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Introducción 
 

La formación de neuronas y células gliales del sistema nervioso (SN) se da 
principalmente durante el desarrollo embrionario. La producción de nuevas células, 
neuronas o glía, a partir de precursores neurales multipotenciales (PNM), se da en respuesta 
a una exigencia fisiológica como puede ser una lesión; esto es posible gracias al proceso de 
diferenciación celular, por medio del cual una célula precursora origina una célula 
diferenciada, tal como ocurre en el desarrollo embrionario. En nuestro laboratorio, estamos 
interesados en dilucidar los mecanismos de la diferenciación in vitro a partir de PNM de un 
tipo especial de células gliales; la aldainoglía.1 

 
A pesar de que los PNM se identificaron hace más de una década, tanto a partir de 

tejido embrionario2 como a partir de tejido adulto,3 el mecanismo que regula su 
diferenciación, tanto in vitro como in vivo, recién se ha empezado a dilucidar, por lo que 
aún hacen falta estudios más detallados acerca de los mecanismos que regulan su 
diferenciación hacia neurona o glía, así como de sus propiedades proliferativas y de 
migración, para entender su naturaleza tanto durante el desarrollo como en el individuo 
adulto. 

 
La identificación y el conocimiento de los genes que codifican para las proteínas 

involucradas en la diferenciación de neuronas y células gliales, proveerá la información 
necesaria para guiar la neurogénesis y la gliogénesis, en el cerebro y la medula espinal, en 
el organismo adulto,4 así como para el tratamiento de padecimientos neurodegenerativos, 
como las enfermedades de Alzheimer, Parkinson o la esclerosis múltiple, e incluso el 
tratamiento de tumores.5,6 

 

Antecedentes 
 

Las células gliales constituyen una importante fuente de factores neurotróficos en el 
cerebro,7,8,9 y juegan un papel crucial en los procesos de degeneración y regeneración del 
SN, implicándose directamente en la etiopatogenia y desarrollo de enfermedades 
neurodegenerativas, así como, en la reparación o regeneración luego de lesiones.10,11,12 Por 
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la capacidad que tiene para promover el crecimiento de las neuritas, la glía envolvente (GE) 
del bulbo olfatorio (BO) en particular, representa una promisoria vía de estudio en el 
abordaje de los problemas de degeneración y regeneración del SNC.13,14,15 Sin embargo, el 
linaje celular de la GE a partir de PNM no ha sido aún esclarecido, por lo que resulta de 
interés el conocer e identificar las señales implicadas en la diferenciación de la GE a partir 
de los PNM. 

 
A lo largo del desarrollo embrionario, la proliferación y diversificación de los PNM, 

así como la definición de su destino celular a lo largo del linaje neuroectodérmico, recae en 
dos tipos de factores. Por un lado, en factores intrínsecos al tipo celular, mediante la 
activación de vías de señalización intracelular que culminan en el núcleo modulando la 
transcripción génica.16 Por otro lado, en señales extracelulares que dependen de la 
localización espacio-temporal17 y que incluyen; factores de crecimiento, moléculas de 
señalización y proteínas de matriz extracelular,18,19 ,20 que controlan en conjunto la 
proliferación y diferenciación de los PNM. Por lo que, debido a la gran variedad de factores 
que intervienen durante la diferenciación, resulta fundamental el abordar en forma integral, 
a nivel del genoma, el proceso de la diferenciación, iniciando por establecer las semejanzas 
y diferencias, a nivel de su expresión génica, entre células PNM y la aldainoglía. 

 
Por lo anterior, en el presente trabajo nos propusimos construir dos genotecas de cDNA 

(conjunto de genes expresados por una célula o grupo de células), a partir de células PNM y 
de GE del BO purificada, ambas cultivadas in vitro, con el fin de realizar una hibridación 
sustractiva bidireccional entre ambas poblaciones celulares, con el objetivo de poder 
identificar, en una segunda etapa, aquellos genes que se están expresando diferencialmente 
entre ambas poblaciones celulares. Una vez aislados, se procederá finalmente a su 
identificación por secuenciación. La metodología, de hibridación sustractiva, permite el 
análisis simultáneo de todos los genes expresados por un tipo celular en relación a otro, es 
decir, expresados diferencialmente, en un momento determinado.  Con ello se genera una 
gran cantidad de información de forma rápida y precisa.  
 

