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RESUMEN

La sefial de Notch es una via reconocida por sus funciones en la neurogénesis. Sin
embargo, se conoce muy poco acerca del papel de la sefalizacion de Notch en la
diferenciacién neural de tipos especificos. Utilizando una ratén nulo en DIIA,
encontramos que la senal de Notch no tiene funciones en la especificacién de
células precursoras neurales dopaminérgicas del mesencéfalo, pero juega un papel
muy importante en regular su expansion y diferenciacion a neuronas. La
diferenciacion neuronal prematura fue observada en mesencéfalos de ratones nulos
en DII1 y en cultivos de explantes, después de un tratamiento con DAPT, un
inhibidor de la senal de Notch. La sincronizacion entre la neurogénesis y la
diferenciacion dopaminérgica fue indicada por la coincidente emergencia de
marcadores neuronales y dopaminérgicos. En la diferenciacion temprana, disminuir
la sefial de Notch provocd una reduccién en las CPNs y un incremento de neuronas
dopaminérgicas en asociacion con cambios dinamicos en la proporcion de CPN
dopaminérgicos, secuencialmente unidos (Msx1/2+, Ngn2+, Nurr1+). Esos efectos
en la diferenciacidén provocaron una reduccion significativa en el numero de
neuronas dopaminérgicas producidas. En los ratones adultos con Ila
haploinsuficiencia de DII1, comparados con sus companeros control, se observo
una reduccioén consistente en la densidad neuronal que fue particularmente evidente

en la sustancia nigra pars compacta.
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ABSTRACT

Notch signalling is a well-established pathway that regulates neurogenesis.
However, little is know about the role of Notch signalling in specific neuronal
differentiation. Using DII1 null mice, we found that Notch signalling has no function
in the specification of mesencephalic dopaminergic neural precursor cells (NPCs),
but plays an important role in regulating their expansion and differentiation into
neurons. Premature neuronal differentiation was observed in mesencephalons of
Dll1-deficient mice or after treatment with a Notch signalling inhibitor. Coupling
between neurogenesis and dopaminergic differentiation was indicated from the
coincident emergence of neuronal and dopaminergic markers. Early in differentiation
caused a significant reduction in the number of dopaminergic neurons produced.
Accordingly, DII1 haploinsufficient adult mice, in comparison with their wild-type
littermates, have a consistent reduction in neuronal density that was particularly

evident in the substance nigra pars compacta.
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l.- INTRODUCCION
a.- Neurulaciéon y compartamentalizacion del Sistema Nervioso Central

El Sistema Nervioso Central (SNC) surge del epiblasto dorsal (capa externa de la
blastula que forma el ectodermo después de la gastrulacion) de la gastrula de vertebra-
dos. La primera respuesta morfoldgica obvia del embrion frente a la induccién neural
es la formacion del ectodermo dorsal, que queda por encima del proceso notocordal en
una placa alargada de células epiteliales engrosadas denominada placa neural (Smith
y Schoenwolf, 1997; Cearns, M.D et al., 2016). Subsecuentemente, la placa neural se
cierra y forma el tubo neural. Especificamente en raton, el cierre del tubo neural ocurre
en un proceso de varios pasos, creando tres neuroporos (regiones abiertas del tubo
neural): los neuroporos anterior y posterior en la regién craneal y el neuroporo posterior
en la region baja de la columna vertebral (Nikolopoulou et al., 2017). Una serie de
vesiculas se desarrollan en el extremo de este tubo, indicando el establecimiento de un
patron neural a lo largo del eje antero-posterior (A-P) (Puelles, 2001; Wurst y Bally-Cuif,
2001; Kiecker y Lumsden, 2005): el prosencéfalo o cerebro anterior, compuesto por el
telencéfalo y el diencéfalo; el mesencéfalo o cerebro medio y el romboencéfalo o

cerebro posterior, compuesto por el metencéfalo y romboencéfalo (Fig. 1).

Figura 1. Organizacién antero-posterior del
tubo neural.

Vista lateral del tubo neural donde se muestran
las estructuras principales organizadas en 5
vesiculas. De anterior a posterior se observa el
Telencéfalo, el Diencéfalo, el Mesencéfalo (Ms),
el Metencéfalo (Mt) y el Romboencéfalo (com-
puesto por los rombémeros r2-r5). La constric-
cién en la frontera del Mesencéfalo y el Meten-
céfalo se conoce también como Organizador del
Istmo. La presencia de morfégenos como Shh,
Fof8 y Fgf4 determinan la posicion de diversos
ndcleos neuronales especializados. En el
Mesencéfalo ventral, las neuronas dopaminér-
gicas se inducen por la presencia de Shhy Fgf8.
Estas mismas sefales en combinacién con Fgf4
inducen las neuronas serotoninérgicas (5'HT
neuronas) en el Metencéfalo. Modificado de
Wallen vy Perlman, 2003.

12



Simultaneamente, el tubo neural es compartamentalizado a lo largo del eje dorso-
ventral (D-V) bajo la influencia de tejido meso-endodermal subyacente, asi como
por el efecto de estructuras ectodermales no-neurales. El surco limitante dentro del
conducto central divide la médula en una placa alar dorsal y una placa basal ventral
a cada lado de dicho conducto (Fig. 2). Las placas alares derecha e izquierda
poseen una conexion dorsal por encima del conducto central mediante una delgada
Placa del Techo (PT), mientras que las dos placas basales estan unidas a nivel
ventral a través de la Placa del Piso (PP) (Puelles, 2001; Wurst y Bally-Cuif, 2005).
Como resultado de esos eventos de establecimientos de patrones, la identidad
posicional se asemeja a una red en tres dimensiones que se establece en el eje
neural embridnico. En otras palabras, diversas neuronas de identidad especifica

podrian ser producidas dentro de esos diferentes territorios.

Figura 2. Corte transversal del tubo neural en desarrollo.

Principales regiones del tubo neural. Las capas de células mas cercanas al lumen del tubo neural
permanecen epiteliales y es llamada la zona ventricular, la cual contiene células mitoticas, las
cuales conforme se van diferenciando, van alcanzando la zona manto. En la parte ventral se
encuentra la PP, la cual actGa como un centro de sefializacién. En la parte dorsal se encuentra
la PT, la cual conecta dorsalmente la placa alar izquierda y derecha. Modificado de Carlson, 2014.
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Al empezar la diferenciacién celular en el tubo neural, el neuroepitelio se engrosa y
parece estratificado. La capa celular mas préxima a la luz del tubo neural (conducto
central) sigue siendo epitelial y se denomina zona ventricular (ZV). Esta capa, que
todavia contiene células mitéticas, se acaba convirtiendo en el epéndimo, un epitelio
cilindrico que reviste el sistema ventricular y el conducto central del SNC. Mas alla de
la ZV se encuentra la zona intermedia (ZI) en la que se hallan los cuerpos celulares
de los neuroblastos postmitéticos en diferenciacion. Conforme estos elementos
siguen generando prolongaciones axdnicas y dendriticas, todas ellas forman una
zona marginal periférica o zona manto (ZM) que contiene prolongaciones neuronales

pero no somas celulares (Fig. 2).
b.- Generacion de neuronas dopaminérgicas

En el cerebro en desarrollo, los progenitores dopaminérgicos mesencefalicos
estan localizados dentro del area del tubo neural que dara lugar al mesencéfalo y

al diencéfalo.

El periodo de desarrollo de los progenitores dopaminérgicos mesencefalicos puede

ser dividido en cuatro estados.

1. Se establece un dominio de los progenitores en la superficie ventral
ventricular mesencefalica. Son células con propiedades de auto-renovaciéon
y con capacidad de formar multiples tipos celulares, surgen en el dia
embrionario 7.5 (E7.5) post-implantacion.

2. Estas células son especificadas a un destino celular de precursores
neuronales dopaminérgicos; y muchos marcadores moleculares se asocian
a esta poblacion.

3. Los precursores dopaminérgicos salen del ciclo celular y comienzan a mostrar
marcadores tempranos de neuronas dopaminérgicas del cerebro medio.

4. Finalmente, las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas (mDA) maduran
funcionalmente, expresan marcadores de neuronas maduras mesencefalicas

y establecen su apropiada conectividad.
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i.- Establecimiento del domino de progenitores dopaminérgicos mesencefalicos

Los primeros pasos claves en la generaciéon de neuronas mDA depende de un
apropiado patron de expresion de genes a lo largo de los ejes A-P y D-V, los cuales
son regulados por sefales que surgen de dos estructuras claves en el embrion
temprano: la PP (Placzek y Briscoe, 2005) y el organizador del Istmo (IstO)
(Alexandre and Wassef, 2005; Nakamura y Watanabe, 2005; Dworkin y Jane, 2013).

El IstO es un unico centro de sefalizacion que separa el cerebro medio del cerebro
posterior (Fig. 3) y es necesario para el desarrollo de esas dos regiones del
cerebro (Nakamura y Watanabe, 2005). El correcto posicionamiento del IstO en el
limite cerebro medio-posterior depende de la represion mutua de dos factores de
transcripcion homeodominios: Otx2 y Gbx2 (Fig. 3). Otx2 se expresa en el cerebro
anterior y cerebro medio del tubo neural anterior en desarrollo (Millet et al., 1999;
Acampora et al., 2005), mientras que Gbx2 se expresa mas posteriormente en el
cerebro posterior anterior (Millet et al., 1999). La expresiéon de Gbx2 en el borde
posterior limita la expresion de Otx2, el cual crea el limite entre el cerebro medio
y el posterior (Millet et al., 1999). La falta de Otx2 en el cerebro medio, disminuye
el numero de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas ventrales (Omodei et al.,
2008) demostrando la importancia critica del posicionamiento del IstO para la
generacion normal de las neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo ventral. El
factor de crecimiento de fibroblastos 8 (FGF8), es un factor difusible secretado por
el IstO a partir del E8 hasta E12.5 en el limite cerebro medio-posterior del ratén
(Crossley y Martin, 1995). Aunque Otx2 y Gbx2 son criticos para la posicion
correcta del IstO, ellos no son requeridos para la expresién de FGF8, o para la
induccion de otros genes implicados en el IstO; sin embargo son especiales para
el correcto posicionamiento de los dominios de expresion de esos genes (Martinez
et al., 1999).

Un segundo grupo de factores de transcripcién también son expresados en el IstO,
los cuales incluyen el gen Pax2 (Urbanek et al., 1997), el factor homeodominio-lim
Lmx1b (Smidt et al., 2000), la glicoproteina secretada Wnt1 (Crossley y Martin,
1995; Adams et al., 2000) y Engrailed-1 (Simon et al., 2004). De éstos, Pax2 se
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requiere para la induccion de la expresion de FGF8 por el Istmo, mientras que Wnt1
y En1 cooperan funcionalmente con Otx2 y Gbx2 para definir la posicion del dominio

de expresion de FGF8 en el Istmo (Ye et al., 2001).

Después de la induccidon y posicionamiento de la expresion de FGF8, los genes
Engrailed-2 (En2) y Pax5 comienzan a ser expresados en el limite del cerebro
medio-posterior, estos genes son criticos en la especificacion regional del
mesencéfalo ventral. Los ratones nulos para Otx2 (Puelles et al., 2003; Omodei et
al., 2008), Pax2 y Pax5 (Schwarz et al., 1997), En1 y En2 (Liu y Joyner, 2001; Simon
et al., 2001) o Lmx1b (Smidt et al., 2000), muestran defectos en el mesencéfalo
ventral, incluyendo la pérdida parcial o total de neuronas dopaminérgicas

mesencefalicas ventrales.

Figura 3. Determinantes
moleculares del mesen-
céfalo.

Vista lateral del tubo
neural. La frontera pos-
terior del mesencéfalo
(Ms) la establece el limi-
te de expresion de Otx2.

La represion reciproca
entre Otx2 y Gbx2 esta-
blece la posicién del
Istmo, el cual produce
Fgf8. Shh es una molé-
cula que se produce en
la linea media ventral del
mesencéfalo y actda en
la formacion de la PP,
junto con Nodal, miem-
bro de la familia de los
TGFpB. Shh especifica
diversas poblaciones
neuronales ventrales por
ejemplo las DA (azul)
dependiendo de su
concentracion local.
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El otro centro de senalizacion es la PP en el tubo neural ventral, y es inducido por
Shh. Shh es secretado primero por la notocorda (una estructura mesodermal la cual
yace debajo de la placa neural) y después por la misma PP. La induccion del
fenotipo mDA es dependiente de la interaccién de Shh, secretada por la PP y FGF8,

secretado por el IstO (Ye et al., 1998).

Recientemente se identificd la identidad precisa de los precursores neurales mDA,
cuando un estudio mostré que las células de la PP en el mesencéfalo ventral murino
son neurogénicas y, subsecuentemente, forman neuronas mDA (Ono et al., 2007;
Bonilla et al., 2008; Nouri y Awatramani, 2017), a diferencia de la PP de regiones mas
caudales que no son neurogénicas. Experimentos de mapa de destino indican que
las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas se originan de progenitores
clasificados para el marcador de la placa del piso CORIN (Ono et al., 2007), o
expresan marcadores de glia radial Glast/Slc1a (glial high affinity glutamate
transporter) (Bonilla et al., 2008). Esto mostré que células tipo glia radial de la PP
mesencefalica, a diferencia de otras regiones del cerebro, pueden sufrir neurogénesis
y son progenitores dopaminérgicos mesencefalicos. Adicionalmente factores de
transcripcion involucrados en la generacion de neuronas dopaminérgicas como

Lmx1a, Lmx1b, Foxa2, Otx2, estan presentes en la PP del mesencéfalo.

