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Introducción y antecedentes 
 

Las células precursoras neurales multipotenciales (PNM) se identificaron hace más 
de una década, sin embargo el mecanismo que regula su diferenciación se desconoce. La 
definición de su destino celular a lo largo del linaje neuroectodérmico recae tanto en 
factores intrínsecos al tipo celular (activación de vías de señalización que modulan la 
transcripción génica), como en señales extracelulares (factores de crecimiento, moléculas 
de señalización y proteínas de matriz extracelular).  

Debido a la gran variedad de factores que intervienen en el proceso de la 
diferenciación celular, es fundamental estudiarlo en forma integral a nivel de la expresión 
génica. En el presente trabajo se indujo la diferenciación de PNM embrionarias obtenidas 
del cuerpo estriado hacia fenotipo aldainoglía (Schwann like; glía promotora de 
regeneración neuronal 1, 2, 3), empleando medios condicionados por glía envolvente. 
Posteriormente, se determinaron los niveles de expresión génica relativa, entre las PNM 
indiferenciadas y las que se diferenciaron in vitro durante 24 h, mediante la hibridación de 
microarreglos con 5,000 genes. 
 
 
Metodología 
 
Cultivos  celulares de PNM y de glía envolvente purificada   
 

Se partió de la obtención y cultivo de PNM a partir del cuerpo estriado de embriones de 
rata (Rattus norvegicus, cepa Wistar) de 14 días de desarrollo embrionario (E-14). Se 
consiguió la formación de neuroesferas (que son conglomerados de PNM) in vitro, que se 
mantuvieron proliferando e indiferenciadas utilizando medio de cultivo definido 
DMEM/F12/B27 suplementado con EGF y FGF (figura 1). Por otra parte, se realizaron 
cultivos de glía envolvente como ya se ha descrito previamente.4   
Inducción de la diferenciación celular  
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con medio condicionado por glía envolvente    
 

Las condiciones para la inducción de la diferenciación,5, 6 así como la identificación 
fenotípica de la glía 1, 4 (co-expresión del receptor de baja afinidad para neurotrofinas p75 y 
la proteína de citoesqueleto GFAP) se comunicaron previamente (figura 2).  
 
Purificación de RNA total y elaboración de los microarreglos 
 

Los arreglos moleculares de DNA, comúnmente conocidos como microarreglos, son 
una herramienta que permite identificar los genes que se están expresando en un grupo de 
células o tejido en un momento determinado o en una condición establecida. Son de gran 
utilidad debido a la enorme cantidad de información y el número de genes que es posible 
cuantificar de manera simultánea.  

A partir de los cultivos de PNM E14 y PNM E14 en diferenciación, se extrajo el 
RNA total por el método descrito por Chomczynski y Sacchi de isotiocianato ácido de 
guanidina-fenol-cloroformo, utilizando el reactivo Trizol®. La técnica consiste en la lisis 
de las muestras con el reactivo, el cual mantiene la integridad del RNA mientras que 
destruye los componentes celulares. Se aisló el RNA con cloroformo y se precipitó con 2-
isopropanol.  

Se toman de 10 µg de RNA total (figura 3) para la síntesis del cDNA incorporando 
el marcaje con dUTP-Cy3 o bien, dUTP-Cy5 mediante el CyScribe Firs-Strand cDNA 
labeling kit (AMERSHAM). Se hibridaron cantidades iguales de cDNA marcado en la 
solución de hibridación UniHyb (TeleChem International INC) a los arreglos de 5 mil 
genes previamente realizados, durante 14 h a 42 °C.  

La adquisición y cuantificación de las imágenes obtenidas de la hibridación de los 
microarreglos se realizó en un ScanArray 4000 con el correspondiente software (Packard 
BioChips). Para cada marca de Cy3 y de Cy5, el valor medio de la densidad fue calculado 
con el software ArrayPro Analyzer de Media Cibernetics. 

El análisis inicial de los datos se realizó con el software libre GenArise, desarrollado 
por la Unidad de Computación del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM. 
Posteriormente se recabó información de las siguientes bases de datos: NCBI-BLAST 
(National Center for Biotechnology Information), UniProtKB/Swiss-Prot, 
UniProtKB/TrEMBL y PROSITE del Swiss Institute of Bioinformatics, la base de datos del 
genoma de rata (Rat Genome Database, RGD), el Motif Scan y el Pfam en el Sanger 
Institute. 
 
