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ABREVIATURAS 
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COUP-TF: Factor de transcripción de río arriba de promotor de 

ovoalbúmina de pollo 

CRE: Elemento de Respuesta a CREB 
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I. RESUMEN 

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema 

nervioso central (SNC). Para llevar a cabo sus funciones, actúa a través de dos 

grandes familias de receptores, los receptores de glutamato metabotrópicos 

(mGluR) y los ionotrópicos (iGluR). Los mGluR son receptores de 7 pasos 

transmembranales acoplados a señalización intracelular por medio de proteínas 

G triméricas, mientras que los iGluR son canales iónicos de apertura por ligando. 

Los familia de los iGluR esta formada por los receptores para el ácido α-amino-

3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol-propiónico (AMPA), para el kainato (KA) y para el N-

metil-D-aspartato (NMDA), los cuáles tienen propiedades farmacológicas y 

fisiológicas particulares. Los iGluR de tipo NMDA, están formados como hetero-

tetrámeros de subunidades NR1, NR2 (NR2A-D) y NR3 (NR3A y B) las cuáles 

están codificadas por genes diferentes denominados, Grin1, Grin2 (a-d) y Grin3 

(a y b), respectivamente. Para ser funcional, un receptor de tipo NMDA, debe 

contener dos subunidades NR1 y dos de las subunidades NR2 y/o NR3. La 

subunidad NR1 es imprescindible ya que contiene el sitio de unión al co-agonista 

(L-glicina o D-serina) y forma el canal iónico. Estudios previos han demostrado 

que la expresión de la subunidad NR1 incrementa durante la diferenciación 

neuronal y durante el desarrollo del SNC. Estudios con la región reguladora-5´ 

del gen Grin1 de humano y de roedores han demostrado que los factores de 

transcripción SP (Stimulatory Protein) 1, 2, 3 y 4 tanto por la unión a los 

elementos reguladores presentes en la región del promotor, como por su 

interacción con los factores de transcripción CREB (cAMP Responsive Element 
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Binding Protein), NFκB (Nuclear Factor kappa of B cells), MEF-2C (Myocyte 

Enhancer Factor-2C), AP1 (Activating Protein-1) y MAZ-1 (Myc-associated Zinc 

Finger Protein 1), pueden activar la transcripción del gen. Por otro lado, se ha 

demostrado que el factor de transcripción NRSF (Neural Restrictive Silencer 

Factor) es un represor transcripcional, mediante su unión al elemento regulador 

NRSE presente en la región 5’-no traducida del gen. En nuestro laboratorio, se 

clonó el gen Grin1 de pollo, junto con 1.9 kb de región reguladora-5´. En este 

trabajo de tesis se demuestra que al igual que en mamíferos, la actividad 

transcripcional del gen Grin1 de pollo incrementa con la diferenciación neuronal. 

Por medio de análisis funcionales usando construcciones quiméricas del 

promotor  del gen Grin1 de pollo asociados al gen reportero de luciferasa y a 

través de ensayos de unión ADN-proteína, demostramos que el factor de 

transcripción SP3 tiene un papel dual, uno como activador transcripcional en 

neuronas y otro como represor transcripcional en conjunto con NRSF, 

principalmente en células no neuronales, por medio de su unión a los elementos 

presentes en la región 5´-no traducida del gen. Además, en este trabajo 

demostramos por medio de análisis farmacológicos, que la represión 

transcripcional del promotor Grin1 de pollo está mediada por desacetilasas de 

histonas y no por metilación de ADN. Sin embargo, todavía son necesarios 

estudios para determinar con exactitud qué mecanismos epigenéticos están 

involucrados en la regulación transcripcional del gen Grin1 durante el proceso de 

diferenciación neuronal. 
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II. ABSTRACT 

Glutamate is the main excitatory neurotransmitter in the Central Nervous 

System (CNS). The broad diversity of glutamate actions is determined by the 

presence of diverse glutamate receptors (GluR). There are two main families of 

GluR, metabotropic (mGluR) and ionotropic (iGluR). The mGluR are G-protein 

coupled receptors whereas iGluRs are ligand gated ion channels. The iGluR 

family, include the α-amino-3-hidroxi-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid (AMPA) 

receptors, kainate (KA) receptors and N-methyl-D-Aspartate (NMDA) receptors, 

that share some pharmacological and physiological properties. The NMDA 

receptors assemble as hetero-tetramers of NR1 and NR2 or NR3 subunits that 

are encoded by different genes, named Grin1, Grin2 and Grin3, respectively. The 

NR1 subunit is essential because it forms the ion channel pore and contains the 

co-agonist binding site. It is known that Grin1 gene expression is up regulated 

during neuronal differentiation and CNS development. Previous studies have 

demonstrated that SP transcription factors (SP1, SP2, SP3 and SP4) play 

important roles in activating Grin1 gene transcription in mammals. To activate 

Grin1 gene transcription, the SP factors can directly bind to the regulatory 

elements present in the promoter or can interact with other transcription factors 

such as CREB, AP-1, MEF-2C, MAZ-1 and NFκB. In contrast, Grin1 gene 

repression, as observed in undifferentiated cells, is mediated mainly by the 

neuron restrictive silencer factor (NRSF). We have cloned the chicken Grin1 

gene and 1.9 kb of its regulatory region. Here, we confirmed that Grin1 gene 

expression is up regulated along neuronal differentiation and that this up-
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regulation is mediated by transcriptional activation. By electro mobility shift 

assays and site directed mutagenesis we demonstrated that SP3, a member of 

the SP family, has a dual role in regulating the chicken Grin1 gene transcription. 

First, it can repress transcription predominantly in undifferentiated cells together 

with NRSF, and it can activate transcription in neurons. Finally, by 

pharmacological and functional analyses we demonstrated that histones 

deacetilases are repressing the Grin1 gene transcription mostly in 

undifferentiated cells and non-neuronal cells, and this repression is lesser in 

neurons. Our data rule out the role of methylation in transcriptional regulation of 

chicken Grin1 gene. However, future experimental work is needed to know the 

precise epigenetic mechanisms that regulate chicken Grin1 gene expression 

during neuronal differentiation. 
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III. MARCO TEÓRICO 

 

i. Introducción 

Las bases moleculares de la transmisión sináptica glutamatérgica en el 

Sistema Nervioso Central (SNC) se elucidaron lentamente durante 

aproximadamente 20 años, a partir de los años 50s. El experimento crucial 

realizado en 1977 por John Davies (Biscoe et al., 1977), después de más de 30 

años de que Hayashi en 1954 (Watkins and Jane, 2006) sugirió que el glutamato 

podía tener una función en procesos electrofisiológicos en el SNC más allá de su 

función en el metabolismo celular, validó la conclusión de que los receptores N-

metil-D-aspartato eran receptores sinápticos en condiciones fisiológicas (Watkins 

and Jane, 2006). Después de varios años de estudios farmacológicos y 

posteriormente con la ayuda de la biología molecular en los 80´s y 90´s, se 

clasificó a los receptores de glutamato en receptores ionotrópicos, los cuáles 

forman canales iónicos de apertura de compuerta por ligando, y en receptores 

metabotrópicos, que actúan por medio de vías de señalamiento intracelular 

(Hollmann and Heinemann, 1994).  

Hoy se conoce al glutamato como el principal neurotransmisor excitador 

en el SNC, que está involucrado en procesos fundamentales como son el 

desarrollo del SNC, la diferenciación neuronal, el establecimiento de la sinapsis, 

desarrollo y crecimiento axonal y dendrítico, crecimiento, migración y muerte 

neuronal, aprendizaje y memoria, además de jugar un papel importante en 
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diferentes enfermedades neurológicas y psiquiátricas, incluyendo el cáncer 

(Javitt, 2004; Waxman and Lynch, 2005), lo que hace fundamental su estudio 

desde todas las perspectivas de conocimiento en el área biomédica. 

 

ii. Receptores de Glutamato Metabotrópicos 

Monaghan en 1989 (Monaghan et al., 1989) observó por primera vez 

respuestas celulares bioquímicas en respuesta a aminoácidos excitadores 

mediados por receptor que, posteriormente, se demostró su existencia y se 

clasificaron como receptores de glutamato metabotrópicos (mGluR) (Monaghan 

et al., 1989). Los mGluR tienen un papel importante en la modulación sináptica 

en todo el SNC regulando la excitabilidad neuronal, la plasticidad neuronal, la 

liberación de neurotransmisores y funciones gliales, procesos importantes para 

el desarrollo cerebral y mecanismos de aprendizaje, daño y neuroprotección 

(Benarroch, 2008). Además se ha implicado a los receptores metabotrópicos en 

la fisiopatología de varias enfermedades neurológicas y enfermedades 

psiquiátricas como el daño hipóxico, epilepsia, enfermedad de Parkinson, 

Alzheirmer, dolor, ansiedad, esquizofrenia y adicciones (Benarroch, 2008).  

Los mGluR son receptores acoplados a proteína G (de unión al nucleótido 

guanina) que tienen como estructura general un gran dominio amino terminal (N-

terminal) extracelular, siete dominios transmembranales (TMD) separados por 

pequeñas asas intracelulares y extracelulares, y una región carboxilo terminal 

(C-terminal) intracelular de longitud variable (Conn and Pin, 1997; Conn, 2003) 

(ver Figura 1). La región N-terminal contiene el sitio de unión al glutamato, 
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mientras que los dominios intracelulares interactúan con las proteínas G. Hasta 

hoy se conocen 8 subtipos de mGluR los cuáles se clasifican con base en sus 

secuencias homólogas, acoplamiento a segundos mensajeros, selectividad a 

agonistas y a mecanismos de transducción de señales, en grupo I (mGluR1 y 5), 

grupo II (mGluR2 y 3) y grupo III (mGluR4, 6, 7 y 8) (ver cuadro I) (Hermans and 

Challiss, 2001; Ferraguti and Shigemoto, 2006). Además, la multiplicidad de los 

mGluR es mayor debido a la existencia de variantes por empalme alternativo. 

Dentro de la familia de los mGluR, con excepción de variantes cortas 

(mGluR1E55, mGluR3Δ4, mGluR6b, mGluR8c) que carecen de segmentos 

transmembranales, este empalme alternativo se genera en la región C-terminal. 

Estas variantes cortas son secretadas y pueden dimerizarse con receptores 

completos regulando su actividad (Hermans and Challiss, 2001; Ferraguti and 

Shigemoto, 2006) (ver figura 2). 
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Figura 1. Estructura de los receptores de glutamato metabotrópicos. La estructura general de los 

receptores metabotrópicos es un dominio N-terminal extracelular de gran tamaño, 7 dominios 

transmembranales, 3 asas intra y extracelulares y un dominio C-terminal intracelular. Tomado de 

Hermans and Challiss, 2001. 
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Figura 2. Clasificación de los receptores metabotrópicos de glutamato y sus variantes de empalme 

alternativo. Los receptores de glutamato metabotrópicos se clasifican en mGluR del grupo I, II y III. Cada 

uno de los grupos presenta variantes de empalme alternativo de la región C-terminal. Las excepciones 

son los receptores mGlu1E55, el mGlu3Δ4 del grupo II y el mGlu6b y mGlu8c del grupo III. Estas 

variantes de empalme alternativo no contienen los dominios transmembranales pero pueden dimerizarse 

con receptores completos regulando su actividad. Tomado de Ferraguti and Shigemoto, 2006. 

 

a. Grupo I  

Los mGluRs del grupo I, que incluyen a los mGluR1 y mGluR5, están acoplados 

a proteína Gq o G11, actúan por medio de degradación de fosfoinosítidos por la 

fosfolipasa C (PLC) y son selectivamente activados por 3,5-dihidroxifenilglicina (3,5-

DHPG). La PLC lleva a cabo la degradación del fosfatidilinositol-4-5-difosfato (PIP2) 

para generar inositol 1-4-5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), disparando la liberación 

de calcio (Ca2+) del retículo endoplásmico y la activación de la proteína cinasa C (PKC). 
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Estos receptores también actúan potenciado canales de calcio tipo L, inhibiendo 

canales de K+ y activando cascadas de señalamiento intracelular de manera 

independiente de proteínas G generando fosforilación de canales iónicos, de factores 

de transcripción y de otras proteínas blanco (Conn and Pin, 1997; Hermans and 

Challiss, 2001; Conn, 2003; Ferraguti and Shigemoto, 2006; Gerber et al., 2007). En 

general, los mGluR del grupo I se localizan en la post-sinapsis en el soma neuronal y en 

dendritas en la periferia de las densidades post-sinápticas. Proteínas de andamiaje 

como Homer permiten la interacción de los mGluR del grupo I con vías de señalamiento 

intracelular y con los receptores NMDA en las densidades postsinápticas (Conn and 

Pin, 1997; Hermans and Challiss, 2001; Conn, 2003; Ferraguti and Shigemoto, 2006; 

Gerber et al., 2007). 

 

b. Grupo II 

Los mGluR2 y mGluR3 que pertenecen al grupo II, están acoplados a la proteína 

Gi/G0, actúan por medio de la inhibición de la adenilil ciclasa (AC), activan corrientes de 

K+ e inhiben canales de Ca2+ presinápticos. Además, tienen como agonista selectivo al 

LY379268 (Conn and Pin, 1997; Hermans and Challiss, 2001; Conn, 2003; Ferraguti 

and Shigemoto, 2006; Gerber et al., 2007). Los mGluR del grupo II tienen una 

localización presináptica, distribuidos en las porciones preterminales de los axones, 

lejos de la zona de liberación presináptica y generalmente inhiben la liberación del 

glutamato, del ácido gamma-amino-butírico (GABA), así como de otros 

neurotransmisores. Hay algunos mGluR de este grupo que se encuentran en la región 

postsináptica (Conn and Pin, 1997; Hermans and Challiss, 2001; Conn, 2003; Ferraguti 

and Shigemoto, 2006; Gerber et al., 2007). 
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c. Grupo III 

Los mGluR del grupo III consisten en mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGluR8. 

Están acoplados también a la proteína Gi/G0 con la subsiguiente inhibición de la AC y 

son activados por el 2-amino-4-fosfonobutirato. De la misma manera que los mGluR del 

grupo II, pueden inhibir a canales de Ca2+ dependientes de voltaje y activar canales de 

K+. Su localización es presináptica en la zona activa y funcionan inhibiendo la liberación 

de neurotransmisores; además, pueden actuar como autoreceptores inhibitorios (Conn 

and Pin, 1997; Hermans and Challiss, 2001; Conn, 2003; Ferraguti and Shigemoto, 

2006; Gerber et al., 2007). 

 

Cuadro I. Clasificación y propiedades de los receptores de glutamato metabotrópicos. 

Parámetro Grupo I Grupo II Grupo III 
Variantes de 
empalme alternativo 

mGluR1a-d 
mGluR5a y b 

mGluR2 
mGluR3 

mGluR4a y b 
mGluR6 
mGluR7 a y b 
mGluR8a-c 

Vía de señalamiento 
preferente 

Proteína Gq/11 
PLC 

Proteína Gi/0 
iAC 

Proteína Gi/0 
iAC 
Fosfodiesterasa 

Mecanismos de 
acción 
independientes de 
proteína G 

Potenciación de 
canales de Ca2+ tipo L 
Inhibición de canales 
de K+ 
Cascadas de 
fosforilación 
independientes de 
proteína G 

Inhibición de canales 
de Ca2+ tipo L 
Activación de 
canales de K+ 

Inhibición de canales 
de Ca2+ tipo L 
Activación de canales 
de K+ 

Agonistas selectivos L-quisqualato 
(s)-DHPG 
CHPG  

DCG-IV 
(2R,AR)-APDC 

L-AP4 
L-SOP 

Antagonistas 
Selectivos 

AIDA 
LY367385 
CPCCOEt 
MPEP 

MCCG 
LY341495 
EGLU 

MeSOP 
MAP4 
CPPG 

Localización sináptica Postsinápticos y 
algunos presinápticos 

Presinápticos en la 
periferia de la zona 
activa 

Presinápticos en la 
zona activa 

Tomado y modificado de Hermans and Challiss, 2001. 



 22

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Localización y mecanismos de acción de los receptores de glutamato metabotrópicos.  

Los mGluR del grupo I, mGluR1 y 5, se encuentran localizados en neuronas postsinápticas y en 

astrocitos, actúan por medio de señalización intracelular mediada por proteínas Gq, activación de la 

fosfolipasa C generando diacilglicerol e inositol 3 fosfato con activación de proteína cinasa C e 

incremento de Ca2+. También la activación de los receptores metabotrópicos de grupo I pueden actuar 

por medio de la β-arrestina. Los mGluR del grupo II, los mGluR2 y mGluR3 tienen una localización post y 

presináptica con acoplamiento a proteína Gi/0 con inhibición de la adenilil ciclasa con disminución del 

AMP cíclico o por medio de activación de canales de K+. Los mGluR del grupo III, los mGluR4, mGluR7 y 

mGluR8, están localizados en neuronas presinápticas llevando a cabo sus funciones por medio de 

inhibición de la adenilil ciclasa con disminución del AMP cíclico y por medio de inhibición de los canales 

de Ca2+ presinápticos. Tomado de Benarroch, 2008. 
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iii. Receptores de Glutamato Ionotrópicos 

 

Después de que Hayashi en 1954 sugirió por primera vez que el glutamato podía 

tener una función como neurotransmisor en el SNC, se desarrollaron diferentes 

fármacos análogos a la acción del L-glutamato y el L-aspartato (Watkins and Jane, 

2006). Así, a principios de los años 60s se desarrolló un derivado aminoácido, el N-

metil-D-aspartato (NMDA), el cuál presentó una actividad mucho más potente que el L-

glutamato. Posteriormente se sintetizaron otros fármacos como el acido β-N-oxalil-L-α-

β-diaminopropiónico (proveniente de las semillas del guisante venenoso Lathyrus 

sativus), el ácido kaínico (del alga marina Digenia simples), el ácido quiscuálico (de 

plantas del género Quisqualis), el aminoácido excitador, el ácido α-amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazol propiónico (AMPA), que después de 20 años de investigaciones 

servirían para clasificar a los receptores de glutamato ionotrópicos  en receptores de 

glutamato NMDA, AMPA y kainato. Finalmente, el primer receptor de glutamato 

funcional fue clonado en 1989 por Hollman el cuál correspondió a un receptor del tipo 

kainato (Hollmann et al., 1989). 

