica del cerebro
(119); aunque exhibieron integracion sinaptica, no adquirieron la identidad
posicional del sitio de trasplante (120).
Asimismo, CTNs derivadas de CTEs humanas trasplantadas en la ZSV lograron
migrar a través de la VRM y diferenciarse en neuronas y glia en el BO, sin embargo,

no se determind el fenotipo neuronal especifico adquirido (121).
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En ratas adultas con lesion en la SNc fueron trasplantadas en baja densidad CTEs
indiferenciadas en el estriado denervado, lo cual dio como resultado la
diferenciacion espontdanea de neuronas dopaminérgicas que contribuyeron a la
reversion de la asimetria motora propia del modelo de la enfermedad de Parkinson

(122).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Las terapias de reemplazo celular han sido concebidas como una alternativa
promisoria para reparar el sistema nervioso dafiado. Sin embargo, continda siendo
incierta la fuente celular idénea para restaurar los circuitos afectados.
Las CTEs se han perfilado como un recurso celular prometedor, debido a sus
diversas propiedades intrinsecas y a su amplia capacidad para diferenciarse a
fenotipos neuronales especificos.
Las células derivadas de CEs han mostrado ser competentes para diferenciarse al
linaje neuronal en explantes in vitro mostrando identidad posicional, no obstante, en
trasplantes en el cerebro adulto no se ha definido si la diferenciacion neuronal es
influida por los factores presentes en el microambiente, o si es resultado de un
mecanismo celular predeterminado.
La viabilidad del trasplante no solo dependera del tipo de células administradas y su

grado de diferenciacioén, sino también de los factores propios del cerebro.
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HIPOTESIS
Las células derivadas de CEs detectan condiciones permisivas o inductivas de los

microambientes en el cerebro postnatal para diferenciar al fenotipo neuronal in situ.

OBJETIVOS
General

Determinar el potencial de diferenciacion al linaje neuronal de las células derivadas

de CEs trasplantadas en cerebro postnatal de rata.

Especificos

-ldentificar si las condiciones del nicho neurogénico de la ZSV-VRM-BO

permiten o promueven la diferenciacion neuronal de las células de CEs.

-Comprobar si las condiciones presentes en el estriado, un nucleo sin
actividad neurogénica, permiten o promueven la diferenciacion neuronal de las

células de CEs.
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MATERIALES Y METODOS
Cultivo de células troncales embrionarias y formacion de cuerpos embrioides.

En este trabajo se utilizé la linea de CTE de raton R1B5 que expresa
constitutivamente la proteina verde fluorescente (GFP) (donada por Andras Nagy).
Las células fueron amplificadas sobre una monocapa nodriza de fibroblastos (linea
STO) en cajas de 6 cm (Corning) con medio para CTEs (M15) compuesto por DMEM
(Dulbeco’s modified Eagle medium, Gibco) suplementado al 15% con suero fetal
bovino, 1% de Piruvato de sodio, 1% de Aminoacidos no esenciales, 1% de
Glutamax/Penicilina/Estreptomicina y p-Mercaptoetanol (todos de Sigma).
Posteriormente, las células se disociaron con tripsina al 0.25% (Gibco) y se
sembraron en cajas de 10 cm (Corning) cubiertos con gelatina, se mantuvieron con
medio M15 suplementado con albumina sérica bovina (Sigma) y 1000 U ml de factor
inhibidor de leucemia (LIF; Chemicon) durante 3 dias con la finalidad de amplificar
las células R1B5 manteniendo su pluripotencia. Para formar los CEs, 2x10% CTEs
fueron sembradas en placas de cultivo bacteriolégico no adherentes de 10 cm
(Corning, Fisher Scientific) para facilitar la agregacion de las células en flotacion y

se cultivaron durante 3.5 dias en ausencia de LIF.

Preparacion de células de CEs para trasplante.

Los CEs al dia 3.5 se lavaron con medio M15 y para su disociacion se incubaron en
1 ml de tripsina al 0.25% durante 15 min. La tripsina fue inactivada con 4 ml de
medio M15 y los CEs se disgregacion mecanicamente para asegurar la dispersion

de las células, a continuacion, se centrifugo la suspensioén a 1000 rpm durante
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3 minutos, se retir6 el sobrenadante y el pellet de células fue resuspendido en 50 pl
de medio Optimem (Gibco), posteriormente se realizaron los conteos celulares en
camara de Neubauer (Sigma) utilizando azul de tripano (Sigma) calculando asi el
volumen final de medio requerido para obtener una dilucion de =150,000 células/1
Ml. La suspension celular se mantuvo en hielo y a resguardo de la luz para fomentar

su viabilidad.

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar al dia 24 postnatal (recién destetados)
y adultos de 250 g. Los animales fueron mantenidos en un ciclo 12:12
luz/obscuridad con una temperatura controlada de 22 + 1 °C con acceso a alimento
y agua ad libitum. Todos los estudios se realizaron se acuerdo a los principios y
especificaciones técnicas para el cuidado y uso de animales de laboratorio
aprobados por el comité de Bioética local de la UNAM y detallados en la NOM 002-

Z00-1999.

Definicion de coordenadas estereotaxicas en cerebro postnatal de rata.

Fue necesario estandarizar las coordenadas estereotaxicas de la regién VRM-Ctx y
el estriado en los animales de 24 dias, debido a que los Atlas del cerebro de rata
estan referidos a animales adultos. Tomando como referencia el punto anatémico
Bregma, las coordenadas resultantes para la region VRM-Ctx fueron: +1.8 anterior-
posterior (AP), +1.1 lateral (L), -3.5 dorsoventral (DV), mientras que para el estriado:

+1.0 (AP), +3 (L), -5.0 (DV).
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Cirugia estereotaxica.

Las ratas fueron anestesiadas via intraperitoneal utilizando una mezcla de Ketamina
y Xilacina (ambas de Pisa Agropecuaria) con una dosis de 10 y 1 mg/kg
respectivamente. Posteriormente, las ratas fueron colocadas en el aparato
estereotaxico para localizar las coordenadas dependiendo de la zona de trasplante.
Ubicado el punto de interseccion se perford el craneo para alcanzar la zona en
cuestion e inyectar =1 pl de la solucion con 150,000 células utilizando una jeringa
de 5 yl (Hamilton), el volumen fue depositado de manera gradual manualmente,
durante el lapso de 2 minutos, después la jeringa se mantuvo 2 minutos adicionales
para evitar la reversion del flujo. Finamente, la herida fue suturada con hilo nylon
(Doccol Co., Sharon, MA) y se cubrié con solucién de violeta de genciana. Se

supervisoé la temperatura del animal y se monitored su recuperacion.

Oclusion transitoria de la arteria media cerebral

Los animales adultos fueron anestesiados con Xilacina (8 mg/kg) y Ketamina (100
mg/kg) (Pisa Agropecuaria). Para inducir la isquemia se realizdé una incision en el
cuello y posteriormente, las arterias carétida comun, externa e interna fueron
expuestas. La carétida externa, la arteria occipital y la arteria pterigopalatino
izquierdas se cauterizaron. Después, un monofilamento de nylon 4-0 con silicon
(Doccol Co.) se introdujo cuidadosamente a través de la arteria carétida externa
izquierda hacia el lumen de la arteria carodtida interna hasta que se alcanzo y se

logré la oclusion de la arteria media cerebral (OAMC).
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Un clip quirurgico (Fine Science Tools) fue colocado en la parte inferior de la arteria
carotida interna en el momento de la oclusion. Después de 90 minutos el

monofilamento fue retirado de la arteria carétida interna y la herida cerrada.

Fijacion de tejidos

Los animales fueron sacrificados a los 6, 15 6 21 dpt mediante perfusion
intracardiaca. Inicialmente, los animales recibieron anestesia intraperitoneal con
una dosis letal de Pentobarbital (Pisa Lab). Se eliminé la sangre del sistema
vascular utilizando una bomba peristaltica que introdujo via intracardiaca 100 ml de
Solucién Buffer de Fosfatos (PBS) preparada con NazHPO4 0.115%, K2PO4 0.002%,
NaCl 0.8%, KCI 0.002% (todos de J. T. Baker) a un pH de 7.4. Para fijar los tejidos
se perfundieron 100 ml de Paraformaldehido al 4%. Se extrajeron los cerebros y se
almacenaron a 4°C en PFA durante 24 horas para posteriormente postfijarlos
mediante deshidratacién en solucién de Sacarosa (J.T Baker) en gradiente al 10%,

20% y 30% por 24 horas respectivamente.

Corte de cerebros

Los cerebros postfijados fueron embebidos en solucién OCT (Fisher Scientific) y se
congelaron en hielo seco para su montaje y corte en criostato (Leica CM1900),
obteniendo rebanadas de 30-40 uym en plano sagital para el analisis de la
coordenada VRM-Ctx y en plano coronal para el caso de la coordenada del estriado.
Las secciones se colectaron en cajas de 96 pozos (una seccién en cada pozo con
la finalidad de mantener el orden secuencial del area del trasplante) y se

mantuvieron inmersas en solucidon criopreservadora compuesta de PBS 50%,
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Etilenglicol 25% y Diacilglicerol 25% (ambos de J.T. Baker), por lo cual podian
mantenerse almacenadas a -20°C asegurando una eficiente y prolongada

preservacion.

Procesamiento de cuerpos embrioides

Los CEs fueron procesados para analizar su configuracion estructural y grado de
diferenciaciéon. Se colectaron de los platos de «cultivo a los 3.5 dias
(simultaneamente y de los mismos lotes de CEs que se trataron para trasplante),
fueron depositados en tubos Falcon de 50 ml y se precipitaron al fondo del mismo
por gravedad, se retiré el medio de cultivo M15 y se enjuagaron con PBS para
después agregar 5 ml de PFA 4% y mantenerlos en suspension durante 10 min,
posteriormente se lavaron 2 veces con PBS y se postfijaron con 5 ml de solucion de
sacarosa al 30% manteniéndolos a 4°C durante toda la noche. Para realizar los
cortes, se elimind la sacarosa manteniendo precipitados en el fondo del tubo a los
CEs, se anadié OCT (Sakura Finetek) en cantidad suficiente para promover la
resuspension de los mismos, la mezcla se congeld con hielo seco para asi rebanar

en secciones de 30 uym que incluian un gran numero de CEs.

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa en tiempo real
El Acido ribonucleico (RNA) total fue extraido de los CEs con TRIzol (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. EL ARN purificado se us6 como molde
para la sintesis de Acido desoxirribonucleico complementario (cDNA) usando la
transcriptasa reversa AMV (Invitrogen) y el cebador oligo-dT16. La reaccidén en

cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) cuantitativa fue
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realizada con KAPA SYBR FAST kit (KAPA Biosystems) utilizando el termociclador

Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Qiagen). Para evaluar la expresion génica se

empleé el método comparativo Ct (AACt). Los oligonucledtidos empleados se

enlistan en la tabla 1.