Una vez que se ha establecido el patron correcto de la regidn del mesencéfalo
ventral, comienza la expresién de una serie de genes (Mesman et al., 2018) que
establecen la identidad de los precursores neurales dopaminérgicos mesencefalicos

ventrales, que finalmente genera neuronas mDA (Fig. 4).
ii.- La especificacion molecular del linaje dopaminérgico mesencefalico

La neurogénesis dopaminérgica mesencefalica tiene lugar en la ZV de la PP
mesencefalica cuando los progenitores dopaminérgicos se dividen para generar
células postmitéticas, las cuales expresan el receptor nuclear Nurr1. Estas células
migran a través de la ZI mientras se diferencian y comienzan a ser neuronas

dopaminérgicas que expresan Tirosina hidroxilasa (Th) y alcanzan la ZM.
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El primer signo del fenotipo mDA es la expresién de dos determinantes del linaje
dopaminérgico: el factor homeodominio-lim Lmx1a y el factor de transcripcion
homeodominio Msx1 a E9 en el ratdn (Alavian et al., 2008). Shh induce la expresion
de Lmx1a, el cual después induce la expresion de su efector rio abajo Msx1
(Andersson et al., 2006b). Msx1 contribuye a la neurogénesis mDA induciendo la
expresion del gen proneural, neurogenina 2 (Ngn2), y asi induce diferenciacion
neuronal. La expresion de Ngn2 en los precursores mesencefalicos parece estar
bajo el control de la expresion de Otx2, ya que la mutante condicional de Otx2 en
ratdbn muestra la pérdida de expresién de Ngn2 en los precursores mDA (Vernay et
al., 2005). Otx2 controla el destino de los progenitores mesencefalicos mediante la
represion de Nkx2.2 y el mantenimiento de la expresion de Nkx6.1 (Puelles et al.,
2004), dos factores transcripcionales involucrados en delimitar el dominio mDA.
Similar a Lmx1a, la proteina Lmx1b también ha mostrado promover neurogénesis
mDA (Deng et al., 2011; Yan et al., 2011). Lmx1a y Lmx1b son co-expresados en
precursores mDA y también han mostrado influir en los pasos iniciales de la
especificacion de precursores mDA (Andersson et al., 2006b). Shh derivado de la
PP ha mostrado un papel clave en la induccién del fenotipo mDA modulando la
expresion del regulador transcripcional FoxA2, un marcador de la PP. Esta
induccion de FoxA2 por Shh se ha propuesto que funciona cooperativamente con
Lmx1ay Lmx1b en la generacién de neuronas mDA derivadas de precursores de la

PP mesencefalicos (Nakatani et al., 2010).

Wnt1 es una molécula que se expresa en el Istmo y en el mesencéfalo en desarrollo,
los ratones nulos en Wnt1 generan precursores mDA, pero no proliferan ni se
diferencian apropiadamente; y generan pocas neuronas que mueren poco después
de su génesis (Prakash et al., 2006). Se ha propuesto que la sefal de Shh se
requiere inicialmente para el establecimiento temprano del nicho de progenitores
mDA, pero después inhibe la proliferacion de los progenitores y la neurogénesis
mDA (Joksimovic et al., 2009). Estos estudios apuntan a un papel critico de las vias
Whnt/beta-catenina y Shh para determinar el potencial neurogénico de la PP a lo
largo del eje neural. En el mesencéfalo, Shh tiene un efecto bimodal, temprano en

el desarrollo, Shh puede ser un pre requisito para el establecimiento y/o expansion
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de los progenitores dopaminérgicos y mas tarde, Shh impide la neurogénesis
dopaminérgica. Sin embargo, la sefial Wnt/beta-catenina suprime los niveles de Shh
en la linea media, creando su propio medio para las tasas normales de proliferacion
y expresion de genes proneurales (Joksimovic et al., 2009). Nuevos datos han
mostrado que Lmx1a y Lmx1b funcionan cooperativamente para controlar la
proliferacion de células precursoras neurales mDA mediante la regulacion de la
expresion de Wnt1 (Yan et al., 2011). De esta forma, las dos vias regulatorias: Shh-
FoxA2 y Wnt1-Lmx1a, contribuyen al proceso de neurogénesis dopaminérgica
mesencefalica en las células de la PP mediante la induccion de la expresion de

diversos factores como FoxA2, Lmx1a/1b y Msx1 (Chung et al., 2009).
iii.- Diferenciacion en neuronas dopaminérgicas maduras

La induccion de la expresiéon de Th, la enzima limitante para la sintesis de dopamina,
ocurre después de la mitosis final de los precursores neurales mDA ventrales
mientras que son activos y migran a sus posiciones finales (Fig. 4) (Puelles y
Verney, 1998; Smidt y Burbach, 2007; Poulin et al., 2018). Este proceso de
migracion desde la zona ventricular de la PP hacia sus destinos, involucra dos
pasos: primero las neuronas mDA migran ventralmente a lo largo de procesos
gliales, los cuales proyectan a la superficie pial; segundo, una vez que alcanzan la
parte basal del mesencéfalo ventral, migran lateralmente a lo largo vy
tangencialmente a las fibras para formar tres grupos en el mesencéfalo (Prakash y
Wurst, 2006; Smidt y Burbach, 2007), los cuales representan cerca del 75% de
todas las neuronas presentes en el cerebro. Estos tres grupos son: el grupo A9 que
forma la sustancia nigra pars compacta (SNpc), cuyas neuronas proyectan al
estriado dorsal formando la Via Nigroestrial. Estas neuronas y sus proyecciones son
requeridas para el control del movimiento voluntario y la pérdida de estas neuronas
provoca la Enfermedad de Parkinson, la cual es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por el dafio de la funcion motora (Abeliovich y Hammond, 2007). Los
otros grupos de neuronas mDA, el A10 y A8 forman el area ventral tegmental (AVT)
y el campo retrorrubral (CRR), respectivamente, cuyas neuronas inervan el estriado

ventral y el cértex prefrontal via el sistema mesocorticolimbico, y estan involucradas
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en la regulacion de sentimientos de emocién y recompensa. La neurotransmision
alterada o defectuosa del sistema mesocorticolimbico mDA ha sido asociada con el
desarrollo de esquizofrenia, adiccion a drogas y depresion (Abeliovich y Hammond,
2007). Entre los distintos grupos de neuronas mDA existen diferencias tanto
anatémicas como de funcioén durante su ontogenia. Sin embargo todavia se conoce
poco de los mecanismos moleculares que regulan las diferencias fenotipicas y de
funcidn entre esas poblaciones neuronales. Dado el involucramiento de las
neuronas mDA A9 en la enfermedad de Parkinson, la mayoria de los estudios se

han enfocado a identificar las moléculas y mecanismos que regulan su desarrollo.

Figura 4. Desarrollo de neuronas dopaminérgicas mesencefélicas.

A) Linea de tiempo del desarrollo de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas. Los
progenitores dopaminérgicos son inducidos en la linea media ventral del cerebro medio.
Subsecuentemente, las neuronas diferencian, migran, forman proyecciones y establecen
contactos sinapticos con neuronas en sus areas blanco en el cerebro anterior. Neuronas de la SN:
verde obscuro, neuronas del AVT: verde claro, neuronas del RRF: turquesa. Vistas coronales
mostrando la localizacion de los progenitores y a las neuronas dopaminérgicas durante el
desarrollo. Note, que las neuronas de la SNpc son preferencialmente derivadas de los progenitores
mediales, las neuronas del AVT de progenitores laterales.

B) moléculas de sefializacion clave y factores de transcripcion involucrados en los diferentes pasos
del desarrollo de las neuronas dopaminérgicas desde progenitores a inmaduras y hasta neuronas
maduras. Foto tomada de Bodea y Blaess, 2015).

20



Muchos factores de transcripcién han sido identificados como esenciales para la
diferenciacioén y sobrevivencia a largo término de neuronas mDA ventrales, entre los
que se encuentran Lmx1b, Nurr1, Pitx3, En1 y En2 (Kouwenhoven et al., 2017).
Cada uno de estos factores, de manera individual, no es capaz de inducir un
fenotipo mDA completo, sugiriendo que funcionan como parte de una cascada de

senalizacion (Fig. 4B).
iv.- Migracion

Posterior a su generacion, las neuronas mDA ventrales sufren maduracién
funcional, la cual involucra guia axonal y sinaptogénesis. Los axones de las
neuronas mDA ventrales, las cuales surgen a E11.0 en raton, inicialmente proyectan
dorsalmente pero después se desvian ventro-rostralmente hacia el cerebro anterior
(Fig.4A), en respuesta a pistas extrinsecas en el cerebro medio dorsal y pistas

repulsivas en el tronco cerebral caudal (Poulin et al., 2018).

Figura 5. Neurogénesis embrio-
naria.

A) En etapas tempranas del desarrollo
del tubo neural, las Células
Precursoras Neurales (CPNs) en el
neuroepitelio mantienen contacto con
la superficie ventricular y pial (ejemplo
en azul), mientras proliferan por
divisiones simétricas o diferencian a
neuronas.

B) al engrosarse el neuroepitelio a
causa de la proliferacion de las CPNs,
se define la region ventricular (VZ) y la
region subventricular (SVZ) a lo largo
del eje radial del tubo neural. En esta
etapa, las CPNs mantienen contacto
con la superficie ventricular y pial al
diferenciar a glia radial (ejemplo en
azul), la cual mantiene el proceso de
neurogénesis ademas de funcionar
como andamiaje para la migracion de
células diferenciadas hacia la capa
pial (en anaranjado). Modificado de
Merkle y Alvarez-Buylla, 2006.
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c. Organizacion celular del mesencéfalo

La organizacion del epitelio mesencefalico a lo largo del eje radial determina la
ubicaciéon de las células progenitoras y sus derivados neuronales durante el
desarrollo. Previo al inicio de la neurogénesis en el mesencéfalo (E9.5 — E10), el
neuroepitelio se encuentra formado esencialmente por Células Troncales Neurales
(CTNs) y otras células progenitoras indiferenciadas. Todas las células
indiferenciadas se conocen en su conjunto como Células Precursoras Neurales
(CPNs). Durante la neurogénesis, las CPNs en la region ventricular (Fig. 5A) se
mantienen indiferenciadas y proliferando, mientras que otras CPNs migran hacia la
zona manto donde producen nuevas neuronas (Fig. 5B zona naranja). Este

fendmeno define a la regién ventricular del tubo neural como el nicho de las CPNs.

El tamafio y forma del sistema nervioso depende grandemente del numero de veces
que una CTN o su progenie re-entra al ciclo celular. EI mantenimiento de este nicho
y el crecimiento simultaneo del neuroepitelio es posible mediante el control del
numero de divisiones simétricas y asimétricas de las CPNs por moléculas como
Notch y Numb (Andersson, 2001). En el tubo neural en desarrollo esas células
residen en la ZV vy, tanto en el embriéon como en cultivo de CTN, esas células son
activadas a producir nueva progenie mediante la integracion de varias vias de
sefalizacion como Shh, BMP, Wnt/BCatenina, Notch y FGF (Lee et al 2014). Tanto
en el embrion como en CTN en cultivo, la habilidad de auto-renovacion de esas
células es regulada por numerosos factores de transcripcién, incluyendo Hes, Soc,
Bmi1, Tix y proteinas Gli (Yang et al 2011; Lee et al 2014).

Conforme el epitelio del cerebro se va engrosando, las CPNs adquieren
progresivamente la identidad de glia radial (Merkle y Alvarez-Buylla, 2006) v,
posteriormente, se diferencian primero a neuronas inmaduras y luego a neuronas
maduras. La evolutivamente conservada via Notch media interacciones célula-célula
que regulan el proceso de diferenciacion de células vecinas, proveyendo un
mecanismo para la consistente determinacion del destino celular y el establecimiento
de patrones en tiempo y espacio de tejidos altamente organizados (Louvi y Artavanis-
Tsakonas, 2006; Pierfelice et al., 2011; Borggrefe y Giaimo, 2018).
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d. La via de senalizacion Notch

La via de senalizacion Notch se activa mediante interacciones célula-célula y
permite a sus células vecinas adoptar diferentes destinos celulares, proporcionando
un mecanismo para la determinacion del destino celular, diferenciacion y
establecimiento de patrones de tejidos altamente organizados, mediante un
mecanismo llamado Inhibicion Lateral, ver revisiones (Yoon y Gaiano, 2005; Louvi
y Artavanis-Tsakonas, 2006; Hurlbut et al., 2007; Cau y Blader, 2009; Pierfelice et
al., 2011; Irvine, 2016). Esta via esta presente en organismos metazoarios, desde
el erizo de mar hasta humanos (Chitnis y Balle-Cuif, 2016). En el sistema nervioso,
la sefial de Notch esta involucrada en el mantenimiento de los precursores neurales
inhibiendo diferenciacion neuronal y también se ha visto que promueve
diferenciaciéon glial (Yoon y Gaiano, 2005; Louvi y Artavanis-Tsakonas, 2006;
Pierfelice et al., 2011). La via Notch (Fig. 6) es regulada via interacciones celulares;
el receptor Notch (existen cuatro en mamiferos, Notch1-4) en una célula, es activado
por el ligando Delta-like 1 (DII1,3,4) y Jagged (Jag1,2), expresado en las células
vecinas (Lai, 2004; Bray, 2006; D'Souza et al., 2008; Chitnis y Balle-Cuif, 2016).

Al nivel molecular, la activacidn del receptor Notch por la union del ligando promueve
dos rompimientos proteoliticos en el receptor (Fig. 6), el primer rompimiento es
catalizado por la familia ADAM de las metaloproteasas, mientras que el segundo
rompimiento es mediado por el complejo de la y-secretasa, un complejo de enzimas
que contiene presenilina, nicastrina, PEN2 y APH1. Este segundo rompimiento
libera el Dominio Intracelular de Notch (DICN), el cual después se trasloca al nucleo
y actua como un coactivador transcripcional (Ver figura 6). El DICN no puede unirse
directamente al ADN pero heterodimeriza con la proteina de unién al ADN, CBF1
(también llamada CSL, RBP-J, Su(H) (en Drosophila) y LAG-1 (en Caenorhabditis
elegans) y las proteinas Mastermind-like (Maml) y activan la transcripcion de genes
que contienen sitios de union CBF1. En ausencia de un ligando y, por lo tanto sin
el DICN en el nucleo, CBF1 reprime a los genes blancos de Notch mediante el
reclutamiento de complejos co-represores. La unién DICN con CBF1 es crucial para

el cambio del estado reprimido al estado activado. EI DICN desplaza primero
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correpresores de CBF1, provocando la desrepresién de promotores que contengan
sitios de union a CBF1 y subsecuentemente recluta un complejo de coactivadores
adicionales como la proteina p300 o la proteina de union CREB para activar la
transcripcion de genes blancos de Notch (ver revisiones Lubman et al., 2007,
Gordon et al, 2008; Fortini, 2009; Borggrefe y Oswald, 2009; Kopan y Llagan, 2009;
Borggrefe y Gaiamo, 2018).