La hibridación sustractiva es una eficaz técnica molecular, que permite comparar dos 
poblaciones de mRNA obtenido ya sea a partir de dos poblaciones de células, o bien de una 
misma población sometida a dos condiciones experimentales diferentes, y obtener clones de 
genes que estén expresados en una de las poblaciones y no en la otra. Aunque existen 
diferentes métodos, el principio que siguen es el mismo. Inicialmente se obtiene el mRNA 
de las poblaciones celulares o tejidos en estudio, posteriormente se realiza la síntesis del 
cDNA, uno de los cuales se empleará como referencia, y el otro como prueba de 
sustracción. El DNA de ambos tipos o condiciones celulares, es hibridado entre sí, y todas 
aquellas secuencias que hibriden, es decir que estén presentes en ambas poblaciones de 
moléculas, serán retiradas, quedando únicamente aquellas moléculas que no hayan 
hibridado, y que por lo tanto sean las expresadas diferencialmente, ya que están presentes 
en la prueba pero no en la referencia, o viceversa, para su posterior clonaje e identificación.  

 
De los métodos disponibles, el que nosotros empleamos se basa en la amplificación 

génica selectiva, por PCR, de las moléculas diferencialmente expresadas mediante el 
empleo de adaptadores.21,22 Este método presenta importantes ventajas pues requiere de 
poca cantidad de mensajero (de 0.5 a 2 � gr de RNA poly A+), el procedimiento completo 
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dura 4 días, sin incluir el clonaje e identificación posteriores, y no requiere la separación 
física de las moléculas de DNA de cadena sencilla y doble, por lo que se realiza todo el 
procedimiento prácticamente en el mismo tubo.23 Lo que permite un alto rendimiento y 
fidelidad, con un muy bajo margen de error en la identificación de genes diferencialmente 
expresados24. 
 
Metodología 
 
Cultivos celulares. 
 

En el presente trabajo partimos de la obtención y cultivo de PNM a partir de región del 
cuerpo estriado de embriones de rata (Rattus norvergicus, cepa Wistar) de 14 días de 
desarrollo embrionario (E-14). Se consigue la formación de neuroesferas (que son 
conglomerados de PNM) in vitro, que se mantienen proliferando e indiferenciadas 
utilizando medio definido DMEM/F12/B27 suplementado con EGF (10 ng/ml) y FGF (10 
ng/ml) (Fig 1). Por otra parte, realizamos cultivos de GE a partir de la capa externa del BO 
de ratas macho adultos, en medio DMEM/F12 suplementado con 5 % y 0.5 % de SFB 
(suero fetal bovino) (Fig 2). 

 
Purificación de mRNA. 
 

Una vez obtenidas las células de la GE purificada y las células PNM, se procedió a la 
extracción del RNAm, utilizando el QuickPrep Micro mRNA Purification Kit de Amersham 
Pharmacia Biotech. El proceso utiliza tiocinato de guanidina y celulosa oligo(dT) en 
columnas.  
 
Construcción de la genoteca por sustracción diferencial. 
 

Para la construcción de la genoteca utilizamos el Clontech PCR-Select cDNA 
Subtraction Kit25. En una primera etapa, a partir de RNAm de PNM y de GE, sintetizamos 
cDNA de primera cadena. Posteriormente, sintetizamos cDNA de segunda cadena. En una 
segunda etapa, se realiza una digestión del cDNA de doble cadena con la enzima Rsa I. Lo 
anterior, nos permite obtener fragmentos de cDNA más cortos y con extremos “romos”, 
una condición indispensable para ligar, posteriormente, los adaptadores correspondientes de 
secuencia conocida.  
 

Después de separar en dos grupos los cDNA así digeridos, se procedió a ligar los 
adaptadores, uno distinto para cada grupo (adaptador 1 y adaptador 2R); para ello se utilizó 
la enzima T4DNA ligasa, generando dos poblaciones de cada muestra, una con cada 
adaptador. Una vez ligados los adaptadores se realiza un análisis de la eficiencia de la 
ligación; que consiste en realizar una PCR con oligonucleótidos específicos para los 
adaptadores y para algún gen control conocido, el cual en este caso fue el de la glucosa-3-
fosfato deshidrogenasa (G3PDH), lo cual nos permite amplificar un fragmento del gen 
control para verificar la adecuada ligación de los adaptadores. (Fig 3). Posteriormente, una 
vez corroborado el correcto ligamiento de los adaptadores, se procede a realizar dos 
hibridaciones sucesivas entre el material de sustracción y el material a ser sustraído, lo cual 
lleva a un enriquecimiento de los fragmentos, o las secuencias diferencialmente expresadas.  
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En la primera hibridación se agrega una gran cantidad de cDNA sin adaptadores de una 