GEN SECUENCIA SENTIDO SECUENCIA ANTISENTIDO

Decx CCATGTGTGTGAGGTGTTGTGAA TCGATGGAGAACAGAGCTTGAGAG
Fgf4 CGGCTCTACTGCAACGTG CGGAGAGAGCTCCAGAAGAC

Fgf5 CCTTGCGACCCAGGAGCTTA CCGTCTGTGGTTTCTGTTGAGG
Gapdh ACACAGCCGCATCTTCTTGT CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT

GFAP AGAACAACCTGGCTGCGTATAG TCTGCAAACTTAGACCGATACCA
Map2 TTCTTTTGCTTGCTCGGGATT ATACAGGGCTTGGTTTATTTCAGAGA
Nanog CTTACAAGGGTCTGCTACTGAGATGC | TGCTTCCTGGCAAGGACCTT

Ncam CCGCGGCCAGAACATCCCTC CGGCATCGTCGATGTTGGCG
Nestina TGAGAACTCTCGCTTGCAGACAC GGTCCTCTGGTATCCCAAGGAAATG
NeuN CCTCTCGCGCCCCTTG AGCACTAGGTTCTCACAGGC

Oct4 CACGAGTGGAAAGCAACTCA AGATGGTGGTCTGGCTGAAC

Pax6 GACTGCCAGCTTCCATCCA AGTCTTCTGCCAAGAGCTGG

Sox1 GGCCGAGTGGAAGGTCATGT TCCGGGTGTTCCTTCATGTG

Sox2 CATGAGAGCAAGTACTGGCAAG CCAACGATATCAACCTGCATGG
Sox3 AGCGCCTGGACACGTACAC ATGTCGTAGCGGTGCATCT

Sox9 CGACTACGCTGACCATCAGA AGACTGGTTGTTCCCAGTGC

Zfhx1b GGAGGAGCTAAGGGAGAGTGT CATTTCTTCTGGACCGGCTAC

B-1ll. Tubulina | ATCAGCAAGGTGCGTGAGGAG ATGGACAGGGTGGCGTTGTAG

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en la RT-PCR en tiempo real.
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Inmunofluorescencia

Para iniciar el protocolo de inmunofluorescencia, las secciones de cerebro se

lavaron durante 10 minutos en PBS para eliminar residuos de solucién

criopreservadora en la que se habian almacenado, posteriormente se lavaron tres

veces en PBT (PBS + 0.3% de Triton X-100 (Sigma)) y se incubaron a 65 °C durante

30 min en buffer recuperador de antigenos 1X con citrato (Bio SB), después se

mantuvieron durante 15 min en la misma solucién a temperatura ambiente, a

continuacion se lavaron tres veces con PBT y se incubaron en solucién de bloqueo

compuesta por PBT, 0.3% de suero de burro (Gibco) y 0.3% de albumina sérica

bovina (Sigma) durante una noche a 4 °C con los anticuerpos

primarios correspondientes, enlistados en la tabla 2.

ANTICUERPO 1° ESPECIE DILUCION MARCA
Calbindina Raton 1:200 Swan
Calretinina Conejo 1:200 Swan

DCX Cabra 1:500 Santa Cruz
FGF5 Conejo 1:100 Santa Cruz
HH3F Conejo 1:100 Cell Signalling Techonolgy

S5HT Conejo 1:100 Peninsula Laboratories
GAD67 Ratén 1:100 Abcam

GFAP Ratoén 1:2000 Millipore

Oct4 Raton 1:100 BD Biosciences
NeuN Raton 1:200 Chemicon

Pax6 Conejo 1:200 Covance
PanDIx Conejo 1:50 Pasko Rakic, Univ. Yale
Sox1 Cabra 1:200 Santa Cruz

TH Conejo 1:2000 Chemicon

Tabla 2.

Anticuerpos primarios utilizados en los protocolos de inmunofluorescencia.
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Posteriormente, los cortes se enjuagaron 3 veces durante diez minutos con PBS
para proceder a incubar durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario de burro correspondiente diluido en PBS 1:500: IgG anti-ratén acoplado
a AlexaFluor 555, IgGs anti-cabra acoplado a AlexaFluor 555 (ambos de Invitrogen)
e lgGs anti-conejo acoplado a DyLight 549 (Jackson ImmnunoResearch). Al
terminar la incubacién con el anticuerpo secundario, las rebanadas se lavaron 2
veces durante 10 min con PBS y para tefir los nucleos celulares se empled el
marcador DRAQ5 (1:5000; Biostatus Limited). Finalmente, los cortes fueron
montados en laminillas Superfrost (Fisher Scientific) con medio de montaje para

fluorescencia (Dako, Agilent).

Analisis de integridad de tejido-trasplante

Se utilizaron cortes de las coordenadas VRM y Estriado en cada una de las etapas
post-trasplante para comprobar su integridad. Se realizé la tincion estandar de
Hematoxilina-Eosina para comprobar la respuesta inflamatoria provocada por las
células de CEs trasplantadas o a causa de dafno mecanico.

Asimismo, se analizo la viabilidad de las células trasplantadas utilizando el Kit de
deteccion de muerte celular In situ (prueba de TUNEL) acoplado a fluoresceina
TMR-red (Roche). Complementariamente se examiné la proliferacion de las células
de CEs mediante inmunofluorescencia utilizando el marcador de la histona H3

fosforilada (Cell signalling technology).
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Microscopia y conteo celular

Los cortes de los cerebros con trasplante de células de CEs se analizaron uno a
uno bajo el microscopio de epifluorescencia Leica DM6000 para comprobar la
presencia de células GFP+. Las imagenes de las preparaciones fueron adquiridas
en los microscopios confocales Olympus FV1000 o Zeiss LSM 510 y digitalizadas
con los softwares Olympus Viewer y Start LSM Image Browser, respectivamente.
Para realizar el conteo celular se consideraron tres imagenes del trasplante
adquiridas bajo el objetivo de 40X en apilado en el eje Z. Se utilizdé un corte de
cerebro segun la condicion y sitio de trasplante para determinar la expresion de cada
marcador de diferenciacion. Las células GFP+/marcador de
diferenciacion+/DRAQS+ fueron contabilizadas manualmente utilizando el software
para analisis de imagen ImagedJ o directamente en el software del correspondiente
microscopio confocal empleado. Los datos del conteo son presentados como el

promedio del porcentaje + SD.
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RESULTADOS

Caracterizacion de los CEs.

Los CEs utilizados en todos los experimentos se obtuvieron a partir del cultivo de
las CTEs R1B5 durante 3.5 dias en libre flotacién con privacion de LIF.

Se analizo la presencia del factor clave para la pluripotencia Oct4, localizado en el
nucleo celular y del marcador de células epiblasticas Fgf5, propio de la membrana
plasmatica. Considerando la distribucion de las células expresando dichos factores
de transcripcion, los CEs se clasificaron en los subtipos temprano, intermedio y
tardio.

Los CEs del subtipo temprano, se caracterizaron por su configuracion como
agregados pequenos, no tan esféricos, integrados principalmente por células Oct4+
y la formacion inicial de una capa periférica de células Oct4-/Fgf5+, analoga al
endodermo visceral. Aproximadamente el 16% de los CEs mostré estas
caracteristicas (Fig. 14A). Por su parte, los CEs del subtipo intermedio se
constituyeron principalmente por CTEs Oct4+/Fgf5+, indicadoras de la identidad
epiblastica, organizadas en una seccién compacta (Fig. 14B), la mayoria de los CEs
disgregados para los trasplantes, alrededor del 74%, perteneci6 a esta categoria.
El subtipo tardio fue conformado por aproximadamente el 10% de los CEs, los
cuales se caracterizaron por tener un tamaio mayor y por concentrar en la region
interna un grupo de células apoptoticas precursoras de cavitacion, asimismo
mantuvieron en la periferia de dicho nucleo varias capas celulares con la expresion
de Oct4+/Fgf5+ que corresponden a la integracion del epitelio ectodérmico (Fig.

14C).
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INTERMEDIO TEMPRANO

TARDIO

Figura 14. Clasificacion de CEs segun la distribucién de células expresando los factores Oct4
y Fgf5. (A-C) Los CEs se obtuvieron a partir de cultivos de CTEs en flotaciéon en ausencia de LIF a
los 3.5 dias. (A) El subtipo temprano incluyé agregados celulares pequefios constituidos mayormente
por CTEs Oct4+ y por una capa de células equivalentes al endodermo visceral Oct4-/Fgf5+. (B) La
categoria de intermedios resulté la mas abundante y dichos CEs se integraron por células
Oct4+/Fgf5+, de naturaleza epiblastica. (C) El grupo de CEs tardios se distinguieron por la fase inicial
de una cavitacion central representada por la agrupacién de células apoptéticas en la regién interna
y por capas celulares en la periferia Oct4+/Fgf5+, precursoras del epitelio ectodérmico. Las células
apoptoéticas mostraron nucleo condensado, corroborado por la tincion con DRAQ5, mientras que la
aparente sefal del Fgf5 parece ser un artefacto producido por tal condensacién. Barras de escala

20um.

Mediante el analisis de RT-PCR en tiempo real se determiné que las células de CEs
expresaron mas de 30 veces el nivel de Fgf5 en comparacion con las CTEs (Fig.
15A). Se detectaron bajos niveles de marcadores de diferenciacion neural tanto en

CTEs como en CEs (Fig. 15B).

51



La expresion del factor Zfhx1b, que promueve la neuralizacion, se incrementé

alrededor de 20 veces en los CEs en comparacién con las CTEs (123) (Fig. 15A).

Sin embargo, las células cultivadas en medio neural sin factores de crecimiento no

diferencian al fenotipo neural.
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Figura 15. Expresion de genes de pluripotencia y neurales. (A) Niveles de expresion de genes

de pluripotencia, epiblasto y pre-neuralizacién; asi como genes neurales (B) relativos al nivel de

expresion del gen constitutivo Gapdh en CTEs R1B5 y en las células CEs. En algunos casos, los

niveles de expresion en el mesencéfalo ventral (dia embrionario de ratén 10.5) fueron determinados

(columnas grises E10.5 vMb). Cabe sehalar que los genes neuronales (B-llI-Tubulina, Map2)

resultaron bajos debido a que la neurogénesis esta iniciando en esta fase del desarrollo.
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Diferenciacion al linaje neural de células derivadas de CEs en la coordenada
VRM-Corteza del cerebro postnatal.

Primera etapa, 6 dias post-trasplante

Con la finalidad de determinar si el cerebro postnatal de rata representaba un
ambiente favorable para promover la diferenciacion neuronal, se trasplantaron
células derivadas CEs sin compromiso neural.

Se analizé la sobrevivencia y diferenciacién del trasplante de las células de CEs en
una fase inicial, a los 6 dias post-trasplante (dpt) (n=6). En esta etapa se observo
una sobrevivencia importante. La mayoria de las células trasplantadas se
mantuvieron formando agregados y presentaron morfologia esférica lo cual

representa una caracteristica tipica de las células indiferenciadas (Fig. 16).

Fig. 16. Células de CEs trasplantadas en la coordenada VRM-Ctx a los 6 dpt. Las flechas sefalan
cumulos de células trasplantadas GFP+ (verde), el trasplante esta asentado en la VRM marcada con
DCX (rojo). Barra de escala 100 pym.
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Al comprobar la diferenciacién al linaje neural se distinguieron agrupaciones de
células expresando Sox1, aproximadamente el 50% (Fig. 17A). La determinacién
de esta proporcion unicamente se estimé de manera indirecta debido a que el
conteo resultoé de dificil acceso a causa de la agregacion de las células (Fig. 17B),
el marcaje positivo para este factor indic6 que las células trasplantadas se

encaminaron hacia el linaje neural en un corto plazo.

GFP SOX1 DRAQ5

Figura 17. Expresion de Sox1 en las células de CEs trasplantadas en la coordenada VRM-Ctx
a los 6 dpt. (A) Imagen ortogonal de un cumulo de células con marcaje positivo, sefialado por la
flecha, el conjunto se encuentra muy agregado y rodeado por otros grupos de células de CEs sin
diferenciar cuya morfologia es mayormente redondeada. (B) Las células positivas para SOX1 si bien

se notan muy unidas la morfologia es poligonal. Barra de escala 20 um en ambas micrografias.

