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“On my return home, it occurred to me, in 1837, that something might per-

haps be made out on this question by patiently accumulating and reflecting on 

all sorts of facts which could possibly have any bearing on it. After five years' 

work I allowed myself to speculate on the subject [the Origin of Species], and 

drew up some short notes; these I enlarged in 1844 into a sketch of the con-

clusions, which then seemed to me probable: from that period to the present 

day I have steadily pursued the same object. I hope that I may be excused for 

entering on these personal details, as I give them to show that I have not been 

hasty in coming to a decision”…

…“No one ought to feel surprise at much remaining as yet unexplained in re-

gard to the origin of species and varieties, if he makes due allowance for our 

profound ignorance in regard to the mutual relations of all the beings which live 

around us. Who can explain why one species ranges widely and is very numerous, 

and why another allied species has a narrow range and is rare? Yet these rela-

tions are of the highest importance, for they determine the present welfare, and, 

as I believe, the future success and modification of every inhabitant of this 

world. Still less do we know of the mutual relations of the innumerable inhabi-

tants of the world during the many past geological epochs in its history. Alt-

hoμMh much remains obscure, and will long remain obscure, I can entertain no 

doubt, after the most deliberate study and dispassionate judgment of which I 

am capable… that [the idea of] each species has been independently created is 

erroneous. I am fully convinced that species are not immutable; but that those 

belonging to what are called the same genera are lineal descendants of some 

other and generally extinct species; in the same manner as the acknowledged va-

rieties of any one species are the descendants of that species. Furthermore, I 

am convinced that Natural Selection has been the main but not exclusive means 

of modification”.

Charles Darwin,

The Origin of Species (fragment),

1859.
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Sigla o Abrev. Signi�cado

3’ UTR [3’ untranslated region] Región no traducible del extremo 3’ de RNAs codi�cantes

4F9 Anticuerpo comercial (Santa Cruz Biotechnologies) que reconoce a los miembros 1 a 4 de la familia de Argonauta en rata, ratón y humano

5’ UTR [5’ untranslated region] Región no traducible del extremo 5’ de RNAs codi�cantes

Ago
[Argonaute; eIF2C] Proteínas efectoras en RISC (existen 8 miembros en mamífero; Ago1-4, Mili, Miwi, Piwi, Ziwi);que participan en la vía del RNAi y miRNAs. 
Contienen un dominio de unión a RNA llamado PAZ y otro con actividad de endonucleasa llamado PIWI, aunque sólo Ago2 presenta actividad endonucleolíti-
ca en mamífero.

Bs [Brain stem] Tallo cerebral o médula oblongada, fracción total

cAMP Monofosfato cíclico de adenosina

Cap Trifosfato de 7-metil-guanina con enlace 5’-5’ (7m-pppG), nucleotido inicial en extremo 5’ de mRNAs eucarióticos

Cb Cerebelo, fracción total

cDNA [coding DNA] DNA codi�cante

Ce Cerebro, fracción total. No incluye bulbo olfatorio, cerebelo ni tallo cerebral

Ct [Cycle threshold value] Valor del ciclo límite en qRT-PCR

Cx Corteza, fracción total

Dcp1a/Dcp2 Complejo de proteínas con actividad exonucleolítica que escinde el ‘Cap’ de los mRNAs en eucariontes

dCt [delta Ct] (Ct transcrito experimental)-(Ct transcrito control ó de Referencia, e. g., Gapdh o �-actina)

ddCt [delta delta Ct] (dCt condición experimental)-(dCt condición control)

DGCR8 [DiGeorge syndrome Critical Region 8] Homólogo de Pasha en mamífero. Proteína del complejo microprocesador asociado a Drosha o Drosha

Dicer Proteína de maduración de miRNAs, de pre-miRNA (60-100nt) a miRNA (21nt)

dlP-bodies [dendritic P-body-like P-bodies] Cuerpos de procesamiento dendríticos semejantes a P-bodies

DNA Siglas en inglés del Ácido Desoxirribonucleico ó ADN; su uso también es aceptado en español según la Real Academia de la Lengua Española (RAE)

Drosha Alias: Drosha en mamíferos; Proteína nuclear de maduración de pri-miRNAs (<100nt) a pre-miRNAs (60-80nt)

dsRNA [Double-stranded RNA] RNA de cadena doble

eIF2C1-4 Proteínas de la familia de Argonauta, existen cuatro isoformas (Ago1-4)

eIF2C2 Ago2 ó Slicer; miembro de la familia de Ago con actividad endonucleolítica de microRNAs y mRNAs.

eIF4 Factor 4 del inicio de traducción eucariótico, se asocia al Cap

EtBr [Ethidium bromide] Bromuro de etidio, colorante �uorescente intercalante

FMRP [Fragile-X mental retardation protein] Proteína del Síndrome de Retraso Mental asociado al Cromosoma X Frágil; parte del miRISC

g Gramo

x g Gravedad, magnitud usada en centrif	Mación (1000 x g)

Gapdh Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa

Gfap [Glial-�brillary acidic protein] Proteína ácida �brilar glial.

GW-bodies [GW182 containing P-bodies] Cuerpos de procesamiento que contienen a la proteína GW-182

Hairpin [Pasador] Estructura secundaria  en forma de tallo y asa característica de los pre-miRNAs

Hp [Hippocampus] Hipocampo, fracción total

KA [Kainic Acid] Ácido kaínico ó kainato

kb Kilobases

kDa Kilodaltones (1Dalton=masa en g de un átomo de Hidrógeno)

L Litro

LCMD [Laser-capture micro-dissection] Microdisección y captura con láser

LE Ratas de la cepa Long-Evans

LTP/LTD [Long-term potentiation/depression] Potenciación/Depresión a largo plazo

M Molar (g
mol/L) 

MAANOVA [Microarray analysis of variance] Análisis de varianza de microarreglos

Mbp [Myelin basic protein] Proteína básica de mielina

Mcs Fracción microsomal, retículo endoplásmico fragmentado

MES [2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid] Ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico

�g Microgramo

miRISC
[miRNA-induced silencing complex] Complejo de Silenciamiento Inducido por microRNAs. Contiene al menos Ago2:miRNA/FMRP/GW182/PABP2. 
Inhibe la síntesis de proteínas impidiendo el reclutamiento de eIF4 durante la iniciación de la traducción o bien por incorporación del inhibidor endógeno eEif6.

miRNA
microRNA ó miR, fragmentos de RNA de 19-24nt de longitud que favorecen arresto traduccional/degradación de mRNAs parcialmente complementarios, 
usual pero no exclusivamente, en su extremo 3’ UTR. Tienen un extremo 5’-P y uno 3’-OH.
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Sigla o Abrev. Signi�cado

miRNP [miRNA-containing ribonucleoprotein] Complejo ribonucleoproteínico que contiene microRNAs

miRtrons miRNAs derivados de regiones intrónicas de los transcritos primarios

MOPS [3-N morpholino-propanesulfonic acid] Ácido 3-(N-morfolin)propansulfónico

MPSS [Massively parallel signature sequencing] Secuenciación masiva multiparalela con código de barras (oligo especí�co de identi�cación de secuencia)

MRE [miRNA recognition element] Elemento de reconocimiento de miRNAs

mRNA [messenger RNA] RNA mensajero

miR* [miRNA star sequence] Secuencia estrella o pasajera que es complementaria a un miRNA en el precursor (hairpin) y más tarde en el dúplex.

Myln [Myelin] Fracción mielínica

NaN3 Azida de sodio

ncRNA [non-coding RNA] Familia de RNAs no codi�cantes

NGs [Neuronal granules] Gránulos neuronales

NMDAR1 [N-methyl-D-aspartate type glutamate receptor subunit 1]. Subunidad1 del receptor de glutamato tipo NMDA

nt Nucleótido(s)

Ob [Olfactory bulb] Bulbo olfatorio, fracción  total

Oligo [Primer] Oligonucleótido o cebador

Pasha Homólogo de DGCR8 en Drosophila; Proteína asociada a Drosha que forman el complejo microprocesador necesario para de�nir la longitud de pri-miRNAs.

PAZ [PAZ/Ago/ZWILLE domain] Dominio de unión a RNA, en particular en el extremo sobresaliente 3’-OH de siRNAs o miRNAs

P-bodies [Processing bodies] Cuerpos de procesamiento

PBS [Phosphate bu�ered saline] Amortiguador isotónico de fosfatos

piRNA [PIWI-associated RNAs] RNAs (30nt) asociados a la proteína PIWI

PIWI [P-element induced in wimpy testis] Dominio endonucleolítico del tipo RNAsa-H compartido entre las proteínas PIWI y Ago

Poli(A) Cola de poliadenina del extremo 3’ UTR de mRNAs eucarióticos, usualmente añadida por la poli-A-polimerasa

PABP2
[Poly-A Binding Protein 2] Proteína que se une a las colas de poliadeninas de mRNAs necesaria para iniciar la traducción. Facilita la circularización de los 
mRNAs uniéndose a eIF4G del complejo de iniciación unido al 5’-cap

pre-miRNAs Precursor de miRNAs de estructura secundaria de tallo y asa (60-100nt de longitud; sustratos de Dicer)

pri-miRNAs Precursores primarios de miRNAs (>100nt, hasta varias kb de longitud), sustrato de Drosha)

PS/T [(Sinaptoneurosomas/Fracción Total)x100]; (%), Coe�ciente de retención en sinaptoneurosomas

PSD [Post-synaptic density] Densidad post-sináptica

Psd-95 [Post-synaptic density protein 95]; Proteína de 95kDa de la densidad post-sináptica, proteína de andamiaje/anclaje.

qRT-PCR [quantitative real-time polymerase chain reaction] Cuanti�cación en tiempo real de la reacción en cadena de la polimerasa de DNA

RISC [RNAi-induced silencing complex] Complejo de Silenciamiento Inducido en el RNAi; Ago2 es el núcleo efector endonucleolítico

RNA Siglas en inglés del Ácido Ribonucleico o ARN; su uso también es correcto en español según la Real Academia de la Lengua Española (RAE)

RNAi [Interfering RNA] RNA de interferencia

RQ [Relative Quanti�cation] Método de cuanti�ación relativa en qRT-PCR. Se calcula como (2-(ddCt)).

rRNA RNA ribosomal

S[Xx] Fracción sinaptoneurosomal; [Xx] indica la abreviatura de la región neuroanatómica; e. g., Hp, Hipocampo.

SD [Standard Deviation] Desviación estándar

SDS [Sodium Dodecyl Sulphate] Dodecil-sulfato de sodio

SDS-PAGE [SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis] Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida/SDS.

SG
[Stress granules] Gránulos de estrés. Complejos multiprotéicos cuya función es reprimir temporalmente la síntesis de proteínas mediante agregación de 
mRNAs. Estos gránulos a veces son usados para la translocación intracelular de dichos mensajeros.

siRNA [small interfering RNA] RNA pequeño de interferencia. RNA de doble hebra con extremos 5’-P y 3’-OH de dos nucleótidos desapareados. Su secuencia 
es totalmente complementaria a un RNA blanco

SN Sinaptoneurosomas ó fracción sinaptoneurosomal. Fracción enriquecida en terminales post-sinápticas con menor presencia de sinapsis completas.

snRNAs [Small nuclear RNAs] RNAs necesarios durante el splicing

snoRNA [small nucleolar RNA] RNA pequeño nucleolar, involucrados en procesos como la pseudouridilación de tRNAs

Syn [Synaptosomes] Sinaptosomas; sinapsis completas con elementos pre- y post-sinápticos unidos, puri�cados mediante centrif�Mación en gradiente.