Ahora se sabe que los receptores de glutamato ionotrópicos (iGluR) se forman 

como ensambles homo- o hetero-oligoméricos de cuatro subunidades proteicas 

integrales de membrana. Una subunidad típica de los iGluR consiste de un gran 

dominio N-terminal extracelular, un dominio de unión al ligando formado por dos 

estructuras conocidas como S1 y S2, tres dominios transmembranales (TM), una asa 

re-entrante de poro y un dominio C-terminal intracelular (Madden, 2002) (ver figura 4). 
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Figura 4. Estructura general de una subunidad de los receptores de glutamato ionotrópicos. Los 

iGluR tienen como estructura general un dominio amino terminal extracelular grande, tres pasos 

transmembranales y una asa reentrante de poro, un dominio de unión a ligando formando dos lóbulos 

creados por las asas entre los pasos transmembrana 1 y 3 y un dominio carboxilo terminal intracelular. 

Tomado de Madden, 2002. 

 

a. Receptores no-NMDA 

 

Receptores tipo AMPA 

Los receptores de glutamato del tipo AMPA se ensamblan generalmente como 

hetero-tetrámeros formados como dímeros de dímeros de subunidades GluR2 y alguna 

de las subunidades GluR1, GluR3 o GluR4 (Madden, 2002). Las cuatro subunidades de 

los receptores de glutamato tipo AMPA son de tamaño similar (~900 aminoácidos), 

tienen una homología de secuencia de aminoácidos del 68 al 73% y tienen una 
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homología de ~20% con otras familias de subunidades de receptores de glutamato 

(Madden, 2002). 

En general, los receptores de AMPA son permeables a Na+ y K+, sin embargo, 

algunos receptores AMPA con variantes de empalme alternativo y edición son 

permeables a Ca2+ (Dingledine et al., 1999). Cada una de las subunidades presenta dos 

variantes de empalme alternativo codificadas por los exones 14 y 15, conocidas como 

flip y flop. Las primeras predominan antes del nacimiento y persisten en etapa postnatal 

(P) mientras que las segundas tienen muy poca abundancia antes del día P8. Las 

variantes flip desensibilizan más lentamente y menos profundamente que las formas 

flop (Dingledine et al., 1999). 

La edición del ácido ribonucleico mensajero (ARNm) de las subunidades del 

iGluR tipo AMPA pueden editarse por medio de desaminasas de adenosina. El codón 

para glutamina (CAG) en el domino TM2 de la GluR2 puede editarse a arginina (CIG) 

en el sitio Q/R. Las subunidades que tienen arginina tienen una baja permeabilidad al 

Ca2+ además de proporcionarle otras características fisiológicas. De la misma manera, 

todas las subunidades pueden editarse en el sitio R/G, cambiando una glicina por una 

arginina dándole propiedades específicas (Dingledine et al., 1999). 

La localización de los receptores de glutamato tipo AMPA es predominantemente 

en neuronas en región postsináptica, sin embargo pueden localizarse en glía (Shepherd 

and Huganir, 2007). La función principal de los receptores tipo AMPA son la 

neurotransmisión excitadora rápida en el SNC y están involucrados en la modulación de 

la fuerza sináptica dependiente de actividad, un componente de la plasticidad sináptica 

importante para los procesos de memoria y aprendizaje (Shepherd and Huganir, 2007). 
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Los receptores tipo AMPA están relacionadas con diversas enfermedades como el 

Alzheimer y la enfermedad vascular cerebral (Shepherd and Huganir, 2007). 

 

Receptores tipo Kainato 

Los receptores del tipo KA se ensamblan como homo- o hetero-tetrámeros de 

subunidades GluR5, GluR6, GluR7, KA1 y KA2. Las subunidades GluR5 a GluR7 

pueden formar homo-tetrámeros o hetero-tetrámeros, mientras que las subunidades 

KA1 y KA2 únicamente pueden formar canales funcionales al unirse a una de las GluR5  

a GluR7 (Madden, 2002).  

Al igual que los receptores de glutamato tipo AMPA, los receptores de KA son 

permeables a los cationes monovalentes Na+ y K+, y tienen una permeabilidad al Ca2+ 

muy baja, la cuál depende de las variantes de empalme alternativo y de la edición del 

ARNm. En general, las variantes por empalme alternativo son producidas en la región 

C-terminal, y únicamente en la subunidad GluR5, la presencia de un exón que codifica 

para 15 aminoácidos, tiene variantes de empalme en la región N-terminal. Al igual que 

en los receptores de tipo AMPA, la edición en el sitio Q/R de la subunidad GluR6 puede 

dar lugar a una mayor permeabilidad al Ca2+. Las subunidades GluR5 y 6 pueden ser 

editadas en los sitios I/V e Y/C (Dingledine et al., 1999).  

La localización de los receptores de KA es presináptica controlando la liberación 

de neurotransmisores y postsináptica, mediando señales excitatorias sinápticas, 

favoreciendo la estabilidad de las conexiones sinápticas. Finalmente, se ha demostrado 

recientemente la presencia de respuestas metabotrópicas de los receptores de kainato 

(Rodriguez-Moreno and Sihra, 2007b, a). 
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Se ha involucrado a los receptores de tipo kainato en enfermedades psiquiátricas 

y neurológicas como autismo, esquizofrenia, enfermedad de Huntington y epilepsia 

(Bowie, 2008).  

 

b. Receptores tipo NMDA 

Los receptores del tipo N-metil-D-aspartato (NMDAR) tienen propiedades que los 

diferencian de otros receptores ionotrópicos de apertura por ligando. Estos canales 

iónicos tienen un bloqueo dependiente de voltaje a concentraciones fisiológicas de Mg2+ 

extracelular (Madden, 2002). Los NMDAR tienen una alta permeabilidad a iones de 

Ca2+, y en menor medida al Na+ y al K+, cuyas corrientes desencadenan una amplia 

variabilidad de respuestas celulares y que los involucran en múltiples procesos 

neuronales. Esta alta permeabilidad al Ca2+ y el bloqueo por Mg2+ está determinado por 

la presencia de una asparagina situada en el asa reentrante de poro, en un sitio 

homólogo al sitio Q/R de los receptores AMPA y KA (Dingledine et al., 1999). Además, 

el receptor de tipo NMDA está regulado por múltiples moléculas encontradas en el 

espacio extracelular como iones divalentes, protones y poliaminas, entre otros. 

Finalmente, la cinética del receptor muestra un incremento lento (~10ms) y tiempo de 

decaimiento también lento (>100ms) que lo hace diferente al resto de los receptores de 

glutamato ionotrópicos, incluso de otros receptores ionotrópicos de apertura de 

compuerta por ligando (Cull-Candy and Leszkiewicz, 2004). 

 Al igual que otros receptores de glutamato ionotrópicos, los receptores del tipo 

NMDA se forman como ensambles hetero-tetraméricos de subunidades integrales de 

membrana (Madden, 2002). Hasta hoy se conocen tres familias de subunidades del 

NMDAR, conocidas como NR1, la familia de subunidades NR2 (NR2A-D) y un par de 
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subunidades NR3 (A y B). Para ser funcional, un receptor de glutamato del tipo NMDA 

requiere la presencia de dos subunidades NR1 y cualquiera de las subunidades NR2 o 

NR3 (Figura 5) (Madden, 2002).   

 

 

Figura 5. Estructura de los receptores de glutamato del tipo NMDA. La estructura de los receptores 

para NMDA son similares a la de otros iGluR. Los receptores de tipo NMDA se forman como ensambles 

hetero-tetraméricos de subunidades de proteínas integrales de membrana. Para que un canal sea 

funcional se requiere la presencia de dos subunidades NR1 y dos subunidades de NR2 (NR2A – D) o 

NR3 (NR3A y B). La subunidad NR1 es fundamental ya que contiene el sitio de unión a los co-agonistas 

(D-serina y L-glicina) y forma el canal iónico. La subunidad NR2 contiene el sitio de unión al L-glutamato 

mientras que las subunidades NR3 funcionan como moduladores del canal. Tomado de Dingledine et al., 

1999. 
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Subunidad NR1 

 La subunidad NR1 tiene una estructura general similar a otros receptores de 

glutamato ionotrópicos. Para activar al receptor NMDA se requiere la presencia de un 

co-agonista (la L-glicina o D-serina) y la presencia del glutamato, que se unen al 

dominio S1-S2 de las subunidades NR1 y NR2, respectivamente (Dingledine et al., 

1999). 

 La subunidad NR1 está codificada por el gen Grin1 el cual, en roedores está 

formado por 22 exones. Se conocen hasta ahora nueve variantes de empalme 

alternativo; una de ellas se forma por la presencia de un codón de terminación en el 

exón 3 generando una variante trunca que carece de los dominios transmembranales, 

por lo que no es funcional. El empalme alternativo del exón 5 en la región N-terminal 

(denominado casete N1) y de los casetes C1 (formado por el exón 21) y C2 (formado 

por el exón 22) en la región C-terminal, dan lugar a las demás isoformas (ver Figura 6). 

El exón 5 del gen Grin1 de murinos está formado por 63 pares de bases (pb) dando 

lugar a 21 aminoácidos. La presencia del casete N1 genera corrientes de mayor 

amplitud, le quita la potenciación observada con poliaminas y Zn2+, reduce la afinidad 

por los agonistas y disminuye la sensibilidad por algunos antagonistas en comparación 

con las que carecen de este casete (Hollmann and Heinemann, 1994; Dingledine et al., 

1999).  

El casete C1 está formado por 111 pb y contiene los sitios de modulación por 

proteína cinasa C, proteína cinasa A y un sitio de unión a calmodulina (Tingley et al., 

1993; Ehlers et al., 1996; Tingley et al., 1997). Además es necesaria para la inserción 

de los receptores del tipo NMDA en la membrana y de la interacción con el 

citoesqueleto neuronal (Ehlers et al., 1998; Okabe et al., 1999). El casete C2 
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compuesto por 422 pb tiene un sitio aceptor de intrón que genera un casete alternativo 

de 66 pb conocido como C2’ que contiene un sitio de interacción con proteínas con 

dominio PDZ que favorece su integración en la membrana neuronal (Standley et al., 

2000) (ver Figura 6A). 

En el pollo, el gen Grin1 está formado también por 22 exones, carece del exón 

homólogo al 3 de la rata que produce la variante trunca, por lo que el exón 4 es el 

homólogo al casete N1 de murinos. En la región C-terminal, la presencia de un casete 

adicional denominado C3 en el exón 20 que codifica la secuencia EETSEH no presente 

en murinos. El exón 22 contiene un sitio de N-miristoilación putativo y dos sitios 

putativos de fosforilación por PKC, posiblemente relacionados con la integración 

membranal. Hasta ahora se conocen al menos 6 variantes de empalme alternativo por 

la presencia o ausencia del casete N1 y la combinación de tres isoformas en la región 

C-terminal (Lee-Rivera et al., 2003; Zarain-Herzberg et al., 2005) (Ver Figura 6B). 
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Figura 6. Estructura y variantes de empalme alternativo del gen Grin1 de rata y de pollo. A. 

Variantes de empalme alternativo del gen Grin1 de rata. Hasta la fecha se han demostrado 8 variantes de 

empalme alternativo generados por la presencia del casete N1 en la región amino terminal y por la 

presencia de los casetes C1, C2 o C2’ en la región carboxilo terminal. B. Esquema que representa la 

estructura del gen Grin1 de pollo el cuál cuenta con 22 exones. Hasta ahora se ha demostrado la 

existencia de al menos 6 variantes de empalme alternativo por la presencia del exón 4 (análogo al casete 

N1 de roedores) y por la presencia de los casetes C0, C1, C2 o C3 (exones 19, 21, 22 y 20, 

respectivamente) en la región carboxilo terminal. Tomado de (Hollmann and Heinemann, 1994; 

Dingledine et al., 1999; Lee-Rivera et al., 2003; Zarain-Herzberg et al., 2005). 

A 

B 
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Subunidad NR2 

 La familia de subunidades NR2, que incluye a las subunidades NR2A, NR2B, 

NR2C y NR2D, están codificadas por genes diferentes, denominados Grin2a –d, 

respectivamente. En general, tienen una estructura similar a otras subunidades de 

receptores ionotrópicos de glutamato. Se sabe que el dominio S1 y S2 de las 

subunidades NR2, contiene el sitio de unión al glutamato que es necesario para la 

funcionalidad del receptor (Dingledine et al., 1999). En el caso de los genes de ratón, se 

sabe que el gen Grin2a está formado por 12 exones, el Grin2b por 11 exones, el Grin2c 

por 11 exones, mientras que el Grin2d está conformado por 11 exones (PubMed). 

La expresión de la subunidad NR1 está distribuída en todo el SNC, mientras que 

la expresión de las subunidades NR2 es diferencial, tanto espacial como 

temporalmente, en el cerebro (Takai et al., 2003). Además, la identidad de las 

subunidades NR2 determinan muchas de las propiedades biofísicas y farmacológicas 

del receptor, incluyendo la alta afinidad por glutamato, la modulación por glicina, la 

sensibilidad al Mg2+, corrientes fraccionales de Ca2+ y la cinética del receptor (Cull-

Candy and Leszkiewicz, 2004). Se sabe que el tiempo de decaimiento después de un 

pulso corto de glutamato, depende del tipo de subunidad NR2 presente, esto es, el 

tiempo de decaimiento es mayor en receptores heteroméricos de NR1 con NR2A y en 

orden decreciente NR2A < 2C = 2B << 2D (Figura 7). Además, la conductancia del 

canal iónico y el bloqueo del receptor por iones de Mg2+, también depende del tipo de 

subunidad NR2 presente en el receptor NMDA (Cull-Candy and Leszkiewicz, 2004). 
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Figura 7. Propiedades electrofisiológicas de receptores heteroméricos de subunidades NR1 

asociados con diferentes subunidades NR2. Se observa las propiedades electrofisiológicas de los 

receptores NMDA con heterotetrámeros NR1 y NR2. El tiempo de decaimiento de la corriente a través de 

los diferentes heterotetrámeros de receptores de glutamato es NR2A<NR2B=NR2C<NR2D. Tomado de 

Cull-Candy and Leszkiewicz, 2004. 

 

Subunidad NR3 

 Esta familia de subunidades está formada por las subunidades NR3A y B, que 

son codificadas por genes diferentes conocidos como Grin3a y b, respectivamente. 

Hasta la fecha no se conocen receptores de glutamato del tipo NMDA que contengan 

únicamente subunidades NR3, ni heterómeros de NR2/NR3. Así, las subunidades NR3  

son subunidades reguladoras que se co-expresan con subunidades NR1/NR2/NR3 

(Madry et al., 2007; Schuler et al., 2008). La presencia de subunidades NR3 disminuyen 
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la sensibilidad al Mg2+, la permeabilidad del canal al Ca2+ y disminuyen también las 

corrientes mediadas por agonistas. Sin embargo, recientemente se demostró la 

formación de un canal excitador de glicina impermeable al Ca2+, al co-expresar 

subunidades NR1 con NR3 (Madry et al., 2007; Schuler et al., 2008). 

 

iv. Expresión de receptores metabotrópicos durante el desarrollo y la 

diferenciación neuronal 

En murinos, la expresión de mGluR1a aumenta en la neocorteza e hipocampo 

durante el desarrollo (Lopez-Bendito et al., 2002) y se expresa fuertemente en las 

células de Purkinje a partir del E18. El receptor se encuentra perisináptico, en el cuerpo 

neuronal y en la región troncal dendrítica. En la tercera semana se encuentra localizado 

totalmente en las dendritas (Lopez-Bendito et al., 2001). La expresión cortical de 

mGluR5 aumenta  en el periodo perinatal (Lopez-Bendito et al., 2002) predominando en 

el bulbo olfatorio (Minakami et al., 1995), mientras que en la corteza somatosensorial 

incrementa en periodo fetal, alcanza su pico máximo en P0 y después disminuye 

(Minakami et al., 1995; Furuta and Martin, 1999). La expresión de mGluR1, mGluR2 y 

mGluR4 es baja al nacimiento y aumenta durante el desarrollo postnatal. En contraste 

mGluR3 y mGluR5 se expresa en la corteza cerebral al nacimiento y disminuye durante 

la maduración (Catania et al., 1994). El mGluR7a disminuye con el desarrollo a 

excepción del bulbo olfatorio donde aumenta (Bradley et al., 1998). 
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v. Expresión de receptores NMDA durante el desarrollo y la diferenciación 

neuronal 

La expresión de la subunidad NR1 es fundamentalmente constante durante todo 

el desarrollo postnatal, los cambios mas notables son niveles relativamente mayores de 

las formas NR1-1 y -4 en el prosencéfalo maduro comparado con el perinatal (Laurie 

and Seeburg, 1994). Las variantes NR1-1a se expresan en un patrón difuso en la 

materia gris de la médula espinal mientras que la NR1-1b se encuentra en agregados 

celulares específicos. Las variantes con o sin el exón 22 y sin exón 21 se expresan en 

niveles altos en neuronas motoras neonatales (Stegenga and Kalb, 2001; Brown et al., 

2002). 