Respecto al marcador DCX, proteina asociada a microtubulos y exclusiva de los
neuroblastos migrantes, se observo un numero reducido de células positivas que se
ubicaron particularmente en la periferia del trasplante (Fig. 18A), probablemente, al
encontrarse menos confinadas y en contacto directo con el microambiente del

huésped se fomento su rapida diferenciacion a neuroblasto (Fig. 18B).
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Se encontré incluso que algunas células se desplazaron fuera del sitio del trasplante
(Fig. 18C) y se distinguié el desarrollo de extensiones importantes/considerables

(Fig. 18C y 18D).

Figura 18. Expresion de DCX en células de CEs trasplantadas en la coordenada VRM-Ctz a los
6 dpt. (A) Grupos celulares positivos al marcaje con DCX se encontraron en la periferia del trasplante
(flechas), células migrando (cabezas de flecha). (B) Células GFP+ y DCX positivas se notan menos
agregadas, coincidiendo su morfologia con la de los neuroblastos migrantes. (C) Proyeccion
ortogonal de un grupo de células que se desplazo fuera del sitio del trasplante. (D) En este caso la
proyeccion de la célula fue muy extensa, 370 um de longitud. Barra de escala Ay D 50 um, By C 20

pm.

En esta etapa, no se detectdé marcaje positivo para otros marcadores neurales,
como el marcador de neuronas maduras NeuN o el de células gliales GFAP, por lo
tanto, las células que lograron diferenciarse se encontraban en una etapa neuronal

inmadura.
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Segunda etapa, 15 dias post-trasplante.

A los 15 dpt (n=6), las células de CEs se encontraron mas diseminadas dentro del
area del trasplante y la mayoria presentd desarrollo de prolongaciones. Otra
caracteristica observada de manera recurrente fue la disminucion de la intensidad
de la GFP en las células trasplantadas que coexpresaron los marcadores neurales,
es decir, este efecto en la expresion de GFP se evidencid mientras progresé la
diferenciacion.

La proporcion del marcador de diferenciacion neural temprano Sox1 disminuyé al
26.56 + 5.22%, por lo tanto, la distribucion de las células con diferenciacién
temprana ocurrié de manera no generalizada en el trasplante (Fig. 19Ay E).

Por el contrario, la proporcion de células con identidad de neuroblasto DCX+ se
incrementd considerablemente, 59.55 + 12.22% (Fig. 19B y F).

Adicionalmente, una importante proporcion, el 33.92 + 4.89% alcanzo el fenotipo de
neurona madura, demostrado por la expresion del marcador del nucleo neuronal
NeuN (Fig. 19C y G).

Al examinar si las células trasplantadas se habian diferenciado al fenotipo glial, se
comprobd que unicamente pocas células aisladas presentaban la expresion del

marcador GFAP (Fig. 19D y H).
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GFP SOX1 DRAQ5 GFP DCX DRAQ5 GFP NeuN DRAQ5 GFP GFAP DRAQS5

Figura 19. Expresion de marcadores de diferenciacion neural en células de CEs trasplantadas
en la coordenada VRM-Ctx a los 15 dpt. (A) Region del trasplante de células de CEs con expresion
del marcador neural temprano Sox1. (B) Una importante proporcién de células trasplantadas
resultaron con marcaje positivo para el marcador de neuroblastos DCX. (C) Expresion del marcador
de nucleos neuronales NeuN, lo cual indica que las células de CEs alcanzaron la madurez neuronal.
(D) La practicamente nula expresion de la GFAP demuestra que las células trasplantadas no
adquirieron el linaje glial durante esta etapa. Los recuadros en A, B, C y D representan el area
comprendida en las proyecciones ortogonales emplazadas al pie de cada micrografia, es decir E, F,

G y H respectivamente. Barras de escala 20 ym.

Estos resultados indican que los 15 dpt significaron un lapso suficiente para que una
alta proporcion de las células de CEs trasplantadas se comprometieran al fenotipo
neuronal, presentando los marcadores propios de la fase de neurona inmadura
(SOX1+ y DCX+) para continuar en transicion hacia la diferenciacion terminal e

incluso alcanzar la madurez (NeuN+).
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Otra caracteristica recurrente fue la presencia de células GFP-/DCX+ esparcidas a
través del area de trasplante, es probable que estas células procedieran de la VRM
proximal (Fig. 20A). Adicionalmente, algunas células trasplantadas migraron y se
integraron a la VRM, incluso se alinearon y orientaron en una disposicion similar a

los neuroblastos migrantes endégenos (Fig. 20B).

GFP DCX DRAQ5S

Figura 20. Expresion de DCX en la region VRM-Ctx a los 15 dpt. (A) La elipse punteada indica
una seccioén con células GFP-/DCX+, estos neuroblastos también se detectaron distribuidos a través
del resto del area del trasplante, indicados por flechas. (B) Algunas células de CEs, sefialadas por
cabezas de flecha, se trasladaron fuera del sitio de trasplante para incorporarse a la VRM, se

integraron en la misma direccion que los neuroblastos endégenos. Barras de escala 50 pym.
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Tercera etapa, 21 dias post-trasplante.

En la etapa de 21 dpt (n=6), el porcentaje de células de CEs Sox1+ oscilé en un
25.76 £ 5.94% (Fig. 21A y E), mientras que las DCX+ representaron un 52.82 +
11.85% (Fig. 21B y F), estas proporciones resultaron similares a las observadas a
los 15 dpt para ambos marcadores, sin embargo, la proporcion de células NeuN+
se incremento, resultando en un 44.73 £ 9.98% (Fig. 21C y G).

Adicionalmente, a los 15 dpt la presencia de astrocitos identificados por el marcaje
con GFAP fue practicamente nula, mientras que una semana después la proporcion
ascendio al 12.48 £ 11.42% (evidente solo en dos animales) (Fig. 21D y H).

La mayoria de las células desplegaron extensiones, contrastando con las etapas
tempranas del trasplante donde las células exhibian morfologia redondeada,
ademas, la agregacion de estas se redujo considerablemente.

Dado que las células Sox1+ y NeuN+ conforman poblaciones excluyentes, se
estimé que alrededor del 70% de las células de CEs trasplantadas se diferenciaron
al linaje neuronal in situ.

Estos resultados indican que la region VRM-Ctx signific6 un microambiente
permisivo para la diferenciacién neural, cabe enfatizar que el linaje neuronal resulté

predominante y la mayoria de las células alcanzaron la etapa postmitotica.
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Figura 21. Expresion de marcadores de diferenciacion neural en células de CEs trasplantadas
en la coordenada VRM-Ctx a los 21 dpt. (A) Sitio del trasplante de células de CEs con expresion
del marcador neural temprano Sox1. (B) La elevada proporcion de células trasplantadas con sefal
positiva para el marcador de neuroblastos DCX fue similar a la observada en la etapa de 15 dpt. (C)
La proporcién de células de CEs positivas para el marcador de nucleos neuronales NeuN se
incremento, por lo tanto, en esta fase la madurez neuronal se noté mas robusta. (D) La expresién de
la GFAP se distinguio solo hasta esta etapa del trasplante, lo cual indica que el linaje glial fue exhibido
tardiamente. Los recuadros en A, B, C y D representan el area comprendida en las proyecciones
ortogonales dispuestas al pie de cada micrografia, es decir E, F, G y H respectivamente. Barras de

escala 20 um.
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Identificacion del fenotipo neuronal del trasplante en la region VRM-Ctx
Como ya se menciond, se encontréo que al menos el 40% de las células de CEs
diferencié al linaje neuronal a los 21 dpt, de tal modo resultaba necesario identificar
el fenotipo especifico.

Era prioritario determinar si ese fenotipo correspondia al que se origina
intrinsecamente en el sistema VL-VRM-BO y que es representado en las
poblaciones de la capa glomerular del BO con identidad GABAérgica y con
coexpresion dopaminérgica e identificadas por la presencia de las enzimas GAD67
y TH respectivamente, ademas de las subpoblaciones que sintetizan las proteinas
de union a Calcio, Calr y Calb.

Se determind que, en los trasplantes de CEs, el 33.71 £ 10.6%1 resulté GAD67+
(Fig. 22A y F) y el 11.41 £ 4.99% correspondi6 al marcaje con TH (Fig. 22B y F).
Adicionalmente, el 12.48 £ 5.8% resulté 5SHT+, es decir, de naturaleza serotonérgica
(Fig. 22C y F), un 14.06 £ 5.8% fue Calr+ (Fig. 22D y F) y se distinguié una muy
baja proporcion de células Calb+, por lo tanto, no se cuantifico (Fig. 22E).

Por lo tanto, las células GFP+ diferenciadas que se contabilizaron se distribuyeron
homogéneamente a través de toda el area de trasplante, ademas, se diferenciaron
en distintos fenotipos terminales, es decir, no se limitaron a expresar exclusivamente
los marcadores tipicos encontrados de manera enddgena en la region del

trasplante.
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Figura 22. Identificacion de los fenotipos neuronales adquiridos por las células CEs
trasplantadas en la coordenada VRM-Ctx a los 21 dpt. A-E, Micrografias en proyeccion ortogonal.
(A) Células de CEs con expresién del marcador GABAérgico GAD67. (B) Senal positiva para el
marcador dopaminérgico TH. (C) Las células trasplantadas diferenciaron también al fenotipo
serotonérgico al resultar 5HT+. Una discreta proporcién de células GFP+ resulté positiva al marcaje
con las proteinas de union al Calcio Calr (D) y en menor numero a la Calb (E). Cuantificacion de las
células trasplantadas positivas para los distintos marcadores fenotipicos, las barras de error

representan la SD (F). Barras de escala en las micrografias equivalen a 10 ym.
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Evaluacién del linaje interneuronal en la coordenada VRM-Ctx.

Con la finalidad de establecer si los fenotipos neuronales identificados en las células
de CEs trasplantadas correspondian concretamente a los subtipos propios
originados en la region del trasplante (VRM), se comprobd la expresion de los
factores de transcripcion que intervienen en su especificacion, es decir, aquellos
que se encuentran en los precursores de las interneuronas del BO, tales como Pax6
y DIx2 que en conjunto son determinantes para adquirir la identidad dopaminérgica.
A los 6 dpt, una importante proporcién resulté positiva al marcaje de PanDIx (Fig.
23A), mientras que a los 15 y a los 21 dpt Unicamente casos aislados fueron
detectados para este marcador (Fig. 23B y 23C respectivamente).

Mientras que en el caso de Pax6 las células de CEs positivas fueron muy escasas,
no se distinguieron en la etapa de 6 dpt (Fig. 23D) y solo ocasionalmente se
encontraron en las fases de 15y 21 dpt (Fig. 23E y 23F respectivamente).

Lo anterior indica que las células trasplantadas adquirieron predominantemente el
fenotipo GABAérgico distinto al originado en la VRM-BO, por lo tanto, la zona de
trasplante VRM-Ctx resultd ser permisiva pero no inductiva para la diferenciacion
neural.