Figura 6. Via de sefializacion Notch.

A) La activacion del receptor es provocada por la unién del ligando DSL a las repeticiones EGF del
receptor Notch, seguido por dos rompimientos proteoliticos (flechas S2 y S3) que liberan al DICN.

B) Representacion del switch represor transcripcional. En ausencia del DICN, CSL se encuentra
en un complejo con proteinas represoras transcripcionales. La unién del DICN a CSL o CBF1
permite el desplazamiento de los represores y el reclutamiento de activadores transcripcionales.
Modificado de Lubman et al., 2007.

En el sistema nervioso, este complejo DICN-CSL es un activador transcripcional e
induce la expresion de represores transcripcionales bHLH, como Hes1 y Hes5 (los
mas fuertemente caracterizados) y los genes Hey. Hes1 y Hes5 reprimen la
expresion de genes proneurales y DIl1, de esta forma inhiben la diferenciacion
neuronal y el mantenimiento de las CTN (Ohtsuka et al., 1999; Hatakeyama et al.,
2004; Kageyama et al., 2007).
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En el mesencéfalo embrionario temprano de murinos, se expresan los miembros de
la via Notch (ver Tabla 1): receptores Notch1, 2, 3 y ligandos DII1, DII3, DIl4 y Jag1
(Lindsell et al., 1996; Kusumi et al., 2001). Se sabe que Notch1 y Notch2 son
esenciales en roedores (Conlon et al., 1995; McCright et al., 2006) ya que producen
letalidad temprana a los E10 y E10.5 respectivamente. Se ha observado la
expresion de Notch1 en la PP del mesencéfalo, la pérdida de la expresion de Notch1
provoco el inicio prematuro de la neurogénesis a lo largo de la region cerebro medio-
posterior del tubo neural (Lutolf et al., 2002). Notch2 también se expresa en el
mesencéfalo excluyendo la PP, la pérdida de expresion de Notch2 esta involucrado
en el desarrollo de la PT del diencéfalo y del mesencéfalo, provocando que éste

centro organizador no se forme (Kadokawa y Marunouchi, 2002).

Los ligandos DII1 y DII3 son genes que se expresan desde el desarrollo temprano
del raton (Hrabe de Angelis et al., 1997; Benedito y Duarte, 2005); sin embargo solo
DIlI1 es esencial, ya que produce letalidad temprana a E12.5. Se expresa durante la
gastrulacion y organogénesis temprana, y durante el desarrollo del SNC en casi
todo el tubo neural, incluyendo la PP mesencefalica (Bettenhausen et al., 1995). De
manera interesante, a diferencia de otras regiones del cerebro, la PP del
mesencéfalo que expresa DII1 (Ono et al., 2007), se ha asociado con la peculiar
actividad neurogénica de esta region (Hynes et al., 1995; Andersson et al., 20063a;
Ono et al., 2007). Experimentos de mapa de destino han mostrado que las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas se originan de precursores dentro de la PP (Ono et
al., 2007; Bonilla et al., 2008). Ademas, DII1 podria jugar una funcién en el
posicionamiento, mantenimiento y establecimiento de patrones de las neuronas

dopaminérgicas.

La expresion de DII3 en el SNC del ratén es temporal de E9 a E11 e incluye el
mesencéfalo, pero no se expresa en la PP de esta region (Kusumi et al., 2001). Por
otra parte los ligandos Jagged1 y Jagged2, no son esenciales para el desarrollo

temprano del ratén y no se expresan en el SNC (Kiernan et al., 2006; Xu et al., 2010).

DIl4 esta relacionado con el desarrollo vascular y arterial principalmente. Esta

funcién ha sido relacionada con experimentos de pérdida y gane de funcion tanto
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en humanos como en ratén y en pez cebra. Especificamente en raton, experimentos

de pérdida de funcion han mostrado que la haploinsuficiencia del ligando DIl4 es

necesaria para el establecimiento de patrones de arterias durante el desarrollo
(Duarte et al., 2004; Gale et al., 2004; Krebs et al., 2004).

Letal E10. Alteraciones diversas en
el embrién, hemorragias en el SNC

N2

N3

N4

DIl

DII3

Dll4

J1

J2

Si

Si

No

Si

Si

No

No

No

No

No

No

Si

no

no

No

No

Letal E10.5. Placa del techo
alterada en diencéfalo y
mesencéfalo

Viable

Viable

Letal E12.5 Alteraciones diversas en
el embrién, hemorragias en el SNC

Viable

Requerido para el desarrollo
vascular

Viable. Desarrollo del oido

Letal hasta el nacimiento.
Malformidades en extremidades y
craneofaciales

Conlon et al., 1995

Kadokawa y
Marunouchi, 2001

Kitamoto et al.,
2005

Krebs et al., 2000

Hrabe de Angelis
etal., 1997; Ono et
al., 2007

Kusumi et al., 2001

Duarte et al., 2004;
Gale et al., 2004;
Krebs et al., 2004

Kiernan et al., 2006

Xu et al., 2010

Tabla 1. Patrones de expresion de receptores y ligandos de la via Notch en

murinos
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El bloqueo de esta via a diferentes niveles provoca diferenciacion prematura de las
CPN ocasionando una reduccién en el numero y la gama de tipos celulares tardios
(Kageyama y Ohtsuka, 1999; Hatakeyama et al., 2004). De esta forma, la seial de
Notch es un componente esencial de los mecanismos que permiten la produccién
de la diversidad de tipos celulares que forman las complejas estructuras del cerebro,
aparentemente de células neurales equivalentes. A pesar de lo anterior, se sabe
muy poco sobre el papel de la sefializacién de Notch en la generacion de regiones

especificas del cerebro y de tipos especificos de neuronas.
Il.- ANTECEDENTES

Muchos desordenes neurolégicos son asociados con el mal funcionamiento o la
degeneracion de tipos particulares de neuronas. En la Enfermedad de Parkinson
(EP), las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo son las afectadas (Vogt
Weisenhorn et al., 2016). Esta enfermedad neurodegenerativa es el segundo
desorden mas comun, después de la Enfermedad de Alzheimer (Xu et al., 2017) y

es en la cual nos enfocaremos en este trabajo.

La causa exacta que provoca la EP es desconocida hasta el momento (Aaseth et
al., 2018; Surmeier, D.J., 2018), por esta razén las estrategias a seguir para el
tratamiento de esta enfermedad son basicamente aliviar los sintomas y conferir
neuroproteccion mediante el uso de farmacos como levodopa, agonistas de la
dopamina, anticolinérgicos (Sarkar et al., 2016; Rizek et al., 2016); terapias
alternativas como la fisioterapia, terapia de lenguaje, ejercicio, terapia ocupacional
(Sarkar et al., 2016; Rizek et al., 2016), tratamientos quirdargicos como la
estimulacion profunda del cerebro (Gokbayrak et al., 2014), gel intestinal levodopa-
carbidopa (Lopiano et al., 2016); terapias de reemplazo celular (Li et al., 2016;
Stoker y Barker, 2018; Man et al., 2018); y mas recientemente terapia génica
(Valdés y Schneider, 2016; Stoker y Barker, 2018; Man et al., 2018).

El tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas por modulacion quimica de
células existentes no es satisfactoria, a veces, porque algunos tipos de neuronas

se pierden. Por esta razon, el trasplante celular es una estrategia prometedora para
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mejorar las funciones neurales. Uno de los retos en este campo es generar grandes
cantidades de neuronas especificas in vitro. Sin embargo esos métodos no son lo
suficientemente eficientes para generar tipos neuronales requeridos, porque los
factores de crecimiento inducen la expresion de un gran grupo de genes de varias

vias de sefalizacion.

Se reporto el primer caso de un paciente, el cual recibidé un trasplante unilateral de
tejido mesencefalico ventral 24 afios antes de su muerte. Los resultados post-
morten identificaron los 3 injertos en el putamen dorsal, sin embargo
aproximadamente el 24% de neuronas que contenian granulos de neuromelanina
no tuvieron inmunoreactividad detectable de Th, sugiriendo la represion de la Th. El
paciente mostré mejoria clinica por al menos una década después del trasplante.
Después de un cuarto de siglo, la inervacion seguia siendo evidente, inclusiones
a-sinucleina-positivas (algunas con la aparicion de cuerpos de Lewy tipicos)
estaban presentes en el 11-12% de las neuronas dopaminérgicas injertadas, lo que
refleja la propagacion de la patologia desde el cerebro del huésped hasta el
trasplante. Las mejoras clinicas se perdieron gradualmente a partir de 14 afnos tras
el trasplante, lo que indica que incluso la reinervacion dopaminérgica derivada de
un injerto extenso pierde su eficacia en un cerebro gravemente degenerado (Li et
al., 2016).

En cuanto a terapia génica, se realiz6é un estudio al azar, doble ciego, utilizando una
combinaciéon de genes para acido glutamico descarboxilasa (GAD65 y GADG67),
mediante la liberacion de un vector viral adenoasociado-2 (AAV2) en el nucleo
subtalamico bilateral. La meta terapéutica fue la transformacion de la modulacion
glutamatérgica a GABAérgica que permitiera regular la actividad neuronal en el
nucleo subtalamico y, de esta manera, mejorar las caracteristicas motoras de la EP.
Los pacientes fueron analizados por 12 meses mediante analisis de PET vy
mostraron mejoria segun la escala UPDRS (Unified Parkinson’s Disease Rating
Scale) comparados con el grupo control (Niethammer et al., 2017). Sin embargo, los
resultados todavia no son concluyentes debido a que no se han podido evaluar en

un tiempo prolongado.
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Las investigaciones relacionadas con el reemplazo celular se enfocan en analizar
los factores involucrados en la generacién de tipos celulares especificos y en
elucidar mecanismos moleculares que regulan la proliferacién y diferenciacién de
las CTN. Su autorrenovacion y su capacidad de diferenciar en muchos tipos
celulares, las hacen herramientas invaluables para explotarlas como agentes

terapéuticos en medicina regenerativa.

La via Notch se ha estudiado en las CTN porque existe evidencia de que regula el
mecanismo molecular del balance entre el mantenimiento y la diferenciaciéon
(Gaiano y Fishell, 2002; Yoon y Gaiano, 2005; Louvi y Artavanis-Tsakonas, 2006,
Imayoshi et al., 2010; Zhang et al., 2018; Cheung et al., 2018). La habilidad de
formar neuronas continuamente durante el desarrollo, depende del balance
coordinado entre el mantenimiento de las CTN vy la diferenciacién. Por un lado, el
mantenimiento incompleto y la diferenciacion neuronal prematura pueden agotar el
grupo de CTN y, consecuentemente, reducir el suministro de nuevas neuronas. Por
otro lado, incrementar el mantenimiento de las CTN a expensas de la propia
diferenciacion, podria perjudicar la habilidad de las CTN para generar un numero

suficiente de nuevas neuronas.
a.- Notch y el mantenimiento del estado indiferenciado

La activacion de la sefial de Notch induce la expresion de genes represores de la
transcripcion como la familia Hes (Ohtsuka et al., 1999; Hirata et al., 2001,
Hatakeyama et al., 2004; Kageyama et al., 2007, 2008; Kameda et al., 2011) y Hey
(Leimeister et al., 1999), mediante la unidn a secuencias blanco en el ADN (ejemplo:
Mash1, Ngn2, Hes1) y reclutando co-represores para evitar la transcripcion de
genes proneurales y el mantenimiento de células troncales y progenitoras. Esta
funcidn es, tal vez, la mejor estudiada de la via Notch. Se ha estudiado tanto en
cerebros en desarrollo como en cerebros adultos y se ha encontrado que Notch es
necesario para el mantenimiento de las CTN y para el propio control de la
neurogénesis en ambas etapas (Imayoshi et al., 2010). La sobreexpresion de los
genes Hes en embriones de ratdn, inhiben la neurogénesis y mantiene a las CTN

(Ishibashi et al., 1994; Ohtsuka et al., 2001). Por el contrario, en el raton knock-out
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de Hes1, la expresion de genes proneurales como Mash1 se activan y la
neurogénesis se acelera (Ishibashi et al., 2015). Sin embargo, aunque la expresion
de Hes5 se active, los defectos son relativamente leves en el ratén Hes1”-. En los
dobles mutantes Hes1/Hes5, los defectos son mas severos que en el mutante Hes1,
aunque todavia permanecen muchas CTN en el sistema nervioso en desarrollo,
sugiriendo que Hes3 compensa los defectos hasta cierto punto (Ohtsuka et al.,
1999). En contraste, en los triples mutantes Hes1/Hes3/Hes5, a pesar de que se
siguen formando las células neuroepiteliales hasta el dia E8, no se logran mantener
y diferencian prematuramente en neuronas de tipo temprano y las CTN se agotaron
sin permitir la formacién de tipos celulares tardios. También se observé que genes
proneurales como Mash1 y Ngn2 se sobreactivaron (Hatakeyama et al., 2004). En
estos mutantes, todas las células comienzan a ser neuronas en la médula espinal
en desarrollo a los E10, indicando que Hes1, Hes3 y Hes5 son responsables del
mantenimiento de todas las CTN en esta region (Hatakeyama et al., 2004). De esta
forma, los genes Hes son esenciales para la generacion de toda la diversidad de

tipos celulares mediante el mantenimiento de las CTN hasta estados tardios.

Un mecanismo que se ha asociado con el mantenimiento de los progenitores en
el SNC en desarrollo son las oscilaciones de genes proneurales. Se ha observado
que los genes proneurales y Deltal son expresados en un patron de “sal y
pimienta” antes del nacimiento de las neuronas (Kageyama et al., 2008;
Kawaguchi et al., 2008; Kageyama et al., 2009; Barton y Fendrik., 2013). Después
de la activacién de la transcripcion de Hes1 por la sefial de Notch, la proteina Hes1
reprime su propia expresion mediante la unién directa a las secuencias de la caja-
N de su propio promotor (Hirata et al., 2000). Los productos del gen Hes1, tanto el
mMARN vy la proteina, son muy inestables, con un tiempo de vida media de
aproximadamente 20 min y después desaparecen rapidamente, indicando que su
autorrepresion es corta y temporal. La desaparicién de la proteina Hes1 permite la

siguiente ronda de expresion.