Las subunidades NR2A y NR2C se observan en la región temporal desde E18, 

en E20 en hipocampo y en el neonato en la corteza cerebral, hipocampo, células de 

Purkinje, mesencéfalo y diencéfalo. En el hipocampo las subunidades NR2A y NR2D 

incrementan mientras que las NR2B y NR2C disminuyen (Ritter et al., 2002; Takai et al., 

2003). En la médula espinal las subunidades NR2A y NR2B son altas durante las dos 

semanas después del nacimiento y después disminuyen hasta alcanzar la etapa adulta 

(Stegenga and Kalb, 2001). 

La expresión de la subunidades NR3A y B se detectan desde el E15 siendo la 

NR3A la que predomina hasta la etapa adulta (Sun et al., 1998). Hay un cambio 

postnatal de la subunidad NR2A por la NR3B en la médula espinal que puede dar lugar 

a un receptor glutamatérgico excitatorio en motoneuronas en desarrollo y un receptor 

glicinérgico excitatorio en neuronas maduras (Fukaya et al., 2005). 
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vi. Expresión de receptores AMPA y KA durante el desarrollo y la diferenciación 

neuronal 

La expresión de la subunidad GluR1 es menor en recién nacidos en comparación 

con adultos; en el estriado dicho patrón se encuentra invertido. La expresión es 

temporal en células de Purkinje y granulares cerebelares durante el desarrollo y se 

localizan en región presináptica y  extra-sináptica en etapas tempranas del desarrollo, 

no así en el tejido adulto (Martin et al., 1998). En hipocampo GluR1 aumenta desde el 

nacimiento mientras que las otras subunidades permanecen igual o disminuyen (Ritter 

et al., 2002). La expresión de las subunidades GluR1, GluR2 y GluR4 en la médula 

espinal son altas durante las dos semanas después del nacimiento, posteriormente 

disminuyen hasta la etapa adulta (Brown et al., 2002). 

Las subunidades GluR3, GluR4, GluR6, GluR7, KA1 y KA2 se detectan a partir 

del día E10. La expresión de las subunidades GluR6 y KA2 aumenta durante la 

diferenciación neuronal, al igual que el porcentaje de edición del sitio Q/R de las 

subunidades GluR5 y GluR6 (Lai et al., 1997; Scherer and Gallo, 1998). En el 

hipocampo todas las subunidades de los receptores para KA disminuyen a partir del 

nacimiento (Ritter et al., 2002). Las subunidades GluR5, GluR6 y KA2 se expresan en 

neuronas motoras neonatales en la médula espinal (Stegenga and Kalb, 2001). 
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Cuadro 2. Expresión en corteza cerebral de las subunidades de los receptores de 

glutamato durante el desarrollo del sistema nervioso central. 

Estadío del Desarrollo E12 E15 P0 P7 P21 A 
Receptores Ionotrópicos       
Receptores AMPA Referencias       
     GluR1 * * ** *** *** ****
     GluR2 * * * ** ** *** 
     GluR3 * * * ** ** *** 
     GluR4 

(Scherer and Gallo, 
1998; Lujan et al., 2005) 

* * * ** ** ** 
Receptores KA        
     GluR5 * ** *** **** **** ** 
     GluR6 * ** *** **** *** ** 
     GuR7 * ** *** **** *** ** 
     K1 * ** *** ** ** * 
     K2 

(Scherer and Gallo, 
1998; Stegenga and 
Kalb, 2001; Lujan et al., 
2005) 

**** **** **** **** **** ****
Receptores NMDA        
     NR1 (Laurie and Seeburg, 

1994) 
* ** ** ** ** ** 

     NR2A  * ** *** *** ****
     NR2B **** **** *** ** ** * 
     NR2C  * *** ** ** ** 
     NR2D 

(Cull-Candy et al., 2001; 
Stegenga and Kalb, 
2001; Takai et al., 2003) 

 * ** *** *** ****
     NR3A  ** ** ** ** * 
     NR3B 

(Sun et al., 1998) 
 * * * *  

Receptores Metabotrópicos       
Grupo I        
     mGluR1 * * ** *** *** *** 
     mGluR5 

(Catania et al., 1994; 
Lopez-Bendito et al., 
2002) 

 * ** *** ** ** 

Grupo II        
     mGluR2   * * * * 
     mGluR3 

(Catania et al., 1994) 
*** ** ** * * * 

Grupo III        
     mGluR4   * * * * 
     mGluR7 

(Bradley et al., 1998) 
* ** ** *** ** * 

*muy baja expresión, **baja expresión, ***expresión moderada, ****alta expresión.  

E12, Día embrionario 12; E15, Día embrionario 15; P0, Nacimiento;  

P7, Día postnatal 7; P21, Día postnatal 21; A, Adulto. 
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vii. Receptores de Glutamato en la diferenciación y sobrevida neuronal 

Durante la neurogénesis en el SNC se encuentran niveles elevados de 

glutamato, además de que promueve el crecimiento y la diferenciación neuronal 

(Nguyen et al., 2001), favorece la expresión de genes importantes en la regulación del 

ciclo celular (mNAT1) con la entrada a la fase G0 a través de señalización por los 

receptores NMDA (Sugiura et al., 2001).  

En el cerebelo el glutamato a través del receptor de NMDA de las células 

granulares aumenta su sobrevida vía BDNF-trkB. Además, puede generar un efecto 

trófico en las células de Purkinje aumentando su sobrevida (Hirai and Launey, 2000). 

El glutamato influencia la proliferación de neuroblastos corticales a través de 

receptores AMPA-kainato pero no de NMDA, mientras que en los progenitores 

estriatales las funciones se encuentran invertidas (Luk et al., 2003; Luk and Sadikot, 

2004). No obstante, la exposición sostenida de células progenitoras neuronales a 

NMDA inhibe la formación de neuroesferas y facilita su diferenciación, se observa la 

expresión de NR1, NR2A, B y D en las células progenitoras de hipocampo adulto 

(Kitayama et al., 2004) y una gran cantidad de expresión de mGluR5 en zonas de 

neurogénesis activa tanto en cerebro prenatal como postnatal, lo que le confiere la 

posibilidad de regular eventos en el desarrollo cerebral tanto en la vida embrionaria 

como postnatal. Además la presencia de mGluR5 podría generar oscilaciones de calcio 

importantes en dichos procesos (Di Giorgi Gerevini et al., 2004). 

Los receptores de NMDA se expresan en neuronas post-mitóticas y los de AMPA 

se expresan en el estadio de progenitor neuronal durante la división neuronal terminal 

(Maric et al., 2000). Hay estudios que argumentan que la función del receptor de NMDA 

no es esencial para la diferenciación neuronal pero demuestran que si influye en la 
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sobrevida neuronal y que ésta función es dependiente de la subunidad NR1 (Okabe et 

al., 1998). 

Se ha observado que el glutamato, a través de estimulación de receptores de 

NMDA, KA y mGluR del grupo II, puede actuar como un estímulo regenerativo para 

células progenitoras no comprometidas en la zona subventricular, que induce a las 

células troncales neuronales a dividirse tanto simétrica como asimétricamente (Brazel et 

al., 2005). 

La activación endógena de los receptores mGluR1 y mGluR5 contribuye al 

desarrollo del cerebelo, particularmente mGluR1 en células de Purkinje y mGluR5 en 

células granulares (Catania et al., 2001). Una actividad mayor a través de mGluR4 lleva 

a las células neuro-precursoras granulares cerebelares a salir del ciclo celular y a 

diferenciarse a células granulares maduras (Canudas et al., 2004), mientras que éstas 

aumentan la sobrevivencia de las células de Purkinje (Morrison and Mason, 1998). 

 

viii. Receptores de glutamato en el establecimiento y mantenimiento de la 

sinapsis 

La mayoría de las sinapsis glutamatérgicas contienen agrupamientos de 

receptores funcionales tanto de AMPA como de NMDA. Estos agrupamientos aparecen 

a un tiempo similar en las sinapsis glutamatérgicas en desarrollo lo que favorece su 

consolidación (Cottrell et al., 2000). La transmisión sináptica excitadora se encuentra 

mediada casi exclusivamente por los receptores de AMPA en neuronas embrionarias y 

por los receptores AMPA y NMDA en neuronas más desarrolladas lo que sugiere su 

importancia en el establecimiento sináptico (Lin and Talman, 2002). 
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Los agrupamientos de receptores NR1/NR2B aparecen antes de recibir sus 

terminales presinápticas indicando que están regulados por mecanismos intrínsecos, 

independientemente de la presencia de axones en crecimiento, jugando un papel 

importante durante la consolidación sináptica (Li et al., 1998), i.e. para completar el 

patrón talamocortical y la formación de los barriles en la parcelación del mapa 

somatosensorial del cuerpo en la neocorteza en desarrollo y en el ajuste final de las 

áreas de representación  de esta área (Iwayama et al., 2005; Lee et al., 2005a). Los 

NMDARs regulan el crecimiento del árbol presináptico terminal y la ramificación 

dendrítica postsináptica consolidando las sinapsis y el patrón de los elementos pre y 

postsinápticos (Iwayama et al., 2005; Lee et al., 2005a). 

La eliminación sináptica es uno de los mecanismos importantes para el 

establecimiento de redes neuronales maduras. La función de los receptores de NMDA 

en el desarrollo temprano puede bloquear la formación sináptica o minimizar la vida de 

los contactos establecidos a través de la eliminación sináptica durante el refinamiento 

de la sinapsis (Colonnese et al., 2005). Las células de Purkinje en desarrollo difieren en 

la susceptibilidad a moléculas como el NO y el glutamato debido a una disminución de 

receptores de NMDA, sugiriendo ser un paso crítico de regresión de los procesos 

perisomáticos y la subsiguiente eliminación sináptica importante en el establecimiento 

de las redes neuronales cerebelares (Pisu et al., 2003). Las sinapsis glutamatérgicas en 

el hipocampo neonatal pueden perder su señalización por activación presináptica de 

receptores. Así, las sinapsis glutamatérgicas no son AMPA silentes cuando se forman 

pero se inducen a serlo por el silenciamiento dependiente de la actividad de receptores 

de AMPA, lo que tiene implicaciones para la eliminación sobrevivencia-dependiente de 

actividad de las sinapsis cuando se forma una red neuronal (Xiao et al., 2004). 
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En el núcleo subtalámico las subunidades GluR5/6/7 expresadas más 

tempranamente sugieren que los receptores de KA son funcionales antes que los de 

NMDA y AMPA. Como los receptores KA y NMDA maduran antes, su influencia en la 

organización sináptica y la plasticidad termina tempranamente durante el desarrollo, 

mientras que la de los receptores de AMPA se da durante todo el desarrollo neuronal 

(Lobo et al., 2003). Las propiedades dinámicas y la pérdida de los receptores de KA 

presinápticos durante el desarrollo puede ser un paso importante en la maduración de 

la red de procesamiento sensorial de las sinapsis talamocorticales importantes para la 

señalización efectiva de información sensorial para la corteza (Kidd et al., 2002). 

Los mGluR3 y mGluR5 tienen un papel funcional durante la sinaptogénesis y el 

mantenimiento de las sinapsis adultas y los mGluR1, mGluR2 y mGluR4 en la 

transmisión sináptica madura (Catania et al., 1994; Elezgarai et al., 1999; Di Giorgi 

Gerevini et al., 2004). Se ha demostrado además la liberación de glutamato en sinapsis 

inhibitorias GABAérgicas/glicinérgicas en desarrollo, principalmente durante la primera 

semana postnatal, mediando el refinamiento sinapsis específico y tonotópico del mapa 

glicinérgico cerebral (Gillespie et al., 2005). 

 

ix. Receptores de glutamato en el crecimiento y desarrollo dendrítico 

La señalización a través de receptores NMDA puede servir como un regulador en 

la elaboración y crecimiento axonal terminal a través de señalización retrógrada, 

regulando el crecimiento y la focalización de las ramas terminales neuronales (Lee et 

al., 2005b; Lee et al., 2005a). La subunidad NR2B es el principal constituyente del 

receptor NMDA del cerebro perinatal en la rata, se acumula en los conos de crecimiento 

axonal en estadios tempranos de desarrollo regulando el crecimiento de neuritas 
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durante esta fase del desarrollo (Herkert et al., 1998). Además, la liberación de 

glutamato de terminales presinápticas activando la PLC-β1 vía mGluR5 favorece la 

formación y desarrollo dendrítico en la corteza somatosensorial (Hannan et al., 2001). 

La actividad neuronal mediada por los receptores de NMDA, juega un papel 

significativo en la formación de las terminales dendríticas presinápticas y postsinápticas 

en el primer relevo del núcleo de la vía trigeminal somatosensorial del ratón (Lee and 

Erzurumlu, 2005; Lee et al., 2005b) y se requiere para el desarrollo morfológico normal 

de neuronas jóvenes en células retinotectales. Los receptores de AMPA y NMDA son 

importantes para el mantenimiento de la estructura arborizada en neuronas maduras 

(Rajan and Cline, 1998). 

La activación del receptor de NMDA lleva a la producción local de óxido nítrico 

(NO) el cual actúa como un mensajero intracelular promoviendo el crecimiento de las 

dendritas de neuronas motoras (Inglis et al., 1998). Los cambios bifásicos en las 

concentraciones de calcio intracelular en respuesta a glutamato se correlacionan con 

las fases facilitadoras e inhibidoras del crecimiento dendrítico: un incremento transitorio 

de las concentraciones intracelulares de calcio se correlaciona con aumentos en el 

crecimiento dendrítico asociado a calmodulina mientras el incremento sostenido de 

calcio se correlaciona con la retracción dendrítica asociado a calpaína reduciendo el 

nivel de polímeros de microtúbulos en las dendritas (Wilson et al., 2000). 

La Rac1-GEF Tiam1 es un mediador crucial para el desarrollo dendrítico NMDA 

dependiente. El influjo de calcio a través del receptor NMDA induce la fosforilación de 

Tiam1 y la activación de Rac1 por medio de la CaMKII. Además la estimulación de 

NMDA activa a Ras por Ras-GRF regulada por calcio. La actividad de Tiam1 puede 
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modularse por receptores EphB que interactuando con el receptor NMDA, potencian el 

influjo de calcio. Además la estimulación del receptor de NMDA activa Rac1 y PI3K 

produciendo segundos mensajeros que reclutan y activan proteínas cinasas, la cinasa 

dependiente de inosítido 1 (PDK1) y la Akt; Tiam1 participa en la estimulación de esta 

vía induciendo la síntesis de proteínas que modulan el desarrollo dendrítico y la 

plasticidad neuronal (Tolias et al., 2005). 

En células cerebelares el glutamato tiene una función importante para el 

desarrollo dendrítico. Las células granulares aumentan la sobrevivencia de células de 

Purkinje e inducen la formación dendrítica a través de la combinación de estimulación 

glutamatérgica no-NMDA y la producción de BDNF por las células granulares 

glutamatérgicas (Morrison and Mason, 1998). El cambio de la subunidad NR2B por 

NR2C durante el periodo postnatal temprano tiene un papel importante para el 

desarrollo dendrítico del circuito cerebelar (Metzger et al., 2005), mientras que la 

activación de los receptores mGluR4 promueve eventos tempranos en la neuritogénesis 

y media procesos importantes para el mantenimiento del fenotipo maduro en células 

granulares (Canudas et al., 2004).  

 

x. Receptores de glutamato y migración neuronal 

Se ha demostrado que la estimulación excesiva de los receptores de NMDA 

altera la migración neuronal (Marret et al., 1996). El glutamato liberado por las células 

superficiales corticales en gradientes difusibles, sirve como quimioatrayente 

estimulando la migración de estas neuronas hacia la placa cortical cuyo efecto es 

máximo a E17 a través de mecanismos dependientes de receptores de NMDA por 

incremento de calcio intracelular que modifica la dinámica del citoesqueleto (Behar et 
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al., 1999). La tasa de migración de las células granulares depende de la actividad de los 

receptores de NMDA y esta depende de un aumento en la concentración intracelular de 

calcio por la entrada a través de los receptores activados (Komuro and Rakic, 1993).  

Se sugiere que el glutamato actuando a través de los receptores de AMPA 

puede o detener la migración de neuronas tangenciales por despolimerización del 

citoesqueleto en los procesos celulares o la existencia de gradientes de glutamato 

puede participar en los mecanismos de guía influyendo en la dirección de las 

extensiones de filopodias (Poluch et al., 2001). 
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Figura 8. Papel de los receptores de glutamato en los diferentes procesos del desarrollo neuronal. 

La despolarización inducida  por medio de receptores no NMDA liberan el bloqueo de Mg2+ dependiente 

de voltaje de los NMDARs. La activación de los NMDARs promueve la entrada de calcio extracelular, así 

como la señalización por proteínas que forman parte del complejo de ensamble del receptor en la 

membrana sináptica, activándose las vías de señalización PI3k/Akt, MAP cinasas, Rac-Ras, la vía de la 

calmodulina cinasa (CaMK) II y IV, proteínas cinasas, Tiam1 y la producción de NO. Por otra parte, los 

receptores metabotrópicos postsinápticos promueven la degradación de fosfoinosítidos, aumentando la 

concentración de calcio intracelular ([Ca2+]i), donde convergen las vías de señalización mencionadas 

previamente, que son importantes en los procesos de sobrevivencia, diferenciación, establecimiento 

sináptico, crecimiento dendrítico, migración, proliferación, comunicación sináptica y eliminación sináptica. 