Las células trasplantadas fueron escasamente detectadas en el BO, dificultando asi

su analisis fenotipico.
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GFP PanDIix DRAQ5

GFP Pax6 DRAQ5

Figura 23. Identificacion de marcadores de especificacion de linajes neuronales de la VRM en
las células de CEs trasplantadas. (A) Una alta proporcion de células GFP+ con expresion del
marcador PanDIx a los 6 dpt. Imagenes ortogonales que muestran la progresion en las etapas
sucesivas en la cuales disminuyé la expresién de PanDIx a los 15 dpt (B) y 21 dpt (C). La expresion
de Pax6 a los 6 dpt no fue detectada (D), posteriormente y de manera aislada se observaron escasas
células positivas para tal marcador a los 15 dpt (E) y 21 dpt (F), ambas son proyecciones ortogonales.
Barras de escala en las micrografias equivalen a 10 ym.
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Diferenciacion del trasplante en el estriado postnatal.

Se realizo el trasplante de las células de CEs en el estriado postnatal teniendo como
objetivo precisar si la tasa y el tipo de diferenciacion neural era similar,
independientemente del sitio de implante. Teniendo en cuenta que, a diferencia de
la regidon VRM-Ctx, el estriado es un nucleo que no presenta actividad de
neurogénesis, por lo tanto, los factores presentes en los microambientes también
serian distintos.

A los 6 dpt (n=6) se distinguié sobrevivencia de las células mas no la diferenciacion
neural. En etapas posteriores, de manera general, se observé que la especificacion
fue poco uniforme dentro del trasplante y con mucha variabilidad entre cada caso
(Tabla 3). A los 15 dpt (n=4) unicamente areas reducidas dentro del trasplante
mostraban en particular la expresion de Sox1 (Fig. 24A) o de DCX (Fig. 24B), sin
embargo, NeuN se observdé muy escasamente (Fig. 24C), mientras que GFAP
aparecio mas robustamente en parches a través del trasplante (Fig. 24D).

A los 21 dpt (n=4) Las células trasplantadas resultaron positivas a Sox1y DCX y se
observd de nuevo el patron registrado en la etapa de 15 dpt, es decir, unicamente
se encontraron en sitios confinados (Fig. 24E y F respectivamente). Del mismo
modo, las células GFP+ con expresiéon de NeuN resultaron muy escasas (Fig. 24G).
Remarcablemente, se distinguié un importante incremento en la expresion de la
GFAP, proteina propia de los astrocitos (Fig. 24H), lo cual indicé que en el estriado

las células de CEs implantadas diferenciaron mayoritariamente hacia el linaje glial.
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sFP SOX1 DRAQS GFP DCX DRAQ5 GFP NeuN DRAQ5 GFP GFAP DRAQ5

Estriado 15 dpt

Estriado 21 dpt

Figura 24. Expresiéon de marcadores de diferenciaciéon neural en células de CEs trasplantadas
en el estriado a los 15 dpt y 21 dpt. (A-D) Células de CEs a los 15 dpt. (A) Expresion de Sox1, las

células de CEs positivas fueron localizadas en zonas discretas dentro del trasplante, sefialadas con
puntas de flecha. (B) Marcaje con DCX, las células positivas también se encontraron en parches a
lo largo del trasplante, la proporcién fue considerable. (C) En el caso de NeuN las células positivas
resultaron muy escasas, sefialadas con puntas de flecha. (D) Contrastando con lo observado en la
coordenada VRM-Ciz la cantidad de células expresando GFAP fue notablemente mayor. (E-H)
Células de CEs a los 21 dpt. La proporcién y distribucion de Sox1 (E), DCX (F) y NeuN (G) se
mantuvieron de manera similar a la de los 15 dpt. (G) Se distinguié un aumento de células GFP+

expresando la GFAP. Barras de escala en las micrografias equivalen a 50 ym.

DIFERENCIACION EN ESTRIADO 15 dpt (%) DIFERENCIACION EN ESTRIADO 21 dpt (%)

MARCADOR Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4
Sox1 22.04 14.58 12.51 32.38 47.96* 0 g** 3212
DCX 39.63 27.89 31.05 29.21 29.74 0 46.29 32.87
MNeuN MND MND ND ND 28310 0 22.72** 23.41
GFAP 24.62 28.07 10.01 15.57 52 65.27 7.61 22.62

Tabla 3. Diferenciacion de células de CEs en Estriado postnatal. El porcentaje es representado
por las células positivas al marcador correspondiente; (**) El porcentaje fue determinado en el Unico
parche diferenciado dentro del trasplante; (ND) No determinado, cuando la proporcion de células

marcadas resulté practicamente nula.
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Respuesta inflamatoria

Para verificar la presencia de la respuesta inflamatoria inducida por los trasplantes
de células derivadas de CEs se realiz6 la tincion de Hematoxilina-Eosina (H-E), se
revisaron ambos sitios de implante en las etapas iniciales. A los 6 dpt en la zona
VRM-Ctx (Fig. 25A y B) y estriado (Fig. 25C y D) no se encontraron células propias
de infiltracion (neutréfilos y monocitos), tipicamente observadas en los procesos
inflamatorios. Del mismo modo, en el caso de los 15 dpt en las coordenadas VRM-
Ctx (Fig.25E y F) y en estriado (Fig. 25G y H) no se detectaron indicios de
inflamacion, por el contrario, se distinguid6 una buena preservacion de la

citoarquitectura e integracion del tejido huésped y las células trasplantadas.

VRM-Ctx Estriado

6 dpt

Figura 25. Tinciéon de H-E para la deteccion de la respuesta inflamatoria provocada por las
células de CEs en los diferentes sitios y etapas del trasplante. (A-D) Condicién de 6 dpt. (A y B)
Trasplante en la coordenada VRM-Ctx; (C y D) trasplante en estriado, en ambos casos no se
identificaron células involucradas en procesos inflamatorios. (E-H) Condicién de 15 dpt. Tanto en el
sitio VRM-Ctz (E y F) como en el estriado (G y H) no se distinguieron indicios de inflamacion, por el
contrario, el tejido se observa bien preservado y con mayor distribucion de las células implantadas
respecto a la etapa de 6 dpt. Los recuadros en las micrografias representan el area comprendida en
la micrografia con el acercamiento emplazado a la derecha inmediata. Barras de escala (A, E, Cy
G) 300 umy (B, F,DyH)50 um.
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Proliferacién celular

Se examind la divisidon celular en los trasplantes en la coordenada VRM-Ctx, la
actividad mitotica fue detectada mediante el marcador de la Histona H3 fosforilada
(PHH3), apreciable durante las fases de la mitosis y correspondiente a la
condensacion de la cromatina.

A los 6 dpt fue posible distinguir células GFP+/PHH3+ distribuidas a través de todo
el trasplante (Fig. 26A), sin embargo, la cantidad de células con actividad mitética
no resulté abundante (Fig. 26B y 26C).

A los 15 dpt se redujeron drasticamente los casos positivos a la PHH3 en los
trasplantes, por lo tanto, las células en division se distinguieron al rastrear
exhaustivamente la region y pueden ser consideradas como muy escasas y aisladas
(Fig. 26D-9F).

A los 21 dpt no se registraron células GFP+/PHH3+, unicamente se detectaron
escasas células del tejido huésped dividiéndose (Fig. 26G-l).

Se analiz6 de igual modo la division celular en los trasplantes en el estriado, no se
distinguieron diferencias en la cantidad de células positivas al marcador de la PHH3

entre los distintos tiempos de trasplante.
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Figura 26. Deteccion de division celular en células de CEs en las diferentes etapas del
trasplante. Los recuadros en las micrografias representan el area comprendida en el acercamiento
sucesivo. (A-C) Expresion de PHH3 en células de CEs a los 6 dpt. (A y B) Trasplante con reducida
cantidad de células en division. (C) Proyeccion ortogonal de células mitéticas GFP+. (D-F) Deteccion
de PHH3 a los 15 dpt. (D y E) La proporcion de células en division se redujo considerablemente. (F)
Imagen ortogonal de uno de los casos aislados positivos a la PHH3. (G-H) Marcaje de la PHH3 en
trasplante de 21 dias. (G y H) No fue posible detectar células GFP+ coexpresando la PHH3,
Unicamente se observaron células del tejido huésped en division. (I) Proyeccién ortogonal de una

célula endégena en mitosis. Barras de escala: A, D y G 100 ym; B, E y H 50 ym.
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TUNEL DRAQS5

Muerte celular

Se analizé también la muerte celular en las distintas etapas del trasplante en la
coordenada VRM-Ctx. La apoptosis celular fue determinada mediante el ensayo de
TUNEL, indicador de la fragmentacién del DNA. Se analizaron las células de CEs a
los 3 dpt con la finalidad cubrir un lapso mayor, en este caso la sefial TUNEL+ solo
se encontro en el tejido huésped circundante a las células trasplantadas (Fig. 27A).
A los 6 dpt y los 15 dpt, una reducida cantidad de células TUNEL+ fue detectada.
(Fig. 27B y 27C respectivamente). Finalmente, a los 21 dpt no se localizaron células

apoptéticas GFP+ (Fig. 27D).

Figura 27. Deteccion de muerte celular en células de CEs en las diferentes etapas del

trasplante en la coordenada VRM-Ctx. (A) Marcaje de TUNEL en células de CEs a los 3 dpt,
Unicamente se distingue en células enddgenas. (B y C) La apoptosis se detectoé en células GFP+ en
una proporcién baja a los 6 dpt y 15 dpt respectivamente. (D) En la condicion de 21 dpt no fueron
detectadas células trasplantadas positivas para el marcaje de TUNEL. Células positivas senaladas

con cabezas de flecha en todas las micrografias. Barras de escala A-C 50 ym y D 20 ym.

70



Trasplante en estriado adulto

Se utilizé el modelo de OAMC para evaluar si las células de CEs eran capaces de
diferenciar al linaje neural al detectar las condiciones microambientales del estriado
adulto en estado intacto (sin actividad de neurogénesis), asi como en estado de
lesidn, que representa una condicion con potencial neurogénico.

El trasplante se realizé en el estriado en la fase subaguda de la lesion (dia 8 después
de la OAMC) (n=5) y en el estriado sin dafio o control (n=3).

Se analizé la expresion de los marcadores de diferenciacion neural en ambos
escenarios a los 15 dpt.

La proporcion de células Sox1+ alcanzé un 30% + 18.3% en estriado con OAMC
(Fig. 28A), mientras que en el estriado intacto resulté un 19.3% + 1% (Fig. 28E). Las
células DCX+ en la condicion con OAMC representaron un 40.5% * 15.23% (Fig.
28B) y en no lesionados un 15.2% + 26.3% (solamente una rata presenté marcaje
positivo) (Fig. 28F). Respecto a las células NeuN+ en los casos de OAMC se
observo un 20.7% £ 27.6% siendo muy dispar la proporcién entre cada animal (Fig.
28C), mientras que en estriados intactos no se determind la proporcién debido a la
escasez de células NeuN+ (Fig. 28G). Ademas, las células GFAP+ en ambas
condiciones fueron muy escasas encontrandose unicamente como casos aislados
(Fig. 28D y H).

Por lo tanto, en el analisis de los factores de diferenciacion neuronal en ratas adultas
se observaron resultados muy contrastantes entre cada animal.