Splicing Proceso de escisión de intrones y empalme de exones en los mRNAs codi�cantes; proceso de maduración de los transcritos primarios en el núcleo

SSC [Saline-sodium citrate] Amortiguador de citrato de sodio

ssRNA [Single-stranded RNA] RNA de cadena sencilla

Sv2 [Synaptic vesicles protein 2] Proteína de vesículas sinápticas 2

TEM [Transmission electron microscopy] Microscopía de transmisión de electrones

TRBP [Trans-activation Responsive RNA Binding Protein] Alias: TARBP2 en mamífero ó LOQS en Drosophila. Componente del RLC. Proteína necesaria para 
cargar el miRNA maduro en RISC.

TRIS [(Hydroximethyl)aminomethane bu�er] Amortiguador de (Hidroximetil)aminometano

tRNA RNA de transferencia

TuJ1 Alias de la proteína Tubulina beta 3 (Tubb3), marcador neuronal de citoesqueleto.

U6 RNA no codi�cante integrante del espliceosoma, usualmente localizado en el núcleo celular

Xrn1 Exorribonucleasa 5’-3’ que se asocia a los P-bodies para la degradación de mRNAs
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os microRNAs o miRNAs son fragmentos endógenos de RNA no codi�cante de 19-24 nt de longitud,  altamente 

conservados �logenéticamente, que participan en el silenciamiento de la expresión génica a nivel post-transcripcio-

nal de al menos la mitad del transcriptoma de metazoarios. Los miRNAs se hibridan parcialmente al extremo 3’ no 

traducible de mRNAs complementarios, mediante el complejo multiproteico miRISC, el cual promueve el arresto traduccional y la 

degradación de los blancos.

Algunos miRNAs están involucrados fuertemente en la diferenciación celular durante el  desarrollo embrionario o parti-

cipan en eventos patogénicos  como el cáncer. En neuronas  los miRNAs participan activamente en la diferenciación y manteni-

miento de su fenotipo, y muchos son expresados diferencialmente en distintas áreas del cerebro. Recientemente se ha demos-

trado que su localización subcelular en dendritas neuronales juega un papel preponderante en la función y estructura sináptica. 

Esta subpoblación de miRNAs puede regular la expresión local de al menos  2,  500 mRNAs colocalizados en las  mismas estruc-

turas, los cuales codi�can para proteínas que mantienen la estructura y señalización apropiadas en la post-sinapsis.

En este trabajo demostramos no sólo que una gran cantidad de miRNAs neuronales presentan una localización si-

náptica con un componente neuroanatómico variable, sino también que su abundancia relativa es regulada local y selectivamen-

te bajo condiciones de despolarización prolongada in  vivo, bajo la actividad epileptogénicas  inducida por la administración sis-

témica de ácido kaínico (KA), en un modelo reminiscente de estados de despolarización prolongada que favorecen la síntesis de 

proteínas localmente.

La identidad y abundancia de miRNAs sinápticos fueron evaluadas en fracciones sinaptoneurosomales aisladas de 

diferentes regiones del cerebro de la rata adulta, mediante análisis por microarreglo, qRT-PCR y Northern blot. Los hallazgos 

demuestran que 1) el enriquecimiento relativo en sinapsis es variable de acuerdo con cada miRNA individualmente, lo que sugie-

re una localización activa hacia elementos post-sinápticos que no depende de difusión simple;  2) este patrón es especí�co de 

tejido, 3) la actividad despolarizante in vivo altera la abundancia sináptica de miRNAs localmente.

Estas observaciones apoyan la hipótesis de que el ajuste de la abundancia de miRNAs en la sinapsis derivado del 

incremento de la actividad sináptica, puede ser clave para los cambios adaptativos requeridos de corto a largo plazo, mismos 

que afectan procesos celulares como la remodelación dendrítica, la plasticidad sináptica, y �nalmente procesos de alto orden 

como la memoria y el aprendizaje.  Adicionalmente estos hallazgos pueden servir como referencia para la comprensión de esta-

dos patogénicos asociados a la función de miRNAs con actividad sináptica, basados en su abundancia local y regional en el 

cerebro adulto.
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icroRNAs or miRNAs are highly conserved endogenous non-coding RNAs 19-24 nt in length, involved in post-

transcriptional gene silencing of nearly one third of the metazoan transcriptome. These molecules bind to partially 

complementary sequences in the 3’ UTR of target mRNAs, mediated by the multi-protein complex miRISC, pro-

moting translational arrest and mRNA decay.

The miRNAs are involved in processes like cell differentiation during the embryo development, and participate in 

pathogenic states like cancer. In neurons, some miRNAs  show an active role in their differentiation and in phenotype mainte-

nance, and many are differentially expressed across the brain. However, recent evidence indicate that their subcellular localization 

towards the synapse,  especially at the post-synaptic portion in the dendrites, play an important role in synaptic structure and 

function. This  subpopulation of miRNAs may target many up to 2, 500 mRNAs, that co-locate to the same structures  in rodents, 

which code for proteins required for proper shaping and signaling at the post-synaptic element.

Here we provide evidence indicating not only that a great number of neuronal miRNAs display synaptic localization 

with a neuroanatomical component, but also that their relative abundance is locally and selectively regulated under depolarizing 

conditions  in  vivo, under epileptogenic activity induced by systemic kainic acid (KA)  administration,  in a model reminiscent of 

prolongued depolarization states that are known to elicit changes in synaptic protein synthesis.

The identity and abundance of synaptic miRNAs was assessed in synaptoneurosomal fractions (SN) isolated from 

different neuroanatomic structures of the adult rat brain,  by microarray analysis, qRT-PCR, and Northern blot methods. Our �nd-

ings  show that 1)  synaptic enrichment is  variable according to each miRNA evaluated, underlying an active localization mecha-

nism towards post-synaptic elements; 2) such pattern is tissue-speci�c; 3)  the increased depolarizing activity in  vivo alter the 

synaptic abundance of miRNAs.

These observations  may support the notion that the adjustment in the abundance of miRNAs in the synapse derived 

by increased synaptic transmission,  may be key for the short-to-long term changes required for proper synaptic adaptation, thus 

affecting cellular processes like dendritic reshaping, synaptic plasticity, and ultimately high-order phenomena such as memory 

and learning.  Finally, these �ndings  may also provide insights  for the comprehension of pathogenic states involving altered synap-

tic function of miRNAs based on their local and regional expression in the adult brain.
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n el presente trabajo se de�ende la tesis de que los microRNAs (miRNAs) son moléculas que forman parte de las 

sinapsis  de las  neuronas y que esta distribución subcelular también es variable entre diferentes estructuras neuroana-

tómicas del sistema nervioso central de la rata adulta. Además, se presentan algunas evidencias acerca de que la 

expresión de estas moléculas en las sinapsis es parcialmente autónoma del resto de la neurona y altamente modulable dentro 

del contexto del aumento prolongado de actividad eléctrica neuronal1.

En 2006, Gerhardt Schratt y colaboradores describieron la función de un miRNA en el contexto de la regulación morfométrica de 

las espinas dendríticas en neuronas hipocampales de ratón2.  Este miRNA, miR-134, fue el primero que se descubrió con una 

función muy precisa a nivel sináptico,  regulando la expresión local de la cinasa LIMK1 que es necesaria para el rearreglo del ci-

toesqueleto de actina, lo que favorece la maduración estructural de las espinas dendríticas en presencia del factor neurotró�co 

BDNF. Desde entonces se han encontrado varios miRNAs con funciones regionalizadas en las sinapsis y esto ha impulsado 

nuevamente el campo de investigación en el área de regulación localizada de la síntesis de proteínas en neuronas†. Aunque se 

han detectado poco más de un centenar de miRNAs en dendritas, la función de cada uno sigue siendo objeto de investigación.

La idea de buscar miRNAs  circunscritos a la vecindad sináptica no fue gratuita. Ya desde 2003  se publicaron varios trabajos que 

sugerían que los miRNAs podían ser elementos  sinápticos. Uno de ellos fue el de Jin et al., y Warren et al.,  quienes encontraron 

una variedad de miRNAs asociados a la proteína FMRP en neuronas de D. Melanogaster3,4.  Esta proteína tiene un distribución 

somato-dendrítica y se asocia al retraso mental en humanos, ratones y la mosca de la fruta, en el contexto de la inestabilidad del 

cromosoma X denominado “frágil”,  causante de al menos la mitad de los casos de retraso mental en humanos5. En mutantes 

hipomór�cos, las  espinas dendríticas tienden a ser hipernumerarias3,  por lo que FMRP en condiciones normales  ayuda a regular 

estas estructuras a través de la inhibición de la síntesis local de proteínas impidiendo la sobreexpresión de genes sinápticos6.

Por otro lado, Murashov et al., mostraron que la maquinaria del complejo de silenciamiento inducido por RNAi (RISC) está pre-

sente y es activa en axones de la espina dorsal de la rata7. Finalmente, Lugli et al. mostraron que tanto Ago2 y Dicer están enri-

quecidos en densidades post-sinápticas de neuronas  hipocampales de ratón8, e incluso, que la actividad endonucleolítica de 

Dicer aumenta cuando es fragmentado por la proteasa calpaína en respuesta a un incremento de calcio. Todo ello era indicativo 

del papel localizado de miRNAs en sinapsis. Más tarde se encontrarían más ejemplos  de miRNAs  maduros  detectables en frac-

ciones sinaptoneurosomales, así como algunos de sus precursores que mostraban una amplia expresión local.

Estas moléculas resultan sumamente interesantes no sólo por su habilidad pleiotrópica de regulación de múltiples  genes en una 

variedad de procesos celulares y �siológicos,  como el desarrollo embrional o el cáncer, sino también porque en el cerebro los 

miRNAs se proponen como agentes centrales en procesos complejos  como la memoria y el aprendizaje9, 10, e incluso en la ace-

leración evolutiva de la cognición en primates11.  Adicionalmente se les ha asociado a la aparición o latencia de algunas enferme-

dades neurológicas  como en el Alzheimer, mal de Parkinson, autismo, síndrome de Down, etc12. En todos estos fenómenos, la 

síntesis local de proteínas a nivel sináptico es un factor fundamental13.
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Gracias al descubrimiento de que los miRNAs pueden estar localizados en procesos membranosos muy alejados del núcleo, 

justamente en la vecindad post-sináptica14, 15, es que se les  adjudica un papel preponderante en el control de la síntesis local de 

proteínas. En este sentido, se propone que los miRNAs sinápticos funcionan como ‘switches’ espacio-temporales que 

permiten una adaptación selectiva de las sinapsis ante cambios robustos en la señalización neuronal16, 17.

Desde hace una década ya se sabía que los miRNAs tienen un patrón de expresión especí�co de tejido18, 19 y en el cerebro exis-

ten docenas que son característicos  de neuronas20-23, además algunas poblaciones muestran una expresión discreta en diferen-

tes áreas del sistema nervioso24, 25.  No obstante, la diversidad y características de los miRNAs sinápticos en general era desco-

nocida, en particular en el sistema nervioso central de mamíferos adultos, y poco se sabía si el tipo y número de estas moléculas 

es homogéneo en el cerebro, algo poco probable dada su heterogeneidad.