Además, la regulación de los GluRs en dichos procesos también está presente en la membrana 

presináptica modulando la liberación de glutamato. 

 

xi. Biología Molecular de los Receptores de Glutamato 

 

Gen Grin1 

Hasta la fecha, se han clonado los genes Grin1 de humano (Zimmer et al., 1995), 

ratón (Okamoto et al., 1999), rata (Bai and Kusiak, 1993) y pollo (Zarain-Herzberg et al., 

2005), al igual que sus regiones reguladoras. Aunque la homología en secuencia entre 

las diferentes especies es baja (~30%), el patrón de unión a factores de transcripción es 

muy similar (Mejia-Guerra and Lareo, 2005). En primer lugar, el promotor Grin1 carece 

de caja TATA, en su lugar tiene una secuencia rica en GC formando una caja GSG 

(GCG5CG), que recluta al complejo de preiniciación de la transcripción favoreciendo la 

expresión génica. La sobre-expresión de los factores de transcripción del tipo SP, que 

incluye a SP1, 2, 3, y 4, activan la transcripción del gen Grin1 de murinos (Bai and 

Kusiak, 1993, 1995; Okamoto et al., 2002; Liu et al., 2004) por unión a elementos SP 
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localizados en el promotor proximal. Además, se conoce que los factores de 

transcripción MEF-2C, NFκB, AP-1, MZF regulan de manera positiva la transcripción 

por medio de su unión a los elementos presentes en la región reguladora o por medio 

de interacción con factores de transcripción SP (Bai and Kusiak, 1993, 1995; Krainc et 

al., 1998; Mao et al., 2002; Okamoto et al., 2002; Liu et al., 2004). Finalmente, se sabe 

que el factor de transcripción NRSF puede regular de manera negativa la transcripción 

del gen Grin1 murino en células indiferenciadas y que dicha represión termina con el 

proceso de diferenciación neuronal en células P19 inducidas con ácido retinoico 

(Okamoto et al., 1999; Bai et al., 2003) o por medio de regulación por proteínas de 

unión a ADN de cadena sencilla (Bai et al., 1998). Además, se sabe que la represión 

mediada por NRSF del gen Grin1 de murinos es necesaria, pero no suficiente para 

mantener reprimida la transcripción (Okamoto et al., 1999). En el caso del promotor del 

gen Grin1 de humano se sabe que hay una disminución transcripcional mediada por el 

daño isquémico y que posiblemente el mecanismo de acción es por medio de la unión 

de NRSF al sitio NRSE presente en la región reguladora proximal del gen Grin1 

humano (Gascon et al., 2005). 

 

Gen Grin2a 

Se ha reportado la clonación y análisis de aproximadamente 9 kb de región 

reguladora del gen Grin2a de rata (Desai et al., 2002). Los sitios de inicio de la 

transcripción se encuentran agrupados en tres regiones, una entre -1047 y -1019 pb, 

otro entre -802 y -713 pb y el último entre -461 y -425 pb del sitio de inicio de la 

traducción. Este sitio se encuentra en el tercer exón, teniendo dos exones no 
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codificantes. Hay un sitio putativo RE1/NRSE en la posición -986 que no afecta la 

transcripción. El análisis in silico de esta región reguladora muestra un elemento CRE 

en región -1195, pero no se ha demostrado su funcionalidad (Desai et al., 2002). El 

análisis funcional demostró la presencia de elementos SP presentes en el exón 1 que 

regulan de manera positiva la actividad transcripcional de este gen (Desai et al., 2002). 

 

Gen Grin2b 

La región reguladora del gen Grin2b se clonó por dos grupos independientes 

(Sasner and Buonanno, 1996; Klein et al., 1998). Los sitios de inicio de transcripción se 

encuentran entre -717 y -762 o -876 pb del AUG cuando el exón 2 está excluido; si el 

exón 2 se incluye, la región 5’ del ARNm se extiende unos 353 pb del sitio de inicio de 

la transcripción. El promotor del gen Grin2a carece de caja TATA y en su lugar contiene 

una región rica en GC a -43 pb con el motivo GSG/Sp1 que unen SP1 y CREB, 

controlando la actividad transcripcional. Además contiene un sitio de unión a NRSF al 

final del exón 1, el cual confiere actividad transcripcional específica neuronal (Sasner 

and Buonanno, 1996; Klein et al., 1998). 

 

Gen Grin2c 

La región reguladora del gen que codifica para la subunidad NR2C también se 

clonó previamente (Suchanek et al., 1995, 1997). Los dos sitios de inicio de 

transcripción en el ratón residen a -772 y -754 pb desde el sitio de inicio de la 

traducción.  La región localizada 1 kb por arriba de la región 5’ no traducida del intrón 1 

restringe la expresión específica en cerebelo, los análisis funcionales muestran que 
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contiene un sitio para unión a NRSF que puede estar jugando un papel en dicha 

regulación, sin embargo su función no se ha elucidado (Suchanek et al., 1995, 1997). 

Gen Gria1 

La región reguladora del gen Gria1 tiene dos sitios de inicio de transcripción en la 

región -295 y -202 pb del sitio de inicio de la transcripción, y al igual que los otros 

promotores, carece de caja TATA. A diferencia de los promotores de los otros 

receptores de glutamato, la región silenciadora esta entre -164 y -936 y aparentemente 

no depende de NRSF (Borges and Dingledine, 2001).  

 

Gen Gria2 

Los sitios de inicio de la transcripción del promotor del gen Gria2 principales se 

encuentran a -429 y -431 pb del sitio de inicio de la traducción. Al igual que el resto, es 

un promotor que carece de caja TATA, con presencia de un sitio NRSE silenciador en la 

región entre -174 a -194 pb en células no neuronales y regulando la transcripción en 

neuronas. La unión de SP1 a una parte de la caja GSG y la unión de NRF-1 en el 

promotor proximal, activan fuertemente la transcripción en neuronas y glia, 

posiblemente formando un complejo activador (Myers et al., 1998). 

 

Gen Grik5 

El promotor del gen Grik5 también carece de caja TATA y tiene múltiples sitios 

de inicio de transcripción en la región de -109 a -299 pb por arriba del sitio de inicio de 

la traducción. Contiene un sitio silenciador dentro del intrón 1 que posiblemente sea 

reconocido por varios receptores huérfanos como COUP-TF, EAR2 y Nurr1 (Chew et 

al., 1999; Chew et al., 2001). 
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Gen Grm1 

El promotor del gen Grm1, al contrario que los otros promotores de los 

receptores de glutamato, sí tiene caja TATA y el elemento Inr, pero el análisis por 

mutación no revelaron su funcionalidad in vivo. La unión e interacción de los factores de 

transcripción TTF-1 y C/EBP al promotor en el exón 1, favorece el reclutamiento del 

promotor basal para iniciar y potenciar la transcripción. Finalmente, la presencia de un 

sitio NRSE en posición +687/+707 pb, silencia la transcripción del promotor del gen 

Grm1 en fibroblastos, por medio de la remodelación de la cromatina (Crepaldi et al., 

2007). 
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Figura 9. Esquema representativo de las regiones reguladoras de los genes clonados de los 

receptores de glutamato ionotrópicos y metabotrópicos. Se muestran las regiones reguladoras de los 

genes Grin1, Grin2a, Grin2b, Grin2c, Gria1, Gria2, Grik5 de murinos; así como los elementos reguladores 

que se han demostrado por análisis in silico y/o su funcionalidad por análisis experimental. Tomado y 

modificado de Myers et al., 1999. 
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Hasta la fecha se han clonado y caracterizado las regiones reguladoras del gen 

Grin1 de murinos (Bai and Kusiak, 1993; Okamoto et al., 1999)  de humano (Zimmer et 

al., 1995) y sus regiones reguladoras. Recientemente, en nuestro laboratorio, se clonó 

el gen Grin1 de pollo y ~1.9 kb de su región reguladora, incluyendo 86 pb de región 5’-

no traducida (Zarain-Herzberg et al., 2005). Se sabe que la subunidad NR1 de los 

receptores de glutamato se encuentra diferencialmente expresada durante el desarrollo 

del cerebro y de la retina. Sin embargo, no se conocen los mecanismos moleculares 

que regulan la expresión de este gen. Con la secuenciación del genoma del pollo, 

publicada recientemente, es posible conocer los mecanismos transcripcionales que 

relacionan a los mamíferos con otros vertebrados (Consortium, 2004). Por lo anterior, 

conocer los mecanismos moleculares que regulan la expresión de genes de aves nos 

permite esclarecer los mecanismos de regulación de la expresión génica, que están 

conservados entre especies. Además, conocer los mecanismos de regulación 

transcripcional de los receptores de glutamato, permite entender mejor la expresión de 

genes neuronales, además de abrir un panorama más amplio para conocer los factores 

de transcripción involucrados en su expresión en condiciones fisiológicas, así como su 

alteración en condiciones patológicas. Se sabe que la subunidad NR1 de los receptores 

de glutamato del tipo NMDA es necesaria para la funcionalidad del receptor, ya que 

forma el canal iónico y contiene el sitio para unión al co-agonista, además su expresión 

está regulada positivamente durante la diferenciación y desarrollo del cerebro y está 

distribuída por todo el SNC, lo que hace fundamental conocer los factores de 
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transcripción que regulan la expresión del gen Grin1 en células no neuronales así cono 

en neuronas. 
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V. HIPÓTESIS 

La represión transcripcional del gen Grin1 de pollo está mediada por la unión de 

factores de transcripción a elementos de ADN del promotor proximal y región 5’-no 

traducida que están presentes en células indiferenciadas. Dicha represión 

transcripcional termina cuando se inicia el programa de diferenciación neuronal, 

favoreciendo la unión de activadores transcripcionales al promotor basal promoviendo 

la activación de la transcripción. 
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VI. OBJETIVO GENERAL 

Esclarecer los mecanismos de regulación transcripcional del gen Grin1 de pollo, 

que regulan su transcripción en células indiferenciadas (P19), células comprometidas a 

fenotipo neuronal (PC12) y células no neuronales (C2C12), así como conocer los 

factores de transcripción involucrados en su activación transcripcional en neuronas 

corticales de pollo. 
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VII. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Estudiar el patrón de expresión del ARNm de Grin1 por medio de RT-PCR, durante 

la diferenciación neuronal de las células P19 y PC12. 

2. Estudiar el patrón de expresión del ARNm de los factores de transcripción NRSF 

(REST) y su variante de empalme alternativo REST4, así como de los factores SP 

por medio de RT-PCR, durante la diferenciación neuronal de las células P19 y 

PC12. 

3. Estudiar la actividad transcripcional del promotor Grin1 de pollo por medio de 

ensayos funcionales usando construcciones quiméricas del promotor (Grin1p-Luc) 

en células P19, PC12 y durante la diferenciación neuronal inducida por diferentes 

mecanismos, así como en cultivos primarios de neuronas de pollo. 

4. Caracterizar los elementos funcionales de unión para los factores de transcripción 

NRSF y SP en el promotor proximal del gen Grin1 de pollo por medio de ensayos de 

unión DNA-proteína (EMSA). 

5. Analizar la función de los elementos SP y NRSF del promotor proximal del gen Grin1 

de pollo por medio de ensayos funcionales de los sitios SP y NRSE mutados, 

generados por la técnica de mutagénesis dirigida. 

6. Demostrar por medio de análisis farmacológicos el papel de las desacetilasas de 

histonas en la regulación transcripcional del promotor Grin1 de pollo en células P19, 

PC12, C2C12 y en neuronas de pollo. 
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VIII. ESTRATEGIAS METODOLÓGICAS 

Material químico y biológico 

 Todas las enzimas fueron adquirida de Invitrogen Co, USA y New England 

Biolabs Inc, USA. El [γ-32P]ATP se adquirió de PerkinElmer Life Sciences, USA. El 

suero fetal bovino y el suero de caballo, las columnas de intercambio iónico, los 

oligonucleótidos y los reactivos para los geles de retardo de movilidad por 

electroforesis, la poli-D-ornitina, el ácido retinoico y el paraformaldehído se obtuvieron 

de Sigma-Aldrich, USA. El inhibidor de proteasas se adquirió de Roche. El NGF se 

adquirió de Alomone Labs, Israel. La tinción de Hoescht, el TRIzol, los plásmidos pGL3 

básico, pGL3 promotor, pcDNA3, pRL, columnas de intercambio iónico, la tricostatina A 

y la mitramicina se obtuvieron de Invitrogen Co, USA. El sistema dual de ensayo de 

luciferasa de luciérnaga y de renila se adquirieron de Promega Co, USA. El anticuerpo 

TUJ1 se obtuvo de Millipore Co.; todos los demás anticuerpos se adquirieron de Santa 

Cruz Biotechnology Inc, USA. El butirato de sodio, la 5-azacitidina, la mitramicina A, los 

antibióticos y antimicóticos y el DMEM se obtuvieron de Gibco-Invitrogen Co., USA. 

Algunas columnas de intercambio iónico se obtuvieron de Qiagen Inc., USA. El kit de 

mutagénesis dirigida se adquirió de Stratagene, USA. Los oligonucleotidos de ADN 

para la reacción en cadena de la polimerasa fueron sintetizados en la Unidad de 

Biología Molecular, del Instituto de Fisiología Celular UNAM. Todas las líneas celulares 

se obtuvieron de ATCC, USA. Los embriones de 7 días de pollo se adquirieron de 

ALPES S.A. de C.V, México. 
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Cultivo Celular 

 Las células P19 y C2C12 se crecieron en Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium 

(DMEM) (Sigma) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%. Las células P19 

se diferenciaron en neuronas en presencia de acido retinoico (AR) (0.5 μM) durante 4 

días en suspensión; posteriormente se tripsinizaron y sembraron en cajas de cultivo con 

medio de crecimiento suplementado con arabinósido de citosina (ara-c) (25 ng/ml). Las 

células PC12 se crecieron en DMEM con suero de caballo (SC) 15% y 5% de SFB. 

Para la diferenciación a neuronas las células PC12 se sembraron en placas pretratadas 

con poli-D-ornitina y se mantuvieron en presencia del factor de crecimiento nervioso 

(NGF) murino (mNGF 2.5S) (Alomone Labs, Jerusalem, Israel) 50 ng/ml en DMEM 

suplementado con 2% de SC.  

Los cultivos primarios de neuronas corticales de pollo se realizaron con la técnica 

descrita previamente (Zarain-Herzberg et al., 2005). Brevemente, los prosencéfalos de 

pollo de 7 días de desarrollo embrionario fueron digeridos con 0.5% de tripsina en 

Advance DMEM (Invitrogen) a 37oC durante 30 minutos en agitación constante, lavados 

dos veces en Advance DMEM suplementado con 20% de SFB, homogeneizados con 

pipeteo gentil, pasados por una membrana de nylon, sembrados en cajas de cultivos 

pretratados con poli-D-ornitina. Las neuronas se mantuvieron en Advance DMEM 

suplementado con 3% SFB y 25 ng/ml de ara-C. 

Todos los medios de cultivo se suplementaron con kanamicina (60 mg/L) 

penicilina G (10 UI/ml), estreptomicina (10 μg/ml), anfotericina B (0.025 ng/ml) y 

nistatina (10 UI/ml). 
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Inmunocitoquímica 

El anticuerpo TUJ1 se utilizó para la detección de la β-tubulina III durante la 

diferenciación neuronal de las células PC12 y P19. Las células en cultivo se 

diferenciación a neuronas como se describió previamente. Las células se fijaron en 

cubreobjetos pretratados con poli-D-ornitina, con paraformaldehido al 4% durante 10 

minutos. Las células se lavaron en PBS y se bloquearon con suero de cabra al 3% por 

2 horas y se incubaron toda la noche a 4˚C con el primer anticuerpo TUJ1 para β-

tubulina III (1:2000) (Chemicon Internacional). Después de lavar con PBS, se incubaron 

con el segundo anticuerpo anti-ratón Fluor-Alexa 488 (1:500) (Molecular Probes, 

Invitrogen) durante 2 horas a temperatura ambiente y se utilizó la tinción de Hoescht 

33258 (Molecular Probes, Invitrogen) como marcador nuclear. Las preparaciones se 

visualizaron en el sistema Nikon Eclipse TE 2000 – U y analizado con el software ACT-

1 (Nikon).  

 

Transcripción Reversa - Reacción en Cadena de la Polimerasa – Semicuantitativa 

(RT-PCR) 

El aislamiento de RNA total se realizó con el reactivo TRIzol (Invitrogen) de 

acuerdo con el protocolo del fabricante. La concentración de ARN se cuantificó por 

absorbancia 260/280 nm. La calidad del ARN se determinó con geles de agarosa al 1% 

con formaldehído. La transcripción reversa se realizó con hexámeros al azar, utilizando 

2 μg de ARN total y 100U de transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen). Se utilizaron 2 μl 

de cADN para la PCR. Las muestras se corrieron en gel de agarosa al 2% y con tinción 

con bromuro de etidio. Las fotos se analizaron con el programa ImageJ 1.36b NIH, 
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USA. Todos los datos se normalizaron con la expresión de β-actina. Los 

oligonucleótidos de ADN utilizados, las temperaturas de alineamiento y el número de 

ciclos utilizados se resumen en la Tabla I. 

