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Introducción 
 

El citoesqueleto es una compleja red de filamentos proteicos que se extienden por el 
citoplasma de las células eucariontes, y que resulta esencial para diversas funciones 
celulares como el soporte y estructura celular, el transporte interno de organelos, el 
movimiento y la migración, etc1. Consta de tres componentes filamentosos, que se 
distinguen por sus propiedades bioquímicas, morfológicas y funcionales: los microtúbulos, 
los microfilamentos y los filamentos intermedios (FI).2 

 
Los FI se caracterizan por ser los más rígidos y resistentes de los tres componentes del 

citoesqueleto, forman una red en el citoplasma que rodea el núcleo y se extiende hasta la 
periferia celular,1 su ensamblaje es regulado por fosforilación y desfosforilación del 
filamento y no requiere de la hidrólisis de ATP o GTP.3 Los FI se encargan principalmente 
de proporcionar resistencia mecánica a la célula, su estructura proteica consiste en un 
dominio central α-hélice altamente conservado, mientras que sus dos extremos, amino y 
carboxilo terminales, presentan una alta diversidad en secuencias de aminoácidos.4 

 
Los FI se clasifican, con base en la similitud de sus secuencias de aminoácidos, en seis 

tipos: 
 

 Tipo I: keratinas ácidas (células epiteliales). 
 Tipo II: keratinas neutro-básicas (células epiteliales). 

Tipo III: Vimentina, Desmina, Proteína Fibrilar Glial Acídica (GFAP) (células de 
mesénquima, de músculo y células gliales respectivamente).  

 Tipo IV: Neurofilamentos (neuronas maduras). 
 Tipo V: No estandar: Filensina y Facinina (células fibrosas del cristalino). 
 Tipo VI: Lamina nuclear (envoltura nuclear). 
 

El gen de cada uno de los FI se transcribe en diversas isoformas, lo que sugiere una 
amplia diversidad celular y funcional. La expresión de cada FI es característica de cada 
tejido o tipo celular evidenciando cierta especificidad,3 por lo que los FI son ampliamente 
usados como marcadores para identificar diversos tipos celulares, así como diferentes 
etapas o estadios de diferenciación celular. Sin embargo, debido a su diversidad proteica, se 
ha propuesto que la función de los FI puede variar en los distintos tipos celulares.5 
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Antecedentes 
 

La mayoría de las células expresan in situ un solo tipo de FI, sin embargo, las 
excepciones incluyen a las células gliales, tales como: astrocitos inmaduros, y diversos 
tipos de aldainoglía 6 como: la glía envolvente (GE) del bulbo olfatorio (BO), la glía de 
Bergman, la glía de Müller, los tanicitos, la glía perivascular, etc, que co-expresan más de 
un tipo de FI. En el caso de los astrocitos inmaduros, co-expresan nestina y vimentina en 
abundancia.7 Otras células gliales, co-expresan vimentina y GFAP.4  

 
La GFAP constituye el principal FI de las células gliales, y su expresión se considera 

característica de astrocitos.8 Sin embargo, recientemente se ha descrito la expresión de 
GFAP en células precursoras neurales multipotenciales (PNM) de organismos adultos.9 
Durante el desarrollo, los PNM del SNC que se diferencían a células gliales, usualmente 
expresan vimentina como principal FI. La vimentina se expresa en la mayoría de las células 
neuroepiteliales del tubo neural, y su expresión se correlaciona con un estado poco 
diferenciado de las células gliales,4 además de expresarse en diversos linajes celulares. 

 
Los niveles de expresión del GFAP son regulados durante el desarrollo del SNC por 