 
Resultados 
 

La expresión diferencial de genes fue baja (<5%). Se sobre expresaron 149 genes, 
mientras que 97 disminuyeron su expresión (+/- 2.0 veces). Los productos de la mayoría de 
los genes con elevada expresión en las PNM (2.5 < 3.4) se han descrito localizados en el 
citoplasma celular, mientras que en las PNM diferenciadas se incrementa la expresión de 
los genes (2.5 < 3.8) cuyos productos se han localizado principalmente en el núcleo y en la 
membrana plasmática (tabla 1). 
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Para un análisis inicial, se seleccionaron 62 genes que incrementaron su expresión 
en las PNM diferenciadas (2.5 < 3.8). La mayoría de ellos (40 de 62) se relacionan 
directamente con procesos de diferenciación celular, entre los que destacan: ARF3, la 
citoqueratina 18, EGAP, nucleofosmina 1, el receptor de prolactina, HNF4α, BMPrIa, 
Mash1 y TNF2 (tabla 2). Sólo 23 genes disminuyen marcadamente su expresión (2.5 < 3.4) 
entre los que destacan proteínas reguladoras del ciclo celular como la ciclina D1, así como 
otras vinculadas con el cese del fenotipo de célula precursora como; fancc, POU3f3 y 
Sam68 (tabla 3). El análisis en detalle puede consultarse en: Rojas-Mayorquín, A.E., 2006.7 
 
 
Conclusiones 
 

Los resultados de este análisis constituyen un inicio en el abordaje del estudio de los 
genes involucrados en la inducción de la diferenciación de las PNM hacia aldainoglía. El 
conocer los mecanismos involucrados en la diferenciación de esta glía nos permitirá dirigir 
su diferenciación de manera selectiva in vitro e in vivo para ser utilizada en transplantes en 
modelos de regeneración. 
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Figura 1. Cultivos de PNM en conformación de neuroesferas. 6 DIV. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Inmunocitoquímica de células diferenciadas en medio condicionado por glía 
envolvente purificada. (A), contraste de fases; (B) p75 (verde); (C) GFAP (rojo);  y (D) co-

expresión de marcajes más DAPI para tinción nuclear. Barra: 10 µ. 
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Figura 3. RNA total. 
 
1- PNM E14 
2- PNM diferenciadas después de 24 h 
3- Glía envolvente 
 

 
 
 
 

 
Genes más expresados  

en PNM 
Genes más expresados  

en PNM 24h 

Membrana plasmática 4 14% 18 24% 

Citoplasma 13 45% 10 13% 
Núcleo 8 29% 16 22% 
Espacio extracelular 0 0 13 18% 
Endomembranas 1 4% 9 12% 
Mitocondria 1 4% 3 4% 
Citoesqueleto 1 4% 3 4% 
Sin datos 0 0 2 3% 
TOTAL 28 100% 74 100% 

  
Tabla 1. Distribución subcelular de los productos de los genes expresados en los 
microarreglos. Zscore 2.5 – 3.8, ordenados por cantidad de genes y su porcentaje.
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Tabla 2 
GENES QUE INCREMENTAN SU EXPRESIÓN EN PNM DIFERENCIADAS 

Z 
score 

Id Genbank Nombre del gen 
Localización 
subcelular 

Función Molecular 
Proceso Biológico 

Descripción 
Referencias 

3.80 L12382 ARF-3 
aparato de 
Golgi 

Factor 3 de ribosilación de ADP. 
Con actividad GTPasa que une 
proteínas. 

Pequeña GTPasa que participa en la transducción 
de señales y el transporte vesicular. Las ARFs 
están involucradas en algunos procesos esenciales 
de diferenciación, maduración y regeneración 
neural. 

Brain Res Mol Brain 
Res. 88(1-2):124-34 
2001 
Mol Cell Biochem. 
159(1):15-23  1996 

3.79 U67992  Citoqueratina 18 
citoesqueleto 
(filamentos 
intermedios) 

Constituyente estructural del 
citoesqueleto. Interacciona con 
moléculas de señalización 
involucradas en la proliferación 
celular, transformación y apoptosis. 

Se expresa abundantemente en glía y neuronas 
del SNC. Marcador de células precursoras. Se 
expresa en las células de Sertolli al inicio de la 
diferenciación de las células germinales.  

Mech Dev 52(2-
3):199-207 1995   
Stem Cells 
23(6):791-804  2005 

3.71 AF272892 
EGAP 

(Mak 10) citoplasma 
Con actividad N(alfa)-
acetiltransferasa terminal  

En ratón, se le ha asociado al crecimiento 
embrionario, particularmente en el desarrollo y 
diferenciación de células epiteliales. Puede 
participar en la dirección de programas tempranos 
del desarrollo.  

Curr Eye Res 
20(5):430-40  2000 
Circ Res 98(6):846-
55  2006 

3.69 NM_012992 Nucleofosmina 1 
núcleo,   
citoplasma,   
centrosoma 

Proteína de unión al NF-kappaB 
con actividad de homo y 
heterodimerización.  

Relacionado con el mantenimiento del fenotipo 
de célula precursora. Puede ser un factor 
importante para regular la respuesta celular a la 
diferenciación. Esencial para el desarrollo 
embrionario.  

Blood 106(3):899-
902  2005 
Br J Cancer  
89(7):1320-6  2003 
Nature 
437(7055):147-53  
2005 

3.30 NM_012630 
Receptor  de 

prolactina 
membrana 
plasmática 

Activador de la ornitina 
descarboxilasa, actividad de 
receptor de citocinas 

Involucrada en la proliferación y diferenciación 
de células astrocíticas durante el desarrollo. 

Int J Dev Neurosci. 
18(7):693-704  2000 

3.19 NM_022180 
Factor nuclear de 

hepatocitos 4α  

núcleo,  
factor de 
transcripción 

Unión a DNA y a esteroides, con 
actividad de factor de transcripción. 
Los homodímeros se unen a una 
secuencia DR1 del promotor de 
iNOS. 