 

Construcción de plásmidos quiméricos 

Previamente, en el laboratorio, se clonó un fragmento de ADN de 1817 pb de 

región reguladora del gen Grin1 de pollo y 86 pb de región 5’-no traducida, en el 

plásmido pGL3-básico que contiene al gen de luciferasa de luciernaga como gen 

reportero (Zarain-Herzberg et al., 2005). A partir de esta construcción subclonada en 

pGL3-básico se aisló el fragmento SmaI - SmaI de 140 pb se ligó en pGL3–básico 

cortado con SmaI y defosforilado; la clonación se verificó por secuenciación (Unidad de 

Biología Molecular. IFC. UNAM). Todas las otras construcciones se generaron con la 

enzima de restricción HindIII y las enzimas siguientes: BamHI (generando una 

construcción con 210 pb); PvuII (para generar una construcción con 334 pb); RsaI 

(generando una construcción de 549 pb); y NcoI (generando una construcción de 1237 

pb). Todas las construcciones contienen los primeros 86 pb de región 5’-no traducida y 

se insertaron en el vector de expresión pGL3-básico (Promega). Se corroboró la 

inserción y la orientación con mapas de restricción. Todas las construcciones se ligaron 

río arriba del gen de luciferasa de luciérnaga. Se amplificaron en E. coli cepa DH5α y se 

purificaron por medio de columnas de intercambio iónico (Qiagen) de acuerdo a las 

especificaciones del fabricante. Los plásmidos se utilizaron para transfecciones 

transitorias y estables como se indica a continuación. 

 Los plásmidos REST-VP16 y REST4 fueron proporcionados por el Dr. S. 
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Majumder (Department of Molecular Genetics, M.D. Anderson Cancer Center, University 

of Texas, Houston, TX, U.S.A.) y por el Dr. M. Shimojo (Department of Molecular and 

Cellular Biochemistry, University of Kentucky College of Medicine, Chandler Medical 

Center, 800 Rose Street, Lexington, KY 40536–0298, USA). 

 

Transfecciones transitorias y estables 

Las células P19 y PC12 transfectadas establemente fueron generadas por medio 

de co-transfección de la construcción pGL3-Grin1 1817 pb y el plásmido pcDNA3 (que 

contiene el gen de resistencia a geneticina). Posteriormente, las células P19 y PC12 

fueron crecidas por dos semanas en su medio de crecimiento respectivo suplementado 

con 250 μg/ml y 500 μg/ml de geneticina, respectivamente. Se seleccionaron tres 

colonias únicas resistentes a geneticina de cada línea celular y se realizó ensayo de 

luciferasa para determinar la actividad transcripcional. Las células P19 y PC12 

trasnfectadas establemente se indujeron a diferenciar como se describió previamente y 

se midió actividad de luciferasa a intervalos de 24 h. Los resultados se normalizaron 

con el contenido total de proteína y se expresaron como la relación de actividad de 

luciferasa por mg de proteína. 

Para las transfecciones transitorias, se utilizó el reactivo de Luciferasa 2000 

(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizó 1 μg de las 

construcciones pGL3-Grin1 de pollo y 0.1 μg de pRL-CMV (Promega), el plásmido 

REST-VP16 o el plásmido REST4 (0.5 μg, 1 μg o 1.5 μg), en DMEM sin suero. Las 

transfecciones se realizaron en células P19 y PC12 indiferenciadas, en cultivo primario 

de neuronas de pollo y en células C2C12 y posteriormente se incubaron por 3 h a 37oC. 
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Después, el medio de cultivo se reemplazó por el medio de crecimiento respectivo y las 

células se incubaron a 37oC y 5% CO2 durante 24 h. Las células se lisaron en 

amortiguador de lisis pasiva (Promega) por 30 minutos y se cuantificaron las 

actividades de luciferasa de luciérnaga y de Renilla utilizando el kit de ensayo dual de 

luciferasa en un luminómetro de placa multipozos (Wallac Victor2, PerkinElmer). La 

actividad de luciferasa se normalizó utilizando la actividad de luciferasa de Renilla o la 

proteína total, como se indica en cada experimento. 

Los tratamientos farmacológicos se realizaron después de 24 h de las 

transfecciones transitorias. El medio de cultivo respectivo se suplemento con 100 nM de 

mitramicina A, tricostatina A 100 nM, butirato 1 mM y 5-azacitidina 1 μM y las células se 

incubaron durante, 16 h, 14 h, 24 h y 48 h, respectivamente, hasta que los ensayos de 

luciferasa se realizaron como se mencionó previamente. 

 

Geles de Retardamiento de Movilidad Electroforética (EMSA) 

 La secuencia de los oligonucleótidos de ADN de doble cadena utilizados se 

muestran en la Tabla II. Los extractos nucleares se obtuvieron lisando las células P19, 

PC12, C2C12 y neuronas corticales de pollo con una solución hipo-osmolar que contiene 

HEPES 20 mM, NaCl 10 mM, glicerol 20%, MgCl2 1.5 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM y 

un cocktail de inhibidores de proteasas (Roche) para aislar los núcleos celulares. Los 

núcleos se lisaron y se mantuvieron en solución que contiene HEPES 20mM, NaCl 

0.5M, glicerol 20%, MgCl2 1.5mM, DTT 1mM, PMSF 1 mM y en presencia del cocktail 

de inhibidores de proteasas (Roche). Los oligonucleótidos de doble cadena se 

marcaron en presencia de γ-[32P]-ATP (>6000 Ci/mmol) y 10 U de polinucleótido cinasa 
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de T4 (Invitrogen). Las mezclas de reacción se realizaron con 10 μg de extracto 

nuclear, buffer de unión ADN-proteína que contiene 20 mM HEPES, 1.5 mM MgCl2, 

0.5mM DTT, glicerol 20%, 1 μg de poli dI:dC (Amersham Bioscience), 250 mM NaCl, en 

un volumen final de 20 μl y preincubados a temperatura ambiente por 10 minutos. Se 

agregaron 35 fmol de oligonucleótidos marcados a la reacción y se incubaron por 10 

min. a temperatura ambiente. La mezcla se incubó con 2 μg de anticuerpo para super-

retardamiento para NRSF (H-290), SP1 (PEP2 y H-255), TFIID (N-12) y Egr-1 (C-20) 

(todos de Santa Cruz Biotecnology, USA). Después de incubar la reacción durante 20 

minutos, las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida al 5%, con glicerol al 2%, 

en condiciones no desnaturalizantes y se separaron los complejos a corriente constante 

de 15 mA por 3 a 4hr. Los geles se secaron y se expusieron a placas X-Omat (Kodak) a 

-80˚C por 12 – 72 h. 

 

Mutagénesis dirigida 

La mutagénesis dirigida de la caja GSG-like y GSG/SP (del sitio SP que se 

encuentra cerca de la caja GSG) y de los elementos S2 y N1 se realizaron por medio 

del kit de mutagénesis dirigida QuickChange (Stratagene) utilizando como templado la 

construcción control de -210 pb de región reguladora del gen Grin1 de pollo en el 

plásmido pGL3-básico y usando los oligonucleótidos de ADN mutados (ver Tabla II). 

Las mutaciones sitio específicas se realizaron en presencia de 7.5% DMSO debido a la 

alta Tm del templado, se realizaron 12 ciclos de 30s a 95˚C para la desnaturalización, 

60 seg a la Tm indicada y 12 min a 68˚C para la extensión. Posteriormente, el templado 

de ADN se digirió con la enzima DpnI y los plásmidos mutados se transformaron en las 
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células competentes E. Coli cepa DH5α. Los plásmidos se amplificaron y purificaron 

utilizando el kit Maxi endo-free (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 

mutaciones se verificaron por medio de secuenciación automatizada (IFC, UNAM, 

México). 

 

Análisis de secuencias y análisis estadístico 

La secuencia de la construcción quimérica que contiene la región reguladora del 

gen Grin1 de pollo de 1.9 kb está reportada previamente (Zarain-Herzberg et al., 2005) 

(GeneBank, NSD número de acceso AY663367). El análisis In silico comparativo de las 

secuencias de las regiones reguladoras del gen Grin1 de pollo, rata, ratón y humano se 

realizó con los programas y algoritmos MathInspector (Genomatix), BLAST (National 

Center for BIotechnology Information), MacVector (Accelrys Software), Transfact 

(BioBase) y EMBOSS CpG Plot. Los resultados son expresados con +/- error estándar 

(al menos tres experimentos independientes por duplicado) y se analizaron por la 

prueba de Dunnet con Análisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa Prism 4.0 

(GraphPad). El valor de P <0.05 fue considerado como estadísticamente significativo. 
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Tabla I. Oligonucleótidos utilizados para la reacción en cadena de la polimerasa. 

Nombre Secuencia tm Ciclos 

Grin1 f 5’-CAA TGG TGA CCC AGT GAA GAA GG-3’ 52˚C 35 

Grin1 b 5’-TCC TGT GTG CCA AAC TTG CC-3’ 52˚C 35 

NRSF f 5’-CTG TGA CCG GCT GTG GATACA ATA C-3’ 56˚C 35 

NRSF b 5’-ATG GTT TCT CAG GTG TTT CCT CC-3’ 56˚C 35 

REST4 f 5’-CAG AGT GTG ATC TAG ATG GGT GA-5’ 56˚C 35 

REST4 b 5’-GCT CCT ATC GGC TGT TTT G-3’ 56˚C 35 

SP f 5’-TTG GTG GCA ATA ATG GGG G-3’ 55˚C 30 

SP b 5’-AAA GGA GAT GGC TGG GAT TCC-3’ 55˚C 30 

β-actina f 5’-GCT CGT CGT CGA CAA CGG CTC-3’ 54˚C 30 

β-actina b 5’-CAA ACA TGA TCT GGG TCA TCT TCT T-3’ 54˚C 30 

*todos los oligonucleótidos y los productos se diseñaron con el programa MacVector 6.5 y se verificaron 

con el programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para asegurar productos únicos. 
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Tabla II. Oligonucleótidos utilizados para los geles de retardamiento de movilidad por 

electroforesis. 

Nombre Secuencia 5’ – 3’ 
SP cs f 
 

5’-ATT CGA TCG GGG CGG GGC GAG C-3’ 

SP cs b 5’-GCT CGC CCC GCC CCG ATC GAA T-3’ 

SPm cs f  5’-ATT CGA TCG GTT CGG GGC GAG C-3’ 

SPm cs b 5’-GCT CGC CCC GAA CCG ATC GAA T-3’ 

S2 f  5’-AGC CGG CGG CGG GCG GAG CGG CGC GG-3’ 

S2 b 5’-CCG CGC CGC TCC GCC CGC CGC CGG CT-3’ 

S2m f 5’-AGC CGG CGG CGT TCG GAG CGG CGC GG-3’ 

S2m b 5’-CCG CGC CGC TCC GAA CGC CGC CGG CT-3’ 

GSG/SP f 5’- TCC CGC TGC CGC GGG GGC CGG GGG CGG GCC GGG GGT GGG-3’ 

GSG/SP b 5’-CCC ACC CCC GGC CCG CCC CCG GCC CCC GCG GCA GCG GGA-3’ 

GSG/SPm1 f 5’-TCC CGC TGC CGC TTG GGC CGG GGG CGG GCC GGG GGT GGG-3’ 

GSG/SPm1 b 5’-CCC ACC CCC GGC CCG CCC CCG GCC CAA GCG GCA GCG GGA-3’ 

GSG/SPm2 f 5’-TCC CGC TGC CGC GGG GGC CGG GTT CGG GCC GGG GGT GGG-3’ 

GSG/SPm2 b 5’-CCC ACC CCC GGC CCG AAC CCG GCC CCC GCG GCA GCG GGA-3 

NRSE cs f 5’-GCC AAA CAC GCT TCA GCA CCT CGG ACA GCA TCC GCC GCG C-3’ 

NRSE cs b 5’-GCG CGG CGG ATG CTG TCC GAG GTG CTG AAG CGT GTT TGG C-3’ 

NRSEm cs f 5’-GCC AAA CAC GCT TCG TAA CCT CGG ACA GCA TCC GCC GCG C-3’ 

NRSEm cs b 5’-GCG CGG CGG ATG CTG TCC GAG GTT ACG AAG CGT GTT TGG C-3’ 

N1 f 5’-GAG CGG GAG GTT CAG CAC CAA GGA GAG CTC CCC GCG CCG C-3’ 

N1 b 5’-GCG GCG CGG GGA GCT CTC CTT GGT GCT GAA CCT CCC GCT C-3’ 

N1m f 5’-GAG CGG GAG GTT TCG TAC CAA GGA GAG CTC TTA CGC GTG C-3’ 

N1m b 5’-GCA CGC GTA AGA GCT CTC CTT GGT ACG AAA CCT CCC GCT C-3’ 

N2 f 5’-CGG CGG CGG GCG GAG CGG CGC GGA GCG GAG CGG GAG GTT CA-3’ 

N2 b 5’-TGA ACC TCC CGC TCC GCT CCG CGC CGC TCC GCC CGC CGC CG-3’  

N3 f 5’-CGC TGC GGC AGC GCG GGG CCG CGG AGC GGG AGG AGC CGG CGG-3’ 

N3 b 5’-CCG CCG GCT CCT CCC GCT CCG CCG CCC CGC GCT GCC GCA GCG-3’ 

   Las secuencias subrayadas indican el sitio de unión para los factores de transcripción. 
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IX. RESULTADOS 

 

i.  Diferenciación neuronal de células P19 y PC12 con ácido retinoico y NGF 

Para analizar el patrón de actividad transcripcional del gene Grin1 de pollo 

durante la diferenciación neuronal, utilizamos dos modelos celulares de diferenciación; 

las células P19 son células pluripotenciales derivadas de teratocarcinoma embrionario 

que se diferencian con ácido retinoico (McBurney and Rogers, 1982) y las células PC12 

son células comprometidas a linaje neuronal, derivadas de feocromocitoma, y que 

pueden adquirir un fenotipo neuronal con el Factor de Crecimiento Nervioso (NGF por 

sus siglas en inglés, Nerve Growth Factor) (Greene and Tischler, 1976). Estos dos 

modelos de diferenciación neuronal nos permiten tener condiciones estables para 

estudiar la regulación transcripcional del promotor durante el proceso de diferenciación 

neuronal. Para demostrar que nuestros modelos de diferenciación neuronal son 

acordes a lo reportado en la literatura, evaluamos la expresión de β-tubulina III por 

medio de inmunocitoquímica, en células P19 y PC12 indiferenciadas y durante su 

diferenciación a neuronas inducida con ácido retinoico y NGF, respectivamente. Como 

se muestra en la Figura 10A, las células P19 indiferenciadas no muestran expresión de 

β-tubulina III y a partir del cuarto día de diferenciación comienzan a expresarla, 

incrementando la expresión hasta el día 8 de diferenciación con ácido retinoico. Por otro 

lado, las células PC12 muestran expresión de β-tubulina III en estadio indiferenciado y 

ésta incrementa conforme las células se diferencian a neuronas  los 6 días de 

tratamiento con NGF (ver Figura 10B). 
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Figura 10. Inmunocitoquímica en células P19 y PC12 indiferenciadas y durante la diferenciación 

neuronal inducida con ácido retinoico y NGF, respectivamente, con anticuerpo contra β-tubulina 

III. Panel A. En la parte superior se muestra la tinción con Hoechst en células P19 indiferenciadas y 

durante los días 2, 4, 6 y 8 de diferenciación neuronal inducida con ácido retinoico. En la parte inferior se 

muestra la tinción para β-tubulina III en células P19 indiferenciadas y durante los días de diferenciación 2, 

4, 6 y 8. No se observa la presencia de β-tubulina III en células indiferenciadas y empieza a observarse a 

partir de los 4 días de diferenciación neuronal. Panel B. En la parte superior se muestra la tinción con 

Hoechst en células PC12 indiferenciadas y durante los días 2, 4 y 6 de diferenciación neuronal inducida 

con NGF. En la parte inferior se muestra la tinción para β-tubulina III en células PC12 indiferenciadas y 

durante los días de diferenciación 2, 4 y 6. Se observa la presencia de β-tubulina III en células 

indiferenciadas y ésta incrementa durante toda la diferenciación neuronal. 
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ii. Expresión del Gen Grin1 endógeno en células P19 y PC12 durante la 

diferenciación neuronal 

Para conocer la expresión del gen Grin1 en células P19 y en células PC12 

indiferenciadas y durante la diferenciación neuronal, realizamos la técnica de PCR 

semicuantitativo. La Figura 11 muestra que la expresión de Grin1 incrementa con la 

diferenciación neuronal a partir del día 2 de tratamiento con ácido retinoico lo que está 

de acuerdo a lo reportado previamente en la literatura (Bai et al., 2003).  En las células 

PC12 indiferenciadas se observa que hay una expresión basal alta y no se observa un 

incremento significativo de la expresión del ARNm de Grin1 durante 6 días de 

tratamiento con NGF (Ver Figura 12). Estos resultados están de acuerdo con lo 

reportado previamente en la literatura (Sucher et al., 1993; Leclerc et al., 1995). 
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Figura 11. Expresión del gen Grin1 en células P19 indiferenciadas y durante 8 días de 

diferenciación neuronal inducida con ácido retinoico. Se aisló el ARNm de células P19 

indiferenciadas y durante los días de diferenciación 2, 4, 6 y 8. Posteriormente se realizó PCR 

semicuantitativa y se corrió en un gel de agarosa al 2% (Panel A). Se cuantificó por densitometría y se 

graficó  normalizado con la expresión de β-actina (Panel B). CN, control negativo; Indif, células P19 

indiferenciadas; D2, 4, 6 y 8, días de diferenciación 2, 4, 6 y 8 respectivamente; PM, marcador de peso 

molecular. 
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Figura 12. Expresión del gen Grin1 en células PC12 durante la diferenciación neuronal inducida 

con NGF. Se extrajo el ARN mensajero de las células PC12 indiferenciadas y durante los días de 

diferenciación 3 y 6 inducida con NGF. Posteriormente se realizó PCR semicuantitativa y las muestras se 

corrieron en gel de agarosa al 2% (Panel A). Los pixeles de las bandas teñidas en el gel se cuantificaron 

por densitometría usando el programa Image J (NIH) y se graficaron normalizando con la expresión de β-

actina (Panel B). CN, control negativo; Indif, células PC12 indiferenciadas; D3 y 6, 3 y 6 días de 

diferenciación con NGF; PM, marcador de peso molecular. 
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iii. Expresión de factores de transcripción NRSF y SP durante la diferenciación 

neuronal de células P19 y PC12 

Para conocer el patrón de expresión de SP1 se diseñaron iniciadores específicos 

para una amplificar el ARN mensajero en células P19 y PC12 indiferenciadas y durante 

la diferenciación neuronal inducida con ácido retinoico y NGF, respectivamente. 