condiciones y factores específicos.10 En esta regulación participan entre otros, la hormona 
tiroidea, los glucocorticoides, así como diversos factores, como los factores de crecimiento; 
el FGF (Fibroblast Growth Factor), CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor), TGF beta 
(Transforming Growth Factor beta), TGF-alpha (Transforming Growth Factor alpha), así 
como otros factores como el LIF (Leukemia Factor Inhibitor), la citocina IL-6 
(Interleucina-6) y algunos miembros de la familia de las BMP (Bone Morphogenic 
Proteins). Particularmente, se ha descrito que el TGF-alpha, influye durante el desarrollo 
posnatal en la diferenciación de astrocitos, incrementando los niveles de expresión de 
GFAP y disminuyendo la expresión de nestina (proteína de FI utilizada como marcador de 
células precursoras del SNC)11. El desarrollo astroglial también es promovido por el CNTF, 
IL-6, LIF y BMP2.12 Por ejemplo, se ha descrito que la citocina LIF, junto con la proteína 
gp130, componen un receptor transductor de señalización, que actúa sinérgicamente junto 
con la proteína BMP2, para inducir la diferenciación de células con fenotipo astroglíal por 
la vía STAT3-Smad1, a partir de células neuroepiteliales de ratón.  
 

Se ha demostrado que la expresión de GFAP depende de la vía de activación mediada 
por STAT3. Sin embargo, se sabe que durante el desarrollo de las neuronas, no se expresa 
GFAP en respuesta a la activación de la vía STAT3, lo que sugiere que existen otros 
mecanismos a través de los cuales se reprime su expresión, tales como la metilación en 
sitios promotores de la expresión del GFAP en neuronas.13 Hasta el momento es 
prácticamente inexistente la información a cerca del patrón de expresión en diferentes 
tejidos de las diferentes isoformas del GFAP, así como de los mecanismos que regulan su 
expresión. 
 
Isoformas del GFAP 
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La GFAP en humano es un polipéptido de 432 aminoácidos, y de 55 kDa, codificado por 
9 exones, del cual se han identificado hasta el momento 5 isoformas6 identificadas por la 
secuencia de sus mRNAs como: α, β, γ, δ, ε. 
 
GFAP α: Es la isoforma más conocida y se presenta en el SNC. Su mRNA es de 2.9 kb. 
 
GFAP β: Descrito en células de Schwann del SNP. Presenta un inicio de transcripción 169 

pb antes que el GFAP α.  
 
GFAP γ: Es expresado en tejidos no neurales. Su mRNA es de 2.4 kb, y carece del exón 1, 

pero incluye 126 pb del intrón 1. 
 
GFAP δ: Expresado en tejidos neurales. Su mRNA es de 4.2 kb, el cual además de 

presentar los 9 exones de las isoformas anteriores, incluye 1255 pb del intrón 7 
en la secuencia del exón 7. 

 
GFAP ε: Se ha identificado en el SNC, en una región asociada a la unión entre elementos 

del citoesqueleto y presenilinas, y se considera importante en enfermedades con 
procesos degenerativos. Es resultado de un empalme alterno del exón 8 y 9 del 
GFAP α, que corresponde al dominio C-terminal, y que genera una proteína de 
431 amino ácidos.  

 
La existencia de al menos 5 isoformas de GFAP localizadas en distintas regiones, nos 

indica una amplia diversidad funcional. Por lo anterior, y teniendo en cuenta que el GFAP 
se expresa tanto en astrocitos, como en PNM y en la aldainoglía, resulta importante 
identificar cual es la isoforma, o isoformas, de GFAP involucradas en los procesos de 
diferenciación de la GE, y cómo se organiza su expresión durante la diferenciación a partir 
de PNM hacia fenotipo aldainoglia. 

 
 
 
 
Material y métodos 
 
Obtención de tejido 

El tejido se obtuvo de ratas adultas (Rattus norvergicus) de la cepa Wistar, criadas y 
mantenidas en el bioterio del Departamento de Biología Celular y Molecular del CUCBA, 
con acceso libre a agua y alimento, temperatura controlada de 22-25°C, y con periodos de 
luz-obscuridad de 12-12 h.  

 
El sacrificio de animales se realizó en una cámara de CO2, con posterior dislocación de 

cervicales, e inmediatamente se procedió a la obtención del tejido, que se realizó en 
condiciones estériles, disecando las siguientes estructuras: a) BO e hipotálamo, como 
estructuras que albergan poblaciones celulares de aldainoglía, b) corteza cerebral, en donde 
se esperan poblaciones predominantemente de astrocitos, y c) el nervio ciático, como 
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población celular de glía del SNP (células de Schwann). El tejido obtenido se mantuvo en 
refrigeración a -80°C, hasta la extracción del mRNA. 