En este sentido el presente trabajo resulta novedoso y abona en el estudio de los miRNAs neuronales, ya uno de los objetivos 

que le dieron origen era precisamente la caracterización de la expresión de miRNAs en sinapsis aisladas de diferentes áreas del 

cerebro de la rata adulta. Aquí se demuestra que los miRNAs neuronales, como muchas otras moléculas, son concentrados 

selectivamente en sitios  muy especí�cos dentro de la célula (microdominios),  posiblemente como una adaptación para aumen-

tar la e�cacia sináptica local y adaptar sus funciones de respuesta y señalización de forma autónoma. Además, se presenta por 

vez primera un mapa de su distribución neuroanatómica a nivel sináptico, lo cual puede ayudar a identi�car las posibles interac-

ciones con los mRNAs blanco predichos colocalizados in  situ, y por tanto establecer relaciones pareadas de regulación que 

sean relevantes para un proceso particular.

Pero aún más interesante, y tal vez de mayor trascendencia, es que se postula que la expresión local de los miRNAs sinápticos 

tiene un componente regulatorio, que responde al incremento sostenido de la actividad eléctrica neuronal in vivo, en el mar-

co de un modelo de hiperexcitación neuronal prolongada durante la inducción de epilepsia. Estos cambios, independientes del 

resto de la neurona, pueden relacionarse con procesos como la plasticidad sináptica, y tienen implicaciones  en el aprendizaje y 

la memoria.

Para demostrar estas  observaciones, usamos un modelo de sinapsis aisladas conocidas como sinaptoneurosomas (SN), de-

rivados  del cerebro de la rata adulta, como una aproximación experimental para estudiar el contenido de  RNA en dichas frac-

ciones. Estos componentes subcelulares tienen la particularidad de estar enriquecidos en elementos post-sinápticos, que en 

su mayoría corresponden a espinas dendríticas.

Aunque este método se basa la centrifugación en gradientes isopícnicos (densidad variable)  de sacarosa, los datos que se pre-

sentan aquí son el resultado de un protocolo adaptado, con el  cual se obtuvo el máximo grado de pureza posible basado en la 

medición de la abundancia de marcadores de proteína y RNA así como en la morfología ultraestructural de tales fracciones.

Si bien se reconoce que este sistema no goza de tener un grado de pureza absoluta, como ocurre en todos los métodos basa-

dos en centrifugación, ciertamente brinda una aproximación más detallada de la expresión localizada de estas y otras moléculas.

Los resultados que se mostrarán a continuación están explicados  en los  capítulos 4 a 6, ordenados en función de tres temas 

principales: 

1) La validación del modelo de SN,

2) El análisis de la expresión de miRNAs en dichas fracciones del cerebro completo o de cinco regiones especializadas,
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3) El efecto de la epilepsia inducida sobre miRNAs sinápticos.

Para comprender los términos y procesos que se tratan en esta tesis  consideré necesario mencionar primero algunas nociones 

básicas sobre la estructura y función de las sinapsis, enunciando algunos aspectos relevantes de anatomía neuronal y de las 

sinapsis químicas para dar un contexto estructural‡. 

Posteriormente haré un recuento del papel preponderante que juega la síntesis de local de proteínas en dendritas, en relación 

con la regulación estructural y funcional de las  sinapsis. Asimismo estos conceptos serán asociados con el papel activo de los 

miRNAs sobre el control de la traducción, especialmente en mamíferos,  y de cómo son capaces de regular la expresión de 

mRNAs dendríticos de forma local y autónoma.

Finalmente se describirán algunos resultados de experimentos relacionados con el aumento de la actividad neuronal, tanto in 

vivo como in vitro, sobre la expresión local de miRNAs y mensajeros de localización dendrítica. 

Cada capítulo con datos experimentales contiene una sección de discusión al �nal de cada uno,  con la idea de enfocar el con-

traste entre los datos publicados en la literatura y mis resultados, con la idea de facilitar su revisión.

Como en todo trabajo de investigación siempre surgen nuevas preguntas, algunas de las  cuales se abordan en la sección de 

conclusiones (en donde se enlistan de forma rápida los hallazgos  de esta tesis), y se plantean en forma de perspectivas  aso-

ciándolas con algunas estrategias novedosas para poder abordarlas en un futuro.

Este trabajo termina con una serie de metodologías  precisas que fueron aplicadas  en este proyecto, por si el lector se interesa 

en consultarlas según crea conveniente.
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Hoy en día se acepta que las  funciones nerviosas tienen una base citoarquitectónica, de�nida por la forma en la que 

sus nodos (neuronas)  se interconectan unos con otros y que, cuando operan en conjunto, favorecen la salida de respuestas 

determinadas. Estas pueden ser dadas en forma de una reacción sensorio-motora, visuo-auditiva, gustativa, de secreción de 

una hormona,  o bien en forma de un comportamiento o de una respuesta cognitiva. Así,  en el cerebro, las neuronas se han 

adaptado de tal manera que las funciones nerviosas integradas se dan en áreas focalizadas para procesar cada tipo de estímulo 

y en otras para integrarlos26.

Los mensajes entre las  neuronas viajan en forma de señales  eléctricas y químicas, que incluso pueden afectar el estado de ex-

presión genética de acuerdo con el tipo e intensidad de tales señales, las  cuales  se propagan a través del citoplasma y de los 

procesos membranales extendidos conocidos como dendritas y axones (Fig. 1).

Figura 1. Anatomía de una Neurona y de los Contactos Sinápticos. (A) En el soma o cuerpo celular se localiza el núcleo donde se sintetizan y procesan los mRNAs, 
algunos de los cuales son transportados a las dendritas a través de gránulos no membranosos llamados gránulos neuronales (NGs). El �ujo de información eléctrica siempre se 
da desde el árbol dendrítico hacia el axón, pero si la despolarización es su
cientemente alta en la zona del cono axonal, se origina un potencial de acción que se propaga a la 
terminal del axón en donde se liberan los neurotransmisores y se estimula a la neurona post-sináptica. Rodeando a las neuronas se encuentra la glia, un grupo de células 
neuroformes que poseen funciones de alimentación, soporte y regulación sináptica (e. g., recaptura de neurotransmisores), cuyos procesos membranales están en estrecha 
cercanía a los contactos sinápticos. Tal es el caso de las células de Schwann que envuelven a los axones en procesos ricos en mielina (azul) para facilitar la transmisión del 
impulso eléctrico. Modi
cado de http://andromeda.rutgers.edu/~huskey/108s09_lec.html. (B) Microscopía de contraste de una rebanada de corteza cerebral de mono Rhe-
sus, teñida con la técnica de Golgi. (C) Microsopía confocal de hipocampo de rata que expresa variantes de GFP en un modelo transgénico conocido como ‘brainbow’ donde 
se destaca cada arborización individual (modi
cado de REF). (D) Microsopía confocal de una neurona hipocampal cultivada in vitro, teñida con anticuerpos anti-sinapsina (amari-
llo) y anti-Psd-95 (rojo). Los puntos de colocalización se observan en color naranja e indican los sitios de contacto entre las otras neuronas. Modi
cado de 
http://www.cco.caltech.edu/~mbklab/gallery_images/Neu_Syn/Psd-95%20and%20Synapsin.jpg. La inserción es un acercamiento a una dendrita donde se aprecian varias 
espinas dendríticas de diferentes estados de maduración. Modi
cado de http://www.hifo.uzh.ch/research/PastResearchGroups/streit/interest.html.
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Cada nodo se comunica en lenguajes determinados por la frecuencia e intensidad de estímulos  electroquímicos, y a diferencia 

de lo que se postulaba hace menos de 30 años, su interconectividad y e�ciencia de transmisión son altamente modulables  en 

tiempo y espacio, lo que las hace adaptables, de acuerdo con las  necesidades del organismo. A este proceso adaptativo se le 

denomina plasticidad sináptica26.

Los circuitos  neuronales se establecen cuando dos o más neuronas se encuentran interconectadas mediante una o más si-

napsis que ayudan al establecimiento de redes o circuitos en el cerebro. Éstas pueden ocurrir en el soma, en el axón o en las 

dendritas  y se denominan en función del elemento contactante y la parte contactada (e. g.,  sinapsis axo-dendrítica o dendro-

dendrítica). Las sinapsis axodendríticas suelen ser las más frecuentes en el cerebro de mamíferos. En éstas, el elemento pre-si-

náptico (axón) se extiende hasta que contacta a las  pequeñas protrusiones en la membrana de la dendritas conocidas como 

espinas dendríticas.

La comunicación se logra modulando la frecuencia y amplitud de los impulsos eléctricos por medio de la regulación local de la 

expresión de receptores de neurotransmisores y otros canales iónicos en la membrana post-sináptica.

A mediados del siglo pasado Donald Hebb y colaboradores postularon que la conectividad neuronal depende de la tasa de dis-

paro de una neurona que conecta con otra y de los cambios  químicos y morfológicos que ocasiona en ambas. Ello proporciona 

una mayor e�ciencia en su interconexión y consolida verdaderos circuitos especializados y altamente adaptativos27.

A este postulado se le llamó la teoría del ensamblaje celular o hebbiana y fue enunciada de la siguiente forma:

“Let us assume that the persistence or repetition of a reverberatory activity (or "trace") tends to induce last-
ing cellular changes that add to its stability.… When an axon of cell A is near enough to excite  a cell B and 
repeatedly or persistently takes part in �ring it, some growth process or metabolic change takes place in 
one or both cells such that A's ef�ciency, as one of the cells �ring B, is increased”.

Esta teoría, en principio correcta, permite entender cómo se adaptan circuitos completos  para establecer una salida congruente 

a partir de una serie de estímulos repetitivos que pueden provenir de estímulos ambientales, o bien de otras neuronas que reci-

ben un mensaje particular. Explica además que para que ello ocurra se requiere de una serie de cambios en sucesión para cons-

truir y mantener redes apropiadas,  ya sea durante el desarrollo embrionario o durante la plasticidad sináptica necesaria en el 

aprendizaje y la memoria en el adulto28. Pero lo más importante es que enfoca la importancia de estas conexiones como el 

sitio activo de adaptación.

Entre esos cambios se requiere que la despolarización de la neurona sea su�cientemente alta como para provocar un cambio en 

el potencial eléctrico del soma que se propague por el axón. Si dos neuronas participan en la estimulación de una tercera, am-

bos estímulos deben coincidir en tiempo y/o en espacio para que puedan sumarse y desencadenar un potencial de disparo. Y 

�nalmente,  debe ocurrir un aumento de la e�cacia de transmisión mediante la selección de los procesos membranales con ma-

yor actividad, retrayendo aquéllos de baja e�cacia, así como de la maduración de las  espinas dendríticas que reciben los con-

tactos, a través de un aumento del área de contacto y del número de receptores en su membrana27.

De este postulado se desprende el concepto de conectoma, que se re�ere al conjunto de todas las sinapsis en un tiempo y 

espacio dados, así como a los procesos  que median su selección y mantenimiento29. Pero ¿qué características  tienen las si-

napsis?

17



Los contactos sinápticos o sinapsis, del griego �	
��
�	
 o acercamiento, es un término acuñado por el �siólogo británico 

Charles S. Sherrington en 1897, mismo que describe la yuxtaposición de dos membranas celulares que interactúan una 

con otra mediante la transferencia de “factores” solubles liberados desde la parte contactante.  Dicho concepto surgió 

a partir de sus estudios en la placa neuromuscular de la rana, que se da entre el nervio vago y el  corazón. Ahí, descubrió que los 

impulsos eléctricos  requieren de mediadores químicos conocidos como neurotransmisores (en su caso acetilcolina)  para que 

ocurra la contracción muscular30.