Además, para evaluar la expresión del factor de transcripción NRSF, se diseñaron dos 

pares de iniciadores, el primero que amplifica una región común para todas la isoformas 

y un par específico para la isoforma REST4, que carece de un dominio de unión al ADN 

funcional, contiene la región represora amino terminal y carece de la región represora 

carboxilo terminal y funciona como una dominante negativa endógena compitiendo con 

el NRSF (Shimojo et al., 1999), también en células P19 y PC12 indiferenciadas y 

durante la diferenciación neuronal. Como se observa en la Figura 14, la expresión de 

SP1 en células P19 y PC12 indiferenciadas no cambia con respecto a los 8 días y 6 

días de diferenciación neuronal, inducida con ácido retinoico y NGF, respectivamente. 

Por otro lado, al amplificar la región común para las variantes de empalme alternativo 

de NRSF/REST no se observan cambios significativos en su expresión durante la 

diferenciación neuronal de ambas células (ver Figura 13). Sin embargo, como se 

muestra en la Figura 13, la isoforma REST4 está presente en muy bajas 

concentraciones en células P19 indiferenciadas, pero incrementa su expresión 2 veces 

a partir del día 4 de diferenciación neuronal inducida con ácido retinoico llegando al 

máximo al día 8 de diferenciación neuronal. 
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Figura 13. Expresión de los factores de transcripción NRSF y su variante de empalme REST4 

durante la diferenciación neuronal de células P19 y PC12. Expresión del ARNm cuantificada por 

medio de la reacción en cadena de la polimerasa para NRSF (A) y de REST4 (B) en células P19 

indiferenciadas y durante los días de diferenciación 2, 4, 6 y 8. C. Diferencia de expresión de NRSF y 

REST4 en células P19 indiferenciadas y durante los días de diferenciación 2, 4, 6 y 8. Expresión del 

ARNm de NRSF (D) y REST4 (E) en células PC12 indiferenciadas y durante los días 3 y 6 de 

diferenciación neuronal inducida con NGF. 

 

 

Figura 14. Expresión del factor de transcripción SP durante la diferenciación neuronal de células 

P19 y PC12 inducidas a diferenciar en neuronas con ácido retinoico y NGF, respectivamente. 

Expresión del ARNm por medio de la reacción en cadena de la polimerasa para SP1 en células P19 

(Panel A) y células PC12 (Panel B) durante la diferenciación neuronal inducida con ácido retinoico y NGF, 

respectivamente. 
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iv. Activación transcripcional del promotor Grin1 de pollo durante la 

diferenciación neuronal de células P19 y PC12. 

 

Para conocer si la actividad transcripcional del promotor del gen Grin1 de pollo 

está regulada de manera positiva durante la diferenciación neuronal, generamos 

transfectantes estables de células P19 y células PC12 con el plásmido quimérico que 

contiene 1.8 kb de región reguladora dirigiendo la expresión del gen de luciferasa como 

reportero. En células P19 indiferenciadas, la actividad transcripcional de la región 

reguladora de gen Grin1 de pollo mostró una actividad transcripcional basal disminuida, 

que incrementó a partir del quinto día de diferenciación neuronal inducida con ácido 

retinoico, llegando a su máximo valor al día 7 de diferenciación y manteniéndose hasta 

el día ocho de diferenciación alcanzando un incremento de 8 veces su valor inicial (ver 

Figura 15A). Las células PC12 indiferenciadas mostraron una actividad transcripcional 

basal que incrementó con la presencia de NGF llegando a su máximo nivel al segundo 

día de diferenciación y después llegando a un nivel estable del día 4 al día 6 de 

diferenciación neuronal (ver Figura 15B). 

Para corroborar que el incremento de la actividad transcripcional es debida a la 

diferenciación hacia fenotipo neuronal, utilizamos las mismas transfectantes estables de 

células P19 e indujimos la diferenciación hacia fenotipo muscular con DMSO. Se 

observó un incremento máximo de sólo 2 veces después de 6 días de diferenciación 

muscular (Figura 15C). 
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Figura 15. Actividad transcripcional del gen Grin1 de pollo durante la diferenciación neuronal. 

Transfectantes estables de células P19 (Panel A) y de células PC12 (Panel B) expresando el gen de 

luciferasa dirigido por 1.9 kb de región reguladora del gen Grin1 de pollo. Se midió la actividad 

transcripcional en células indiferenciadas y durante 8 y 6 días de diferenciación neuronal inducida con 

ácido retinoico y con NGF, para  las células P19 y PC12, respectivamente. Panel C. Las transfectantes 

estables de las células P19 se diferenciaron a células musculares estriadas con DMSO. Se midió la 

actividad transcripcional en células indiferenciadas y a lo largo de 5 días de diferenciación neuronal. 

 

v.  Análisis funcional de la región reguladora del gen Grin1 de pollo 

El análisis funcional de la región reguladora 5’ del gen Grin1 de pollo se realizó 

por medio de transfecciones transitorias de construcciones quiméricas pGL3-Grin1 

generadas con diferentes fragmentos del promotor Grin1. Las construcciones tienen 51 

pb, 210 pb, 334 pb, 549 pb, 1237 pb y 1817 pb de región reguladora del gen Grin1 de 

pollo, más 86 pb de región 5’-no-traducida fusionada con el gen de luciferasa como 



 78

reportero. Para definir el promotor basal y para corroborar los resultados obtenidos 

después de la diferenciación neuronal de células P19 y PC12, nosotros medimos la 

actividad transcripcional de las construcciones quiméricas transfectándolas 

transitoriamente en cultivo primario de neuronas corticales de embriones de pollo de 7 

días. La Figura 16 muestra que la construcción que contiene 51 pb no presenta 

actividad transcripcional en neuronas corticales de pollo, mientras que la construcción 

de 210 pb muestra actividad transcripcional significativa en neuronas en cultivo. Se 

observó, además, que las construcciones con 334 y 549 pb de región reguladora tienen 

2.5 y 2 veces de mayor actividad transcripcional, respectivamente, comparada con la 

construcción que contiene únicamente 210 pb. Por otro lado, la construcción de 1237 

pb presenta una actividad transcripcional disminuida en comparación con la 

construcción de 549 pb, mientras que la construcción que contiene 1815 pb tiene una 

actividad transcripcional similar a la construcción de 549 pb. 
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Figura 16. Actividad transcripcional de construcciones quiméricas del promotor del gen Grin1 de 

pollo en neuronas corticales de embriones de pollo. Las construcciones del promotor que contienen 

51 pb, 210 pb, 334 pb, 549 pb, 1237pb y 1817 pb de región reguladora-5´ se transfectaron de manera 

transitoria en neuronas corticales de embriones de pollo. Después de 24 h se midió la actividad 

transcripcional. Los resultados se compararon con la actividad transcripcional del plásmido pGL3-básico y 

del pGL3-promotor. † Control. ** Significancia estadística con respecto al control. 

 

vi.  Análisis in silico y comparativo de la región reguladora del gen Grin1 de pollo  

Para conocer cual es el papel que juegan los factores de transcripción en la 

regulación de la actividad transcripcional del promotor Grin1 de pollo, realizamos 

análisis in silico para comparar las secuencias de las regiones reguladoras 5’ 

proximales de los genes Grin1 de humano, ratón, rata y pollo. La Figura 17A muestra 

una esquema de 1.9 kb de región reguladora del gen Grin1 de pollo con los sitios de 

corte de las enzimas de restricción utilizadas para generar las construcciones de 

deleción de longitudes variables. En el panel B de la Figura 17 se observa el análisis 
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comparativo de secuencias del gen Grin1 de humano, rata, ratón y pollo en donde se 

observa una baja homología en secuencia de 31% entre especies. El análisis de 

secuencia muestra que la región proximal es una región rica en G+C (90%) y contiene 

una isla de dinucleótidos CpG que abarca 397 pb de región reguladora-5’ proximal 

incluyendo la región 5’-no traducida (ver panel C). Aunque el análisis de secuencia 

muestra una homología de secuencia baja, se conserva el patrón de localización similar 

para sitios de unión a factores de transcripción entre mamíferos y aves. Al igual que en 

los genes Grin1 de mamíferos, el promotor Grin1 de pollo carece de caja TATA; en su 

lugar tiene una caja GSG y un sitio de unión a factores SP en posición -30 pb y -14 pb 

del sitio de inicio de la transcripción principal, respectivamente (ver Figura 17C). El 

análisis de la región 5’-no traducida de los genes Grin1 muestra la presencia de 

elementos de unión putativos para los factores de transcripción NRSF y SP. En el caso 

de las construcciones quiméricas del promotor de pollo contiene 2 sitios putatitvos de 

unión a SP (denominados S1 y S2) y tres elementos putativos de unión para NRSF 

(denominados N1, N2 y N3). 
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Figura 17. Análisis in silico de la región reguladora del gen Grin1 de pollo.  

Panel A. Esquema que representa 1.9 kb de región reguladora del gen Grin1 de pollo con los elementos 

putativos de unión al ADN. Además se muestran lo sitios de restricción enzimática con lo que se 

generaron las construcciones quiméricas del promotor.  

Panel B. Análisis comparativo de las secuencias de las regiones reguladoras de los genes de humano, 

rata, ratón y pollo. Se muestran los elementos de unión a los factores de transcripción NRSF con 

sombreado en azul, SP y las cajas GSG en rectángulos verdes. En círculos negros se señalan los sitios 

de inicio de la transcripción. 

Panel C. Esquema que representa la región del promotor Grin1 de pollo que contiene una isla de 

dinucleótidos CpG que abarca desde -188 pb hasta los +2500 pb.  
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vii.  Análisis de los ensayos de interacción ADN-proteína de los elementos NRSE 

y SP presentes en la región 5’-no traducida y de la región reguladora del gen 

Grin1 de pollo 

Para determinar si los elementos NRSE y SP tienen la capacidad de unir a 

factores de transcripción realizamos ensayos de retardo de movilidad por electroforesis 

de complejos ADN-proteína en el gel nativo (EMSA) utilizando los oligonucleótidos con 

secuencias consenso (control) y con mutaciones en las bases esenciales (core) del 

elemento de unión de ADN diseñados para estos sitios (ver Tabla II). Los ensayos de 

unión ADN- proteína muestran la presencia de dos complejos de alto peso molecular 

con extractos nucleares de células P19 indiferenciadas incubados con oligonucleótidos 

con la secuencia consenso NRSE. Estos complejos se compitieron tras la adición en 

exceso molar de los oligonucleótidos sin marcaje radioactivo, no se compitieron con los 

oligonucleótidos mutados y se compitieron cuando se incubaron con anticuerpos para 

NRSF. Además, se observó lo mismo cuando se incubaron los extractos nucleares de 

células P19 indiferenciadas con los oligonucleótidos que contienen la región de la 

secuencia del promotor de pollo denominada N1. Estos complejos no se observaron 

cuando se utilizaron los extractos nucleares de células P19 diferenciadas con ácido 

retinoico, con células PC12 no diferenciadas, ni con extractos nucleares de neuronas 

corticales de embriones de pollo (ver Figura 18). 
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Figura 18. Geles de retardo de movilidad por electroforesis para el sitio de unión a NRSF (N1), 

presente en la región 5’ no traducida del promotor del gen Grin1 de pollo. Se incubaron los extractos 

nucleares de células P19 indiferenciadas con la sonda consenso para el factor NRSF (Panel A). Se 

observa la formación de dos complejos de alto peso molecular, los cuáles se compiten después de la 

adición de un exceso molar de la sonda sin marcaje radioactivo (NRSE cs), no se compiten con un 

exceso molar de sonda sin marcar con mutación en el elemento consenso (NRSE mcs). Estos complejos 

se compiten tras la adición del anticuerpo contra NRSF (NRSF Ab). Se evaluó la unión de NRSF en el 

elemento N1 presente en la región 5’-no traducida del promotor del gen Grin1 de pollo. Se incubaron los 

extractos nucleares de células P19 indiferenciadas (panel B), células PC12 indiferenciadas (Panel C) y 

neuronas corticales de embriones de pollo (Panel D) con la sonda N1. Se observa la presencia de los dos 

complejos igual que con la sonda consenso en las células P19 indiferenciadas, pero no en las células 

PC12 ni en neuronas corticales de pollo. En las células P19 estos complejos se compitieron con el 

exceso molar de la sonda sin marcaje radioactivo y compitieron con la adición del anticuerpo contra 

NRSF. 

 

Se evaluaron los elementos de unión a los factores de transcripción de la familia 

SP presentes en la región 5’-no traducida de la región reguladora del gen Grin1 de 

pollo. Como se observa en la Figura 19, los oligonucleótidos consenso para SP y los 

oligonucleótidos que contienen la secuencia denominada S2 del promotor de pollo, 

forman tres complejos principales que desaparecieron tras la competencia molar con 

oligonucleótidos sin marcaje radiactivo, no se compitieron tras la incubación con un 

exceso molar con los oligonucleótidos con mutación en el core del elemento SP, los dos 

complejos inferiores se retardaron con la incubación con el anticuerpo para el factor de 

transcripción SP3. Estos complejos se formaron de la misma forma cuando se utilizaron 

los extractos nucleares de las células PC12 y neuronas corticales de embriones de 

pollo. 
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Figura 19. Geles de retardo de movilidad por electroforesis para el sitio de unión a factores SP 

(S2) presente en la región 5’-no traducida del promotor del gen Grin1 de pollo. Panel A. Se 

incubaron los extractos nucleares de células P19 indiferenciadas con la sonda consenso para el factor 

SP. Se observa la formación de tres complejos denominados a, b y c, los cuáles se compiten tras la 

adición de la sonda consenso sin marcar (SP1cs), no se compiten con la adición de la sonda con 

mutación del elemento consenso sin marcaje radioactivo (SP1 csm). Estos complejos se retardan tras la 

incubación con el anticuerpo contra SP3. Se evaluó la unión de SP3 en el elemento S2 presente en la 

región 5’-no traducida del promotor Grin1 de pollo.  

Panel B. Se incubaron con extractos nucleares de células P19 indiferenciadas con la sonda S2. 

Panel C. Se incubaron con extractos nucleares de células PC12 indiferenciadas con la sonda S2. 

Panel D. Se incubaron los extractos nucleares de neuronas de pollo con la sonda S2.  

En todos los casos se observa la presencia de los tres complejos a, b y c al igual que con la sonda 

consenso. Este complejo se compitió con el exceso molar de la sonda sin marcaje radioactivo (S2), no se 

compitió con la misma sonda con mutación en el core (S2 csm) y se retardo (Panel B y C) o se compitió 

(Panel D) con la adición del anticuerpo contra SP3 (Ab). 

 

viii. La represión transcripcional del gen Grin1 de pollo está mediada por los 

factores de transcripción SP3 y NRSF 

Los experimentos usando ensayos de retardamiento de movilidad por 

electroforesis, demuestran que los factores de transcripción NRSF y SP3 tienen la 

capacidad de unirse a los elementos N1 y S2 presentes en la región 5’-no traducida de 

la región reguladora del gen Grin1 de pollo. Por lo tanto, para conocer el papel de estos 

factores  en la regulación transcripcional del promotor del gen Grin1 de pollo, 

generamos construcciones con mutaciones en los sitios N1 y S2, usando la 

construcción que contiene 210 pb de región reguladora con 86 pb de región 5’-no 

traducida por medio de mutagénesis dirigida. Se evaluó su funcionalidad por medio de 
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transfecciones transitorias en células P19, PC12 y neuronas corticales de pollo. En la 

Figura 20 se muestra que la actividad transcripcional de la construcción con mutación 

en el sitio N1 presenta 4 veces más actividad transcripcional comparado con el control 

en células P19. En las células PC12 y neuronas corticales de embriones de pollo el 

incremento fue de un 30% y de dos veces mayor comparado con el control, 

respectivamente. 

Para examinar con mayor detalle el papel del NRSF en la transcripción del gen 

Grin1 de pollo, realizamos co-transfecciones de la construcción control que contiene 

210 pb junto con un plásmido que expresa REST-VP16. La proteína de fusión REST-

VP16 es una proteína de fusión que contiene la región de unión al ADN del 

NRSF/REST, pero no contiene los elementos represores amino ni carboxilo terminales 

y está asociado al factor VP16 del virus de Herpes simplex que es un trans-activador 

transcripcional fuerte (Watanabe et al., 2004). Como se observa en la Figura 20, REST-

VP16 incrementa alrededor de nueve veces la transcripción del promotor Grin1 de pollo 

en células P19 indiferenciadas, mientras que en células PC12 y en neuronas de pollo 

muestra un incremento en la transcripción de veinte veces.  