En CTN, Hes1 reprime la expresion de genes proneurales, moléculas de la via

Notch y reguladores del ciclo celular (Kobayashi y Kageyama, 2014). Imagenes en
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tiempo real han mostrado que tanto Ngn2 como DII1 se expresan de manera
oscilatoria en las CTN. Estas oscilaciones son especificas en CTN indiferenciadas
y no se observan en neuronas diferenciadas. Ngn2 activa la expresion de DII1, la
cual activa Hes1 via la sefial de Notch en células vecinas para reprimir la expresion
de Ngn2 y DIl1 y, de esta manera, mantener el estado indiferenciado. La expresion
de Ngn2 comienza a ser sostenida cuando la expresion de Hes1 se reprime, de esta

forma se promueve la diferenciacion neuronal (Fig. 7).

Lo que estos resultados sugieren es que la oscilacion de Hes1 regula las
oscilaciones de Ngn2 y DII1, lo cual provoca el mantenimiento de los progenitores
por activacién mutua de la sefal de Notch (Shimojo et al., 2008; Kobayashi et al.,
2009; Shimojo et al., 2011; Shimojo et al., 2016; Kageyama et al., 2018).

Figura 7. Modelo de las oscilaciones en la sefial de Notch.

Los niveles tanto de Hesl1, Ngn2 y DII1 son oscilatorios en progenitores neurales. En neuronas
postmitéticas inmaduras, Hes1 es reprimido, mientras que Ngn2 y DII1 son activados de manera
sostenida. Tomado de Shimojo et al., 2008.

b.- Notch y la diferenciacion de células troncales neurales

Durante la fase de neurogénesis en el desarrollo del cerebro, solo una poblacién de
CPN diferencia a neuronas, porque otro grupo de células permanece en estado
indiferenciado. La proporcion de células que diferencian y las indiferenciadas es
clave para determinar el tipo y numero correcto de neuronas producidas en cada

estado de desarrollo. Se ha acumulado evidencia que sugiere que no solo el
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mantenimiento de la pluripotencia, sino también la diferenciacion de progenitores
hacia un linaje comprometido de CTPs, es regulado por la interaccion de factores
de transcripcion llamados reguladores de la troncalidad, por ejemplo Oct4, Sox2,
Nanog, Notch (Boyer et al., 2005; Halder et al., 2015).

Recientemente se identificé que la activacion temprana de la via Notch es una
caracteristica comun en los inductores mas potentes de diferenciacion neural
(Teratani-Ota et al., 2016). Se analizaron los cambios en el perfil de expresion de
185 genes que codifican para factores de transcripcidon involucrados en
diferenciacion neural. Para encontrar factores tempranos que controlen la
diferenciacién de CTE hacia destinos neurales, enriquecieron el cultivo con PSA-
NCAM durante la fase de diferenciacion. De entre mas de los 500 genes analizados
con la mas alta covarianza, dos de cada tres categorias en la base de datos Gene
Ontology estuvieron asociadas con la via de sefalizacion Notch. Los genes
asociados con la via Notch incluyeron: DII1, DII3, Dll4, Hes5, Heyl, Dner, Ascll,
Neurod4, Nrarp, Bmp2, Trp63, Mnfg, Lfng y Aphlb/c. Adicionalmente, se enfocaron
en aquellos factores de transcripcion que se activaron en tipos celulares especificos
y se encontré que Ascl1, Smad7, Nr2fl, DIx2, DIx3, Nr2f2, Barhl2 y Lhx1 fueron
factores de transcripcion que promovieron la generacion hacia el linaje GABAérgico.
Asi mismo, Lmx1a y Nr4a2 fueron los inductores de neuronas dopaminérgicas y
Fezf1, Isl1 y St18 fueron los inductores de neuronas colinérgicas (Teratani-Ota et
al., 2016). Por lo anterior, se sugiere que la via Notch podria ser un factor crucial

temprano que facilita la diferenciaciéon de CTEs hacia destinos neurales.

La via de sefalizacion Notch también ha sido implicada en la seleccién de
progenitores neurales. Al analizar los perfiles de expresidn génica global en
telencéfalos embrionarios, se observd que los patrones de expresion de DI, el
ligando de Notch y la forma activa de Notch1 fueron mutuamente excluyentes y
segregados en distintas poblaciones de progenitores: los progenitores apicales
mostraron una sefal fuerte de DII1 que se desvanecié a medida que las células
migraban de la ZV y ésta atenuacion indujo inmediatamente la diferenciacién de los

progenitores apicales en progenitores basales (Kawaguchi et al., 2008).
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Los patrones de expresion de DII1 y Notch son mutuamente excluyentes y
segregados en distintas poblaciones en la ZV del telencéfalo embrionario. En
experimentos de sobreexpresion y delecion condicional de DIl1, se encontré que
diferentes niveles de expresiéon de DII1 pueden determinar la proporcién de células
diferenciadas entre CPNs mediante interacciones célula-célula. En particular, la
delecion de DII1 en una pequefa proporcion de CPN fue un prerrequisito para la
diferenciacion neuronal, lo que estos resultados sugieren es que el mecanismo de
inhibicion lateral de Notch en el cerebro en desarrollo contribuye a la seleccién de

la diferenciacién celular entre CPN no comprometidas (Kawaguchi et al., 2008).

Esta funcién de Notch de seleccionar entre distintos tipos celulares también ha sido
observada en el cerebro posterior y la médula espinal. A diferencia de escoger entre
CPN no comprometidas, la via de sefializacion de Notch también ha mostrado tener
influencia entre células que estan comprometidas hacia un linaje especifico, por
ejemplo entre interneuronas V2b y V2a. En un trabajo realizado por Brown y
colaboradores, elaboraron un protocolo de diferenciacion de interneuronas V2a de
células troncales embrionarias de ratén. La senal de Notch, la cual influye en el
compromiso de células progenitoras p2 a interneuronas V2a o V2b, fue inhibida con
DAPT en cultivos celulares para incrementar el porcentaje de interneuronas V2a. La
expresion de Gata3, un marcador de interneuronas V2b, fue significativamente
reprimida mientras que la expresion de Chx10, un marcador de interneuronas V2a,
fue activada después de la adicién de 5 uM de DAPT al medio de induccion. La
citometria de flujo mostré que la adicion de DAPT increment6 casi 8 veces las
células Chx10+. Estos resultados confirman que la inhibicién de la seial de Notch1
incrementa el compromiso de V2a sobre V2b (Brown et al., 2014); lo cual sugiere
que la via de sefalizacion Notch juega un papel en la determinacién de tipos

celulares especificos.

En otro estudio se analizé la interaccion de distintas vias involucradas en la
neurogénesis (Wnt/B-catenina, Notch y Shh), mediante el uso de pequenas
moléculas sintéticas inductoras de la neurogénesis en un cultivo celular al cual

previamente se le inhibié la troncalidad. Cultivo de células P19 fueron transducidas
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con la proteina Skp (un inhibidor de Sox2) e incubadas con Nz (neurodazina) o Nzl
(neurodazola), ambas moléculas inductoras de la neurogénesis. Las células P19
fueron selectivamente convertidas a neuronas que generaron depolarizacion
inducida por sodio y potenciales de accion, lo cual indicé que las neuronas
producidas fueron electrofisiolégicamente activas. Los resultados de las
inmunohistoquimicas, junto con el analisis del transcriptoma concluyeron que la
combinacion de Skp con inductores de la neurogénesis, aumento la activacion de
las vias Wnt y Notch, mientras que no ocurrieron cambios significativos en genes
de la via Shh. Asi, las vias de sefializacion Wnt y Notch estan principalmente
involucradas en promover diferenciacion neuronal general a través de Nz o Nzl en

células P19 transducidas con Skp (Halder et al., 2015).

Otra estrategia de cultivo que se ha utilizado para analizar la funcién de Notch es
el uso de neuroesferas, las cuales son agregados enriquecidos con CPN. Se
examinod la funcion de la sefializacion de Notch en la generacion de neuronas y
glia mediante la elaboracion de neuroesferas provenientes de telencéfalos de
embriones mutantes DIl1'2¢?1aZ_Con éste método se logré obtener mas del 50%
de células que expresaban MAP2 después de 48 horas de cultivo en poliornitina,
lo que significa que las neuronas fueron el mayor tipo celular generado
(Grandbarbe et al., 2003). Este incremento en neuronas tuvo lugar a expensas del
linaje glial, como evidencia la disminucién de células GFAP+ y PDGFR+ que
marcan astrocitos y células precursoras de oligodendrocitos respectivamente. Se
concluyd que la sefal de Notch juega un papel importante en la diferenciacion de
los linajes de las CTN, sin embargo en este trabajo tampoco se analizaron subtipos

de neuronas especificas.
c.- Notch y la diferenciacion hacia linaje dopaminérgico

Se examinod el efecto de diferentes inhibidores de la y-secretasa en la via de
sefalizacion Notch y, particularmente, se evalué el impacto de dos moléculas
pequenas, el compuesto E (C27H24F2N4O3) y DAPT ((25)-N-[(3,5-Difluorofenil)
acetil]-L-alanil-2-fenil] glicina 1,1-dimetiletil éster) en Ila diferenciacion de
neuroesferas y la maduracion de tejido nervioso generado mediante ingenieria
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(ENT: engineered nervous tissue). Con este protocolo generaron tejido nervioso de
vida larga que contiene neuronas dopaminérgicas maduras de hPSCs (Células
Troncales Pluripotentes Humanas) con caracteristicas morfolégicas A9 tipicas.
(Tieng et al., 2014). La estrategia de cultivo 3D después de 1 semana, genero ~80%
de células que expresaron marcadores de la PP como FoxA2 y Lmx1a, y mas del
60% de células fueron Th+ y la mayoria co-expresé Nurr1 y FoxA2. Sin embargo el
numero de células Th+ disminuyd del 60% al 30% después de una semana de
cultivo, cuando se usaron para generar ENT. Los inhibidores de la y-secretasa
fueron agregados al cultivo en suspension entre los dias 10 y 21, durante la
formacion de ENT, encontrandose que el compuesto E fue mas eficiente que el

DAPT para generar neuronas dopaminérgicas.

Aun cuando las estrategias para aminorar los sintomas de la EP son muy variadas,
todavia falta mucho conocimiento de los factores involucrados en las vias de
sefalizacion que interactuan en la generaciéon de las neuronas dopaminérgicas del
cerebro medio. En particular, se conoce muy poco acerca del papel de la
sefalizacion de Notch en el control de la neurogénesis dopaminérgica y el numero

de neuronas dopaminérgicas producidas.

Ya que tanto el ligando DII1 y Notch1, los miembros de la via candnica, se expresan
en la PP mesencefalica; y ya que la PP de esta region es donde se generan los
precursores mDA, es posible que la via Notch influya de alguna manera en la
especificacion y/o el desarrollo de las neuronas DA mesencefalicas. Por lo tanto,
proponemos estudiar si la ausencia de la via de Notch, especificamente en un ratén
nulo en Deltalike-1, repercute durante la generaciéon del linaje dopaminérgico

mesencefalico ventral.

Por lo anterior, proponemos la siguiente hipétesis y objetivos.
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.- HIPOTESIS

“El ligando Deltalike-1 esta involucrado en la especificacion y/o diferenciacion de las

células precursoras neurales mesencefalicas de ratéon”.

IV.- OBJETIVOS

a.- Objetivo general

Caracterizar a nivel celular la expresion de genes de especificacion y diferenciacion

neuronal en el mesencéfalo de embriones nulos en DII1.

b.- Objetivos particulares

Analizar la expresion de proteinas y mARN de precursores neurales
generales (Nestina, Msx1, Sox1/2, Mash1, Nurr1, Ngn2), en cultivo de
explantes y cortes de mesencéfalos embrionarios de ratones DII17-.
Analizar la expresidn de proteinas y mARN de precursores dopaminérgicos
(Lmx1a, Nkx6.1, Foxa2) en cultivo de explantes y cortes de mesencéfalos
embrionarios de ratones nulos en DII1.

Analizar la expresion de proteinas y mARN de diferenciacion neuronal
general (Blll-tubulina, NeuN, MAP2, GFAP) en cultivo de explantes y cortes
de mesencéfalos embrionarios de ratones nulos en DII1.

Analizar la expresién de proteinas y mARN de diferenciacién dopaminérgica
mesencefalica (Th, Pitx3, Dat, Vmat) en cultivo de explantes y cortes de
mesenceéfalos embrionarios de ratones nulos en DII1.

Generar y analizar la capacidad neurogénica de neuroesferas provenientes

de mesencéfalos embrionarios de ratones nulos en DII1.
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V.- METODOLOGIA

La estrategia experimental consistio en el anadlisis de cortes de mesencéfalos
embrionarios de ratén a distintas etapas de desarrollo, del cultivo de explantes y del

cultivo de neuroesferas.
a.- Mantenimiento de la linea transgénica de ratén Dl|1*/a¢Z

La linea DIlI1*"2¢Z de raton en el fondo genético CD1 fue donado por el Dr. Oliver
Pourquié del Stowers Institute for Medical Research and Howard Hughes Medical
Institute. La mutacion resulté del reemplazamiento del exén1 por el gene lacZ en el
marco de lectura, como describe Hrabé de Angelis y colaboradores (Hrabe de
Angelis et al., 1997). El alelo mutado se mantiene en el estado heterécigo, debido a
que los ratones homadcigos DIl1'2Zacz myeren en el dia embridnico (E) 12.5

aproximadamente, antes que la gliogénesis comience.