Esta idea también se vio apoyada por las observaciones  anátomo-funcionales del sistema nervioso realizadas por Camilo Golgi y 

Santiago Ramón y Cajal en los  primeros años del s.  XX, quien describió la discontinuidad de las redes neuronales y la neurona 

como elemento básico del sistema nervioso (SN), por lo que la señalización química se antojaba como la vía más aceptable de 

comunicación neuronal.  Sin embargo no fue sino hasta la utilización del microscopio electrónico que se pudieron de�nir estas 

estructuras con mayor precisión.

A nivel ultraestructural,  las sinapsis se dividen en dos tipos: las  eléctricas y las químicas31.  Las sinapsis eléctricas se pre-

sentan cuando dos neuronas comparten su citoplasma a través de uniones comunicantes  (o Gap  junctions), mediada 

por conexinas, lo que permite que se hallen eléctricamente acopladas y,  por tanto, facilitando su sincronización eléctrica forma 

instantánea (Fig. 2A).

Figura 2. Tipos de Sinapsis. (A) Las sinapsis eléctricas favorecen un continuo entre el citoplasma de la neurona pre- y post-sináptica por lo que un potencial de acción 
transcurre de forma inmediata. (B) Las sinapsis químicas no comparten citoplasma entre ambas neuronas. La comunicación depende de la liberación por fusión vesicular de un 
neurotransmisor (e. g., glutamato) desde la neurona pre-sináptica. Su unión provoca la apertura de receptores-canales especí�cos que favorecerán la despolarización del ele-
mento post-sináptico por entrada de sodio. La transmisión del potencial de acción es discontinua y presenta un pequeño retado. (C) Micrografía de una sinapsis aislada del 
cerebro completo de rata adulta obtenida por microscopía electrónica de transmisión (TEM) con contraste de OsO4 sobre sinaptoneurosomas (SN) típicamente obtenidos para 
el presente estudio. En promedio el tamaño de las vesículas rellenas de neurotransmisor (posiblemente glutamato) oscila entre 20-30 nm de diámetro. Nótese la �gura tipo 
omega (�) que sugiere la presencia de una vesícula fusionada (centro-izquierda de la fotografía). La terminal post-sináptica está representada muy posiblemente por un frag-
mento de espina dendrítica resellada durante la extracción de los SN. Modi�cado de Neuroscience. 2nd edition. Purves D, Augustine GJ, Fitzpatrick d, et al., editors. 
Sunderland:Sinauer Associates; 2001.
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Aunque este tipo de sinapsis son más frecuentes en invertebrados y en mamíferos solo representan cerca del 1% de todas las 

sinapsis  en el cerebro. Se conocen algunas  poblaciones de neuronas del hipotálamo que requieren una alta sincronización para 

la secreción de algunas hormonas como la vasopresina y oxitocina26, por lo que utilizan este tipo de contactos. 

El segundo tipo lo constituyen las sinapsis químicas, más  numerosas en el sistema nervioso de vertebrados, mismas que fue-

ron estudiadas en el presente trabajo por ser intrínsecamente las mejor representadas en nuestras fracciones.

Las sinapsis químicas están formadas por dos membranas separadas aproximadamente entre 30 a 40 nm de dis-

tancia, que pueden provenir de dos neuronas diferentes, pero que no forman un sincicio o continuidad citoplasmá-

tica (Fig. 2B). En un extremo de la sinapsis se localiza la terminal liberadora de neurotransmisores o terminal pre-sináptica (i. 

e., axón),  y en el otro se localiza la terminal post-sináptica, donde se concentran los receptores  de los neurotransmisores (i. 

e., una espina dendrítica  o las cisternas del sarcolema de la placa neuromuscular).  En el cerebro la mayoría de las  sinapsis se 

dan entre axones y dendritas (del griego �������, que signi�ca árbol o rami�cación), que son procesos membranales  radiativos 

desde el cuerpo neuronal o soma.

Funcionalmente, las sinapsis  químicas operan por la llegada de un impulso eléctrico al axón, que causa que los neurotransmiso-

res almacenados en pequeñas vesículas sean liberados al espacio sináptico vía exocitosis. Una vez ahí, los  neurotransmisores 

se unen a receptores  de membrana especí�cos, mayoritariamente canales iónicos, lo que facilita la despolarización de la mem-

brana post-sináptica, y favorece la generación de un nuevo impulso eléctrico en la neurona post-sináptica26.

Estas estructuras  han adquirido una mayor complejidad en la medida en que los organismos se han hecho de nuevas y más 

re�nadas funciones durante la evolución y cuyas características pueden trazarse hasta eucariontes  unicelulares  como la levadu-

ra.  Dependiendo del momento evolutivo y la especie, las sinapsis han ido adquiriendo componentes estructurales y regulatorios 

que pueden operar en un marco de independencia del resto de la célula, entre los  que se hallan componentes de citoesqueleto 

como actina y tubulina, una variedad de receptores asociados a proteínas con actividad de guanilato ciclasa, proteínas  de adhe-

sión, de andamiaje, una variedad de cinasas e iniciadores de cascadas de señalización que, en conjunto, permiten una adecua-

da comunicación intercelular además de una fuerte interacción física entre los procesos membranosos asociados32.

Adicionalmente, en células que poseen largos procesos membranales como en las neuronas se ha identi�cado una variedad de 

organelos membranosos que no presentan un continuum  con los  del soma, entre ellos el retículo endoplásmico rugoso (RER), el 

aparato de Golgi, que constituyen el llamado aparato espinar, así como una cantidad importante de mitocondrias,  cuya pre-

sencia fue evidenciada por microscopía electrónica ya desde los años 6033. 

En general,  el número de sinapsis que cada neurona puede establecer es alto y depende de su fenotipo, localización y estado 

de desarrollo del que se trate. Por ejemplo, se estima que el número de sinapsis que una neurona de Purkinje localizada en el 

cerebelo de los mamíferos puede contener hasta 100 mil o más contactos con otras neuronas, ya que posee un árbol dendrítico 

muy extenso. En cambio, una neurona piramidal de la región del cornus  ammonis  (CA1)  del hipocampo, encargado de procesar 

y almacenar las memorias espacial y de trabajo, recibe hasta un máximo de 10 mil contactos por neurona34.  Si a esto se añade 

la complejidad numeraria de neuronas  en el sistema nervioso central (SNC) que en el humano llega a ser de entre 3  a 5 mil  millo-

nes  de neuronas, se hace necesario que la función de cada sitio de contacto sea �namente regulada. Un elemento clave en esa 

regulación ocurre precisamente a nivel de traducción local, en la vecindad sináptica,  y que en este trabajo se postula que tal 

proceso puede ser modulado por la acción de miRNAs allí localizados.
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Aunque se han descubierto variantes que di�eren en cierta medida del postulado original de Hebb, en general se acep-

ta que la selección y el mantenimiento de las  sinapsis ciertamente tienen un componente basado en la actividad eléctrica neuro-

nal. Aparentemente, la formación de memorias nuevas depende de la frecuencia e intensidad con que las sinapsis sean estimu-

ladas y formen un circuito nuevo y más preciso.

Esto signi�ca que la e�ciencia de transmisión sináptica, medida por la frecuencia y amplitud de los potenciales de acción, tiene 

que aumentar en función del tiempo, siempre y cuando exista coincidencia en espacio y/o en tiempo de la estimulación de dos o 

más sinapsis muy próximas entre ellas27.

Sin embargo, ¿cómo se almacenan esas  memorias? A la fecha se desconoce cómo las neuronas  interpretan y almacenan di-

chos estímulos, pero se sabe que requieren varios factores:

A) Estimulación frecuente y/o amplia de potenciales de acción recurrentes.

B) Que los estímulos ocurran en sinapsis cercanas (<50 �m de distancia entre una y otra).

C) Marcaje o selección de sinapsis activadas (“synaptic tagging”)

D) Síntesis activa de proteínas en la vecindad sináptica.

E) Transcripción de genes tempranos y tardíos que refuerzan la actividad sináptica. 

¿Cuáles son los eventos que encadenan la estimulación repetitiva y/o prolongada de una sinapsis con la adición de más proteí-

nas?  Este ha sido un tema de intensa investigación por muchos grupos y ha dado al menos un premio Nóbel en este tema (Dr. 

Eric Kandel, 2000). El mecanismo más aceptado del que se conocen diversos componentes moleculares involucrados es el de 

la transducción de señales y cascadas de segundos mensajeros, acopladas a la transcripción vía un factor de transcripción cen-

tral: CREB (cAMP response element-binding protein).

Clásicamente se acepta que el almacenamiento de memorias a largo plazo necesita cambios  en los  programas de expresión de 

genes,  por eso se le otorga una valor enorme a los  factores de transcripción como CREB, pues  de hecho permite sostener has-

ta por meses un aprendizaje nuevo en las condiciones adecuadas. Pero para que un estímulo llegue al núcleo se requiere la par-

ticipación de otros jugadores.

El estudio de las cascadas de señalización y de la expresión de genes observadas inicialmente en el molusco marino Aplysia 

californica por Kandel y cols., y más tarde en otros modelos como Drosophila y ratón,  que dieron origen a los paradigmas de 

aprendizaje (facilitación, potenciación a largo plazo -LTP- y depresión a largo plazo -LTD-), ha distinguido al Ca2+, el AMP cíclico 

(cAMP) y la activación de vías de señalización que involucran a las cinasas MAPK, PKC y PKA, como actores fundamentales35.

CREB  es un factor de transcripción que se fosforila vía PKA cuando los niveles de calcio aumentan en sinapsis activadas, en 

respuesta a una despolarización prolongada, lo que conduce a la generación de otros segundos  mensajeros como el IP3  y la 

activación de la adenilato ciclasa (AC)  y la fosforilación en cascada de la vía de MAP cinasas (MAPK)26. Una vez fosforilado, 

CREB  es capaz de unirse a otros factores que reclutan la maquinaria de transcripción de la RNA polimerasa tipo II (RNAPol II) en 

promotores que reconoce de manera especí�ca (CRE)26. Ver Fig. 3.
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Sin embargo, en la escala de tiempo de los estímulos neuronales (de milisegundos a minutos) a la que se requiere para esperar 

cambios en la transcripción en el núcleo (de horas a días)  hay un desfase enorme. Adicionalmente, las distancias entre el cuerpo 

neuronal y las sinapsis activadas suelen existir varios micrómetros, milímetros e incluso metros. Entonces ¿cómo se selecciona 

la sinapsis correcta y se acelera el proceso de adaptación ante estos estímulos?

Un elemento fundamental para que la e�cacia sináptica aumente es la síntesis de proteínas. Diversos trabajos han mostrado que 

no puede haber consolidación de un aprendizaje en diversos modelos animales cuando se añaden inhibidores de la síntesis de 

proteínas36-38, tales como como la anisomicina (ANI), que actúa inhibiendo la actividad de peptidil-transferasa del ribosoma 

durante la fase de elongación, o bien, la cicloheximida  (CHX), que se inserta en el sitio E del ribosoma bloqueando indirecta-

mente la translocación sobre el mensajero molde en la misma fase de la traducción. Este es un escenario extremo en donde la 

inhibición es generalizada, pero deja claro que gran parte de los mecanismos sinápticos que se requieren para aumentar la e�-

cacia de transmisión dependen de la adición de nuevas proteínas a su maquinaria.