Obtención de mRNA 
 

La extracción del mRNA se realizó en condiciones estériles, libres de RNAasas, como se 
describe en el kit: QuickPrep® Micro mRNA Purification KIT (Pharmacia Biotech). Se 
emplearon aproximadamente 100 mg de tejido de cada estructura para la extracción del 
mRNA. 

 
Síntesis de cDNA a partir de mRNA 
 

El mRNA se precipitó por centrifugación en una microfuga a 13,000 rpm durante 20 
min, después se eliminó el sobrenadante cuidadosamente con una pipeta pasteur sin tocar el 
pellet del mRNA, el cual se resuspendió en 5� l de agua DEPC, para poder utilizarse en la 
síntesis del cDNA. La síntesis del cDNA se realizó como se describe en el kit FIRST-
Strand® cDNA sintesis KIT, a partir de 1� l del mRNA obtenido previamente. Finalmente, 
el cDNA se mantuvo a -20°C para su posterior amplificación. 
 
Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
 

El cDNA fue amplificado con la enzima Taq Polimerasa (1U por reacción), la mezcla de 
reacción para la PCR incluye; tampón para PCR pH 8.5, dNTP 0.5 a 1 � M, 1.5 � M MgCl2 y 
0.5� M de mezcla de oligonucleótidos, en concentraciones finales, añadiendo 1 � l del cDNA. 
 

La mezcla de reacción se realizó en un tubo de microcentrífuga de 0.5 ml y fue 
mantenida en hielo, para posteriormente someterse al programa del termociclador que 
incluye; un primer lapso de 5 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos (94 °C  1 min, 65 °C  1 
min, 72 °C  2 min), finalmente a 72 °C  por 5 min para asegurar que se terminan de 
extender todos los fagmentos, y posteriormente se reduce la temperatura a 4 °C en 5 min 
para almacenarse a -20 °C. El producto de PCR se visualizó en geles de agarosa al 1.5 % 
preparados con TBE, y utilizando bromuro de etidio 0.5 � g/ml. 
 
Oligonucleótidos para identificar las isoformas de GFAP 
 

Para identificar las isoformas mejor descritas en tejido neural del GFAP α, β  y δ, se 
seleccionaron 8 oligonucleótidos que se describen en la Tabla 1, y su posición relativa se 
ilustra en la figura 1. La isoforma α es característica del SNC, la isoforma β es 
característica del SNP, y presenta diferencias en la porción amino terminal, y la isoforma 
δ está presente en el tejido neural en general, y presenta diferencias en la porción carboxilo 
terminal de la proteína. Con éstos oligonucleótidos se forman parejas que amplifican 
diferentes fragmentos que se indican en la Tabla 2. 
   

Oligonucleótidos Secuencia 5´- 3´ Posición en mRNA Tm  
21 GAC ATC CCA GGA GCC AGC A -18/+1 62 
22 GAG ACG TAT CAC CTC TGC AC 23/42 62 
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23 GCT GTT CCA GGA AGC GGA CCT 285/265 68 
24 ACC TCA CAG ACG TTG CTT CC  3433/3452 62 
25 TCT GTA CAG GAA TGG TGA TG 4990/4971 58 
26 GCC AGC ACT CCG TTA GAC AC 5464/5485 64 
27 GGC CAC CTC AAG AGG AAC ATC 6640/6660 66 
28 CAT CAC ATC CTT GTG CTC CT 7240/7221 60 

 
Tabla 1. Las secuencias de oligonucleótidos se obtuvieron a partir de la secuencia del mensajero de GFAP 
reportada en el Gen-Bank,14 con número de acceso: AF028784. La temperatura de alineamiento se calculó de 
acuerdo a la fórmula: 4(G+C)+2(A+T)=°C. La numeración de los oligonucleótidos se realizó de forma 
arbitraria (únicamente con fines de identificar la secuencia). Los oligonucleótidos se sintetizaron en 
Invitrogen. 
 
 

Oligonucleótidos pares de bases Isoforma 
21-23 303 β 
22-23 262 α 
24-25 360 todas las isoformas 
26-28 1262 δ 
27-28 93 α, β, no δ 

 
 
Tabla 2. Tamaños esperados de acuerdo a la amplificación de cada pareja de oligonucleótidos, y la isoforma 
identificada con base en las diferentes combinaciones.  
 