Los cebadores que se utilizaron para genotipificar son los siguientes: DII80
GTTGCACCACAGATGAAACGC y DII82 AAGCCAGACGAAGAGGAAACCG los
cuales detectan un fragmento de 673 pares de bases indicativo del alelo mutado;
DII82 y WT2 TTGGGGATGGACAGCTGATCG los cuales detectan un fragmento de
373 pares de bases indicativo del alelo silvestre.

b.- Genotipificacion de los embriones

Para determinar el genotipo de cada ratdn se realizo la extraccion del ADN a partir
de un extremo de la cola en el caso de animales adultos, o bien, parte de la region
posterior del cuerpo en el caso de los embriones. Después de obtener el ADN
gendémico de cada individuo, se determind el genotipo de los animales mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), usando las siguientes condiciones:
952C/3’, 959C/30"", 572C/30"", 722C/1"por 40 ciclos, 722C/10").

c.- Andlisis de la expresion del gen reportero

El raton nulo en DII1 contiene una secuencia del gen lacZ que codifica para la enzima

B-galactosidasa. X-gal es un compuesto que es hidrolizado por la B-galactosidasa a
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galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol. Este ultimo es oxidado a 5-5"-dibromo-
4,4 -dicloro indigo, un compuesto azul insoluble. De esta forma X-gal se utilizé para
visualizar la expresion indirecta de la proteina DIlI1. Después de disectado el embridn
se lavo con PBS frio y se fijo con formaldehido al 2% x 2 hr, posteriormente se enjuago
3 veces con PBS 1x. Se tind el embrion con x-gal: 40 mg/ml disuelto en
dimetilformamida por 15 min aproximadamente hasta que comenzé la tincion y se
detuvo para evitar la saturacion de la misma. Se enjuagé con PBS 3 veces por 10 min

y se almaceno.
d.- Cultivo de explantes en colagena

Los explantes de cerebro medio se realizaron como describe Baizabal y
Covarrubias (Baizabal y Covarrubias, 2009). Brevemente, los explantes de
mesencéfalo se obtuvieron de ratones silvestre y DIl1'2¢Z/acZ de E10.5, se disectd
la parte anterior del mesencéfalo hasta el labio rémbico, posteriormente se cortd
la linea media dorsal del explante y el tejido se embebié en una matriz de
colagena con la superficie ventricular expuesta hacia arriba. La mezcla de
colageno contuvo: colageno de rata (100 ul; donado por el Dr. Alfredo Varela-
Echavarria), 1.5 M de NaCl (10 pl), 7.5% de NaHCOs (10 pl) y medio cultivo de
explantes (300 pl). EI medio de cultivo de explantes estuvo compuesto de
Optimem con Glutamax (7.2% v/v), DMEM-F12 (25% v/v) de GIBCO, glucosa 2M
(2% vlv) de SIGMA, los explantes se incubaron a 37°C por 1 h para permitir la
polimerizacién de la colagena. Posteriormente se afadid el medio de cultivo
hasta cubrir los explantes. Los explantes se mantuvieron a 37°C en 5% de
humedad, 95% de COz por 7 dias.

e.- Procedimiento para generar neuroesferas embrionarias primarias

Las neuroesferas fueron preparadas como describe Grandbarbe et al., 2003:
mesencéfalos de embriones (E10.5) se disectaron y disociaron mecanicamente en
un medio de cultivo de neuroesferas libre de suero fetal bovino (SFB), el cual estuvo
formado por DMEM:F12 (1:1) suplementado con 25 ug/ml de insulina, 100 ug/ml de

transferina, 20 nM de progesterona, 60 uM de putrescina, 30 nM de selenita de
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sodio, 2 uM de heparina, glutamax y 20 ng/ml de EGF. Las células se disociaron y
depositaron en cajas de 24 pozos, los cultivos se incubaron por 7 dias para generar
neuroesferas primarias. Para la subsecuente expansion, las neuroesferas se
disociaron mecanicamente y quimicamente con tripsina al 0.1%. Se generaron

neuroesferas secundarias que se crecieron en medio fresco por 3 dias.

f.- Procedimiento para la diferenciaciéon de las neuroesferas

Las neuroesferas secundarias fueron transferidas a cajas de 20 pozos cubiertas con
poli-D-lisina (4 pg/ml) y laminina (5 pg/ml) y cultivadas en medio de cultivo de
neuroesferas sin factores de crecimiento con 2 ng/ml de EGF y con 10% de SFB.
Para incrementar la supervivencia de las neuroesfera mutantes, la diferenciacién de

los cultivos no excedio los 3 dias (Grandbarbe et al., 2003).

g.- Procesamiento del tejido e inmunofluorescencia

El cultivo de explantes y los cortes de tejido de mesencéfalo se procesaron como
describe Baizabal y Covarrubias, 2009. Todas las secciones coronales analizadas
fueron perpendiculares a la tangente cerca del punto medio a la flexura
mesencefalica y a aquellas que mostraban el neuroepitelio ventral completo. Por lo
tanto, el area externa anterior y mesencefalica posterior fueron excluidas. Las
secciones de tejido fueron incubadas con la mezcla apropiada de anticuerpos (Tabla
2). Para determinar la proliferacion celular activa, los ratones gestantes fueron
inyectados con 50 ul de BrdU (50 ug/ul; Sigma-Aldrich) 1 h antes de sacrificar; la
incorporacion de BrdU fue detectada por immunoflorescencia. Por otro lado, el
ensayo de TUNEL (Roche) fue usado para detectar células apoptdoticas en

secciones de cerebro de embriones.

Las preparaciones fueron cotefidas con DAPI (1:10,000; Invitrogen) y analizadas
para inmunofluorescencia usando un microscopio confocal Zeiss LSM 510 y un

microscopio Zeiss Apotome Axio Observer ZI.
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Anticuerpo

. . Especie Dilucién Origen

primario
Anti-Nestina Raton 1:500 Chemicon
Anti-NeuN Raton 1:100 Chemicon

. . _ Developmental Studies
Anti-Nkx6.1 Raton 1:2 Hybrydoma Bank

. . ) Developmental Studies
Anti-Nkx2.2 Ratén 1:2 Hybrydoma Bank
Anti-Blll tubulina Conejo 1:1000 Covance
Anti-GFAP Conejo 1:250 Dako
Anti-TH Conejo 1:500 Chemicon

. , ) Donado por Dr. Michael
Anti-Lmx1a Conejo 1:100 German, UCSF E.U.

Donado por Dr. Ariel Ruiz I.
Anti-Foxa2 Conejo 1:8000 Altaba, University of Geneve
Medical School.

Anti-Otx2 Conejo 1:3000 Millipore
Anti-5-HT Rata 1:200 Millipore
Anti-BrdU Ratén 1:100 BD Biosciences
Anti-ratén IgGs
acoplada a Cabra 1:1000 Molecular Probes
AlexaFluor 488
Anti-conejo 1gGs
acoplada a Cabra 1:1000 Molecular Probes
AlexaFluor 594
Anti-rata 1gGs
acoplada a Cabra 1:1000 Molecular Probes
AlexaFluor 647

Tabla 2. Lista de anticuerpos utilizados
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h. PCR en tiempo real cuantitativa

El ARN total fue extraido con TRIzol (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del
fabricante. El cerebro medio ventral (definido como un cuarto del mesencéfalo
alrededor de la linea media) de embriones fue disectado y agrupado para la
extraccion del ARN de, al menos, dos camadas en cada estado de desarrollo
probado. No se usaron mesencéfalos individuales por los rapidos cambios que
ocurren en la expresion de genes en esta ventana de tiempo y por el bajo
rendimiento de ARN. Para los explantes, 3 explantes de mesencéfalo de cada
condicion y/o estado de cultivo fueron colectados por experimento; al menos dos
experimentos se realizaron por condicion y/o estado de cultivo. La primera cadena
de cDNA fue sintetizada usando AMV Reverse Transcriptase (Invitrogen) y el
cebador oligo-dT16. La RT-PCR fue realizada usando la mezcla KAPA SYBR FAST
(KAPA Biosystem) en presencia de cebadores especificos (Tabla 3) y el
termociclador Rotor-Gene 3000 (Corbett Research). La expresion del gen fue
evaluada usando el método AAC:. El gen constitutivo Rplp0 se utilizé para normalizar

los niveles de expresion.
i. Analisis cuantitativos

Los datos estan basados en 3 experimentos independientes, en los cuales un
promedio de 3 muestras con el mismo tratamiento se analizaron por experimento.
Para la cuantificacion de los explantes y de las secciones de tejidos se analizd un
solo plano éptico independiente, dentro de los planos apilados. La cuantificacién es
el promedio del porcentaje de células positivas para un marcador dado, en al menos
3 tejidos diferentes. Los asteriscos identifican grupos experimentales que son
significativamente diferentes del grupo control mediante una prueba-t. Se
consideran significativas las diferencias si los valores de P son menores de 0.05.
Los resultados se expresan en porcentaje del total de células teiidas con DAPI. Las

graficas se muestran como media £ desviacién estandar.
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Tabla 3. Oligonucleétidos para RT-PCR* (Trujillo-Paredes et al., 2016)
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VI.- RESULTADOS

a.-DIlI1 y Hes5 son mediadores de la sefial de Notch en el nicho dopaminérgico

mesencefalico

La distribucion del transcrito de DII1 en el mesencéfalo en desarrollo ha sido
determinado previamente por hibridacién in situ; sin embargo, probablemente
debido a las limitantes cuantitativas de esta técnica, el patron de expresion no ha
sido bien definido, mostrando una distribucién dispersa con un aparente alto numero
de células positivas hacia el area subventricular (Kele et al., 2006; Deng et al.,
2011). En este trabajo, estimamos la distribuciéon del transcrito de DII1 por
determinacién in situ de la actividad de lacZ en embriones de ratéon DIl1*acZ,
particularmente al inicio de la diferenciacién dopaminérgica. En el mesencéfalo de
embriones E10.5 y E11.5, la expresiéon de DII1 ocurrié principalmente en el area
subventricular con los niveles mas altos en la mitad ventral. Particularmente en el
nicho dopaminérgico a los E10.5, la PP mostré una delgada capa de células tefiidas
con lacZ justo debajo del epitelio ventricular, el cual contrasta con el patrén del
cerebro posterior (Fig. 8A). En mesencéfalos E11.5, un area subventricular mas
amplia de expresion de DII1 se encontré alrededor de la linea media ventral,

correspondiente a la localizacion de progenitores intermediarios (Fig. 8A).

También se analizé6 el mMARN de miembros de la via de Notch. A los E11.5, el
mesencéfalo ventral contuvo altos niveles de mARN de DII1 mas que de DII3 o Dll4,
mientras que Notch1 y Notch2 fueron similares (Fig. 8B). Para determinar cémo DII1
es responsable para la mayoria de la sefializacién de Notch que ocurre en la PP del
mesencéfalo en asociacion con la diferenciacion de neuronas dopaminérgicas,
comparamos los niveles de expresion de dos genes efectores de Notch; Hes1 'y
Hes5, en el mesencéfalo ventral de ratones de E11.5 que pierden la sefial de DII1.
Tanto Hes1 y Hes5 fueron expresados en muestras silvestres, pero Hes5 fue
aparentemente 100 veces mas abundante que Hes1 (Fig. 8B). La ausencia
completa de los niveles de DIlI1 caus6 una reduccién de 30 veces la expresion de
Hes5, mientras que la expresion de Hes1 solo fue parcialmente afectada (Fig. 8C).

De acuerdo con esta conclusioén, la represion del desarrollo de la expresion de DIl
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de E11.5 a E15.5 fue mejor correlacionada con los niveles de expresion de Hes5
(Fig. 8B). Por lo tanto, DII1 y Hes5 son los mediadores rio arriba de la sefal de

Notch en el mesencéfalo ventral en desarrollo.

Figura 8. Sefalizacién DII1-Notch en el nicho dopaminérgico mesencefalico.

A) Cerebro medio (MB) o cerebro posterior (HB) de embriones de raton DII1*2¢Z en el estadio
indicado, que fueron tefiidos para el reportero de lacZ y sus respetivos cortes. PP: placa del piso.
Barra de escala 100 gm.

B) ARN total extraido de embriones silvestres (agrupados de 10) a diferentes estadios (E11.5,
E13.5 y E15.5) y los niveles de expresion de los genes indicados fueron determinados por RT-
gPCR. Note que DII1 y DII3 mostraron un patréon de expresion similar que se relaciond
cercanamente con el patron de Hesb.

C) El patrén de expresion de Hesl y Hes5 fue determinado en embriones E11.5 con el genotipo
indicado. Note que hes5 disminuyé marcadamente (cerca de 30 veces) en ausencia de DII1.

b.- La seial reducida de Notch, altera el numero de precursores

dopaminérgicos sin afectar su especificacion

Para determinar de qué forma la sefial de Notch tiene algun papel en mantener la
organizacion del dominio dopaminérgico en el mesenceéfalo ventral, comparamos el

patrén de expresion de los genes que codifican para Lmx1a y Foxa2 en embriones
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DII1**y DlI1'acZMacz También determinamos el patrén de expresion de Nkx6.1; este
gen codifica para un factor de transcripcidén que se expresa lateralmente al dominio
de expresion de Lmx1a y es reprimido en las CPNs dopaminérgicas después de su
propia especificacidon (Andersson et al., 2006b; Nakatani et al., 2010). La
especificacién de las CPNs dopaminérgicas ocurre entre E9-E10 y los marcadores
de diferenciaciéon neuronal comienzan a ser detectados desde el E11 con un pico
entre E12 y E13 (Ang, 2006). Los embriones de ratén nulos en DII1 mueren por el
dia E12 (Hrabé de Angelis et al., 1997), por lo tanto, limitamos los estudios in vivo
hasta E11.5, estado en el cual la mayoria de los embriones estan vivos, aunque con

anormalidades evidentes (Fig. 9).