Por otro lado, desde 1956 se había observado a través  de estudios  de microscopía electrónica de transmisión (TEM)  y de barri-

do (SEM)  que en la base de las espinas dendríticas existen fragmentos del aparato de Golgi y del Retículo Endoplásmico Liso y 

Rugoso, al que se le denominó aparato espinar (sa)39, 40. Interesantemente,  estos “trozos” de organelos  no constituyen un 

continuum de los encontrados en el soma neuronal, aunque sí pueden ocupar una gran porción de la dendrita (Fig. 4). Ello suge-

ría que las dendritas deben sintetizar sus propias proteínas de forma autónoma.

Pero no fue sino hasta los  años 80, que se encontraron polirribosomas asociados a elementos post-sinápticos, unos libres (en 

forma de monosomas)  y otros asociados al aparato espinar, en una relación 1:137, 41-43. Los polirribosomas, o polisomas, son 

estructuras que semejan un collar de perlas y son mRNAs asociados a ribosomas en fase de elongación, cuando ocurre la sín-

tesis de polipéptidos.
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Figura 3. Cascada de 
Señalización Inducida 
Durante la Potenciación 
a Largo Plazo (LTP) en 
Rata. Mapa de la vía de 
LTP que se induce por un 
aumento en la actividad de 
receptores de glutamato 
(NMDAR, AMPAR y mGluR), 
que a su vez favorecen el 
incremento en la concentra-
ción de calcio local. La 
probabilidad de apertura de 
canales de calcio depen-
dientes de voltaje (VDCC) 
favorecen un efecto sinérgi-
co que activan la vía de MAP 
cinasas y que culminan con 
la activación de CREB que 
inducirá la transcripción de 
mRNAs que reforzarán esta 
vía, en forma de asa de 
regulación posit iva. La 
adicional activación de la 
adenilato ciclasa (AC) pro-
moverá la actividad en la vía 
d e M A P K . To m a d o d e 
http://www.genome.jp/kegg
/kegg2.html; rno04720



Adicionalmente se han encontrado una variedad de mRNAs que colocalizan con proteínas ribosomales y marcadores post-si-

nápticos mediante estudios de hibridación in situ (ISH), microscopía electrónica  de transmisión (TEM), PCR  radiactivo, 

microarreglo y otras metodologías, tanto en dendritas vivas44, 45 como en fracciones post-sinápticas puri�cadas46-48.

Se han caracterizado hasta 1, 900 diferentes mRNAs detectados en densidades post-sinápticas puri�cadas de neuronas hipo-

campales de ratón47, 49. Aunque un estudio más reciente apunta que entre axones y dendritas el número asciende hasta 2, 

55050 (Fig. 5). Éstos codi�can para una serie de proteínas como receptores de neurotransmisores, proteínas de señalización y de 

unión a calcio, proteínas de citoesqueleto y andamiaje, factores de crecimiento, transportadores y canales, entre muchas otras. 

Sin embargo, el tipo y abundancia de estos mensajeros se modi�ca en respuesta al incremento de actividad despolarizante, 

aumentando la expresión local de mRNAs pro-sinápticos51.

Muchos de estos mensajeros contienen elementos conservados en cis  en el extremo 5’  ó 3’ UTR que son necesarios para ser 

translocados  hacia las dendritas. Éstos son llamados secuencias ‘Zip  Code’  o DTE (dendritic localization  element)52, 53, y algunas 

se unen a ribonucleoproteínas como FMRP54, 55, Zbp1/256, Marta1/257, Staufen58, etc., mismas que viajan en grandes complejos 

multimoleculares conocidos como gránulos neuronales (NGs)40, 48.

Los NGs sirven como medios de transporte trans-dendrítico de mRNAs translocados desde el núcleo,  y son capaces de silen-

ciar temporalmente la traducción del mRNA cargado durante el trayecto, aunque no se conoce si es un fenómeno generalizado 

para todos los mensajeros translocados59, 60. Aunque no son los únicos  gránulos no membranales que transportan mRNAs, 

éstos se asocian a un número importante de mRNAs con DTEs.

El transporte de los NGs ocurre de forma activa, mediante el uso de un número importante de cinecinas de la familia KIF que 

movilizan estos complejos a muy alta velocidad, especialmente en condiciones de activación eléctrica de la neurona61.
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Figura 4. Aparato Espinar y Ribosomas en 
Dendritas. (A) Análisis por microscopía electrónica 
de transmisión (TEM) de dendritas hipocampales de 
rata. Las �echas rojas indican polirribosomas. Sa, 
aparato espinar (B) Reconstrucción tridimensional 
basada en series de cortes para TEM de retículo 
endoplásmico liso (violeta), mitocondria (verde) y (C) 
de la dendrita contenedora y sus sinapsis (rojo). 
Obsérvese que el retículo se extiende muy dentro de 
la espina con mayor área de contacto. (D) Polirribo-
somas (�echa negra) en un espina dendrítica acom-
pañada de fragmentos del aparato espinar (cuerpos 
electrodensos a la derecha). (E) Reconstrucción 
tridimensional de una dendrita y sus espinas, así 
como las área de contacto sináptico (rojo) y los ribo-
somas relocalizados después de estimular al animal in 
vivo con potenciales de acción inducidos mediante un 
electrodo implantado en el hipocampo. Modi�cado de 
http://synapses.clm.utexas.edu/index.asp.



Figura 5. Mensajeros Localizados en Dendritas de Neuronas Hipocampales. (A) Ejemplos de mRNAs identi�cados por secuenciación masiva multiparalela 
(MMPS-Roche 454) en rebanadas de hipocampo de rata (subconjunto sináptico). (B) Morfometría de la señal positiva para el mRNA de Camk2a obtenida por hibridación in situ 
�uorescente (FISH). En rojo se muestran los puntos con mayor señal de hibridación. El contorno se de�nió por inmunocitoquímica de la proteína MAP2. (C) FISH del mensajero 
Shank1. (D) FISH de mRNAs somato-dendríticos y (E) de localización restringida al soma. La extrema izquierda corresponde al cuerpo neuronal. Los mensajeros en (D) están 
coloreados de acuerdo con cada grupo mostrado en el dibujo. Modi�cado de Cajigas, I.J., et al.50. La barra negra representa 20 �m.

Diversos estudios han determinado que la actividad traduccional en dendritas neuronales es independiente a la que ocurre en 

cuerpo celular. Por ejemplo, algunos estudios han demostrado la formación de �uorescencia de novo, en dendritas seccionadas 

con micropipetas de registro electro�siológico44, las cuales fueron transfectadas con RNAs sintetizados in vitro que codi�can 

para la proteína verde �uorescente (GFP),  varias horas después de haberlas separado del soma celular. Otras aproximaciones 

incluyen la medición de la tasa de síntesis  de proteínas por la incorporación de [35S]Met en sinapsis puri�cadas, que fueron esti-

muladas  con agonistas excitadores del glutamato o bien por factores de crecimiento como el factor neuronal derivado de cere-

bro (BDNF)62,  que es una neurotro�na que activa una cascada de señalización vía AKT/PKC e inactiva la mediada por mTOR 

que es inhibitoria del crecimiento de las espinas dendríticas2. 

Ante estas evidencias surgen la preguntas: ¿qué mecanismo controla la expresión de tantos  mensajeros  en las dendritas? ¿qué 

con�ere especi�cidad a la expresión local en sinapsis?  ¿estos mRNAs responden igual ante cualquier cambio despolarizante?. 

Aún no existe una respuesta contundente para toda la población de mRNAs somato-dendríticos  pero se conocen varios  esce-

narios de control traduccional local.

Entre ellos están los mecanismos ‘generales’ de regulación de la traducción, que dependen de las ribonucleoproteínas (RNPs) 

que se unen a la maquinaria basal de traducción y/o a secuencias en los mensajeros dendríticos48; entre estos se incluyen:
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a) La hiperfosforilación y unión de la proteína  inhibitoria eIf6 (u otras  proteínas de unión al factor de pre-inicio eIF4E) al 

complejo de inicio de la traducción.

b) La poliadenilación selectiva de mRNAs con elementos de adenilación citoplásmica (CPEs).

c)  La unión de FMRP a secuencias con estructura secundaria llamadas “cuartetos de G” que forman un ‘cubo’  coordi-

nado mediante puentes de hidrógeno entre los átomos de la guanina en enlaces tipo Hoogsteen,  generalmente pre-

sentes en el extremo 3’ UTR de mRNAs.

d)  La  presencia  de secuencias unión al sitio interno de entrada  del ribosoma (IRES) que favorece la unión  de las dos 

subunidades del ribosoma sin necesidad de usar los factores de inicio de la traducción.

e)  La presencia de largos tractos de GC que mecánicamente di�cultan la traducción por la elevada Tm local.

f) El secuestro de eIF4E por RNPs.

g) La fosforilación de este factor per se disminuye la a�nidad al 5’ Cap (7m-ppp-guanosina) lo afecta la formación del 

complejo de inicio.

Los mecanismos especí�cos que se conocen son:

a) La unión del ncRNA BC1/200 derivado de elementos  retrotransposónicos de la familia Alu  a secuencias  complemen-

tarias en el extremo 3’ UTR, posiblemente unido a FMRP.

b) El control local de la traducción vía miRNAs.

c) Y por supuesto otro nivel de regulación está dado por el transporte somato-dendrítico hacia las sinapsis. Como se 

verá más adelante, la  posibilidad de que los  miRNAs  participen en la  regulación traduccional de mensajeros dendríti-

cos es enorme.

Se sabe que en condiciones de despolarización prolongada, inducida por la activación de receptores tipo AMPA, NMDA o bien 

por alto potasio extracelular (50 �M), aumenta la concentración de algunos mRNAs en dendritas63, 64 y es dependiente de la 

actividad de la cinesina KIF565. Usualmente estos eventos  van acompañados  de la disgregación de los NGs y ocurren en una 

ventana de tiempo de minutos a horas33. Un modelo general de estos mecanismos se muestra en la Fig. 6.

La regulación �na de la síntesis  local de proteínas es un fenómeno clave que aún no ha sido del todo comprendido, dada la di�-

cultad de su estudio a nivel subcelular, y de la velocidad con la que ocurre (generalmente de unos pocos segundos a unos po-

cos minutos). 

Hay una característica por la cual el hallazgo de miRNAs en sinapsis es tan importante y es la de regular la dosis  génica. Como 

se verá más adelante, los miRNAs no solamente tienen una alta selectividad por su blanco pues se unen de forma especí�ca y 

complementaria, sino que funcionan como reostatos, como moduladores de la cantidad de proteína sin apagar completamente 

toda la señal. Adicionalmente,  muchos de ellos trabajan de forma concertada, uniéndose más de un miRNA por cada mRNA 

regulado. De hecho, muchos mensajeros somato-dendríticos poseen múltiples sitios de regulación por miRNAs en sus extremos 

3’ UTR.
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Figura 6. Transporte Anterógrado de mRNAs Somato-Dendríticos Hacia Espinas Dendríticas. Los mRNAs que contienen secuencias de localización dendrítica 
son translocados hacia las dendritas, en donde existe la maquinaria de síntesis local de proteínas así como RNPs regulatorias. El aumento en la intensidad de señalización de 
una sinapsis favorece una mayor tasa de localización dendrítica y de proteína sintetizada que reforzará la actividad sináptica. Ver texto para detalles.

Por su potencial funcional, los miRNAs moléculas pueden constituir uno de los  eslabones de regulación de los  procesos de se-

ñalización rápidos y los cambios mas tardíos que conducen a la transcripción de nuevos genes necesarios en la sinapsis.