Es importante sefialar que no se identificaron células GADG7+, lo cual sugiere que
la diferenciacién a este fenotipo no fue favorecida en este nucleo, contrastando con

lo observado en la region VRM-Ctx postnatal.
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Figura 28. Diferenciacion de células de CEs en estriado adulto. La presencia de marcadores
neurales fue determinada a los 15 dpt en estriado intacto (control) y dafiado (modelo de OAMC). Se
distinguié una mayor proporcién de células Sox1, DCX y NeuN en el nucleo dafiado (A-C) que en el
control (E-G), sugiriendo que la diferenciacién al fenotipo neuronal pudo ser inducida por el
microambiente generado a partir de la lesién. De manera interesante, la diferenciacion astrocitica no
fue estimulada por la lesién ni en el microambiente intacto (D y H). Las flechas sefialan a las células

con sefal positiva. Las barras de escala en las micrografias equivalen a 20 um.
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DISCUSION

La neurogénesis en el cerebro postnatal posee gran relevancia e implicaciones a
nivel fisiolégico en condiciones normales e incluso en escenarios patolégicos. La
presencia de CTNs es la principal caracteristica de los nichos neurogénicos. Sin
embargo, no hay evidencia definitiva que descarte la presencia de éstas en otras
areas del cerebro con potencial neurogénico mucho mas escaso como la corteza y
SNpc (124-127).

En el presente trabajo, se investigaron las regiones del cerebro postnatal capaces
de soportar la diferenciacion neuronal de las células derivadas de CEs
trasplantadas. Es posible afirmar que las células de CEs no comprometidas al linaje
neural son capaces de diferenciar en células gliales, precursores neuronales y
neuronas en una region aledafia al nicho neurogénico VRM-Ctx, asi como en el
estriado, que no presenta actividad de neurogénesis, sin embargo, el cerebro
postnatal carece de senales de especificacion necesarias, lo cual sugiere que, para
llevar a cabo wuna diferenciacion sitio-especifica se requieren CTNs
preespecificadas.

Por lo tanto, un trasplante exitoso para conseguir el reemplazo de circuitos perdidos
o disfuncionales requiere de la sobrevivencia a largo plazo y la integracién del injerto
al tejido huésped. En un estudio se demostréo que CTNs embrionarias restringidas
al linaje glial y neuronal lograron diferenciar y sobrevivir a largo plazo al ser
trasplantadas sin inmunosupresion en el estriado y médula adultos (128). Asimismo,
CTNs expandidas como neuroesferas adquirieron el fenotipo astrocitico al ser
trasplantadas en un ambiente neurogénico embrionario (129), de igual modo, este

fenotipo resultd favorecido en trasplantes en el estriado adulto (81,82). Por lo tanto,
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la evaluacion de un microambiente favorable para la diferenciacion neuronal en el
cerebro postnatal y adulto requiere el uso de CTNs no comprometidas que
presenten un fuerte potencial neurogénico y cuyo fenotipo final dependa de las
sefales del entorno. Las células derivadas de CEs parecen cubrir este
requerimiento; tanto que, la primera aproximacién fue realizar injertos en
microambientes neurogénicos en explantes del cerebro embrionario (118) y
concurrente con el presente trabajo de trasplantes en cerebro postnatal se origin6
una alta proporcion (alrededor del 70%) de diferenciacion al fenotipo neuronal y una
discreta proporcidn de diferenciacion glial. La diferenciacion neuronal de las células
de CEs en la etapa postnatal fue un proceso progresivo; nuestros resultados
sugieren que la proliferacion celular no es requerida para la diferenciacion de las
células de CEs. Sin embargo, la sobrevivencia selectiva de las mismas poco tiempo
después del trasplante, puede contribuir a la alta eficiencia de diferenciacion al
fenotipo neural. La expresion de marcadores neurales en las células de CEs
trasplantadas indica la diferenciacion de células de naturaleza ectodérmica sin
compromiso neural (Oct4+/Fgf5+) hasta convertirse en neuronas maduras (NeuN+).
Una reducida cantidad de astrocitos fue observada (células GFAP+), por lo tanto, la
diferenciacién neuronal resulté ser el fenotipo favorecido para las células
trasplantadas bajo la influencia de las sefales presentes en la region aledafia a la
VRM-Ctx del cerebro postnatal. Adicionalmente, la aparicion secuencial de
marcadores de diferenciacion no se asemeja a las caracteristicas reportadas como
resultado de la fusién celular entre CTNs trasplantadas y células maduras
hipocampales, estriatales o corticales del huésped (130,131); ya que en esos casos,

en lugar de una aparicion gradual de los marcadores neuronales esperados en la
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diferenciacion celular, el fenotipo terminal fue detectado tempranamente dentro de
los 6 dpt. En el presente trabajo, el hecho de que los tipos neuronales detectados
en las células trasplantadas no correspondieron a los enddgenos en el sitio de
trasplante, respalda que no pudieron haberse originado a partir de la fusién celular.
Ha sido dificil demostrar la diferenciacion sitio-especifica de las CTNs trasplantadas
en el cerebro adulto debido a la falta de un tipo celular con un alto potencial de
diferenciacidon comprobado. La diferenciacion neuronal especifica depende de
sefales que instruyan a las células precursoras a seguir un fenotipo particular y de
senales de especificacion a un subtipo particular.

Las células derivadas de CEs son competentes para responder a sefales de
especificacion (118) y por lo tanto, es probable que el microambiente del cerebro
postnatal y adulto guie el destino neuronal. El linaje neuronal de las células de CEs
adquirido en la region VRM-Ctx sugirié la posibilidad de una especificacion en los
principales subtipos de interneuronas del BO, no obstante, solo de manera
ocasional fueron atraidas hacia dicha estructura, contrastando con los resultados
del trasplante de células procedentes de la eminencia ganglionar embrionaria
trasplantadas en la ZSV postnatal, las cuales migraron a través de la VRM y se
integraron en el BO (132). Adicionalmente, solo fueron observadas pocas células
expresando los marcadores PanDIx o Pax6, factores requeridos para la
especificacion de las interneuronas del BO. Por lo tanto, si bien las células de CEs
son capaces de detectar factores presentes en el cerebro postnatal que favorecen
la diferenciacion neuronal, la region VRM-Ctx no provee las sefiales instructivas
necesarias para la especificacion. La falta de las sefales para la especificacién en

el cerebro postnatal y adulto no resulté algo inesperado dado que la mayoria de las
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CTs somaticas ya estan comprometidas a determinados linajes y por lo tanto ya no
requieren de las instrucciones presentes Unicamente en la etapa embrionaria (132—
134). La elevada proporcién de interneuronas GABAérgicas en comparacion con
otros fenotipos sugiere que el microambiente de la region VRM-Ctx es favorable
para que las células de CEs alcancen ciertos fenotipos. Adicionalmente, no se
observé la misma proporcidon o fenotipos de diferenciacion en las células de CEs
trasplantadas en el estriado del cerebro postnatal, apoyando la idea de que las
células de CEs no tenian tendencia a diferenciar a algun fenotipo en particular.

En el estriado postnatal, la reducida cantidad de neuroblastos (DCX+) encontrados
en parches a través del trasplante es proporcional al bajo numero de neuronas
(NeuN+) encontradas, esto contrasta considerablemente con la proporcion de
células positivas a estos marcadores encontrada en la region VRM-Ctx. Asimismo,
los astrocitos (GFAP+) fueron observados desde los 6 dpt y se notd un incremento
progresivo en las etapas de trasplante posteriores, o cual no ocurrié en la region
VRM-Ctz. En conjunto los resultados sugieren que el estriado postnatal parece
favorecer la diferenciacion al linaje glial de las células de CEs trasplantadas a costa
de la diferenciacién neuronal.

No hay duda de que el cerebro adulto es capaz de producir neuronas de novo, sin
embrago, los limites de esta capacidad aun no han sido definidos. La edad, las
condiciones microambientales o las propiedades fisioldgicas pueden influir en las
capacidades neurogénicas en diferentes areas del cerebro; también sigue
pendiente determinar la capacidad efectiva de reparacion del cerebro después de

un dafo.
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En contraste con lo observado respecto estriado postnatal, en el estriado adulto
intacto la proporcién de células expresando marcadores de diferenciacion neuronal
fue menor, sugiriendo que las condiciones no son favorables para la diferenciacién.
De manera interesante, el patron de diferenciacion en el estriado adulto se vio
revertido en la condicion de dafio con el modelo OAMC, se origind una proporcion
discreta de células NeuN+ y una escasa cantidad de astrocitos GFAP+, esto indica
que, al menos en el estriado, el dano isquémico configura un microambiente que
promueve la diferenciacion neuronal de las células ce CEs. Nuestros datos difieren
de los reportados previamente en los cuales se injertaron células de CEs en estriado
normal (135) y denervado en el modelo de la enfermedad de Parkinson (122) y
donde las células espontaneamente diferenciaron al fenotipo dopaminérgico y
serotonérgico en ratas con tratamiento de inmunosupresion. En nuestro trabajo, no
administramos inmunosupresores y por lo tanto los trasplantes requirieron de una
densidad celular mayor; por lo tanto, aparentemente bajo nuestras condiciones, los
factores locales del microambiente del cerebro adulto influyeron en la diferenciacion
final, aunque no se debe descartar la participacion de factores intrinsecos de las
células de CEs injertadas. Nuestros datos sugieren que las células de CEs de la
linea celular de ratén R1B5 son capaces de detectar factores microambientales
(incluyendo los originados después de un dafo cerebral) los cuales determinan su

diferenciacion al fenotipo neural.
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CONCLUSIONES

Las células derivadas de CEs son capaces de detectar factores microambientales
que promueven la diferenciacion neural en el cerebro postnatal.

La eficiente diferenciacion al fenotipo neuronal de las CEs en la region VRM-Ctx
demuestra que es un microambiente favorable para la neuralizacion del trasplante.
La regién VRM-Ctx promueve la diferenciacion neuronal mas no induce la
especificacion a los fenotipos neuronales propios de la ZSV-VRM-BO.

En el estriado, las células de CEs diferenciadas se distinguen en parches a lo largo
del trasplante, a diferencia de la region VRM-Ctx donde progresivamente la
diferenciacion es uniforme a través de todo el injerto.

El estriado en etapa postnatal representa un microambiente menos propicio para la
diferenciacion neuronal mientras que la diferenciacion glial se muestra favorecida.
En el estriado adulto, la diferenciacién neuronal es favorecida por el microambiente
producido ante la OAMC en comparacion con el nucleo intacto.

La diferenciacion de las células de CEs trasplantadas es secuencial, los marcadores
de diferenciacion aparecen de manera ordenada y paulatina a nivel poblacional.
Las divergencias en la diferenciacion entre las distintas regiones y edades, asi como
entre la proporcién, linajes y distribucion de las células injertadas que lograron
diferenciar indican que no hay una pre-especificacion de las células derivadas de
CEs.

La diferenciacion de las células derivadas de CEs es dependiente del sitio de
trasplante.