Figura 9. Fenotipo de embriones de ratén homocigos para el alelo nulo en DII1. A pesar de
las anormalidades de embriones de ratdn que pierden DII1 a E10.5, el area del mesencéfalo no
se ve afectado en gran medida. Esto también es aparente a los E11.5 en embriones DIl1'a¢%1acZ,
pero durante la diseccién fue evidente que el tejido ya estd mas suave vy fragil. La ruptura del
cerebro a E12.5 esta caracterizada por mdltiples sitios hemorragicos tal como previamente se
habia reportado (Habré de Angelis et al., 1997). No se detectaron mayores diferencias entre
embriones DII1*"2¢Zy embriones silvestre y las crias son del mismo peso y tamafio al nacer; se
observaron cerebros con fenotipos moderados en embriones DII1*12%Z pero con baja penetrancia.
Siempre se detectdé una sefial mas fuerte después de tefiir para lacZ en DIl1'2?"acZ que en
embriones DII1*"2°Z [ a linea que cruza el mesencéfalo al nivel de la flexura mesencefélica (raya),
representa la posicion aproximada del corte. Cabeza de flecha: istmo.
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Como se observa en la Fig.10, el patron de distribucion de Lmx1a, Foxa2 y Nkx6.1 es
similar en los mesencéfalos de embriones DII1**y Dll1acZacz 5 E10.5 y E11.5; Sin
embargo, a E11.5, a pesar de que la distribucion de cada proteina todavia fue
observada, el tejido se observd desorganizado y fragil con pocas células Lmx1a+ y
Foxa2+ en el mesencéfalo del mutante a diferencia de los mesencéfalos silvestres (Fig.
10B). Note, que dentro de cada dominio de expresion especifico, una alta proporcion
de células contenian el marcador correspondiente (Fig. 10B), indicando que la
disminucion en el numero de las células especificadas en el mesencéfalo del raton que
pierde DII1 no es debido al fallo en mantener el destino dopaminérgico mesencefalico.
En concordancia con esas observaciones, los niveles del mMARN de Lmx1a y Foxa2
fueron similares en mesencéfalos de embriones DII1**y DIl1'2¢#aZ g E11.5 (Fig. 10C).
Curiosamente se observé la activacion de Lmx1a en embriones DII1*2Zentre E13.5 y
E15.5 (Fig. 10C). Los niveles de mARN de Lmx1a incrementaron con la pérdida de la
sefial de DII1, este ultimo efecto fue relacionado a la funcibn de Lmx1a en la
maduracion neuronal. Aunque menos evidente, la expresion de Foxa2 a E13.5 mostro
una correlacion similar (Fig. 10C). Por lo tanto, alteraciones en la sefial de Notch no

parecen afectar la especificacion del nicho dopaminérgico.

Figura 10. Patréon de expresidon de marcadores de especificacién en ausencia de DII1.

A) La presencia de Lmxla, Foxa2 y Nkx6.1 fue determinada en secciones de mesencéfalo de
E10.5y E11.5 en embriones de raton DII1**y DIl1'a?"acZ | g barra de escala es 200 um.

B) La proporcion de células dentro del dominio de expresion para cada gen especifico no fue
afectado por la ausencia de DII1, pero hubo una marcada reduccion en el nimero de células
Lmxla+ y Foxa2+ en mesencéfalos del ratén nulo en DII1 a E11.5 (n=5); *P<0.05.

C) Los niveles de expresion de Lmxlay Foxa2 fueron consistentes con las observaciones previas
(por ejemplo, la misma proporcién de células con el correspondiente marcador).

46



c.- La expansion pobre de las CPNs dopaminérgicas que pierden la sehal de

DIi1, correlaciona con la detecciéon prematura de marcadores neuronales

Se realizé un analisis de TUNEL y no hubo un evidente incremento en la muerte
celular alrededor de la linea media en los embriones mutantes a E10.5 y E11.5 (Fig.
11A, panel izquierdo). En contraste, el delgado tubo neural de mesencéfalos
Dll1'acZ/lacz de E11.5, correlacioné con una marcada reduccién en el nimero de
células que incorporaron BrdU, en comparacion con el numero observado en
mesencéfalos de embriones silvestres (Fig. 11A, panel derecho y Fig. 11B). Estos
datos sugieren que, en ausencia de DII1, el grupo de CPNs ventrales que estan
adyacentes a la zona ventricular del mesencéfalo mostraron un decremento debido

a la disminucion en la capacidad de proliferar y/o a una diferenciacion prematura.

Figura 11. Muerte celular y proliferacién
en mesencéfalos en desarrollo en la
presencia o ausencia de DII1.

A) La muerte celular fue determinado por
TUNEL (A, panel izquierdo, nudcleos rojos)
y proliferacion por la incorporacion de BrdU
(A, panel derecho, nicleo rojo). Con la
excepcion del area ventrolateral de los
mesencéfalos de E11.5 en embriones
DlI1'a¢ZMacZ (panel izquierdo), muy pocas
células tefiidas fueron detectadas en
embriones E10.5 o] E11.5,
independientemente de la presencia o
ausencia de DIIl. En contraste, una
marcada reduccién en células BrdU+ se
encontrd6 en mesencéfalos de embriones
mutantes en comparacion con embriones
silvestres (A, paneles derecho)

B) Proporcion de células que
incorporaron BrdU a E11.5. Note, que
esta observacion, fue mas prominente en
el &rea ventral mesencefélica. La barra de
escala es 100 um.
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La distribucién radial tipica de CPNs (Células Nestina+) fue observada en los

mesenceéfalos deficientes en DII1 a E10.5, pero fue alterada a los E11.5 (Fig. 12A).

Figura 12. Diferenciacion neuronal en mesencéfalos en desarrollo en presencia o
ausencia de DII1.

A) A E10.5, Nestina (rojo) cubri6 la mayoria del neuroepitelio del mesencéfalo y, una significativa
cantidad de Alll-tubulina comenzé a ser detectada (verde) en la zona marginal de las muestras
de embriones mutantes, esto no fue evidente en el &rea mas ventral (V) o dorsal (D); note que el
lumen de los mesencéfalos embrionarios DIl1'3%1a¢Z  se expandieron mas temprano que los
mesencéfalos de embriones silvestre. A E11.5, con la reduccion en células Nestina+, se detecto
abundante All-tubulina en el area ventral (V) de mesencéfalos embrionarios DI11'24%2¢Z |os cuales
fueron distribuidos a través de todo el grosor del neuroepitelio: un nimero de células Nestina+
permanecieron en la linea media de la mayoria de los casos analizados. Las rayas indican el
limite de la PP en una muestra mutante. MarZ, zona marginal; VZ, zona ventricular; MZ, zona
manto. La barra de escala es 200 um.

B) Las observaciones siguientes fueron confirmadas determinando los niveles de expresion de
precursores neurales (Sox1, Sox2, Nestina) y genes neuronales (AllI-tubulina, Map2, NeuN, Tau)
en cerebros medios ventrales con el genotipo indicado DII1. Note que no hubo una marcada
alteracién en la expresién de genes asociados con neuronas maduras (Map2, NeuN, Tau).
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Curiosamente, la abundancia y distribucién del marcador neuronal inmaduro BllI-
tubulina, sugiere que la neurogénesis es una etapa mas avanzada en el
mesencéfalo de embriones Dll1'a%1acZ desde los E10.5 y se vuelve mas evidente a
los E11.5 en comparacion con los mesencéfalos silvestres en un estado equivalente
de desarrollo (Fig. 12A). Una marcada reduccién en células Nestina+ y la extension
de células BllI-tubulina+ a la zona ventricular, se observé a E11.5 en la region ventral
de mesencéfalos nulos en DII1 (Fig. 12A). Se observd un conjunto de células
Nestina+ que fueron comunmente detectadas alrededor de la linea media en el
ratdbn mutante; la identidad de esas células queda por determinar. Células positivas
a NeuN, un marcador neuronal maduro, no fue detectado en el nicho dopaminérgico,
aun bajo la diferenciacion precoz observada en embriones que pierden DII1. Un
analisis de expresion de genes neurogénicos en el mesencéfalo ventral de
embriones DII1**, DlI1*1acZ y Dl|1lacZ/lacz g E11.5, también apoya la diferenciacion
neuronal precoz con poco o sin una marcada alteracion en la expresion de genes
asociados con neuronas maduras (Fig. 12B). Destaca que, con excepcion de la
expresion de Nestina, los niveles de expresion de genes (BllI-tubulina, Map2, NeuN,
Tau) observados en el mesencéfalo ventral de embriones Dll1'aZ/a°Z fyeron

similares a las muestras de los embriones DIl11acZ,

Células positivas para Th, la enzima limitante en la sintesis de dopamina y uno de
los marcadores mas tempranos de neuronas dopaminérgicas, fue detectado
aproximadamente al mismo tiempo en tejidos silvestres y mutantes E11.5, pero su
distribucion en las ultimas muestras asemejo un estado de desarrollo mas avanzado
(por ejemplo E12.5) (Fig. 13A). Adicionalmente, la cuantificacién celular revel6 una
diferencia significativa en la proporcion de células Th+ entre el mutante y tejidos
control a E11.5 (Fig. 13B). De acuerdo con la aparicion prematura de Th en el raton
mutante, los niveles de mMARN de Th estuvieron elevados en el mesencéfalo ventral
en los embriones Dll1'aZ/acZ (Fig. 13C), de manera muy similar con el incremento de
BllI-tubulina tanto en DII1*"12¢Z como en DII1'2°?1a¢Z | os niveles de mMARN de VMAT
y DAT, marcadores de neuronas dopaminérgicas maduras, no mostraron un cambio
muy marcado entre los diferentes genotipos a E11.5, probablemente debido a que
el analisis se realizé en una etapa temprana de la diferenciacion.
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Figura 13. Diferenciacion dopaminérgica en mesencéfalos en desarrollo en presencia o
ausencia de DII1. A) La diferenciacion dopaminérgica fue determinada por la detecciéon de
células que contienen tirosina hidroxilasa, o los niveles de expresibn de este gen en
mesencéfalos ventrales de embriones E11.5 con el genotipo indicado.

B) Un nimero significativo de neuronas dopaminérgicas fueron detectados en muestras de
Dll1'a¢Z1acZ an comparacion con embriones silvestres.

C) Los cuales correlacionan positivamente con los niveles de expresién de Th pero no de genes
gue son expresados en neuronas dopaminérgicas maduras.

d.- Cultivos de explantes mesencefalicos recapitulan los efectos de la

deficiencia en la senal de Notch durante la diferenciacion dopaminérgica

Fue inesperado encontrar que la diferenciacion neuronal prematura descrita arriba
alos E11.5 no reflejara la expresidn de los genes que codifican proteinas asociadas
con neuronas maduras (por ejemplo NeuN). Ya que la diferenciaciéon dopaminérgica
mesencefalica no se completd antes de que los embriones Dll1'2°Z1aZ myrieran,
analizamos el potencial de diferenciacion de CPNs mesencefalicas en cultivo.
Cultivo de explantes embebidos en colagena permiten la diferenciacion

dopaminérgica a un estado que se parece a la distribucién y numero de neuronas
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dopaminérgicas presentes en el mesencéfalo de embriones E14-E15 (Baizabal y
Covarrubias, 2009). En concordancia con las observaciones de embriones E11.5,
explantes mesencefalicos Dll1'acZ/acZ cyltivados por 2 6 4 dias, mostraron una alta
proporcion de células Th+ en comparacion con muestras equivalentes de embriones
DII1**. La mayoria de las células Th+ fueron NeuN+ a los 2 dias de cultivo en
explantes de embriones de cualquier genotipo, pero pocas células tuvieron este
marcador neuronal a los 4 dias de cultivo en explantes mesencefalicos Dl|1acZ/1acz

comparado con el silvestre (Fig. 14).

Figura 14. Diferenciacién dopaminérgica en cultivo de explantes.

La diferenciacion neuronal dopaminérgica fue determinada detectando el nimero de células que
contienen el marcador neuronal maduro NeuN (a veces indicado con punta de flecha) y Th. A los
2d ambos genotipos mostraron células NeuN+, sin embargo a 4d pocas neuronas fueron NeuN+
en los explantes DI|1'a¢#1acz,

Esto recapitula el proceso observado en las nuevas neuronas dopaminérgicas de
embriones E13.5, las cuales son NeuN+ y pierden este marcador a E15.5 (Fig. 15).
Por lo tanto, las ultimas fases de la neurogénesis dopaminérgica en ausencia de
DII1 pueden ser observadas en cultivo de explantes, los cuales muestran un estado
mas avanzado de diferenciacién/maduracién con respecto a lo que ocurre en

explantes silvestres.

51



Figura 15. Nimero de neuronas dopaminérgicas en el cerebro adulto bajo niveles
reducidos de DII1.

A) Neuronas dopaminérgicas fueron detectadas por la presencia de Th (verde). No hay una
diferencia aparente en la densidad de neuronas Th+ que fue detectado en muestras de
embriones. Note que algunas neuronas Th+ en el mesencéfalo de embriones E13.5 (cabeza de
flecha) no tenian el marcador nuclear NeuN (rojo), marcador encontrado frecuentemente en
neuronas maduras. Una evidente baja densidad de neuronas Th+, las cuales todas perdieron el
marcador nuclear NeuN, se observo en la SNpc de raton DII1*2Zen comparacion con la densidad
de esta regién del raton silvestre. Barras de escala 100 xm; las rayas indican las células Th-
/NeuN+ dentro de la SNpc.

B) neuronas Th+ fueron contadas en las rebanadas de cerebros de ratones de 14 meses de edad.
Datos representados como el promedio#s.d.
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Con el objetivo de obtener mas conocimientos directos sobre el papel de la sefal
de Notch en la diferenciacion dopaminérgica, realizamos cultivos de explantes
mesencefalicos en presencia o ausencia de DAPT, un potente inhibidor de la y-
secretasa, la cual disminuye la activacion de Notch en un paso clave después de

la unidn al ligando (Crawford y Roelink, 2007).

Debido a la variacion en numero y distribucidn de células diferenciadas en cultivo
de explantes, analizamos neurogénesis dopaminérgica en explantes estimando
los niveles de mMARN de genes relevantes al proceso. Como se esperaba, el
inhibidor de la sefal de Notch abolid la expresion de Hes5 en cultivos
mesencefalicos de embriones E9.5 o E10.5 después de 2 dias en cultivo,
mientras que la expresion de Hes1 solo fue parcialmente afectada (Fig. 16A), en
cercana similitud con las observaciones en embriones mutantes. En general, el
efecto de la inhibicidn de la sefnal de Notch con el inhibidor DAPT en los niveles
de mARN de genes neuronales y dopaminérgicos, estuvo de acuerdo con las

observaciones de embriones deficientes en DII1.

El efecto proneurogénico de la inhibicion de Notch fue mas pronunciado en
muestras a E9.5 mas que a E10.5 (por ejemplo 4 vs 8 veces ya sea a 2 dias 0 4
dias de tratamiento). Interesantemente, no hubo una disminucién proporcional
en los niveles de mARN de Nestina (Fig. 16B), sugiriendo que una fraccion de
CPNs se dividen aun bajo la inhibicion de la sefial de Notch reducida pero no
afecta la tasa de incremento de mARN de nestina en explantes E9.5, sugiriendo
que la diferenciaciéon de CPNs pero no la proliferacion, es el blanco de la via de
sefalizacion de Notch. Por lo tanto, la inhibicion de la sefial de Notch reproduce
el efecto neurogénico de perder DII1, confirmando que este ligando es el mayor

mediador de las funciones de Notch.
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Figura 16. Efecto de la sefial de Notch en la diferenciacion neuronal dopaminérgica en
cultivos de explantes de mesencéfalos en desarrollo.