Controla la expresión de genes relacionados con 
el metabolismo de lípidos y carbohidratos, y se 
relaciona con el mantenimiento del fenotipo 
diferenciado de hepatocitos en cultivo. Controla 
el desarrollo del epitelio hepático y su 
morfogénesis. Mantiene la función de las células 
pancreáticas. 

J Biol Chem 
277(27):23988-99   
2002 
Nat Genet  
34(3):292-6  2003 
PNAS 
98(25):14481-6. 
2001 
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2.74 NM_022384 Mash1    (Ascl1) núcleo 

Factor de transcripción homólogo al 
complejo achaete-scute 
(Drosophila). Presenta dominio de 
unión al DNA.  

Participa directamente en la diferenciación 
celular y en la definición del destino celular de 
los neuroblastos hacia neuronas y 
oligodendrocitos. Regula la transcripción del 
complejo de pol II de RNA.  Su deficiencia afecta 
el desarrollo de la vía olfatoria.  

Nature 
346(6287):858-61  
1990 
EMBO J  
23(22):4495-505  
2004 
J Neurosci   
23(5):1769-80  2003 

 
Tabla 3 

GENES QUE INCREMENTAN SU EXPRESIÓN EN PNM 
Z 

score 
Id Genbank 

Nombre 
del gen 

Localización 
subcelular 

Función Molecular 
Proceso Biológico 

Descripción 
Referencias 

3.34 NM_031838 Rps2 ribosoma 40S 
3.19 BC058496 Rps20 ribosoma 40S 
2.74 NM_031103 Rpl19 ribosoma 40S 
2.72 NM_022402 P0 ribosoma 

2.59 M27905 Rpl21 ribosoma 60S 

Constituyente estructural del 
ribosoma. 

Participan en la biogénesis de los ribosomas y la 
síntesis de proteínas 

Mol Cell Biol 26(5):1731-42  2006 
Clin Cancer Res. 12:2061-5  2006 
Int J Mol Med. 14(2):217-22  2004 
Cancer Res. 52(11):3067-72 1992 
Biochem Biophys Res Commun   
162(1):364-70  1989 

3.03 X75207 Ciclina D1 
núcleo 
citoplasma 

Actividad de proteína cinasa 
dependiente de ciclinas 

Requerida para la progresión del ciclo celular en 
G1. Su expresión se induce por diferentes 
factores de crecimiento. Su expresión se inhibe 
en células precursoras en diferenciación.  

Hypertension  37(2):604-8   2001 
J Cell Sci.  119(13):2667-78  2006 

2.54 NM_031617 
Csnk1e  
(CK1 
epsilon) 

citoplasma 

Caseín cinasa 1 epsilon. 
Componente fundamental de 
la vía de señalización de 
Darpp-32 (dopamina y 
AMPc) 

Componente esencial del reloj circádico en 
mamí-feros y Drosophila (fosforila a Per). 
Contribuye a la variabilidad en la respuesta 
celular a estímulos. 

J Biol Chem. 279(31):32578-85 
2004 
Neuropsychopharmacol31(5):1056-
63   2006 

3.01 NM_012557 Fancc 
núcleo 
citoplasma 

Actividad de sintasa de óxido 
nítrico. 

Células precursoras mutantes Fancc -/- no son 
capaces de autoreplicarse in vitro. Involucrado 
con el crecimiento y la diferenciación de células 
madre hematopoyéticas 

Stem Cells  23(8):1135-41.  2005 
BMC Blood Disord. 16;3(1):1 2003 
Stem Cells  20(5):438-47   2002 

3.00 NM 138837 
Pou 3f3 
(Brn1) núcleo 

Factor de transcripción 
neural, actúa como activador 
transcripcional en 
oligodendrocitos y participa 
en el desarrollo neural. 

Involucrado en la expresión de Sox2 en PNM.  
Involucrado en la diferenciación de células de 
Schwann. 

JBC 279(40):41846-57 2004  
Mol Cell Biol. 25(5):1821-9   2005 
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2.78 NM130405 
Sam68 
(Khdrbs1) 

membrana  
núcleo 

Proteína de unión a RNA que 
actúa como sustrato del 
receptor de insulina y puede 
participar en la señalización 
mediada por este. 

Interactúa con la proteína Grb2 a través de sus 
dominios SH3. Se trasloca al núcleo. Involucrado 
en la neurogénesis de la ZSV revelando la 
importancia de los factores remodeladores de la 
cromatina y del proceso de corte y empalme 
(ayuste) del RNA.  

J Cell Biochem 86(1):99-106 2002 
Mol Cell Neurosci. 31(1):131-48  
2006 

2.62 NM_022216 P2Y4 
integral de 
 membrana 

Receptor p20 acoplado a 
proteínas G que estimula la 
fosfolipasa C. Se activa por 
ATP y UTP. 

Participa en la diferenciación de células de linaje 
neural. 

Pharmacol Ther. 110(3):415-32  
2006 
Neurobiol Dis. 18(1):100-9  2005 
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