El éxito del trasplante no solo depende del tipo celular idoneo sino también de la

seleccion del microambiente que promueva la diferenciacion e integracion.
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PERSPECTIVAS

A partir de la concrecion del presente trabajo se iniciaron distintos proyectos.

e Trasplante de células derivadas de CEs R1B5 en la SNpc (un nucleo dopaminérgico)
intacta y lesionada con 6-Hidroxidopamina donde se demostré que dicha region también
es permisiva a la diferenciacion neuronal, aunque sin identidad posicional, por lo cual se
obtuvo la linea R1B5/Lmx1a y con la finalidad de dirigir las células al linaje
dopaminérgico; efectivamente, se observd una mayor proporcién de células
dopaminérgicas a partir de los CEs de dicha linea en la SNpc intacta, mientras que en
SNpc lesionada no se identificé predominancia en la diferenciacion entre las células de
CEs R1B5 o0 R1B5/Lmx1a, sugiriendo que el microambiente lesionado posee una mayor
variedad de factores que promueven la diferenciacion dopaminérgica.

e A partir de los trasplantes de células de CEs en la SNpc se identific6 una importante
cantidad de células enddgenas en proliferacién BrdU+ como respuesta al injerto. A los
15 dpt las células BrdU+ coexpresaron DCX, utilizando una estrategia de trazado de
linaje se demostrdé que dichos neuroblastos son generados a partir de astrocitos. La
adicion del FGF2 y VEGF en la SNpc promovio la generacién de células DCX+ in vivo,
simulando la reaccién que las células de CEs provocaron, lo cual sugiere que la SNpc
€s una region con potencial neurogénico.

e Se ided un sistema de trasplante en SNpc adulta de CTEs humanas y células troncales
pluripotentes inducidas provenientes de un paciente con enfermedad de Parkinson y con
una modificacion para expresar los factores de trascripcion claves para la diferenciacion
dopaminérgica mesencefalica: Lmx1a, Otx2 y FoxA2.

e Se planted un estudio del desarrollo temprano de la enfermedad de Parkinson a través
de un modelo in vitro, utilizando células pluripotentes inducidas provenientes de un

paciente con triplicacion del gen de a-sinucleina.
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ABSTRACT

A neurogenic niche can be identified by the proliferation and differentiation of its naturally
residing neural stem cells. However, it remains unclear whether “silent” neurogenic niches or
regions suitable for neural differentiation, other than the areas of active neurogenesis, exist in
the adult brain. Embryoid body (EB) cells derived from embryonic stem cells (ESCs) are
endowed with a high potential to respond to specification and neuralization signals of the
embryo. Hence, to identify microenvironments in the postnatal and adult rat brain with the
capacity to support neuronal differentiation, we transplanted dissociated EB cells to conven-
tional neurogenic and non-neurogenic regions. Our results show a neuronal differentiation pat-
tern of EB cells that was dependent on the host region. Efficient neuronal differentiation of EB
cells occurred within an adjacent region to the rostral migratory stream. EB cell differentiation
was initially patchy and progressed toward an even distribution along the graft by 15-21 days
post-transplantation, giving rise mostly to GABAergic neurons. EB cells in the striatum displayed
a lower level of neuronal differentiation and derived into a significant number of astrocytes.
Remarkably, when EB cells were transplanted to the striatum of adult rats after a local ischemic
stroke, increased number of neuroblasts and neurons were observed. Unexpectedly, we deter-
mined that the adult substantia nigra pars compacta, considered a non-neurogenic area, har-
bors a robust neurogenic environment. Therefore, neurally uncommitted cells derived from ESCs
can detect regions that support neuronal differentiation within the adult brain, a fundamental
step for the development of stem cell-based replacement therapies. STEM CELLS 2015;33:491—
502

regions where alterations of the microenviron-

INTRODUCTION

Neurogenic niches in the adult brain provide
the cues for maintenance, proliferation, and
differentiation of neural stem cells (NSCs),
such that different subtypes of neurons are
generated in specific areas [1, 2]. Neurogenesis
occurs throughout lifespan in two regions of
the adult mammalian brain: the subgranular
zone of the hippocampus and the subventricu-
lar zone (SVZ) of the lateral ventricles (LV) and
its prolonging rostral migratory stream (RMS)
[3]. Furthermore, experimental evidence indi-
cates that a brain injury can induce the prolif-
eration of neural precursor cells (NPCs) of the
SVZ and their migration toward the damaged
neostriatum; this damage apparently allows
differentiation with regional specificity of some
arriving neuroblasts [4, 5]. Thus, neurogenesis
in the adult brain is a continuous process in
few areas but could be regulated in other

STEM CELLS 2015;33:491-502 www.StemCells.com

ment might modify their capability to support
neurogenesis.

Neurorepair through stem cell transplanta-
tion has been envisaged as a promising
approach to treat the damaged central nerv-
ous system (CNS). Despite the extensive pro-
gress in the field, the cellular source most
appropriate to restore neuronal losses remains
uncertain. One option is to transplant the lack-
ing neuron type, in which case, functional
interactions with the host circuits are desirable
rather than transplanted neurons acting only
as a source of the deficient neurotransmitter
[6, 7]. Alternatively, transplantation of NPCs
may allow better interaction with the host as
a result of in situ neuronal differentiation.
However, transplantation of expanded NPCs
commonly has shown astrocytic differentiation
with little or no neuronal differentiation
detected [8, 9]. Recent data suggest that this

©AlphaMed Press 2014
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differentiation outcome is due to an intrinsic property of trans-
planted NPCs [10], leaving open the question: what is the per-
missiveness of the adult brain for specific differentiation?

Embryonic stem cells (ESCs) have been considered suitable
for neuronal replacement, because extrinsic and/or intrinsic
signals can direct specific neuronal differentiation [6, 11-15].
Embryoid body (EB) cells derived from ESCs undergo neural
differentiation in the adult brain but, presently, it is not clear
whether this differentiation is dependent on the transplanta-
tion site, brain damage, or result from a default mechanism
with little or no influence of the host environment [16, 17].
Our previous studies demonstrated that neurally uncommitted
cells in EBs exhibit high neurogenic potential and the ability
to differentiate according to the site of implantation in the
embryo [18]. In this study, we transplanted EB cells to known
neurogenic and non-neurogenic sites of the postnatal rat
brain as well as to an adult brain site after injury. We demon-
strated that EB-derived cells possess the ability of sensing
environmental cues in the postnatal/adult rat brain that allow
or induce neural differentiation.

MATERIALS AND METHODS

ESC Culture

The mouse ESC line R1B5, which constitutively expresses the
green fluorescent protein (GFP) (gift from Andras Nagy), was
used for all studies. To produce EBs [18], ESCs were propagated
on gelatin-coated culture plates with feeder cells in ESC
medium (M15). Before aggregation, trypsin-dissociated cells
were seeded on 10 cm feeder-free gelatin-coated dishes and
cultured in M15 medium supplemented with 1,000 U/ml of
leukemia inhibitory factor (LIF; Chemicon, Temecula, CA, http://
www.chemicon.com) for 3 days. To form EBs, 2 X 10° ESCs
were seeded in nonadherent 10 cm bacterial culture dishes
and cultivated during 3.5-4 days without LIF. Subsequently, EBs
were rinsed with M15, disaggregated with 1 ml of 0.25% tryp-
sin, and centrifuged at 1,000 rpm for 3 minutes. Finally, the
cells were suspended in 50 pl of Optimem medium (Gibco,
Grand Island, NY, http://www.invitrogen.com) for implantation.

Animals

Animals were housed under standard colony conditions: 12:12
light/dark cycle, controlled room temperature (22 * 1°C), and
ad libitum access to food and water. All studies were con-
ducted according with principles and procedures approved by
the local bioethical committee of the Universidad Nacional
Auténoma de México.

Transient Middle Cerebral Artery Occlusion

To induce ischemia by the middle cerebral artery occlusion
procedure (MCAO; [19]), an incision was made in the neck of
animals anesthetized with xylazine (8 mg/kg) and ketamine
(100 mg/kg) (Pisa Agropecuaria, Méx., Méx., http://www.
pisaagropecuaria.com.mx) and, subsequently, the external
carotid, the left occipital artery, and the left pterygopalatine
artery were cauterized. Later, a 4-0 nylon monofilament
suture with silicon (Doccol Co., Sharon, MA, http://www.doc-
col.com) was introduced via the left external carotid artery
stump into the lumen of the internal carotid artery until
occluded the middle cerebral artery. After 90 minutes, the
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suture was withdrawn and the wound closed. For sham con-
trol animals, the same surgery procedure took place, except
that the suture was not inserted.

Cell Transplantation

Male Wistar rats of 75 or 250 g corresponding to postnatal day
(PD) 24 or adult rats, respectively, were used for transplanta-
tion procedures. Stereotaxic coordinates for substantia nigra
pars compacta (SNpc) and striatum of adult rats were obtained
from Paxinos and Watson [20], whereas coordinates for PD24
rats were determined as follows: For RMS-Ctx region, 1.8 ros-
tral, —1.1 lateral to bregma, 3.5 ventral; for the striatum, 1.0
rostral, 3 lateral to bregma, 5.0 ventral. Animals were trans-
planted under ketamine-xylazine anesthesia (10 and 1 mg/kg,
respectively) by injection of ~1 pl of cell suspension (150,000
cells) using a 5-pl Hamilton syringe. Data presented are from
rats surviving transplantation, which proportion (around 50% of
manipulated rats) was independent of the site tested; rats for
each stage and region indicated that showed a significant num-
ber of grafted EB-derived cells were selected for further analy-
sis and quantifications (“n” in Results section). In these
samples, a marked difference in host response to injury, includ-
ing the inflammatory reaction against the transplant, among all
sites tested was not observed (Supporting Information Fig. S1).

Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction Procedures

Total RNA was extracted from EB cells with TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, http://www.invitrogen.com) following the manu-
facturer’s instructions. The purified RNA was used as template
for cDNA synthesis using AMV Reverse Transcriptase (Invitro-
gen, Carlsbad, CA, http://www.invitrogen.com) and oligo-dT4g
primer. The quantitative polymerase chain reaction reaction
was performed with KAPA SYBR FAST kit (KAPA Biosystems,
Wilmington MA, http://www.kapabiosystems.com) in the
Rotor-Gene 3000 thermocycler (Corbett Research, Qiagen,
Valencia CA, http://www.giagen.com). All oligonucleotides
used are listed in Supporting Information Table 1. To evaluate
gene expression, a comparative C; (AAC;) method was used.

Histological Procedures and Immunofluorescence

For post-transplantation analysis, rats were deeply anesthe-
tized with pentobarbital and perfused intracardially with 100
ml of 0.1 M phosphate buffered saline (PBS) followed by 100
ml of 4% paraformaldehyde (PFA). Brains were postfixed in
4% PFA and cryoprotected by sequential 24-hour washes in
10%, 20%, and 30% sucrose (in PBS). Afterward, brains were
sliced with a cryostat at 40 pum in coronal or sagittal plane
and collected in PBS. Standard procedures for hematoxylin
and eosin (H&E) staining and cell death detection (In Situ Cell
Death Detection Kit; Roche, Basel, Switzerland, http://www.
roche-applied-science.com) were performed for general char-
acterization of tissues (see Supporting Information Fig. S1,
S2). For immunofluorescence, brain slices were rinsed three
times in PBS/0.3% Triton X-100, treated with 1X immuno
DNA-Retriever in citrate buffer (Bio SB, Santa Barbara, CA,
http://www.biosb.com) at 65°C for 30 minutes, washed three
times, and incubated with the primary antibodies (listed in
Supporting Information Table 2) in the blocking solution [0.1
M PBS/0.3% donkey serum (Gibco, Grand Island, NY, http://
www.invitrogen.com)/0.3% bovine serum albumin (BSA)
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(Sigma-Aldrich, Mexico, http://www.sigmaaldrich.com)] over-
night at 4°C. After rinsing in PBS, slices were incubated for 2
hours at room temperature with the corresponding secondary
antibody (listed in Supporting Information Table 2). Finally,
the sections were rinsed with PBS, and the far-red emitting
fluorescent DNA dye DRAQ5 (1:5,000; Biostatus Limited,
Shepshed, Leicestershire, UK, http://www.biostatus.com) was
added to the final rinse to counterstain cell nuclei. The tissue
was mounted in Superfrost slides (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA, http://www.thermofisher.com/en/home.
html) with Dako fluorescent mounting medium.