A) Se realiz6 un cultivo de explante de 2d en embriones de E9.5 y E10.5 y se trataron con el
inhibidor de Notch, redujeron marcadamente la expresion de Hes5 con un minimo efecto en hes1,
en concordancia con el efecto determinado en embriones que pierden DII1.

B) Se determinaron los niveles de mRNA de precursores neurales (nestina) o marcador neural
(All-tubulina) en embriones tratados con el inhibidor de Notch DAPT por 2 dias (2d) o 4 dias (4d).
El efecto retardado de DAPT (2d vs 4d) en la expresion de Nestina en cultivo de mesencéfalos
de E10.5 podria estar relacionados a la poblacion de CPN que no esta comprometida a formar
neuronas. Barra de escala 100 ym. Los datos en A estan representados como el promedio de los
valores mas altos/mas bajos.

e.- La ausencia de la senal de Notch modifica el flujo de diferenciacion

dopaminérgica

Msx1 y Ngn2 son factores de transcripcibn cuyos genes son temporalmente
expresados durante la diferenciacion dopaminérgica; el primero estd mayormente
presente en las CPNs ventriculares y marca el inicio de diferenciaciéon
dopaminérgica (Andersson et al., 2006b), mientras que el ultimo es un factor

proneural muy importante para la diferenciacion dopaminérgica que muestra altos
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niveles en los progenitores intermediarios antes de la expresion de Nurr1, un factor
de transcripcion que controla la expresion de Th (Kele et al., 2006). Por lo tanto,
para estimar las transiciones entre el linaje relacionado con los precursores
dopaminérgicos en su curso de diferenciacion, decidimos determinar los niveles de
MARN que corresponden a esos 3 factores de transcripcion en mesencéfalos de
embriones de E9.5 a E15.5 (Fig. 17A). El mas alto nivel de mARN de Msx1/2 fue
detectado a E11.5, el cual representd un incremento de 30 veces en comparacion
con el nivel encontrado a E9.5; este valor disminuyé rapidamente cercano al limite
de deteccion a E12.5. Niveles significativos del mARN de Ngn2 fueron detectados
a E10.5, siendo mas altos a E11.5, y disminuyeron marcadamente a los E15.5. En
contraste, los niveles del mMARN de Nurr1 incrementaron gradualmente desde E10.5
hasta E12.5, estado en el cual aparentemente se volvieron estables. Ya que Msx1/2,
Ngn2 y Nurr1 son expresados mayormente en CPN no sobrelapantes restringidos
que son unidos a lo largo de la via de diferenciacion dopaminérgica, los niveles de
MARN estan en concordancia con un flujo de diferenciacion comenzando con un
numero definido de CPN Msx1+ que son convertidos a neuronas dopaminérgicas
que pasan secuencialmente por CPN Ngn2+ y Nurr1+. Note que el incremento en
los niveles de mARN de Th, representan los neuroblastos dopaminérgicos jovenes,

que se quedan atras de Nurr1.

El incremento en los niveles de mARN de Th y el numero relativo de neuronas
dopaminérgicas en ausencia de DII1, sugieren que la sefial de Notch regula la
emergencia de caracteristicas dopaminérgicas. Un marcado incremento en los
niveles de mARN de Ngn2, Nurr1y Th en el mesencéfalo de embriones E10.5 nulos
en DII1 (Fig. 17A) sugiere que la poblacion celular que expresa Ngn2, Nurr1 y Th
estan emergiendo prematuramente. De modo interesante, a E11.5 los niveles de
mARN de Msx2 y Ngn2 en el mesencéfalo ventral de embriones Dll1'a%1a¢Z fyeron
mas bajos que en los embriones de tipo silvestre; Msx1 y Mash1 mostraron una
regulacion similar como Msx2 y Ngn2, respectivamente (Fig. 18). De acuerdo con la
correlacion entre la proporcion de CPNs y los niveles de mARN, la disminucion en
los niveles de mMARN de Ngn2 correlacionaron con una disminucién en el numero
de CPNs Ngn2+ (Fig. 17B, C).
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Figura 17. Flujo de diferenciacion dopaminérgica en mesencéfalos a lo largo del
desarrollo embrionario o en explantes con sefial normal o reducida de Notch.

A) La progresion de la diferenciaciéon dopaminérgica se analizé, detectando la expresion de
genes cuyos productos estan asociados principalmente con CPN dopaminérgicas (Msx1/2*,
Ngn2*, Nurrl*) o neuronas diferenciadas (Th). Para mesencéfalos en desarrollo el ARN total
fue extraido de un grupo de regiones ventrales de embriones (al menos 6) de cada genotipo
indicado..

B, C) Numero de DPN Ngn2*o neuronas Th* en mesencéfalos de embriones E11.5 con el
genotipo indicado, muestran una buena correlacién con los niveles de ngn2. Datos en C
representados como promedioxD.S.

D) Cultivo de explantes de mesencéfalos de embriones E9.5 o0 E10.5, sin tratamiento (DMSO)
o tratados con DAPT, cada determinacion fue de un grupo independiente de explantes

cultivados (al menos 3). Barra de escala 100 um.
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En contraste, Nurr1 y Ptx3, dos genes rio debajo de Ngn2 cuya expresién
permanece en las neuronas que emergen Th+, mostraron leves diferencias en sus
niveles de mARN en la presencia o ausencia de DIlI1 a E11.5; solo los niveles de
MARN de Ptx3 estuvieron en linea con el incremento de la expresion de Th pero en
mucho menor proporcién (Fig. 13). De notar fue, que la reduccion de DII1 (por
ejemplo en la cantidad presente en embriones DII1*2¢%) provocd una marcada caida
en los niveles del mMARN de Ngn2 solo en embriones a E11.5 pero produjeron
niveles similares de mARN y patrones de expresion como el silvestre de todos los
genes analizados (Fig. 17A). Ademas, la reduccion en la dosis de DIlI1 promueve
diferenciacién dopaminérgica en asociaciéon con un decremento en las CPN

especificas tempranas (por ejemplo, Msx2+ y Ngn2+).

Las siguientes observaciones sugieren que la funcién DII1-Notch1 es controlar el
flujo de diferenciacion una vez que las CPN dopaminérgicas son especificadas
como tal, durante el proceso, el efecto es principalmente notado en la reduccion de
los progenitores temporales Ngn2+ pero no fue evidente en la proporcion de
neuroblastos dopaminérgicos diferenciados. El flujo de diferenciacién dopami-

nérgica puede ser observado en cultivo de explantes tratados con DAPT (Fig. 17).

Figura 18. Niveles de mar-
cadores de diferenciacion
dopaminérgica Msxl vy
Mashl a diferentes dosis
de DII1.

El ARN total se extrajo de un
grupo de las regiones
ventrales de mesencéfalos
de E11.5 del genotipo
indicado, y se determinaron
los niveles de mARN por RT-
PCR. Note que los niveles
de mARN de Msx1 y Mashl
mostraron un patrén similar
como los niveles de Msx2 y
Ngn2 (ver figura 17)
respectivamente, en dosis
diferentes de DII1.
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Durante el cultivo de explantes mesencefalicos, la diferenciacion activa se indico
por el aumento en los niveles de mMARN de Msx1, Ngn2 y Nurr1. La diferenciacion
dinamica en explantes E9.5 y E10.5 fue similar pero el incremento de 2 dias a 4
dias de cultivo en los niveles de mARN de marcadores tempranos (Msx1/2, Ngn2)
fue menos pronunciado, mientras que marcadores tardios (Nurr1, Th) fue mas
pronunciado en un estado mas avanzado de desarrollo, consistente con la
tendencia que ocurre en la diferenciacion. La inhibicion de la sefal de Notch
mostré una disminucion en los niveles de mARN de Msx1 en explantes E9.5 a
pesar de su fase de incremento en este estado de desarrollo; esta observacion
concuerda con una funciéon no relevante de Notch en la proliferacion de CPN

dopaminérgicas.

En contraste, la inhibicion de Notch causdé una disminucidon consistente en los
niveles de mMARN de Ngn2 en explantes de E10.5, mientras que su efecto se not6 a
E9.5 solo después de 4 dias del tratamiento con DAPT; una aparente pérdida del
efecto de los niveles de mMARN de Ngn2 en explantes E9.5 tratados 2 dias sostiene
un papel temporal de las células Ngn2+ durante la diferenciacién. Los niveles de
MARN de Nurr1 mostraron niveles mas bajos en explantes de E9.5 que E10.5, pero
un incremento fue provocado por la inhibicion de Notch. Un comportamiento similar
se observo para el mMARN de Th pero sus niveles no aumentaron en explantes de
E10.5 después de 4 dias del tratamiento con el inhibidor de Notch, posiblemente

debido a la deplecidn de los progenitores.

Juntos, todos estos datos estan de acuerdo con un modelo en el cual la
proliferacion y el tamafo del grupo de CPNs definen, como el flujo de
diferenciacién dopaminérgica se afecta por la inhibicion de Notch, ya que la
deplecion de CPN y la generacidon de neuronas inducida por el inhibidor de Notch,
se fortalecen y debilitan respectivamente, en fases tardias de diferenciacién

(posiblemente después de E11.5).
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f.- La expansion de las CPN nulas en DII1 retienen su identidad y aumentan la

diferenciacion especifica

Para determinar si el efecto sobre la diferenciacion dopaminérgica debido a la
pérdida de DII1 esta directamente sobre las CPN, estudiamos la diferenciaciéon
neuronal de las CPN expandidas como neuroesferas. Se ha reportado en cuanto a
la expansién de las CPN como neuroesferas, una disminuciéon del potencial

neuronal y la pérdida de identidad posicional.

Después del periodo de diferenciacién, 56.14% * 7.29 de las neuroesferas silvestres
expresaron GFAP, un marcador de astrocitos, mientras que 35.76% + 10.76 fueron
inmunorreactivas para nestina. La co-expresion de GFAP/Nestina (Fig.19A, B) es
una caracteristica comun de las neuroesferas silvestres, 35.76% * 10.76 de las
neuroesferas expresaron estos 2 marcadores. Como se esperaba, solo 11.60% =+
3.01 de las células en la neuroesfera fueron neuronas inmaduras (Blli-tubulina) y
ninguna expresé el marcador neuronal maduro NeuN (Fig.19A, B). Muy pocas
células fueron Lmx1a+ (0.83% +0.13) 6 Th (1.04% x 0.36) (Fig.19C, D). En
contraste, las neuroesferas Dll1'2Z1a°Z formaron un gran porcentaje de neuronas
inmaduras (56.97% + 1.92) y neuronas maduras (32.51% + 14.94); la proporcion
que co-expreso estos dos marcadores fue 32.51% + 14.94 (Fig.19B). Muy pocas
células fueron GFAP (7.72% £ 3.78) y Nestina (1.55% + 2.20) (Fig.19A). Cuando
analizamos el fenotipo dopaminérgico, encontramos que un alto porcentaje de
células fueron Lmx1a (19.33% + 3.18) y células Th+ (12.39% + 2.46) (Fig.19D)
comparado con el control, lo que sugiere que en ausencia de la sefal de DIl1 la
identidad neuronal de al menos algunas CPN se retiene y pueden diferenciar de
forma sitio especifica en cultivo. Esto es consistente con los resultados obtenidos
por Grandbarbe y colaboradores, donde tanto la generacién, como el mantenimiento
de las CPN no son afectadas por la falta de DII1 (Grandbarbe et al., 2003) y de igual
manera nuestros resultados muestran una mayor cantidad de neuronas en las

neuroesferas mutantes comparadas con el control.
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)" 1 lacZRacZ

1 lacZlacZ

Figura 19. Potencial de diferenciacién de neuroesferas DIl1'2¢#'2Z comparado con el
control.

A,C) Andlisis del potencial de diferenciacion neuronal para neuroesferas DII1'2?'aZ comparado
con un control.

B) cuantificacién de los diferentes marcadores que muestran una diferencia significativa en las
células que co-expresaron GFAP+/Nestina+ y Tubulina+/NeuN+.

C) Los progenitores DIl1¢?"acZ pyeden mantener su especificacion en cultivo, lo cual fue
observado por la presencia de progenitores dopaminérgicos Lmxla+ (flechas) y neuronas
dopaminérgicas, comparados con el control.

D) Cuantificacién de los progenitores dopaminérgicos y neuronas dopaminérgicas, que muestran
una diferencia significativa en ambos marcadores. La barra de escala representa 50 um.
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g.- La haploinsuficiencia de DII1 causa una reducciéon en las neuronas

dopaminérgicas de la sustancia nigra en el cerebro adulto

Las alteraciones en los niveles de mARN de los genes involucrados en la
diferenciaciéon dopaminérgica asi como el fenotipo observado en embriones
DII1*2¢Z ambos consistentes con la leve diferenciacion neuronal prematura, nos
llevé a estudiar las consecuencias en el raton adulto. A pesar de que no hubieron
diferencias en los niveles de mMARN de marcadores de diferenciacién neuronal o
dopaminérgico detectados a los E13.5 o E15.5, se observo baja densidad de
neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo ventral de mutantes comparados con
los silvestres los cuales no fueron obvios a E13.5 pero si aparentes a E15.5 cuando

estan cercanos a establecer su localizacién final (Fig. 15A).

Como se menciono arriba, la represion de NeuN correlacioné con la maduraciéon de
neuronas dopaminérgicas de tal manera que algunas Th+/NeuN+ fueron detectadas
en embriones E13.5 DII1*2¢Z pero casi ninguna en embriones E15.5 de cualquier
genotipo. Esta reduccion en neuronas dopaminérgicas se hizo mas evidente en el
ratdbn adulto, donde era facilmente visible en la SNpc donde la mayoria de las
neuronas Th+ permanecieron NeuN negativo (Fig. 15A). Esto no fue relacionado
con un papel de DII1 en la supervivencia neuronal ya que un fenotipo similar fue
observado en ratones jovenes y adultos (Fig. 20). No obstante, la baja densidad
neuronal no se limitd a las neuronas dopaminérgicas 6 al area mesencefalica, sino

mas bien se sefald a lo largo del cerebro.