población celular, y se enfrenta al cDNA de la otra población celular con uno y otro 
adaptador. Los fragmentos que hibriden serán descartados, ya que no se amplificarán. En la 
segunda hibridación se enfrentan todos los fragmentos de cDNA que llevan ambos 
adaptadores, del mismo tipo celular con una nueva cantidad de cDNA sin adaptadores; para 
hacer parejas. Finalmente, los fragmentos así obtenidos, que contengan ambos adaptadores 
se amplifican después de 2 reacciones secuenciales de PCR (Fig 4A y 4B), con 
oligonucleótidos para los adaptadores, las cuales enriquecerán sustancialmente los insertos 
que resulten de la sustracción diferencial, es decir, se amplificarán exponencialmente 
aquellos cDNA de doble cadena con diferente adaptador. Con lo que el producto final son 
dos genotecas obtenidas por sustracción diferencial. (Fig 5) 
 
Resultados 
 

Hemos generado y mantenido in vitro poblaciones homogéneas de células precursoras 
neurales multipotenciales (PNM) y de glía envolvente (GE), evidenciado por 
inmunocitoquímicas de marcadores específicos.26 Los PNM E-14, forman neuroesferas a 
partir del segundo día de cultivo. A los 14 días in vitro la GE es confluente y se procede a 
su inmunopurificación. Al realizar la inmunocitoquímica se corroboró la co-expresión del 
receptor de baja afinidad para neurotrofinas p75 y la proteína de citoesqueleto GFAP26 

 
A partir de ambas poblaciones celulares, se realizó la extracción de mRNA y su 

posterior cuantificación por D.O. (260/280 nm), así mismo se corroboró la integridad del 
RNAm aislado, mediante la visualización en gel de agarosa al 1%. Se ha obtenido RNAm 
en cantidad de 4 a 6 � g por cada extracción. 
 

Se obtuvo cDNA de cadena sencilla y doble de ambos tipos celulares para la ligación de 
adaptadores como se describió en la metodología. Se comprobó la eficiencia de ligación al 
amplificar, por PCR y con oligonucleótidos específicos para los adaptadores, una secuencia 
abundante y conocida del genoma de rata, de la glucosa-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) 
(fig 3). 
 

Se realizaron dos hibridaciones y se corroboró la sustracción de insertos (cDNA) por 
medio de la amplificación por PCR de los mismos (fig 4). Con lo que el producto final son 
dos genotecas obtenidas por sustracción diferencial, de cada tipo celular.  
 

Para posteriormente poder comprobar in vitro la participación de los genes 
seleccionados por clonaje e identificados por secuenciación, contamos con un esquema de 
diferenciación in vitro de PNM, empleando medios condicionados, en el cual podremos 
comprobar la acción de los genes identificados. 
 
Conclusiones  
 
1) La construcción de genotecas por sustracción diferencial es un procedimiento rápido y 
eficaz para la obtención de fragmentos de genes expresados diferencialmente entre dos 
poblaciones celulares. 
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2) La obtención de fragmentos de genes expresados diferencialmente es una herramienta 
adecuada para los estudios de diferenciación celular, ya que permite conocer secuencias 
únicas de un tipo celular que no están expresadas en otro, permitiendo un abordaje integral. 
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Figuras 
 

 
 
Fig 1. PNM (8DIV) utilizadas para la extracción de mRNA para genoteca 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 2. GE  purificada utilizada para la extracción de mRNA para genoteca 
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Fig 3. Análisis de eficiencia de ligación. Se observa amplificación del fragmento control, 
glucosa-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) (gel agarosa al 1.5%).  
 
PNM - muestra (cDNA) de precursores neurales multipotenciales 
CTL  - muestra (cDNA) control de músculo esquelético (kit) 
GE    - muestra (cDNA) de glía envolvente 
 
M - marcador de tamaño molecular 
1 y 3 – G3PDH leído sobre templete con primer G3PDH 3´ 
2 y 4 – G3PDH leído sobre templete con primer G3PDH 3´ y 5´ 
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Fig. 4.  Genoteca. Amplificación por PCR de los fragmentos ligados a los adaptadores de 
las dos poblaciones celulares luego de la sustracción diferencial. 
 
M – marcador de tamaño molecular  
C – fragmentos de cDNA substraido (control kit) 
GE- fragmentos cDNA amplificados de glía envolvente 
PNM- fragmentos cDNA amplificados de precursores neurales multipotenciales 
CTL- fragmentos cDNA amplificados de control de músculo esquelético (kit) 
 
U – cDNA no substraido 
S-  cDNA substraido (por lo tanto no expresado en la muestra contraria) 
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Fig. 5. Diagrama que muestra el procedimiento de hibridaciones y amplificaciones para la 
construcción de la genoteca. (Tomado de ref. 25) 
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