 
 
Figura 1. Secuencia de intrones y exones del gen de GFAP. Se indican las diferencias entre las isoformas 
α, β y δ del GFAP. Las cajas señaladas como E1, E2….E9, representan los exones, separadas por líneas que 
representan los intrones. En la parte inferior se señala la posición relativa de los diferentes oligonucleótidos 
empleados para las amplificaciones por PCR. 
 
 
Resultados 
 

Se realizaron pruebas de PCR para verificar la integridad del cDNA extraído con 
una pareja de oligonucleótidos para un gen constitutivo, la β-actina. Después de verificar la 
integridad del cDNA, se realizaron algunas modificaciones en la metodología para 
amplificar los diferentes fragmentos del GFAP (Tabla 3). 

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 

 

 

 

α 

δ 
169p
b 

21 22 23 

1 469 1542 1382 1322 1637 3551 3426 3932 2549 2388 4971 5014 3712 7202 6693 

5353 

6608 8622 

24 25 26 27 28 

β 
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21-23 (303)    β TM = 68°C 
22-23 (262)    α Condiciones establecidas. 
24-25 (360)    todas Condiciones establecidas. 
26-28 (1262)   δ Tampón a pH 9.5 con tritón X-100, y 2� l de cDNA. 
27-28 (93)      no δ  Condiciones establecidas. 

 
Tabla 3 Modificaciones realizadas al procedimiento de amplificación en cada pareja de oligonucleótidos. 

 
Con base en las modificaciones mencionadas, ha sido posible amplificar los fragmentos de 
GFAP en diferentes tejidos del SNC, y los resultados se resumen en la tabla 4. 
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Carril Isoforma BO ciático hipotálamo corteza 

1 21-23 (303)    β * * * * 
2 22-23 (262)    α * n.d. * * 
3 24-25 (360)    todas * n.d. * * 
4 26-28 (1262)   δ * * * * 
5 27-28 (93)      no δ  * * * * 

 
Tabla 4  Isoformas amplificadas en diferentes regiones del SNC y en nervio periférico (ciático). * 
Amplificación positiva, n.d.; no detectado. 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 2. Amplificación en el BO de las diferentes parejas de oligonucleótidos, incluida la β-Actina (530 pb). 
La secuencia de los carriles 1 a 5 y los tamaños de los fragmentos esperados con cada pareja de 
oligonucleótidos se presentan en la tabla 2. El marcador de peso molecular (MW) utilizado fue 100 pb DNA 
ladder (GIBCO BRL cat: 15628-019).  
 

En las condiciones de PCR ensayadas, demostramos la presencia de la isoforma β del 
GFAP en algunas regiones del SNC, inicialmente descrita sólo en el SNP. Este resultado es 
muy posiblemente debido a la presencia de células de aldainoglía.  

  
En el bulbo olfatorio se evidencía la presencia de las tres isoformas del GFAP 

estudiadas; α, β, δ (como se muestra en la figura 2), mismas que se presentan, además, en 
el hipotálamo y la corteza. Por otra parte, en el nervio ciático no se consiguió amplificar la 
isoforma α y sí la isoforma β, característica del SNP. 

 
La aldainoglía es un tipo celular de gran importancia para el estudio del desarrollo y 

regeneración del SNC por sus propiedades promotoras del crecimiento axonal. Los 
diferentes fenotipos gliales que la conforman, comparten entre sí propiedades funcionales y 
estructurales, y presentan características fenotípicas tanto de astrocitos como de células de 
Schwann, lo que la convierte en un excelente candidato celular para realizar transplantes 
buscando la reparación funcional del SNC. 15 
 

A partir de estos resultados, el siguiente paso es analizar las isoformas presentes en 
cultivos purificados de aldainoglía, para poder establecer si son éstas células las que 

 MW βA  I  2  3   4  5    
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expresan las 3 isoformas, y posteriormente, analizar el perfil de expresión de las diferentes 
isoformas durante la diferenciación de esta glía a partir de PNM. 
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