Microscopy and Cell Counting

We used images acquired in Olympus FV1000 or ZEISS LSM 510
confocal microscopes. For cell counting, three images in Z stack
from the graft were obtained at 40X magnification. We used
one brain slice from three to six different animals (corresponding
to “n” rats in Results section) to count each differentiation
marker. GFP+/differentiation marker+ cells were counted man-
ually using the image analysis software Imagel or the one linked
to the corresponding microscope used. In some instances, pseu-
docolors were assigned to some signals to improve image appre-
ciation. Data are presented as the average percentage = SD.

RESULTS

Neuronal Differentiation of EB Cells Transplanted to a
Neurogenic Area of the Postnatal Brain

In order to determine whether the postnatal rat brain pro-
vides a favorable environment for neuronal differentiation, EB
cells at a stage where they are not committed to become
neural cells were transplanted. Most transplantation studies
have used differentiated neurons or NPCs [8, 9], limiting the
evaluation of microenvironment influence on cell differentia-
tion. EB cells to be transplanted expressed more than 30-fold
higher levels of the epiblast marker Fgf5 in comparison with
undifferentiated ESC (Fig. 1A). The majority (at least 70%; Sup-
porting Information Fig. S3) of these EBs were not cavitated
and composed of epiblastic cells, as indicated by the coex-
pression of Oct4 and Fgf5 (Fig. 1C). Importantly, we detected
very low expression levels of neural marker genes in EBs as in
ESCs (Fig. 1B), but expression of Zfhx1b, which has been asso-
ciated with a preneuralization stage [21], increased up to 20-
fold in EBs in comparison with ESC (Fig. 1A). Nonetheless,
cells of EBs at this stage can differentiate into cell lineages of
the three germ layers, and when cultured (within floating
EBs) in a neural medium without growth factors did not dif-
ferentiate into neural cells ([11, 18] and data not shown).
Dissociated EB cells were transplanted adjacent to the
known neurogenic area covering the anterior region of the LV
and the proximal RMS (Fig. 1D). EB-derived cells were able to
survive and initiate neural differentiation at the anterior LV
(data not shown) as well as near the RMS with similar effi-
ciency. In the latter region, the graft covered an area comprised
between the RMS and the cortex (hereinafter referred as RMS-
Ctx area), and the fate of the transplanted cells was analyzed in
more detail. Very few and small group of cells throughout the
graft at 6 days post-transplantation (dpt) were detected positive
for the mitotic marker phospho-Histone-H3 (pHH3) (Fig. 1E;
Supporting Information Fig. S4) and the pluripotency marker
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Oct4 (Fig. 1H), which number rapidly decreased at a later time
(Fig. 1E-1J; Supporting Information Fig. S4). These data indicate
that, at least from 15 dpt, the majority of implanted EB-derived
cells have reached the postmitotic stage and lost pluripotency,
supporting that transplanted cells are undergoing differentiation
and are not prompt to initiate tumorigenesis. Abundant cell
death occurred at early stages (i.e., up to 3 dpt) around the
graft and, then, only scattered apoptotic cells were found; inter-
estingly, most dying cells detected were associated with the
host (Supporting Information Fig. S2).

At 6 dpt, most EB-derived cells were aggregated and
showed round shape morphology (green cells in Fig. 1E, 1H,
1K-1M). At this early stage, a significant graft survival was
observed (Supporting Information Fig. S1, S2) and a consistent
(six out of six successful transplantation events) high propor-
tion of implanted cells became NPCs as indicated by the num-
ber of Sox1+ cells (an estimate of at least 50%, n = 6) (Fig.
1K), but few cells were positive for Doublecortin (DCX), a
marker of neuroblasts and immature neurons (Fig. 1L, 1M).
Initial interactions with the host environment were indicated
by some patchy areas of cells, mostly positive for DCX, with
leading processes on the border of the graft (Fig. 1M).

By 15 dpt, surviving implanted cells were observed
throughout the graft with a more even distribution and differ-
entiated morphology (Fig. 2). Apparently, the proportion of
Sox1+ NPCs was reduced (26.56 * 5.22% of grafted cells, n =
6; Fig. 2A, 21), whereas the number of cells immunoreactive for
DCX markedly increased (59.55 * 12.22% of grafted cells, n =
6; Fig. 2B, 2I). Notably, many implanted cells already reached
neuronal maturity as demonstrated by their NeuN nucleus
staining (33.98 * 4.89% of grafted cells, n = 6; Fig. 2C, 2l).
These data indicate that 15 dpt was sufficient for most of the
surviving EB-derived cells to get committed into the neural
phenotype within the postnatal brain environment, although
many cells were still in transition to become terminal differenti-
ated neurons. We also noted that many GFP—/DCX+ cells
intermingled throughout the graft at 15 dpt (Fig. 2J); the origin
of these GFP—/DCX+ cells needs further investigation. Only
occasionally, DCX+/GFP+ cells acquiring a similar shape and
chain migration alignment of endogenous neuroblasts migrating
toward the olfactory bulb (OB) were observed (Fig. 2K).

At 21 dpt, the majority of the EB-derived cells displayed
leading processes, in contrast with the characteristic spheri-
cal shape of cells at the initial post-transplant phases. Con-
comitantly, the number of Soxl1+ (25.76 * 5.94%, n = 6;
Fig. 2E) and DCX+ (52.82 * 11.85%, n = 6; Fig. 2F) cells
remained within a similar proportion compared to that
determined a week earlier, but an increase in NeuN+
grafted cells (44.73 = 9.98%, n = 6; Fig. 2G) was detected.
Importantly, while at 15 dpt scarce grafted cells displayed
the glial phenotype indicated by the expression of the glial
fibrillary acidic protein (GFAP; Fig. 2D), the number of these
cells clearly increased (12.48 *= 11.42%, n = 6; Fig. 2H) at
21 dpt. The number of cells with the neuronal differentiation
markers, DCX and NeuN, at both time points analyzed
appeared relatively consistent throughout the graft (Fig. 2).
Since Sox1 and NeuN are nonoverlapping markers, it is esti-
mated that at least 70% of EB-derived cells have acquired a
neural phenotype; among those, most cells are undergoing
neuronal differentiation. All these data together suggest that
the RMS-Ctx area of the postnatal brain is permissive and
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Figure 1. Early neural differentiation of EB cells in a neurogenic region of the postnatal rat brain. (A, B): Expression levels of pluripo-
tency, epiblast, preneuralization and neural genes in EB cells and embryonic stem cells (ESCs) (R1B5) before transplantation relative to
the expression of the constitutive gene Gapdh (“0”); in some cases, the expression levels in E10.5 ventral midbrain (E10.5 vMb) were
determined (nd, not determined), although it should be noted that the expression of neuronal genes (i.e., 8-llI-Tubulin, Map2) was low
because neurogenesis is just starting at this developmental stage. (C): Immunolocalization of Oct4 and Fgf5 in cells of EBs that were
present in the highest proportion of the ones commonly collected for transplantation (see also Supporting Information Fig. S3). (D):
Schematic representation of the procedure used in the present work; EB cells before neuralization were dissociated and implanted into
the proximal RMS (RMS-Ctx), the Str, and the SNpc. (E-=G): Mitotic activity of grafted EB cells (indicated by phosphorylated histone 3;
pHH3) at 6, 15, and 21 dpt. (H-J): Detection of the pluripotency marker Oct4 at 6, 15, and 21 dpt. Proliferating cells and Oct4 expres-
sion were detected at 6 dpt but not at 21 dpt. (K-M): Confocal micrographs of sections containing implanted EB-derived cells (GFP+)
at 6 dpt immunostained for Sox1 or DCX (some positive cells pointed by arrows in (K) and (M), respectively); arrowheads point to
GFP+ cells lacking Sox1 expression (K) and some exhibiting cellular outgrowths (M). Aggregates of GFP+ cells (arrows) adjacent to
DCX+ cells in the RMS site of transplantation are shown (L). Asterisk indicates an undifferentiated cell aggregation. Together, these data
indicate that EB cells were grafted before neuralization and, therefore, neuronal differentiation was achieved progressively in the graft-
brain microenvironment. Scale bars: (C, E-J, K, M), 20 um; (L), 100 um. Abbreviations: DCX, doublecortin; EB, embryoid body; GFP, green
fluorescent protein; RMS, rostral migratory cortex; RMS-Ctx, area between RMS and cortex; SNpc, substantia nigra pars compacta; Str,
striatum.

possibly instructive for neuronal and glial differentiation,
although neuronal appears to be the favored fate.

were particularly interested in the neuronal fates typical of
neuroblasts of the SVZ/RMS, which provide most of the peri-
glomerular neurons (PGN) forming the glomerular layer of the

Interneuronal Fate of EB Cells Transplanted to the OB [22]. The major phenotype found in PGN cells is the

RMS-Ctx

Around 50% of grafted cells reached the neuronal fate 3 weeks
after transplantation; thus, we decided to analyze whether
these EB-derived neurons showed any specific phenotype. We
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GABAergic, which can be detected by the presence of the
GABA synthesizing enzyme GAD67. Moreover, distinct GABAer-
gic interneuronal subpopulations differentially express tyrosine
hydroxylase (TH), a marker of dopaminergic neurons, and two
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Progressive expression of neuronal differentiation markers in grafted embryoid body (EB)-cells within the RMS-Ctx postnatal

region. Neural fate of grafted cells into the RMS-Ctx area was analyzed at 15 and 21 dpt. (A, E): Many EB cells still exhibited neural pro-
genitor identity as indicated by the expression of Sox1, although by 21 dpt, Sox+ cells appeared more disperse. (B, F): A high propor-
tion of grafted cells stained against DCX, indicating differentiation into neuroblasts/immature neurons. (C, G): Differentiation of EB cells
into mature neurons, as indicated by the presence of NeuN, was evident since 15 dpt with a mild increase by 21 dpt. (D, H): Few
grafted EB cells acquired the astroglial phenotype (GFAP+) mainly detected at 21 dpt. (I): Quantification of grafted GFP+ cells express-
ing the neural differentiation marker indicated at 15 and 21 dpt; error bars represent SD. (J): Some DCX+/GFP cells were found inter-
mingled within the graft. (K): Occasionally, some neuroblasts derived from the transplanted cells integrate within the RMS. Squares
depict the area of higher magnification. Arrowheads point to positive cells. Scale bars = (A-H) 20 um; (J, K) 50 pm. Abbreviations: DCX,
doublecortin; GFP, green fluorescent protein; GFAP, glial fibrillary acidic protein; RMS, rostrla migratory stream; RMS-Ctx, area comprised

between the rostral migratory stream and the cortex.

calcium-binding proteins, calretinin (Calr) and calbindin (Calb)
[23]. Three-weeks after transplantation, 33.71% * 10.61% of
cells were GAD67+ (n = 6; Fig. 3A, 3F). Among the implanted
cells, 11.41% = 4.99% and 14.06% *= 5.89% were TH+ and
Calr+, respectively (n = 6; Fig. 3B, 3D, 3F), whereas Calb+ cells
were consistently detected throughout the graft but in a low
proportion (Fig. 3E). In addition, 12.48% * 5.8% of differentiated
EB cells were 5HT+ serotonergic neurons (n = 6; Fig. 3C, 3F).
The groups of GABAergic cells or any other analyzed phenotype
appeared distributed throughout the transplant and were not
confined to a particular region (e.g., close or far from the RMS).
Therefore, although some neurons (near 40%—60%) derived from
the transplanted EB cells shared markers with those generated
during postnatal neurogenesis in the RMS pathway, the terminal
phenotypes that can arise appeared to be wider.