Las consecuencias funcionales de esta reduccion de la densidad neuronal seran
publicadas aparte (manuscrito en preparacion). Por lo tanto, una dosis baja de
DII1 disminuye la produccion de algunos tipos neuronales, posiblemente
interrumpiendo el flujo de diferenciacién, similar a lo descrito para neuronas

dopaminérgicas mesencefalicas.
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Figura 20. Densidad de neuronas dopaminérgicas en el cerebro adulto a diferentes edades
y niveles de DII1.

Las neuronas dopaminérgicas fueron detectadas por la presencia de Th (verde) entre el nimero
total de células (nucleos teiidos con DAPI; azul) en cortes de mesencéfalos adultos de ratdén con
el genotipo y edad indicado (barra de escala 100 zm). Cortes para comparar fueron seleccionados
en base de similitud morfolégica de distintas estructuras del cerebro incluyendo la sustancia nigra,
el hipocampo, el acueducto y los ventriculos laterales. Se observé una baja densidad de neuronas
Th+ en la sustancia nigra de ratén DII1*"2Z mé&s que en la de los ratones DII1** a lo largo de
toda la estructura con poca diferencia entre las edades probadas.
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VII. DISCUSION

La via de senalizacion Notch es ampliamente conservada entre organismos
metazoarios. En ratén, la via de sefalizacion tiene funciones pleiotrépicas y regula
multiples procesos durante el desarrollo, desde el mantenimiento de CTN,
proliferacion celular, diferenciacion y muerte celular (ver revisiones: Louvi y
Artavanis-Tsakonas, 2006; Pierfelice et al., 2011; Bizzotto y Walsh, 2018; Zhang et
al., 2018). En el desarrollo del cerebro, la sefial de Notch esta involucrada en el
mantenimiento del estado indiferenciado y multipotente, inhibiciéon de Ia
diferenciacion neuronal y aun en la diferenciacion terminal del linaje astrocitico
(Bansod et al., 2018). Las funciones de esta via de sefializacion estan relacionadas
con la interaccion con otras vias de senalizacion. La desregulacion de la sefal de
Notch esta involucrada en muchas enfermedades neurodegenerativas vy

desoérdenes en el cerebro.

Previamente se describio el fenotipo del ratdén nulo en DII1, los embriones muestran
severos defectos en el establecimiento de patrones en el mesodermo paraxial y un
SNC hiperplastico. Comienzan a mostrar severas hemorragias después del E10 y
mueren alrededor del E12 en el desarrollo embrionario. En el SNC, la pérdida de
DII1 provoca una excesiva diferenciacion neuronal (Hrabe de Angelis, et al., 1997).
Nosotros observamos hemorragias severas en el SNC a los E10.5 en el ratén
DlI1'acZ/lacz - gimilar a lo reportado por Hrabe de Angelis, et al., 1997 (Fig. 9), a los
E11.5 la hiperplasia del embrién Dll1'2c?acZ grg tan evidente que fue dificil la
manipulacion por lo que se decidié utilizar solamente a los embriones heterdcigos

para los experimentos.

Analizamos los mensajeros de varios integrantes de la via Notch, encontrando
patrones semejantes a los reportados previamente (Tabla 1) (Hatakeyama et al,
2004; Bansod et al., 2017; Mesman et al., 2018). Analizamos Hes1 y Hes5, los
efectores de la via Notch, observamos que la expresién de Hes5 fue mas abundante
que la de Hes1 y por lo tanto es el mayormente afectado en la via candnica
(Hatakeyama et al. 2004; Basak and Taylor 2007). Los dobles mutantes de

HES1/HESS muestran un tubo neural desorganizado y la pérdida de la nestina en
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la region ventrolateral, fenotipo similar al observado en nuestros experimentos (Fig.
12) (Hatakeyama et al., 2004) lo que sugiere es que las células de la glia radial se
pierden prematuramente. La expresion alterada de Hes1 o Hes5 en el cerebro en
desarrollo del raton inhibe la diferenciacién neuronal y mantiene la identidad de las
células de la glia radial (Ohtsuka et al., 2001). En ausencia de Hes1 y Hes5, las

células de la glia radial no se mantienen y diferencian prematuramente a neuronas.

DII1 es un gen neurogénico, en este trabajo revisamos la distribucién del transcrito
de DII1 por determinacion in situ de la actividad de lacZ en embriones DIl1*2°Z g|
inicio de la diferenciacion dopaminérgica, encontrandose que la expresion de DII1
se ubicd principalmente alrededor de la linea media ventral correspondiente a la
localizacion de los progenitores intermediarios (Fig. 8A) en el mesencéfalo, pero no
se encontré expresion de DII1 en el cerebro posterior, similar a lo reportado
previamente (Deng et al., 2011; Kele et al., 2005; Ono et al., 2007) sugiriendo una
funcion de DII1 junto con otros factores presentes en esta zona del cerebro medio

en la especificacion del linaje dopaminérgico.

Los progenitores dopaminérgicos en el cerebro medio ventral pueden ser
subdivididos en dominios molecularmente distintos: medio y laterales. Lmx1a es
mas importante para la neurogénesis en el dominio dopaminérgico medio, mientras
que Lmx1b es mas importante para la generacién de neuronas dopaminérgicas
laterales (Deng et al., 2011). Lmx1a y Lmx1b cooperan con Foxa2 para coordinar
la especificacion de las neuronas dopaminérgicas y controlar el proceso de
diferenciacion de las células de la PP en el mesencéfalo en desarrollo (Lin et al.,
2009; Nakatani et al., 2010; Deng et al., 2011). Analizamos la especificacion de los
progenitores dopaminérgicos mediante inmunohistoquimicas para Lmx1a, Foxa2 y
Nkx6.1 que delimita el dominio dopaminérgico a los E10.5 y E11.5, encontramos
que el patron de expresion de estos marcadores se mantuvo en los dias analizados
de modo semejante a lo observado en el control, de igual forma los niveles de mARN
de Lmx1a y Foxa2 fueron similares en mesencéfalos de embriones silvestres y
homocigos para DII1 a los E11.5. Sin embargo se observé una ligera activacion de

Lmx1a en embriones DII1*2Zg E13.5 y E15.5 que pudiera estar relacionado con la
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funcién de Lmx1a en la maduracién neuronal, ya que la expresion sostenida de
algunos factores de transcripcion como Lmx1a y Lmx1b en neuronas
dopaminérgicas postmitéticas y maduras, sugiere funciones que se extienden mas
alld del establecimiento de la identidad neuronal y pueden actuar en vias de
mantenimiento neuronal en el cerebro adulto (Zou et al., 2009; Doucet-Beaupré et
al., 2015). En este trabajo observamos que la especificacion inicial de las CPN
dopaminérgicos mesencefalicos ocurre en ausencia de la sefial de Notch. Un
fendbmeno similar ocurre en la médula espinal donde las proteinas homeodominio
definen el patron espacial de DII1 y la pérdida de DII1 incrementa la diferenciacion
neuronal sin afectar los limites de los dominios de progenitores especificos
(Marklund et al., 2010).

Esta reduccion observada en el numero de células Lmxla+ y Foxa2+ en
mesencéfalos de raton nulos en DIlI1 a E11.5 no fue debido a muerte celular. Esto es
consistente con lo observado en los dobles mutantes Hes1/Hes5 (Ohtsuka et al.,
1999; Hatakeyama et al., 2004), Hes1/Hes3 (Hirata et al., 2001); Ngn™ (Kele et al.,
2005, Andersson et al., 2005); Lmx1a%dr (ono et al., 2007); Nato3”-(Ono et al., 2010).

Encontramos una marcada reduccion en el numero de células que incorporaron
BrdU en los mesencéfalos de embriones nulos en DIl1 a los E11.5 principalmente
en los dominios ventrolaterales, a diferencia del control, por lo que existe una
disminucién en la capacidad de proliferar de los progenitores neurales, que se debid
a una diferenciacién precoz, segun lo observado con Blll-tubulina y Th en
mesencéfalos de embriones nulos en DII1 a los E10.5 y mas evidente a los E11.5
que se asemeja a una etapa mas avanzada de desarrollo (Fig. 12A) y resultados
que se corroboraron en nuestros ensayos con neuroesferas (Fig. 19). Numerosos
estudios describen que la falta de sefalizacion de la via Notch muestra
diferenciacion prematura (Conlon et al., 1995; Hrabe de Angelis et al., 1997;
Othsuka et al., 1999; Hirata et al., 2001; Lutolf et al., 2002; Hatakeyama et al., 2004;
Kameda et al., 2011). Como no se pudo evaluar etapas posteriores a los E11.5
debido a la letalidad del embrion nulo en DII1, utilizamos la estrategia del cultivo de

explantes que ha sido probada previamente en nuestro laboratorio (Baizabal y
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Covarrubias, 2009) y observamos que los cultivos de explantes recapitulan las
ultimas fases de la neurogénesis dopaminérgica en ausencia de DIlI1 y se puede
observar un estado mas avanzado de diferenciacién/maduracién con respecto a lo

que ocurre en los explantes silvestres.

Para estimar las transiciones entre el linaje relacionado con los precursores
dopaminérgicos en su curso de diferenciacion, analizamos los mARNs de tres
factores de transcripcion: Msx1/2, Ngn2 y Nurr1, en mesencéfalos y en cultivo de
explantes en donde la senal de Notch se inhibi6 con DAPT. Se observé que la
expansion de los precursores dopaminérgicos que ocurre en la ZV esta asociado
con el nivel de expresion de Msx1/2 en el mesencéfalo ventral. En estados
tempranos de diferenciacién (E9.5-E11.5) los precursores dopaminérgicos
pueden ser reconocidos por la presencia de Sox2, el numero de células
Sox2+/Msx1/2+ comenzé a disminuir después de E11.5. A E125. la
diferenciacién de los precursores dopaminérgicos esta todavia en marcha
mostrando una gran proporcion de progenitores Neurog2+ alrededor del nicho de
la linea media pero bajos niveles de Msx1/2, sugiriendo un decline significativo

en los precursores dopaminérgicos.

El incremento de los niveles de mARN de Th y el numero relativo de neuronas
dopaminérgicas en ausencia de DII1 sugiere que Notch regula la emergencia de
caracteristicas dopaminérgicas. Se observé un incremento en los niveles de mMARN
de Ngn2, Nurr1 y Th en mesencéfalos nulos en DII1 que sugiere que las poblaciones
dopaminérgicas estan emergiendo prematuramente. Observamos que la reduccion
en la dosis de DII1 promueve diferenciacion dopaminérgica en asociacion con un
decremento de las CPN especificas tempranas (por ejemplo Msx1+ y Ngn2+).
Nuestros resultados sugieren que la neurogénesis y la adquisicion de
caracteristicas moleculares de un tipo en particular, estan acopladas (Yun et al.,
2002; Trujillo-Paredes et al., 2016).
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VIIl. CONCLUSIONES

La produccién de neuronas especificas durante el desarrollo debe cumplir el niumero
necesario para sus funciones en el cerebro adulto. Ademas, se espera que la
diferenciacion neuronal esté coordinada en tiempo con el proceso que controla la
migracion de neuroblastos o neuronas jovenes al sitio definitivo de residencia, asi
como la conexion exitosa entre neuronas. Se piensa en general que mas neuronas
que las necesarias son producidas y que muchas mueren a medida que avanzan
de la ruta de origen hacia su hogar y sus axones compiten para alcanzar sus células
blanco. Sin embargo, solo en pocos casos ha sido demostrado el papel de la
neurodegeneracion natural en el establecimiento del numero final de neuronas, por
lo tanto, es relevante determinar la contribucidon de neuronas producidas. Aqui
encontramos que el flujo de diferenciacion regulado por Notch de precursores
dopaminérgicos mesencefalicos hasta convertirse en neuronas dopaminérgicas es
critico para determinar el numero de neuronas dopaminérgicas presentes en el

cerebro adulto.

El uso de la terapia génica para la neuroproteccién en la EP tiene que ser
continuamente reevaluado a la luz de los recientes hallazgos sobre la etiologia de
la enfermedad. Mientras que los genes implicados en las formas familiares de la
enfermedad representan los objetivos mas racionales para la terapia génica, ha sido
dificil establecer una prueba de concepto para los enfoques de rescate. La
enfermedad parece perturbar las actividades lisosémicas y mitocondriales que son
esenciales para el mantenimiento a largo plazo de la homeostasis neuronal. Los
enfoques neuroprotectores para apoyar estas vias a menudo causan efectos
inesperados, en particular cuando las modificaciones genéticas conducen a
cambios duraderos en la expresion de factores clave. Ademas, ahora se considera
que los depdsitos erroneos y agregados de a-sinucleina que representan un sello
distintivo de la patologia de la EP, pueden propagarse a través de sistemas
neuronales en el SNC periférico y mediante mecanismos que permanecen poco
claros. La patologia no parece mas restringida al sistema nigroestriatal, y los

sintomas motores asociados a la vulnerabilidad selectiva de las neuronas
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dopaminérgicas, y que han sido el principal objetivo de la terapia génica hasta el
momento, son probablemente la punta del iceberg. Por lo tanto, la EP debe
considerarse como un sindrome complejo que probablemente requerira tratamiento

terapéutico combinado.

Tanto la falta de sistemas modelo humanizados satisfactorios, junto con el
conocimiento incompleto de las causas multifactoriales en la mayoria de los
trastornos neurodegenerativos, asi como un conocimiento profundo de las
alteraciones (epi) genéticas, ha impedido el progreso en la obtencién de mas
conocimientos para realizar estudios traslacionales. En los ultimos afios, sin
embargo, la tecnologia de células troncales ha estado ofreciendo un enfoque
alternativo para estudiar y tratar trastornos cerebrales humanos. Debido a esta
tecnologia, ahora podemos obtener una fuente teéricamente inagotable de células
neurales humanas y precursores in vitro que ofrecen una plataforma para el
modelado de enfermedades y establecer intervenciones terapéuticas. Ademas de
la posibilidad de aumentar nuestro conocimiento general de cémo las alteraciones

(epi) genéticas contribuyen a la patologia de enfermedades neurodegenerativas.
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