Este trabajo ayuda a identi�car su identidad en la vecindad sináptica así como su distribución somato-dendrítica y neuroanató-

mica con la �nalidad de caracterizar mejor estas poblaciones con alto potencial regulatorio.

Creemos que la caracterización de dichas moléculas en los  compartimientos sinápticos puede ser de capital importancia para 

entender la �siología de las sinapsis, ya sea durante el desarrollo embrionario, en condiciones de lesiones y patologías, así como 

en funciones adaptativas normales como en la memoria y el aprendizaje.
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En las últimas dos décadas se ha gestado una revolución conceptual con respecto al papel funcional del RNA en la bio-

logía celular y evolutiva. Ha dejado de pertenecer únicamente a la categoría operativa de un marco de lectura abierto (ORF), con-

teniendo exones alternativos en eucariotas, y que sólo funge como un intermediario entre el DNA y las proteínas, para ser consi-

derado como un actor preponderante en muchos procesos de regulación de la �siología celular66, 67. 

Desde luego me re�ero al RNA no codi�cante (ncRNA) que constituye una megafamilia de varios miles de miembros en los 

diferentes reinos (Tabla 1), con miembros que actúan tanto en cis  como en trans,  y que participan en funciones como de alma-

cén de información digital en viriones (1, 2, 3, 4 � A, U, G, C), actividad catalítica, anti-toxina, regulador transcripcional y post-

transcripcional de la expresión génica, sensor de catabolitos, inhibición de virus, transporte molecular,  amortiguador de mutáge-

nos, y muy probablemente como hormona también (aspecto al que me referiré más adelante con profundidad).  Tan sólo en hu-

mano existen 15, 952 genes no codi�cantes de RNA como producto activo (GRCh37.p8, July 2012, v.68.34), en ratón hay 6, 

875 (GRCm38, July 2012, v.68.38) en rata se contabilizan 4,  828  genes  de este tipo (RGSC 3.4, May 2010, v.68.34), aunque en 

ésta última es probable que aún se descubran más,  puesto que aún hay pocos estudios de secuenciación masiva que abarquen 

el genoma completo de este organismo.

Los recientes avances en los  métodos  de secuenciación masiva y del análisis  de expresión han permitido reconocer por ejemplo 

que un gran porcentaje de regiones no codi�cantes, que constituyen cerca del 70% de todo el genoma en humanos, son trans-

critas  en algún nivel en eucariontes68. Un gran número de RNAs grandes (>200 nt) y pequeños (<200 nt), conservados �logené-

ticamente o no, modi�can su expresión en respuesta a una gran cantidad de estímulos, bajo diferentes condiciones celulares. 

Además una gran cantidad de evidencia disponible apunta a que tales RNAs  participan activamente en procesos de diferencia-

ción celular,  del control de agregación de la cromatina, del estado de senescencia celular, del bloqueo del efecto saltatorio de 

transposones y retrotransposones, así como de la regulación de programas completos de expresión génica. 

Aún a inicios de la década de los 80 sólo se consideraban a los RNAs involucrados con la traducción como los tRNAs y rRNAs 

como ejemplos clásicos  de no codi�cantes (ncRNAs). No fue sino hasta el descubrimiento de la actividad catalítica del RNA en el 

splicing (i. e., snRNAs U4-U6 ó RNAsa P) que se comenzó a brindarle un papel más activo al ncRNA69.

En la medida en la que apareció el primer borrador del genoma humano se reconoció que el número de genes codi�cantes  

(aprox. 22, 000) era sensiblemente menor al postulado originalmente (cerca de 30, 000) cuando el genoma humano apenas 

estaba por secuenciarse a �nales de los años 80.
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Tabla 1. Algunas Clases de RNAs No Codi�cantes (ncRNA) con Funciones Variadas. Cada clase de ncRNA se agrupó de acuerdo con las funciones asociadas 

a procesos comunes entre cada familia, aunque algunas categorías contienen más de una. En esta tabla se identi�ca cada proceso con un tono gris especí�co. 1er. bloque 
en blanco, ncRNAs relacionados con la síntesis de proteínas; 2º bloque, RNAs asociados a modi�caciones post-transcripcionales o de replicación de DNA; 3er. bloque, 

RNAs relacionados con regulación de la expresión génica, ciclo celular y control de elementos transponibles; 4o. bloque, ncRNAs con funciones parásitas; 5o. bloque, 
función diversa, e. g., vRNA se une al compuesto quimioterapétutico mitoxantrona como una estrategia para modular su toxicidad; 6o. bloque, transcritos con función desco-
nocida, usualmente RNAs 200 nt. En este caso se han omitido a los riboswitches pues usualmente están contenidos en genes codi�cantes, aunque su función ocurre en cis y 
depende del plegamiento secundario de una parte de la secuencia, inducido por la unión a un metabolito. Modi�cado de http://rfam.sanger.ac.uk/ y 
http://en.wikipedia.org/wiki/List_of_RNAs.
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Estos nuevos datos sólo dejaron un gran espacio en el DNA cuya función no estaba clara y al cual le denominaron “junk DNA”, 

lo que a su vez alimentó la paradoja del valor C. Este concepto se re�ere a que el tamaño de los  genomas en los organismos 

no presenta una correlación directa con su supuesta complejidad biológica, siendo un caso particular el de las plantas donde se 

ha observado una multiciplidad excepcional de genes con una alta diversidad que sobrepasan por mucho el número de genes 

en humano.

Con estas observaciones y con estudios  de secuenciación de otros organismos se ponderó el papel que podría jugar el splicing 

alternativo para compensar la aparente falta de genes codi�cantes y generar múltiples proteínas a partir de uno solo.  No obstan-

te, aunque el splicing no explica la gran variabilidad de estructuras  y funciones que nos distinguen de otras especies, el valor C 

se ve compensado cuando se analiza el número de transcritos  detectables, que en humano alcanza un número abrumador de 

194, 015, comparado con el ratón que tiene 90, 956, o la rata con 39, 549 (http://www.ensembl.org). 

Por un lado, diversos estudios de clonación y secuenciación de ESTs (Expressed Sequence Tags) por el método de SAGE, que 

se utilizaron para corroborar los fragmentos de clonas de DNA genómico que se iban generando a la par de los grandes proyec-

tos de secuenciación principales, encontraron que mapeaban en regiones intergénicas. Ello sugería la existencia de transcripción 

pervasiva en regiones que �anqueaban ORFs. Se llegó a pensar que estos transcritos pertenecían a la categoría de transcritos 

basales no útiles para la célula. Estos datos también se corroboraron mediante los llamados tiling arrays, que son microarreglos 

de sondas que contienen secuencias de DNA genómico que se traslapan unas con otras de forma progresiva.

Sin embargo, la expresión concertada de muchos de estos  transcritos dependía del contexto y estado celular especí�co, lo que 

sugería que estos eventos  tal vez no eran del todo estocásticos. Con ello se reivindicaba un poco el mencionado valor C y por 

otro renovó con gran expectación al vasto espacio de genes codi�cantes dentro del enorme espacio del junk DNA. 

Fue gracias a proyectos multi-institucionales como el proyecto ENCODE, que ha caracterizado desde 2008  el 1% del genoma 

humano a nivel transcripcional y de estructura de cromatina, que se ha reportado que el transcriptoma en células de mamífero 

puede abarcar entre el 90-95% de todo el DNA nuclear. Aunque dicha actividad se reconoció altamente variable dependiendo 

del tipo celular y/o la etapa del desarrollo en la que dicha célula se encuentre.

En este sentido,  los  nuevos descubrimientos han transformado el panorama genómico, en tal magnitud que el propio concepto 

de gen se ha modi�cado. Hoy en día se le de�ne como una unión de secuencias genómicas que codi�can un juego cohe-

rente de productos funcionales potencialmente sobrelapados70 y ya no como una unidad discreta heredable (fragmento 

de DNA que contiene un marco de lectura abierto (ORF) cuyos productos se circunscriben a las  proteínas como elementos  acti-

vos que dan origen a un fenotipo.

Estos proyectos han identi�cado a una gran cantidad de RNAs no codi�cantes (ncRNAs) -cuya nomenclatura para la mayoría de 

estas especies de RNA recae en la di�cultad para asignarles un marco de lectura abierto (que a veces codi�can para productos 

<100 aminoácidos), y que pertenecen a regiones intergénicas o intrónicas, o que se traslapan con otros  transcritos codi�cantes, 

en sentido o antisentido.

Hasta la fecha se han clasi�cado 106 clanes  de ncRNAs, envueltos en al menos 26 procesos y funciones celulares (pfclass). Sin 

embargo el número de familias ha crecido exponencialmente desde el advenimiento de los sistemas de secuenciación masiva en 

paralelo y hasta agosto de 2012 se reportan al menos 2, 208  familias  en la base de datos Rfam del Instituto Sanger (rfam v.11). 

Ver Tabla 2.
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Tabla 2. Clases de RNAs No Codi�cantes (ncRNAs) Asociados al Silenciamiento Génico. Se muestran sólo  algunas familias de RNAs que participan en el 
silenciamiento génico a nivel pre- y post-transcripcional, aunque se han clasi�cado alrededor de 2, 208 familias de ncRNAs diferentes en diversas especies. Cada familia se ha 
ordenado de acuerdo con su tamaño. *Secuencias que corresponden a 103 especies en donde se han identi�cado. El número de miRtrons reportados depende de la base 
de datos consultada (http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/miRGen/v3/Genomics). Se cuanti�can 254 en 11 metazoarios por predicción posicional, sin embargo en los 
datos de deep-seq arrojan una cifra de varios cientos en humano (h) y ratón (m). Trichoplax adherens es un animal marino del phylum placozoa de 1 mm de diámetro que se 
alimenta de bacterias y sólo se compone de dos capas de células. Está relacionado con animales coloniales como las esponjas marinas y se propone como antecesor de los 
animales bilateralizados. LincRNAs corresponden a RNA grandes, por convención >200 nt, como una referencia a otras grandes familias de ncRNAs asociadas a silenciamien-
to génico. Para consultar más información sobre éstos y otros ncRNAs conocidos se puede consultar en http://rfamsanger.ac.uk. ND; no determinado. Modi�cado de Nat Rev 
Genet. 2009 Feb;10(2):94-10871.

Este gran número de RNAs pertenecientes a miembros de los tres dominios (eucarya, archea y eubacteria) poseen funcio-

nes enormemente diversas,  sin embargo, solamente unas pocas familias se relacionan con procesos de regulación de la 

expresión genética a nivel post-transcripcional.

La mayor parte de los transcritos no codi�cantes son productos de la RNA polimerasa tipo II (RNA Pol II), exceptuando los 

casos del rRNA 5S, que son sintetizados por la RNA Pol III (i.e., U6, tRNAs) o algunos otros por la RNAPol I (I .e., rRNAs). 

El origen de muchos de ellos recae en productos de la transcripción pervasiva del genoma, en regiones mucho más elon-

gadas con respecto a los extremos 3’ o 5’ UTR anotados para muchos mRNAs, que se extienden incluso varias kilobases 

río arriba (upstream) más allá de los sitios de inicio de transcripción66.
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Las funciones de estos ncRNAs es muy variable, en algunos casos están está relacionadas con el silenciamiento de la 

cromatina, en otros como reguladores de la actividad de transposones, unos más regulan la expresión de genes hospede-

ro mediante la síntesis de las secuencias antisentido, unos más resultan ser los productos de pseudogenes, etc71.