The differentiation into specific neuron types is deter-
mined by transcription factors that specify NSCs into particu-
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lar lineages. In order to distinguish among the large diversity
of interneuron subtypes existing in the adult brain, we esti-
mated their putative linage identity by detecting markers
before terminal differentiation, particularly those present in
precursors of OB subtypes. Pax6 in cooperation with DIx2
specify the dopaminergic identity of PGN in the adult OB
[22, 24]; during differentiation, the majority of DCX+ neuro-
blasts of the PGN lineage express DIx2+. A substantial pro-
portion of transplanted cells were detected with the PanDIx
antibody [25] at 6 dpt (Fig. 4A), but afterward, grafted cells
were rarely positive for any DIx protein (n = 6; Fig. 4B, 4C).
On the other hand, transplanted cells occasionally expressed
Pax6 since early stages of EB cell differentiation (n=6; Fig.
4D—-4F). We analyzed also the expression of Trbl, a T-box
transcriptional factor found in GAD67— and DIx— postmi-
totic neuroblasts of the proximal RMS that derive into OB
glutamatergic neurons [24]. The scarce number of Thrl+
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Neuronal subtypes derived from transplanted embryoid body cells in the postnatal area comprised between the rostral

migratory stream and the cortex region. Neuronal subtypes were determined at 21 dpt. Many grafted cells contained GAD67 (A), indica-
tive of GABAergic identity, whereas fewer had the catecholaminergic marker TH (B), or the serotoninergic marker 5-HT (C). Also, a dis-
crete percentage of GFP+ cells were positive against the calcium-binding proteins calretinin (D) and calbindin (E). (F): Quantification of
grafted cells expressing the neuronal phenotype marker indicated; error bars represent SD. Squares depict the area of higher magnifica-
tion. Arrowheads point to positive cells. Scale bars = 50 um. Abbreviations: Calr, calretinin; Calb, calbindin; GFP, green fluorescent pro-

tein; TH, tyrosine hydroxylase.

cells observed indicates that grafted cells did not acquire the
glutamatergic neuron identity (data not shown). Therefore,
apparently, most EB-derived cells acquire an interneuronal
GABAergic phenotype that is not specific of the RMS-OB sys-
tem, suggesting that the RMS-Ctx area encloses neurogenic
cues but lacks signals favoring EB cell specification within a
particular lineage.

Neuronal Differentiation of EB Cells in a Non-
Neurogenic Region of the Postnatal Brain

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

Given that neurogenic conditions might be associated with
juvenile brains, we were prompted to determine whether EB
cells are also able to detect microenvironments permissive for
neuronal differentiation in the adult rat brain. We used MCAO
lesion model to assess whether EB cells can sense the transi-
tion of the striatum, from the poor neurogenic condition
observed in the undamaged brain (Fig. 5), to a potentially neu-
rogenic condition after injury [4, 5]. Interestingly, transplanta-
tion at the subacute phase of injury (8 days after the MCAQ)
gave rise to a proportion of grafted EB cells with Sox1 or DCX
neural markers. At 15 dpt, although fewer than in brains of
rats at the early postnatal age tested, the proportion of Sox1+
cells reached 39% * 4.6% (n = 3; Fig. 6A, 6E, 6l), whereas
that of DCX+ cells increased up to 45% + 5.23% (n = 3; Fig.
6B, 6l); the latter contrast with the 3.9% = 0.36% observed in
the nondamaged striatum (n = 3; Fig. 6F 6l). NeuN was
detected in 12% *+ 6.1% of grafted cells at 15 dpt (n = 3; Fig.
6C, 6l), whereas in the intact striatum very few NeuN+ cells
were found (Fig. 6G). Additionally, EB-derived GFAP+ cells in
the injured striatum were detected in a similar proportion
(1%—3%) when compared to grafts in the intact striatum (Fig.
5D, 5H). Therefore, it appears that injury promotes the onset
of a condition that favors neurogenesis and EB cells can detect
this transition. Noteworthy, in the normal or damaged-adult
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Figure 4. Specification markers of rostral migratory stream
(RMS) neuronal lineages in grafted embryoid body (EB)-derived
cells. At 6 dpt, many grafted cells expressed at least one member
of the DIx transcription factor family as determined with the
PanDIx antibody (A); however, progressively (6-21 dpt), fewer
cells retained the expression of these transcription factors (B, C).
In addition, very few EB-derived cells expressed Pax6 at any time
point analyzed (D-F), in agreement with their poor periglomeru-
lar dopaminergic differentiation. Except for PanDIx+ cells shown
in (A), the positive cells for PanDIx and Pax6 antigens shown in
other panels (B—F) are among the rare cases found. Arrows point
to positive stained cells. Scale bars = 10 um. Abbreviations: GFP,
green fluorescent protein; RMS-Ctx, area comprised between the
rostral migratory stream and the cortex.

striatum no GAD67+ cells were detected, suggesting that dif-
ferentiation into this phenotype might be regulated/facilitated
by the RMS-Ctx microenvironment.

Differentiation of EB Cells in the Adult SNpc

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

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

Neuralization and Neurogenesis of Naive Stem Cells

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

Neuronal differentiation in our postnatal conditions was a
progressive process. Our data suggest that cell proliferation is
not required for EB cell differentiation, but selective cell sur-
vival shortly after transplantation could contribute to the high
neuralization efficiency. However, our previous transplant-
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Neural phenotype of embryoid body (EB)-derived cells in the postnatal striatum. The presence of neural markers was deter-

mined at 15 and 21 dpt in discrete areas of the graft. In general, the proportion of grafted cells with the neural markers analyzed in dif-
ferent rat brains was more consistent at 15 dpt than at 21 dpt (see Supporting Information Table 3). At 15 dpt, a significant number of
Sox1+ (A) and DCX+ (B) cells were determined that contrast with the rare detection of NeuN+ cells (C) and relatively abundant, in
comparison with grafts in the area comprised between the rostral migratory stream and the cortex region, GFAP+ cells (D). Patchy dis-
tribution of neural markers within the graft was common at 21 dpt (E-H), with an apparent increase in NeuN+ (G) and GFAP+ (H)
cells. Arrows point to positive cells. Scale bars = 50 pm. Abbreviations: DCX, doublecortin; GFP, green fluorescent protein.

explant experiments rather favor efficient responsiveness to
neuralizing factors of competent EB cells [18]. The emergence
of neural markers in transplanted cells suggests differentiation
from neurally uncommitted ectodermal cells (Oct4+/Fgf5+)
up to becoming mature neurons (NeuN+). Only few putative
astrocytes (GFAP+ cells) were detected, thus, neuronal differ-
entiation is the preferred fate of EB cells under the influence
of neurogenic areas of the postnatal brain.

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

Non-Site-Specific Neuronal Differentiation of
Transplanted EB cells

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

Neuronal Differentiation in Non-Neurogenic Areas of
the Adult Brain

Presently, there is no doubt that the adult brain can produce
neurons de novo, but the limits of this capacity are not defined
yet. The postnatal age or environmental/physiological condi-
tions could influence the neurogenic capacity of certain brain
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Figure 6. Differentiation of embryoid body (EB) cells in the injured adult striatum. The presence of neural markers was determined at 15
dpt in intact (control) or injured (MCAO model) striatum. Higher proportion (see text) of grafted cells were Sox1+, DCX+, and NeuN+ in
the injured (A-C) than in the control (E-G) striatum indicating neuronal differentiation induction upon stroke. Interestingly, astrocytic differen-
tiation was not stimulated by injury as indicated by the lack of GFAP marker in grafted cells (D, H). (I): Quantification of grafted cells express-
ing the neural phenotype marker indicated; error bars represent SD (¥, p < .05). Arrows point to positive cells. Scale bars = 20 pum.
Abbreviations: DCX, doublecortin; GFP, green fluorescent protein; GFAP, glial fibrillary acidic protein; MCAO, middle cerebral artery occlusion.

areas. In addition, it remains to be determined the repair
capacity of the brain upon damage. In the postnatal striatum,
the low number of neuroblasts (DCX+) disposed in some
patches throughout the graft correlates with the few neurons
(NeuN+) found, which considerably differs from the propor-
tions of these cells determined in the RMS-Ctx region. Concur-
rently, a relatively high level of EB-derived GFAP+ cells was
determined from the earliest post-transplant stage, and the
progressive increase observed in these putative astrocytes was
exclusive for this postnatal zone. Together, these results suggest
that the postnatal striatum promotes astrocytic differentiation
of EB cells, probably at the expense of neuronal differentiation.

In contrast with the striatum of a young brain, very few cells
expressing neural markers were found in the adult striatum, indi-
cating that conditions are not appropriate for neural differentia-
tion. Interestingly, this differentiation pattern was drastically
reversed after the MCAO treatment and now EB cells gave rise
to some GFAP+ cells and many NeuN+ neurons, among which,
few were TH+. These data suggest that, at least in the striatum,

www.StemCells.com

an ischemic damage generates an environment that promotes
neuronal differentiation of EB cells and probably, also, of endoge-
nous NPCs attracted to the injured region. Our results differ from
those previously reported showing that EB cells transplanted to
normal [16] or Parkinson’s Disease (PD) damaged striatum [17]
of immunosuppressed rats spontaneously differentiate into dopa-
minergic and serotonergic neurons. The results shown here were
in the absence of immunosuppressants and, consequently, our
transplantation experiments required more cells than in those
reports. It is apparent that, under our conditions, resident factors
in the adult brain influenced the final differentiation outcome,
though we cannot discard the participation of factors from trans-
planted EB cells. Therefore, our data suggest that EB cells can
sense environmental changes after a brain injury, which improves
the capacity to promote neurogenesis.

The ability of EB cells to differentiate into mature neurons
in the intact SNpc was unexpected and intriguing. In vivo neu-
rogenesis is controversial in this brain structure [26, 27]. In
those studies that support neurogenesis in the SNpc, very few
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Figure 7. Neuronal differentiation of embryoid body (EB) cells in the adult SNpc. EB cells were transplanted to the SNpc of adult rat
brain, and the presence of neural markers was determined at 6, 15, and 30 dpt. At 6 dpt, few EB-derived cells expressed Sox1 (A)
although already clusters of DCX+ cells were found (B). NeuN+ cells were not detected (C) and glial differentiation was not noticed
(D). Induction of neurogenesis was evident at 15 dpt, stage at which many grafted cells were positive for Sox1l (E) and a marked
increase in DCX+ cells was observed (F). Supporting a strong neurogenic activity in the SNpc, few NeuN+ cells were detected at 15 dpt
(G), but a significant proportion of cells had the neuronal marker at 30 dpt (L) whereas glial differentiation remained absent (H). Neu-
rons expressing calretinin were found (I) but none expressed GAD67 (J) or tyrosine hydroxylase (K). (M): Quantification of grafted cells
expressing the neuronal marker indicated at different dpt; error bars represent SD (p < .001). No NeuN+ cell was found at 6 dpt (“0”)
and the number of those few found at 15 was not determined (nd). Arrows point to positive cells. Scale bars = 20 um. Abbreviations:
DCX, doublecortin; GFP, green fluorescent protein; SNpc, substantia nigra pars compacta.
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new neurons appears to be produced in both normal and PD
brains, although putative NSCs after culture are able to differ-
entiate into neuron-like cells in the hippocampus but not in
the SNpc. Our results support that the SNpc holds a “silent”
neurogenic niche, although remains to be conclusively deter-
mined whether NPCs exist and the conditions at which are
activated to produce new neurons.

CONCLUSION

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