Por otro lado, las mutaciones del sitio S2 presente en la región 5’ no traducida 

del promotor Grin1 de pollo, presentó un incremento en la transcripción de seis veces 

con respecto al control (ver Figura 20). Los ensayos funcionales en células PC12 y 

neuronas de pollo demostraron que la mutación en el sitio S2 incrementó dos y tres 

veces la actividad transcripcional (Ver Figura 20). Finalmente, utilizamos la mitramicina 

A, un agente que se une a los sitios ricos en GC bloqueando la unión de factores de 

transcripción como los de la familia SP. Como se observa en la Figura 20 Panel D, la 

mitramicina A incrementa la actividad transcripcional en células P19 indiferenciadas, 
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sugiriendo que los elementos ricos en G+C presentes en el promotor Grin1 de pollo 

reprimen la transcripción en estas células. 

 

Figura 20. Papel de los elementos N1 y S2 en la actividad transcripcional de la región reguladora 5’ 

del gen Grin1 de pollo. Transfección transitoria de la construcción que contiene -210 pb (control) y de 

las construcciones de -210 pb que tienen la mutación en el elemento S2 (S2m) y N1 (N1m), así como la 

construcción de -210 pb co-transfectada con el plásmido REST-VP16 (Ver Estrategias Metodológicas) en 

células P19 (Panel A), células PC12 (Panel B) y en neuronas corticales de embriones de pollo (Panel C). 

Panel D. Transfecciones transitorias de la construcción que contiene -210 bp  (control) y con tratamiento 

con Mitramicina A 100nM por 16 h. 
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ix. El elemento SP del promotor proximal activa la transcripción del gen Grin1 de 

pollo 

La región proximal de la región reguladora del gen Grin1 de pollo carece de caja 

TATA, pero contiene una caja GSG y un elemento SP en posición -14 a -30 pb del sitio 

de inicio de la transcripción (Ver Figura 17 y Tabla II). Para evaluar la funcionalidad de 

estos elementos primero realizamos estudios de interacción ADN proteína. La Figura 

21, muestra la presencia de dos complejos cuando se incubaron los extractos nucleares 

de neuronas corticales de embriones de pollo con los oligonucleótidos con la secuencia 

GSG/SP (ver Tabla II). Estos complejos se compitieron tras la adición de un exceso 

molar de los oligonucleótidos sin marcaje radiactivo, no se compitieron con la adición de 

los oligonucleótidos con mutación en el sitio SP y se súper retardó su movilidad por la 

incubación con el anticuerpo que reconoce específicamente a SP3. Estos complejos no 

se observaron con los extractos nucleares de células P19 ni de células PC12. Por lo 

anterior se concluye que el factor SP3 se une al elemento SP cercano al sitio GSG en 

neuronas de pollo, pero no en células P19 y PC12 indiferenciadas. 
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Figura 21. Geles de retardo de movilidad por electroforesis del sitio GSG/SP presente en la región 

reguladora proximal del promotor del gen Grin1 de pollo. Los extractos nucleares de neuronas 

corticales de embriones de pollo (panel A), de células P19 indiferenciadas (panel B) y de células PC12 

indiferenciadas (panel C), se incubaron con la sonda GSG/SP. Se observa la presencia de un complejo 

en neuronas de pollo que se compite con el exceso molar de la sonda sin marcaje radiactivo y que se 

retarda tras la adición del anticuerpo contra SP3, no así con la adición de anticuerpos contra SP1, SP4, 

TFIID y Egr-1/2.  

 

Finalmente, para demostrar la funcionalidad de estos sitios en la actividad 

transcripcional, generamos por medio de mutagénesis dirigida una construcción con 

mutación en el consenso de la caja GSG (GSG/SPm1) y otra construcción con 
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mutación en el sitio SP (GSG/SPm2). Como se observa en la Figura 21, la transfección 

transitoria de estas construcciones no mostraron diferencia significativa con respecto al 

control en células P19 ni en células PC12 indiferenciadas. Sin embargo, en las 

neuronas corticales de embriones de pollo se observa que la actividad transcripcional 

disminuye mas de la mitad cuando se muta el elemento SP en comparación con la 

construcción sin mutación (ver Figura 21). 

 

 

Figura 22. Ensayos funcionales con construcciones quiméricas con mutación en los elementos 

GSG y SP de la región reguladora proximal del gen Grin1 de pollo. Las células P19 y PC12 

indiferenciadas, así como las neuronas corticales de pollo en cultivo primario se transfectaron 

transitoriamente con la construcción que contiene -210 pb (control) y con la construcción que tiene la 

mutación en el sitio GSG (GSG/SPm1) y con la construcción mutada en el sitio SP cercano a la caja GSG 

(GSG/SPm2). 
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x. Papel de REST4 en la actividad transcripcional de la región reguladora del gen 

Grin1 de pollo 

Se realizaron ensayos funcionales por medio de co-transfecciones transitorias de 

la construcción que contiene -210pb de región reguladora del gen Grin1 de pollo y de 

una construcción que contiene la isoforma de NRSF conocida como REST4, en células 

P19 indiferenciadas, células PC12 indiferenciadas, células C2C12 y en cultivo primario 

de neuronas corticales de embriones de pollo.  El NRSF tiene al menos 5 variantes de 

empalme alternativo, conocidas como REST1 – 5. La isoforma REST4 contiene el 

dominio represor amino terminal, sin embargo el dominio de unión al ADN no es 

funcional por lo que funciona como una dominante negativa NRSF endógeno (Shimojo 

et al., 1999). Estudios previos demuestran que la sobre-expresión de REST-VP16 en 

células C2C12 puede reprogramarlas convirtiéndolas de mioblastos de músculo 

esquelético, que no expresan receptores de glutamato, a neuronas maduras que 

presentan respuestas electrofisiológicas con glutamato (Watanabe et al., 2004), por lo 

que nos ayudan a conocer los mecanismos de represión transcripcional de estos 

receptores, en particular el del gen Grin1. 

 En células P19 indiferenciadas se observa que con 0.5 μg de plásmido co-

transfectado, la actividad transcripcional disminuye en mas de 5 veces y que ésta 

disminuye aún mas a mayores cantidades de plásmido co-transfectado (1 y 1.5 μg) 

(Figura 23, Panel A). En el caso de las células PC12 la disminución no es significativa, 

mientras que en las células C2C12 la actividad transcripcional incrementa en 60% con de 

0.5 μg de plásmido co-transfectado, aumenta al doble con 1 μg y un poco mas del doble 

con 1.5 μg (Ver Figura 23, Panel B y C). En el caso de neuronas corticales de pollo, 
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únicamente se realizó con una cantidad fija de REST4 de 0.5 μg observándose un 

incremento de mas del doble de actividad transcripcional (Ver Figura 23, Panel D). 

 

Figura 23. Efecto de REST4 en la actividad transcripcional de la región reguladora del gen Grin1 

de pollo. Se realizaron co-transfecciones de la construcción de -210 pb (control) y un plásmido que 

codifica para la variante de empalme alternativo REST4, en células P19 (Panel A), células PC12 (Panel 

B), células C2C12 (Panel C) y en neuronas corticales de embriones de pollo (Panel D). 
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Además, se realizaron ensayos de retardo de movilidad por electroforesis con extractos 

nucleares de células P19 indiferenciadas, células PC12 indiferenciadas, células C2C12 y 

de neuronas de pollo, y cada una de ellas con transfecciones transitorias del plásmido 

para expresar REST4. Estos extractos nucleares se incubaron con los oligonucleótidos 

con la secuencia N1 presente en la región 5’-no traducida de la región reguladora del 

gen Grin1 de pollo. Se observa que en células P19 la unión de NRSF incrementa con la 

expresión de REST4. En células PC12, como se demostró previamente, no se observan 

complejos en células indiferenciadas ni en los núcleos que se transfectaron con REST4. 

En células C2C12, se observa un complejo en la región inferior, que no corresponde a 

NRSF, que disminuye con la expresión de REST4. En el caso de neuronas corticales de 

neuronas de pollo, como se demostró previamente, no se observan complejos en 

células sin REST4 y tampoco se observa con la expresión de REST4 (Figura 24). 
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Figura 24. Efecto de REST4 en la unión de NRSF por medio de ensayos de retardo de movilidad 

por electroforesis. Se incubaron los extractos nucleares sin y con expresión de REST4 con los 

oligonucleótidos marcados con la secuencia N1 que une a NRSF. Se realizó gel de retardo de movilidad 

por electroforesis con extractos nucleares de células P19 indiferenciadas (P19 indif.), células PC12 

indiferenciadas (PC12 indif.), células C2C12 y neuronas corticales de embriones de pollo de 7 días. 
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xi. Mecanismos de regulación epigenética del promotor Grin1 de pollo evaluados 

por medio de ensayos funcionales y farmacológicos 

Estudios previos han demostrado que tanto la tricostatina A como el butirato de 

sodio son inhibidores de las desacetilasas de histonas (Sealy and Chalkley, 1978; 

Yoshida et al., 1990). Hasta la fecha se sabe que el butirato, además de su efecto 

inhibidor de desacetilasas de histonas, puede tener efectos en fosfatasas (como la 

PP2A) y efectos en la acetilación de factores de transcripción, con lo cuál puede tener 

efectos transcripcionales afectando la unión de factores de transcripción a sus 

elementos consenso (Cuisset et al., 1997; Camarero et al., 2003) . Además, se sabe 

que la mitramicina A puede intercalarse en regiones ricas en GC inhibiendo la unión de 

los factores de transcripción que se unen a estas secuencias, como los factores de la 

familia SP (Aslam et al., 2001), entre otros. Finalmente, la 5-azacitidina es un agente 

que inhibe las metilasas de ADN (Jones and Taylor, 1980), favoreciendo la de-

metilación del mismo. Para demostrar el papel de las desacetilasas de histonas, de los 

elementos ricos en GC y el papel de la metilación del ADN en la regulación 

transcripcional del promotor Grin1 de pollo, realizamos transfecciones transitorias en 

células P19, PC12, C2C12 y neuronas corticales de embriones de pollo y las células se 

mantuvieron en tratamiento con tricostatina A, butirato de sodio, mitramicina A y 5-

azacitidina, durante, 14, 24, 16 y 24 horas, respectivamente. La Figura 25, panel A, 

muestra que la actividad transcripcional del promotor Grin1 de pollo de la construcción 

de -210 pb, incrementa tres veces tras la adición de tricostatina A en células P19 

indiferenciadas, muestra seis veces de activación transcripcional con butirato de sodio y 

dos veces con mitramicina A. El tratamiento con 5-azacitidina disminuye la actividad 

transcripcional en un 30% aproximadamente. Los paneles B y C muestran que la 
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actividad transcripcional de las construcciones mutadas en los sitios S2 y N1 presentes 

en la región 5’ no traducida del promotor Grin1 de pollo, no cambian tras el tratamiento 

farmacológico con tricostatina A y butirato, mientras que con la mitramicina A se 

observa una disminución del efecto comparado con la gráfica del panel A. Finalmente, 

la 5-azacitidina no muestra efectos importantes en la actividad transcripcional del 

promotor Grin1 de pollo. En el panel D, se observa que la actividad transcripcional del 

promotor Grin1 de pollo en células PC12 incrementa tres veces con la presencia de 

tricostatina A, dos veces con el butirato de sodio y disminuye con la incubación con 

mitramicina A y la 5-azacitidina. Cuando se transfectaron las construcciones mutantes 

para los elementos S2, se observa que la actividad transcripcional incrementa mas de 

cinco veces con la tricostatina A y mas de cuatro veces con el butirato de sodio, 

mientras que para el elemento N1, la tricostatina A y el butirato incrementan mas de 

cuatro veces y mas de cinco veces la actividad transcripcional, respectivamente. En 

general, la mitramicina disminuye la transcripción aproximadamente en la mitad y la 5- 

azacitidina no modifica significativamente la transcripción.  

Para evaluar el efecto de dichos fármacos en la actividad transcripcional en 

células de otro linaje diferente al linaje neuronal, se realizaron los ensayos 

farmacológicos en células C2C12 que son mioblastos de músculo esquelético (Ver 

Figura 26). Lo que se observa es el incremento de mas de doce veces la transcripción 

en presencia de tricostatina A en comparación con el control, mientras que el butirato 

de sodio incrementa la transcripción en aproximadamente siete veces. No se observa 

efectos significativos de la mitramicina A y la 5-azacitidina en la actividad 

transcripcional. La actividad transcripcional del promotor Grin1 de pollo en células C2C12 



 99

utilizando la construcción con mutación en el elemento S2, se observo que incrementó 

doce y diez veces con la presencia de tricostatina A y de butirato de sodio.  

La mitramicina A disminuyó la actividad transcripcional aproximadamente a la 

mitad, mientras que la 5-azacitidina no tuvo efectos. Cuando se evaluó la construcción 

con mutación en el elemento N1, se observó que la actividad transcripcional incrementó 

alrededor de cincuenta veces con la tricostatina A y mas de cien veces con el butirato 

de sodio. La mitramicina A no presentó efectos, mientras que la incubación con 5-

azacitidina incrementó la transcripción aproximadamente cinco veces. Finalmente, los 

experimentos realizados en neuronas corticales de embriones de pollo (Ver Figura 26), 

muestran un incremento de la actividad transcripcional de tres y cuatro veces en 

presencia de tricostatina A y de butirato de sodio, respectivamente. La mitramicina A y 

la 5-azacitidina disminuyeron la actividad transcripcional en un 60% y en un 50% 

aproximadamente. Los experimentos realizados con la construcción S2 mutada mostró 

solamente un incremento de mas de tres veces con el butirato de sodio mientras que 

con la tricostatina A, la mitramicina y la 5-azacitidina no se observaron cambios. 

Finalmente, cuando se evaluó la construcción con el elemento N1 mutado, se observó 

un incremento de dos veces aproximadamente tanto con la tricostatina A y el butirato de 

sodio. La incubación con mitramicina A no mostró cambios significativos y con 5-

azacitidina se observó una disminución de un 30% aproximadamente. 
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Figura 25. Efecto de la tricostatina A, butirato de sodio, mitramicina A y 5-azacitidina en la 

actividad transcripcional del promotor del gen Grin1 de pollo en células P19 y PC12 

indiferenciadas. Se realizaron transfecciones transitorias de la construcción de -210 pb (control) y de las 

construcciones con mutación en los elementos S2 y N1 en células P19 (panel A, B y C) y en células 

PC12 (Panel D, E y F) y se agregó tratamiento con tricostatina A, butirato de sodio, mitramicina A y 5-

azacitidina (ver Estrategias Metodológicas). 
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Figura 26.  Efecto de la tricostatina A, butirato de sodio, mitramicina A y 5-azacitidina en la 

actividad transcripcional del promotor del gen Grin1 de pollo en células C2C12 y en neuronas 

corticales de embriones de pollo. Se realizaron transfecciones transitorias de la construcción de -210 

pb (control) y de las construcciones con mutación en los elementos S2 y N1 en células C2C12 (panel A, B 

y C) y en cultivo primario de neuronas corticales de embriones de pollo de siete días (Panel D, E y F) y se 

agregó tratamiento con tricostatina A, butirato de sodio, mitramicina A y 5-azacitidina (ver Estrategias 

Metodológicas). 
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X. DISCUSIÓN 

Conocer los mecanismos moleculares que controlan la expresión de los 

receptores de glutamato del tipo NMDA, contribuye a entender el papel del glutamato 

tanto en condiciones fisiológicas como patológicas. Además, la identificación de los 

mecanismos transcripcionales conservados entre mamíferos y aves puede proveer un 

mayor entendimiento en la regulación de la expresión génica entre especies 

(Consortium, 2004). Sin embargo, hasta la fecha no se han realizado estudios de 

regulación transcripcional de los receptores de glutamato en aves. El objetivo de este 

trabajo fue investigar, por primera vez, los mecanismos involucrados en la regulación 

transcripcional del gen Grin1 de pollo. 

Para evaluar la actividad transcripcional del gen Grin1 de pollo, nosotros 

generamos transfectantes estables de células P19 y PC12 y evaluamos su actividad 

transcripcional durante la diferenciación a neuronas con ácido retinoico y con NGF, 

respectivamente. De acuerdo a estudios previos con construcciones del promotor del 

gen Grin1 de rata (Bai et al., 2003), los 1.9 kb de región reguladora de Grin1 de pollo, 

mostraron una actividad transcripcional basal baja en células P19 indiferenciadas que 

incrementó durante 8 días de diferenciación neuronal inducida con ácido retinoico. De la 

misma forma, la actividad transcripcional de la construcción que contiene 1.9 kb de 

promotor del gen Grin1 de pollo mostró un incremento durante la diferenciación 

neuronal de células PC12. Estos datos apoyan la hipótesis de que la expresión del gen 

Grin1 está reprimida en células indiferenciadas y sugieren que la activación 

transcripcional que se produce tras la diferenciación neuronal ocurre por remoción de 

dicha represión transcripcional. 
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En este trabajo de tesis nosotros identificamos secuencias consenso de ADN en 

la región reguladora proximal, para factores de transcripción que pueden dirigir la 

expresión del gen Grin1. Los análisis in silico de esta región mostraron que el patrón de 

sitios de unión a factores de transcripción dentro de esta región, está conservado entre 

especies, a pesar de la baja homología en secuencia (31%). Las regiones reguladoras 

5’ de humano, rata y ratón contienen elementos putativos para los factores de 

transcripción NRSF y SP, así como contienen una caja GSG en una distribución similar. 