En el caso particular de los miRNAs, éstos son producto de la transcripción de la RNAPol II72, o bien, productos de proce-

samiento de intrones en el splicing73, cuya transcripción depende del gen hospedero74.

Desde que se descubrió el primer miRNA en C. elegans, lin-475,76, se consideraba un ejemplo más bien exótico de RNAs 

con capacidad regulatoria, sin embargo pronto iniciarían una revolución conceptual a la que le seguirían nuevas especies 

moleculares como los piRNAs o los 21-U RNAs, los endo-siRNAs, entre otros.
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� Estructuralmente los microRNAs son fragmentos endógenos de RNA de cadena sencilla  (ssRNA) cuya longi-

tud es de ~22nt, que contienen residuos 5’-PO4 y 3’-OH en sus extremos. Canónicamente, los miRNAs son el producto 

de una maduración secuencial derivada de cortes endonucleolíticos progresivos sobre precursores largos y autoplegados. Éstos 

son blanco de la acción enzimática de dos  RNasas tipo III (Drosha  en el núcleo77 y Dicer en el citoplasma78), cuyos  sustratos 

consisten de RNA de cadena doble (dsRNA) presente en las  regiones autohibridadas de los precursores. La forma activa �nal de 

ssRNA, se logra por la acción de Ago279, 80, una endonucleasa que hidroliza un enlace fosfodiéster en la cadena complementa-

ria al miRNA maduro y favorece su rápida degradación.

Los precursores citoplasmáticos más inmediatos  de los miRNAs maduros, se conocen como pre-miRNAs, y tienen una longi-

tud de 60-100 nt81. Presentan una estructura secundaria que asemeja a un pasador (hairpin), ya que al  autohibridarse parcial-

mente como dsRNA en el tallo, forman un asa (loop) en uno de sus extremos. (Fig. 1.2.1).

Figura 1.2.1. Estructura de un microRNA maduro y su precursor. Estructura secundaria del precursor del microRNA de rata rno-miR-124-1, calculada mediante el 
algoritmo Mfold en UNAfold v.3.6 (Dinamelt (http://dinamelt.bioinfo.rpi.edu) con la menor �G’ (1M NaCl sin cationes divalentes). Los 90 nt modelados corresponden a la se-
cuencia más frecuente clonada en rata del precursor después del corte de Drosha/Drosha a partir de un pri-miRNA (>1 kb de longitud; no representado). La mayoría de los 
miRNAs canónicos se originan a partir de este tipo de precursores. El producto de Dicer/TRBP genera un dúplex entre la secuencia pasajera (azul) y la líder (rojo) con 2 nt 
sobresalientes (overhangs) en el extremo 3’. El segmento que corresponde al microRNA maduro (21 nt) o secuencia líder es la forma activa del miRNA que se hibrida a los 
mensajeros blanco a través de una región mínima de unión conocida como “secuencia semilla”, que incluye a los nucleótidos 2-7(8) (en amarillo) de acuerdo con cada miRNA 
particular.
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Así como los miRNAs maduros, los pre-

cursores presentan residuos 5’-P mono-

fosfatados y 3’-OH hidroxilados en cada 

extremo terminal82. En la mayoría de los 

casos, los pre-miRNAs presentan nucleó-

tidos desapareados (mismatches) recu-

rrentemente en el tallo, formando peque-

ñas protuberancias que pueden afectar el 

procesamiento enzimático durante su 

maduración78.

Adicionalmente, los pre-miRNAs contie-

nen dos nucleótidos desapareados  en 

una de las  hebras hacia el extremo termi-

nal  3’, lo que también constituye una 

marca característica de las RNasas Tipo 

III clase 2 como Drosha, y que son esen-

ciales en el reconocimiento por diversas 

ribonucleoproteínas83.

Los pre-miRNAs son sustratos  de Dicer, 

una RNasa citoplasmática que se encarga 

de liberar al dúplex,  conformado por el 

miRNA maduro (hebra líder) y la secuen-

cia complementaria (hebra  pasajera ó 

miR*), a partir de la escisión de una por-

ción del tallo y del asa. Esta enzima, en 

forma de complejo con otras proteínas, es 

capaz de transferirlo al Complejo de Si-

lenciamiento Inducido por RNAi (RISC), 

en donde se selecciona la hebra líder 

(mediante la degradación de la hebra pa-

sajera), que será la forma activa del miRNA 

maduro84.

En muchas especies,  la longitud promedio de los miRNAs maduros es  de 22 nt, aunque oscilan entre los  16  a 29  nt dependien-

do de la especie donde se originen (Fig. 1.2.2).  Esta variación en el tamaño posiblemente se deba a los cambios  estructurales 

que presenta Dicer propias de cada especie o bien al tipo de procesamiento que les da origen (mediado o no por splicing).

Adicionalmente, es frecuente encontrar miRNAs que di�eren del tamaño convencional que se acepta para cada tipo. Algunos 

presentan de 1 a 3  nt extra en uno o ambos extremos  de la secuencia consenso. A estas variantes  se les  denomina “isomiRs” y 

longitud �nal puede variar en función del contexto celular85, 86.
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Algunos pre-miRNAs son sustratos de enzimas con actividad de adenosina deaminasa (e. g., Adar1 y Adar2),  que convierten 

residuos de adenina en inosina (A�I) en un proceso llamado ‘edición del RNA’87, lo que puede afectar negativamente su proce-

samiento, pues  puede inhibir el corte endonucleolítico producido por Dicer88. Estas modi�caciones no se han detectado en los 

miRNAs maduros, lo que indica que dichos cambios pueden ser muy sensibles y deletéreos para su función, y por tanto no se 

han seleccionado durante la evolución.

En plantas  y en Drosophila,  los  miRNAs pueden sufrir una 2-O-metilación en el extremo 3’  por acción de HEN1, una S-adenosil-

metil-transferasa dependiente de metionina. Estos residuos son críticos para mantener su estabilidad en el citoplasma.

En mamíferos en cambio, algunos miRNAs maduros sufren una poliadenilación progresiva en el extremo 3’, vía una transferasa 

terminal de adeninas  (Tut4)  que reconoce dinucleótidos de AU especí�camente posicionados en el asa, como una marca previa 

a su degradación selectiva89. Pero esto solamente ocurre una vez que están cargados en el RISC maduro.

Tanto en plantas como en animales, los miRNAs se caracterizan por favorecer la desestabilización de mRNAs que son comple-

mentarios a su secuencia,  especialmente en la región semilla o ‘seed sequence’. Ésta secuencia crítica, comprende los nucleó-

tidos 2-7 del extremo 5’ del miRNA maduro y es la región mínima para unirse con su blanco90.  Sin embargo, al menos la mitad 

de los  miRNAs en humano extienden la región semilla hasta el nt 8, mientras que otros pueden complementarla usando los  nt 

12-20, según sea el caso.

En plantas  y en mucho menor medida en animales, la interacción con el mensajero suele ser perfecta entre los 21 nt del miRNA 

y su blanco, lo cual provoca el corte endonucleolítico de este último por acción de la proteína Argonauta, contenida en RISC, en 

un mecanismo semejante al RNA de interferencia (RNAi)  que rápidamente desestabiliza al mRNA y promueve su degradación; 

aunque esto no es una regla absoluta. En mamíferos la unión suele ser imperfecta entre ambas moléculas, lo que induce un 

arresto traduccional y el direccionamiento del mRNA a sitios  de degradación más lentos como los cuerpos de procesamiento ó 

P-bodies.
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Figura 1.2.2. Longitud Promedio de microRNAs 
en Diferentes Especies. El tamaño de los miRNAs 
(miRBase v.18) muestra una distribución normal con una 
moda de 22nt para la mayoría de los organismos (panel 
inferior). El número de miRNAs maduros en H. sapiens 
(azul) es de 1, 921; en ratón (M. musculus; violeta) 1, 
157; en rata (R. norvegicus; rojo, línea gruesa) 680. En 
gris se muestra la misma distribución en 8 eucariontes 
adicionales (enunciados abajo) y del virus de Epstein-Barr 
(EBV). Nótese que el tamaño de los fragmentos puede 
variar entre 17 a 29nt según la especie (ver box plot en 
panel superior). La línea central representa la mediana y la 
caja alrededor corresponde al 50% de la población. Las 
líneas extendidas representan la dispersión de datos 
hacia cada lado de la curva. G. gallus, pollo; P. tro-
glodytes, chimpancé; D. melanogaster, mosca de la 
fruta; C. reindhartii, alga; X. tropicalis, rana africana; O. 
anatinus, ornitorrinco; D. rerio, pez cebra; C. intestinalis, 
asociado a los primeros organismos multicelulares.



Operativamente,  los miRNAs de mamífero se de�nen como RNAs que actúan en trans y que regulan negativamente la 

traducción y/o la  estabilidad de RNAs parcial o totalmente complementarios a  su secuencia semilla, en sitios de-

nominados Elementos de Reconocimiento de microRNAs ó MREs (miRNA recognition element).

Desde el punto de vista evolutivo, estas secuencias  son las que muestran una tasa de evolución rápida en función de la adquisi-

ción de nuevos miRNAs. Una vez que surge uno nuevo, éste tiende a permanecer por largo tiempo en una especie y entonces 

ocurre un fenómeno coevolutivo a la par de su(s)  mRNA(s)  blanco(s).  Sin embargo, algunos miRNAs presentan una alta conser-

vación �logenética entre invertebrados e vertebrados, cuyas líneas evolutivas divergieron desde hace 500 millones de años, en 

especial  en la región semilla11. 

Un ejemplo de ello es miR-124, que es muy abundante y especí�co del sistema nervioso en metazoarios. Éste presenta un por-

centaje de identidad en la secuencia líder de 86.1%  entre 30 especies de animales (Fig.  1.2.3), lo que probablemente correlacio-

na con su función crítica para la formación y mantenimiento del fenotipo neuronal en el sistema nervioso 91, 92.

Dado que las regiones aledañas a la secuencia líder juegan un papel menos preponderante para la función del miRNA, éstas  son 

poco conservadas  �logenéticamente,  especialmente en la porción del asa, la secuencia pasajera y la sección del tallo localizado 

fuera del dúplex (Fig. 1.2.4).

Los miRNAs constituyen una familia a la que continuamente se le han añadido miembros en la medida en que los métodos de 

secuenciación e identi�cación bioinformática se han re�nado. Hasta el momento se han registrado 25, 141 miRNAs maduros en 

164 especies de eucariontes, entre plantas,  animales, algunos protistas (incluyendo algas y el ameboide Dictyostellium discoi-

deum) así como de 26 virus, de acuerdo con la versión 19 de la base de datos de miRNAs del Instituto Sanger, miRBase, en 

Cambridge, UK (http://www.miRBase.org).
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Figura 1.2.3. Árbol Filogenético del 
microRNA Neuronal miR-124. 
Análisis pareado por Jukes-Cantor de la 
secuencia del pre-miR-124 e isoformas 
de 30 especies de animales cuya expre-
sión es especí�ca del sistema nervioso. 
Los clados marcados con color corres-
ponden a los parálogos más cercanos a 
las tres isoformas existentes en rata (por 
ser el objeto de estudio de esta tesis) 
donde se muestra la aparición progresiva 
por duplicación. En azul, el clado más 
antiguo; en naranja, púrpura y rojo, cada 
isoforma de rata (rno-miR-124-1,-2,-3) 
respectivamente. B. �oridae corresponde 
al notocordado Amphioxus, como ejem-
plo de un predecesor de los vertebrados. 
La longitud de la barra inferior indica el 
número de sustituciones por sitio.