Además, dichos elementos están presentes en las regiones reguladoras de genes de 

otros receptores de glutamato como Grin2a, Grin2b, Grin2c, Grik5 y Grm1 (Suchanek et 

al., 1995; Sasner and Buonanno, 1996; Suchanek et al., 1997; Klein et al., 1998; Myers 

et al., 1998; Chew et al., 1999; Borges and Dingledine, 2001; Chew et al., 2001; Desai 

et al., 2002; Mejia-Guerra and Lareo, 2005; Crepaldi et al., 2007). En acuerdo con estos 

resultados, nosotros demostramos que la región proximal de la región reguladora del 

gen Grin1 de pollo contiene elementos putativos para los factores de transcripción 

NRSF y SP, así como una caja GSG putativa que podría servir para la formación del 

complejo de pre-iniciación de la transcripción del gen Grin1 en ausencia de caja TATA 

(Javahery et al., 1994). 

Además, el análisis in silico de la región reguladora del gen Grin1 de pollo 

muestra otros elementos de ADN putativos para la unión de factores de transcripción 

que pueden ser importantes para la regulación de la expresión de este gen. Estudios 

previos han demostrado que los factores NFκB junto con los factores SP pueden mediar 

la activación transcripcional del gen Grin1 de rata (Liu et al., 2004). Además, se ha 

sugerido que los factores de transcripción Pax6, Trb1/2 y Neuro D que pertenecen a la 
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familia de los bHLH (hélice-asa-hélice básicos) están involucrados en la especificación 

de las neuronas glutamatérgicas (Hevner et al., 2006) y pueden mediar la regulación 

transcripcional del gen Grin1 de pollo durante la diferenciación neuronal. El factor de 

transcripción YY-1 tiene un papel dual en la regulación transcripcional de varios genes 

(Weill et al., 2003) y probablemente pudiera mediar la represión transcripcional del gen 

Grin1 observada en la región entre -549 pb y -1237 pb en neuronas corticales de pollo. 

En la región entre -210 pb y -334 pb hay un sitio consenso de unión a Smad3 lo que 

sugiere que el gen Grin1 de pollo puede estar regulado de manera positiva por la 

señalización mediada por TGFβ (Lu et al., 2005). Se ha reportado que el factor de 

transcripción MAZ requiere de factores de la familia SP para activar el promotor Grin1 

de rata (Okamoto et al., 2002) y que el factor CREB puede jugar un papel en la 

señalización mediada por NGF (Vaudry et al., 2002; Grumolato et al., 2003) pudiendo 

estar involucrados en la regulación transcripcional del gen Grin1 de pollo durante la 

diferenciación neuronal. 

Dado que los factores de transcripción del tipo SP se expresan de manera 

ubicua en la mayoría de las células, el silenciamiento de la transcripción en células 

indiferenciadas y células no neuronales, requieren de la represión transcripcional para 

mantener el fenotipo celular específico. El NRSF es un factor de transcripción miembro 

de la familia Gli-Krüppel de proteínas reguladoras de la transcripción de dedos de zinc. 

El NRSF contiene una región de repetición de ocho dedos de zinc, seguido por una 

región rica en aminoácidos básicos, una región de seis repeticiones de prolina y un 

dedo de zinc cerca de la región carboxilo terminal (Schoenherr and Anderson, 1995b, a; 

Schoenherr et al., 1996). Se ha demostrado que el factor NRSF reprime la transcripción 
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del gen Grin1 de rata en células P19 indiferenciadas (Bai et al., 2003). Además, el 

NRSF puede reprimir la transcripción mediada por SP1 por medio del reclutamiento de 

la región Carboxilo terminal de TFIID, lo que lleva a una inhibición de la transcripción 

por la inhibición de la formación del complejo de iniciación de la transcripción (Murai et 

al., 2004; Plaisance et al., 2005). Además, se ha demostrado que NRSF puede reprimir 

la transcripción de genes neuronales específicos, principalmente en células no 

neuronales y en células indiferenciadas por reclutamiento de desacetilasas de histonas 

(HDAC) y mSin3A/B por medio de su región amino terminal y por reclutamiento de 

CoREST por la región carboxilo terminal (Andres et al., 1999; Roopra et al., 2000; 

Roopra et al., 2001). Finalmente, la represión mediada por REST puede ser lograda por 

la inhibición directa de SP1 (Plaisance et al., 2005), inhibición directa de la TBP (la 

proteína de unión a la caja TATA, por sus siglas en inglés) (Murai et al., 2004), por 

reclutamiento del fosfatasas de dominio carboxilo terminal (CTD) que inhiben la 

transcripción mediada por la ARN polimerasa II (Yeo et al., 2005). En este trabajo, los 

resultados muestran que la represión transcripcional del gen Grin1 de pollo mediada por 

NRSF/REST depende del tipo celular y del estadio de diferenciación neuronal. Esta 

represión transcripcional en células P19 requiere de NRSF pero requiere de otros 

mecanismos. Por otro lado, en células PC12 que son células que carecen de actividad 

de NRSF, requiere de otros mecanismos independientes de este factor. 

La familia de factores de transcripción SP está formada por los factores de 

transcripción SP1, SP2, SP3 y SP4. Esta familia forma parte de los factores de 

transcripción de dedos de zinc (Suske, 1999). Se ha descrito que algunos factores de la 

familia SP pueden funcionar como activadores o como represores transcripcionales, 

jugando un papel importante en la regulación transcripcional de genes neuronales 
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(Suske, 1999; Kaczynski et al., 2003). El factor SP1 es un factor de transcripción que 

regula la expresión de genes relacionados con el ciclo celular y desarrollo (Saffer et al., 

1991). El SP2 tiene como particularidad la afinidad a cajas ricas en GT (Kingsley and 

Winoto, 1992). El factor de transcripción SP3 puede funcionar como un represor 

transcripcional o como un activador transcripcional (Vasicek et al., 2003), mientras que 

el SP4 es un factor que es particularmente importante en la regulación transcripcional 

de genes neuronales (Hagen et al., 1995). La represión mediada por los factores SP 

puede estar dada por titulación de uno o más factores de transcripción específicos 

(Kennett et al., 1997), por reclutamiento de desacetilasas de histonas (Won et al., 2002) 

o por interacción con la proteína de unión a secuencias metiladas (MePC) (Wang et al., 

2003). Además, la represión mediada por factores SP puede depender del número de 

elementos SP presentes en el promotor (Yu et al., 2003). En este trabajo, nosotros 

demostramos que la represión transcripcional del gen Grin1 de pollo está mediada por 

la unión del factor de transcripción SP3 en el elemento S2 presente en la región 5’ no 

traducida y esta represión transcripcional depende del tipo celular y del estadio de 

diferenciación neuronal. De acuerdo con estudios recientes que demuestran que la 

interacción de SP3 y NRSF resulta en represión transcripcional (Kim et al., 2006), 

nuestros resultados sugieren que los factores SP3 y NRSF pueden estar formando un 

complejo de represión transcripcional fuerte en la región 5’ no traducida del promotor 

Grin1 de pollo, bloqueando el inicio de la transcripción. 

Por medio de ensayos funcionales con construcciones silvestres y mutadas y 

estudios de interacción ADN proteína, demostramos que SP3 está activando la 

transcripción del promotor proximal por medio de la unión al sitio SP cercano a la caja 

GSG. Estos resultados están en acuerdo con los estudio previos en el promotor del gen 
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Grin1 de rata en los cuales se demuestra la activación transcripcional mediada por los 

factores de transcripción de la familia SP (Bai and Kusiak, 1993, 1995; Okamoto et al., 

2002; Liu et al., 2004). Estudios previos han demostrado que las modificaciones post-

traduccionales como la sumoilación (Valin and Gill, 2007), la acetilación (Wooten-Blanks 

et al., 2007) y la fosforilación (Pages, 2007) pueden modificar la función de estos 

factores en la regulación transcripcional de genes, apoyando la idea de un papel dual 

del factor de transcripción SP3  en la regulación de la expresión génica. Sin embargo, 

no se sabe si estas modificaciones post-traduccionales regulan la función de SP1 y SP3 

en el proceso de diferenciación neuronal, lo que requiere de estudios subsecuentes 

para demostrarlo. 

Se sabe que el NRSF tiene 5 variantes de empalme alternativo (REST1-5) (Palm 

et al., 1999), de las cuáles REST4 es la que se ha demostrado que funciona como una 

dominante negativa del NRSF endógeno (Shimojo et al., 1999). Esta variante contiene 

el elemento represor amino terminal pero no tiene un dominio de unión al ADN 

funcional, con lo cuál puede secuestrar a los elementos represores de la región amino 

terminal, es decir, mSin3A y desacetilasas de histonas (Grimes et al., 2000). Nosotros 

demostramos que la expresión del ARNm de REST4 incrementa con la diferenciación 

neuronal de células P19. Los ensayos funcionales indican que la sobre-expresión de 

REST4 reprime la transcripción en células P19 indiferenciadas pero no en células 

PC12. Además, la sobre-expresión de REST4 parece incrementar la actividad 

transcripcional en neuronas de pollo y en células comprometidas a linaje muscular 

C2C12. Finalmente, los ensayos de unión ADN-proteína, muestran que en células P19 

indiferenciadas, la unión de NRSF incrementa con la sobre-expresión de REST4. En 

células PC12 y neuronas de pollo no se observan cambios, mientras que en las células 
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C2C12, REST4 parece competir con otro factor de transcripción independiente de NRSF. 

Estos datos sugieren, primero que REST4 parece funcionar como represor 

transcripcional o como activador transcripcional dependiendo del tipo celular y estadio 

de diferenciación neuronal; segundo, REST4 parece mantener reprimida la 

transcripción en células indiferenciadas y posiblemente con el incremento de REST4 

durante la diferenciación neuronal ésta represión disminuye por la disminución del 

NRSF; tercero, en células no neuronales pareciera competir con algún otro factor de 

transcripción independiente de NRSF, activando la transcripción; y cuarto, es posible 

que en neuronas la expresión de REST4 ayude a mantener la expresión de genes 

neuronales.  

Para conocer los mecanismos de represión transcripcional en células 

indiferenciadas y no neuronales mediadas por los factores NRSF y SP3, realizamos 

estudios funcionales a través de transfecciones transitorias de la construcción que 

contiene -210 pb de región reguladora proximal del gen Grin1 de pollo y realizamos 

ensayos farmacológicos, en las líneas celulares P19, PC12 y C2C12 y en cultivo primario 

de neuronas corticales de embriones de pollo. Los resultados nos muestran claramente 

que el gen Grin1 de pollo se encuentra silenciado por desacetilasas de histonas en 

células P19 indiferenciadas. Estudios recientes indican que la cromatina de las regiones 

reguladoras de genes neuronales, en células pluripotenciales, está en una 

configuración bivalente (Bernstein et al., 2006), lo que permite silenciarlos en estado 

indiferenciado, pero esperando señales que les indiquen si se expresan o no se 

expresan (Bernstein et al., 2006). Nuestros resultados indican que en células P19 la 

represión transcripcional está mediada por la asociación de los factores de transcripción 

NRSF y SP3 en la región 5’-no traducida con desacetilasas de histonas sin embargo la 
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represión transcripcional no es muy fuerte y parece deberse completamente a la 

represión mediada por NRSF y SP3. Por otro lado, en células PC12 comprometidas a 

linaje neuronal, la represión transcripcional depende también de los factores de 

transcripción NRSF y SP3 y también esta mediada por reclutamiento de desacetilasas 

de histonas. En contraste, en neuronas corticales de pollo, esta represión 

transcripcional es mucho menor, pero también es susceptible de inhibición por 

desacetilasas de histonas. Por el contrario, la represión transcripcional del gen Grin1 de 

pollo está totalmente silenciada en células no neuronales. En este caso, en las células 

C2C12 que son células comprometidas a linaje muscular, el gen Grin1 está reprimido 

principalmente por NRSF, pero la gran activación transcripcional con la presencia de 

inhibidores de las desacetilasas de histonas, nos indica que la represión transcripcional 

en células que no expresan este gen depende de otros factores de transcripción, 

independientes de NRSF, que reprimen la transcripción por medio del reclutamiento de 

desacetilasas de histonas. 

La estructura de la cromatina de las regiones reguladoras de genes neuronales 

en células indiferenciadas está en un estado de silenciamiento. Estudios con las 

regiones reguladoras del gen Nav1.2 y SSCG indican que la represión mediada por 

NRSF puede estar clasificada en dos: la primera, en la cuál la represión transcripcional 

está dada solamente por el reclutamiento de desacetilasas de histonas por NRSF y; la 

segunda, cuando hay una asociación de un complejo represor de NRSF y proteínas de 

unión a ADN metilado (MePC) (Ballas et al., 2005; Ballas and Mandel, 2005). Este 

segundo tipo de genes requiere la despolarización neuronal para eliminar la represión 

transcripcional mediada por NRSF y MePC (Ballas et al., 2005). 
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Se ha demostrado que en células indiferenciadas, los inhibidores de 

desacetilasas de histonas promueven la expresión de genes neuronales 

(Balasubramaniyan et al., 2006). Esto nos indica que en el caso del gen Grin1 de pollo, 

la represión transcripcional en células indiferenciadas está mediada posiblemente por la 

interacción de NRSF y SP3, los cuáles reclutan desacetilasas de histonas pero que 

mantienen la cromatina en una estructura susceptible a ser modificada. En células no 

neuronales, por ejemplo las células C2C12, la represión transcripcional del gen Grin1 de 

pollo está mediada por NRSF, pero predominantemente por la unión de otros factores 

de transcripción que reclutan desacetilasas de histonas los cuáles forman un complejo 

represor muy fuerte. En neuronas, la actividad transcripcional del gen Grin1 es muy 

fuerte y la asociación con los factores de transcripción con desacetilasas de histonas es 

mucho menor. Sin embargo, para conocer cuáles son los factores de transcripción que 

silencian la expresión de este gen en células no neuronales, cuáles son los complejos 

silenciadores y cuáles son las modificaciones especificas de la cromatina para 

mantener este gen silenciado en células no neuronales y la diferencia con neuronas, se 

requieren de más estudios. 

Finalmente, el análisis in silico muestra la presencia de una isla de dinucleótidos 

CpG que puede estar regulando de manera negativa la actividad transcripcional del gen 

Grin1 de pollo. Se sabe que la metilación del ADN puede mantener reprimida la 

transcripción por medio de la regulación de la unión de factores SP (Aoyama et al., 

2004), por medio de unión de complejos de la proteína de unión a ADN metilado MBD2 

(Wang et al., 2003) o regulando la unión factores que reclutan al complejo de inicio de 

la transcripción (Thorne et al., 2009). Sin embargo, los estudios farmacológicos con la 

5-aza-citidina indican que la metilación del ADN no regula la expresión del gen Grin1 en 
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nuestras condiciones. Sin embargo, para conocer si este mecanismo epigenético está 

regulando la expresión de este gen en otras condiciones se requieren de mas estudios. 
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XI. CONCLUSIONES 

 

1. La expresión del gen Grin1 endógeno incrementa con la diferenciación 

neuronal de células P19 inducida con ácido retinoico, pero no incrementa 

en la diferenciación neuronal de células PC12 inducida con NGF. 

2. La actividad transcripcional de la región reguladora del gen Grin1 de pollo 

incrementa con la diferenciación neuronal de células P19 y PC12 

inducidas con ácido retinoico y NGF, respectivamente. 

3. La construcción que contiene -210 pb de la región reguladora 5´ y 86 pb 

de región 5´-no traducida  del gen Grin1 de pollo es suficiente para 

mantener la actividad transcripcional del gen quimérico en neuronas. 

4. La región de -210 pb y la región 5’-no traducida del promotor del gen Grin1 

de pollo contiene elementos conservados entre especies a pesar de la 

baja homología en su secuencia global. 

5. La región 5’-no traducida contiene los elementos NRSE y SP que son 

capaces de unir a los factores de transcripción NRSF y SP presentes en 

los núcleos de células P19, PC12 y neuronas corticales de embriones de 

pollo. 

6. La mutación de los sitios NRSE y SP incrementan la actividad 

transcripcional del promotor Grin1 de pollo, principalmente en células 

indiferenciadas y no neuronales. 
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7. El elemento SP cercano a la caja GSG (GSG/SP) es capaz de unir al 

factor de transcripción SP3 presente en el núcleo de neuronas corticales 

de embriones de pollo. 

8. La mutación del sitio SP unido al GSG (GSG/SP) disminuye la actividad 

transcripcional del promotor del gen Grin1 de pollo en neuronas corticales 

de embriones de pollo. 

9. La variante de empalme alternativo de NRSF, REST4 incrementa durante 

la diferenciación neuronal y parece regular de manera dual la actividad del 

promotor Grin1 de pollo dependiendo del tipo celular y del estadio de 

diferenciación neuronal. 

10. La inhibición de desacetilasas de histonas por medio de ensayos 

funcionales y farmacológicos es capaz de incrementar la actividad 

transcripcional del promotor del gen Grin1 de pollo, principalmente en 

células no neuronales y en células indiferenciadas. 

11. La metilación de ADN parece no jugar un papel importante en la 

regulación transcripcional del promotor Grin1 de pollo. 
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XII. PERSPECTIVAS 

 

1. Demostrar por medio de inmunoprecipitación de cromatina los complejos de 

represión transcripcional del promotor del gen Grin1 de pollo en células 

indiferenciadas y en células no neuronales.  

2. Demostrar por medio de inmunoprecipitación de cromatina la ausenta de dichos 

complejos represores en neuronas. 

3. Demostrar el papel de la cromatina en la regulación transcripcional del gen Grin1 

de pollo durante la diferenciación neuronal. 
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