Figura 1.2.4. Conservación Filogénetica del Precursor de miR-124 en Animales. Alineamiento de la secuencia precursora de miR-124 clonada y/o predicha en 
30 especies animales, calculada mediante el algoritmo de ClustalW2. La región central remarcada corresponde a la secuencia mínima que contiene al microRNA maduro y 
como se indica en el diagrama superior que representa cada región del precursor. Nótese que la región más conservada es la secuencia madura (sombreado rojo). En algunos 
casos, esta secuencia se ha duplicado e insertado en distintos loci, generando parálogos cuya nomenclatura los distingue por un número al �nal del nombre correspondiente 
(e. g., miR-124-1 tiene un locus distinto a miR-124-2). Todas las secuencias comparten 73.6% de identidad en la región del miRNA maduro. La nomenclatura usada para 
cada especie contiene la primera letra del género, seguida de las dos primeras letras de la especie, así, cel, C. elegans; cni, C. intestinalis (tunicado �ltrador marino); dmo D. 
melanogaster; dre, D. rerio (pez cebra); gga, G. gallus (pollo); ggo, G. gorilla; hsa, H. sapiens; mml, M. mulata (mono Rhesus); mmu, M. musculus (ratón); ona, O. anatinus 
(ornitorrinco); ptr, P. troglodytes (chimpancé); xtr, X. tropicalis (rana).

Tan solo en humano constituyen 5.5% de todo el genoma, 2.45% en rata y 4.49% en ratón (Tabla 3).

Tabla 3. Número de microRNAs por Genoma en Humano, Ratón y Rata. Contenido génico proporcional de miRNAs en mamífero. Datos obtenidos del servidor 
miRBase (www.miRBase.org) y Ensembl (www.ensembl.org). Nótese que el valor de complejidad C aumenta en humano si se toma en cuenta el número de transcritos totales 
y la abundancia de ncRNAs, incluyendo a los miRNAs.

Sin embargo, diversos estudios basados en secuenciación masiva multiparalela (MPSS)  capaces de secuenciar el transcriptoma 

completo de una célula en menos  de una semana, predicen que la cuenta pronto aumentará a varios miles de ejemplares más, 

basados en el análisis in  silico del número de secuencias halladas, cuyo contexto genómico predice la potencialidad de formar 

estructuras secundarias de tallo y asa sobre sí mismas (en forma de pre-miRNAs), incluyendo la probabilidad de presentar sitios 

potenciales de unión a mRNAs (MRE’s), tomando en cuenta sus sitios semilla, así como algunos otros argumentos.
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Con esta aproximación experimental también se ha podido observar que el número y tipo de miRNAs mantiene una correlación 

importante con el estado de diferenciación celular y con el tipo celular especí�co del que se trate, lo cual hace aún más compli-

cada la diversidad de estas moléculas.

A la fecha, se estima que la frecuencia del número de sitios  potenciales  de unión a miRNAs (MREs)  en mRNAs codi�cantes es 

tan alto que, al menos la mitad de todos  los transcritos  producidos en cualquier momento es regulada por estas moléculas93. 

Sin embargo, cuando nuevos miembros  se añadan a la familia, se re�nen los métodos bioinformáticos y al mismo tiempo, se 

expanda la capacidad de evaluación global de su función, es probable que el número de blancos aumente.

Por otro lado, los miRNAs no han sido formalmente identi�cados en bacterias, archea o en hongos como S. cerevisiae. Esto 

sugiere que los mecanismos de silenciamiento génico vía RNA se han diversi�cado más ampliamente en plantas y animales po-

siblemente como una forma de regulación �na de genomas cada vez más grandes y complejos dentro de un contexto de pluri-

celularidad con tejidos diferenciados.

En los  metazoarios, la forma predominante de regulación por miRNAs es mediada por el apareamiento imperfecto al extremo 3’ 

UTR en un mRNA blanco. Esta acción resulta, como se verá más adelante, en la atenuación de la producción de proteínas, in-

cluyendo, pero no de forma exclusiva, el corte del mRNA cuando se aparean con el mRNA de forma perfecta (en el proceso 

conocido como RNA de interferencia o RNAi), la deadenilación rápida, inhibición del inicio de la traducción, el “despegado” ribo-

somal durante la elongación, y el secuestro del mRNA a los cuerpos de procesamiento (P-bodies).  Evidencia reciente apunta 

que los miRNAs pueden jugar un papel importante en la activación de la traducción, que puede depender del contexto celular.

Es común que muchos mensajeros contengan más de un elemento de reconocimiento de miRNAs (MREs)  en su secuencia, lo 

que los  hace susceptibles de regulación múltiple (Fig. 1.2.5). Más aún, puede existir más un MRE para el mismo miRNA en la 

secuencia del mensajero,  lo que indica que el grado de represión puede ser sinérgico. De hecho se ha observado que este suele 

ser el caso94-96.
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Figura 1.2.5 Modalidades de Interac-
ción de microRNAs con su Blanco. (A) 
Los modos de interacción están denotados 
por el tipo y número de sitios complementa-
rios a la secuencia semilla (MREs) que cada 
miRNA tiene en el blanco. Cada tipo de 
miRNA coexpresado se representa con un 
color distinto. (B) La intensidad de la repre-
sión traduccional, medica como la cantidad 
de proteína , producida tiene un comporta-
miento sinérgico, siempre y cuando no exista 
competencia por solapamiento , y la distancia 
entre cada MRE sea 20-40 nt de separa-
ción. El efecto es mayor cuando los MREs 
son más próximas al codón de termino 
(STOP) o a la cola de poly-A en el extremo 
3’-UTR del mensajero.



Es probable que esta multiplicidad de sitios  favorezca el control de expresión espacio-temporal que caracteriza a los miRNAs, 

otorgando un control extremadamente �no en cuanto a la dosis génica de un mRNA particular

Aunque no es el único criterio de selección que utilizan los diversos algoritmos  de predicción de MREs, muchos  de éstos se ha 

identi�cado como secuencias de regulación altamente conservadas en vertebrados, lo que los hace fuertes candidatos para su 

evaluación experimental.

Así el repertorio de miRNAs ha ido incrementando con el tiempo y sus funciones también,  la cuales pueden afectar la �siología 

de cualquier célula y jugar un papel importante en una variedad de procesos, por ejemplo en las neuronas, durante la diferencia-

ción o en procesos adaptativos como la memoria y el aprendizaje.
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� La descripción del procesamiento se hará de acuerdo con la Fig.  1.3.1, en donde se indica cada paso en la vía de pro-

cesamiento y maduración de miRNAs. Se recomienda consultar las revisiones de Krol et al.97, Bartel DP90, Ghildiyal & Zamore71, 

Fabian et al.98, Pillai et al.99, y Filipowicz et al.100 así como las referencias  citadas para entender con mayor profundidad los deta-

lles de la regulación por miRNAs en mamíferos.

Los miRNAs se sintetizan en el núcleo celular,  mayoritariamente por la acción de la RNA Polimerasa II (RNAPol II)72, 101, cuyos 

largos transcritos  de varias  kilobases  de longitud, son poliadenilados y contienen un cap  (7mpppG)  en el extremo 5’102. En mu-

chos  casos  estos  transcritos contienen más de un miRNA en el mismo precursor (policistrónicos), o bien,  pueden madurarse a 

partir intrones localizados dentro de genes codi�cantes (miRtrons)103-105. 

El mecanismo de maduración de los miRtrons  di�ere de la vía canónica pues es independiente de la acción de Drosha:DGCR8 

que se describe abajo. Requieren la acción de una enzima “desrami�cadora” (debranching)  presente en el spliceosoma. En al-

gunos casos se estima que hasta el 40% de todos los  miRNAs en humano se derivan de este tipo de precursores intrónicos que 

son del lariat como paso previo, sin embargo el número parece reducirse a sólo unas pocas decenas106.

Los largos transcritos, denominados pri-miRNAs o precursores primarios, se pliegan en sí mismos formando estructuras  se-

cundarias con tallos de dsRNA recurrentes a lo largo del pri-miRNA. Éstos son selectivamente escindidos mediante un complejo 

de dos  proteínas, Drosha (RNASEN)  y DGCR8  (homólogos de Drosha y Pasha en Drosophila, respectivamente), al cual también 

se le conoce como complejo microprocesador por la actividad endonucleolítica, dependiente de ATP y Mg2+,  que cataliza 

selectivamente la escisión de los miRNAs contenidos  en las estructuras de tallo-asa77, 107-111. La actividad de este complejo no 

es restrictiva a la vía de miRNAs, también es necesaria para el procesamiento de los precursores de los rRNA 5.8S y 28S, lo que 

sugiere que la selectividad de este complejo depende primariamente de la estructura secundaria que pueden presentar estos y 

otros RNAs en el núcleo112 así como de las RNPs asociadas (e.g., nucleolina113).

Los productos del complejo microprocesador se llaman pre-miRNAs y miden aproximadamente 60-100 nt de longitud y con-

tienen dos nucleótidos no hibridados hacia el extremo 3’, llamados overhang. De hecho estos extremos, productos caracterís-

ticos de las  RNasas tipo III, son reconocidos por la Exportina5 que se une a la GTPasa Ran y transloca a los precursores hacia el 

citoplasma a través del complejo de poro nuclear (NPC)107, 114-117.

Una vez en el citoplasma, los pre-miRNAs se convierten en sustratos del complejo Dicer-TRBP,  homólogos  en mamífero de 

Dcr-1 y Loqs (Loquacious)  en D. melanogaster, cuya actividad de endonucleasa tipo III clase 3, elimina el asa y la base del tallo 

de los pre-miRNAs,  dejando como producto un dúplex (hebra líder:hebra pasajera) que es reminiscente de la estructura de siR-

NAs (ver p.31), cuya longitud es de ~19-22 nt de longitud por hebra, pero que están imperfectamente apareadas118-122. 

El par Dicer-TRBP se denomina también complejo de cargado en RISC (RLC). El RLC tiene la propiedad de seleccionar cuál 

de las dos hebras se quedará en Ago2, que es la proteína efectora del Complejo de Silenciamiento Inducido por RNAi 

(RISC). Dicha función recae en TRBP quien sensa, mediante su actividad de helicasa y en asociación con otras  RNPs, y “elige” 

cuál extremo 5’ del dúplex es más lábil, el que posee la menor energía libre de Gibbs (�G)  y por tanto la menor Tm, basado en el 

menor número de puentes de hidrógeno entre sus nucleótidos, y por tanto el que es más probable de deshibridar84, 123. 
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Una vez que el dúplex es  cargado en RISC, la actividad endonucleolítica de Ago2 (eIF2C2), también llamada “slicer”, localizada 

en el dominio PIWI, destruye la hebra pasajera o estrella (miR*) justamente entre los nucleótidos 10-11, de la misma forma en la 

que se destruye un mRNA blanco cargado en el complejo en la vía de RNAi80.  De esta forma la hebra que sobrevive es la hebra 

líder de 20-22 nt en forma ssRNA que es el miRNA maduro, que se encuentra dendro de un miRISC activo y listo para cargar 

un mRNA complementario a la secuencia semilla del miRNA84, 123-126. 

Cuando la estabilidad termodinámica (�G) es muy similar entre los extremos del dúplex, la probabilidad de que RISC se quede 

con una de las dos hebras es  aproximadamente 50%, por lo que algunos pre-miRNAs pueden contener miRNAs que poten-

cialmente pueden ser cargados en RISC, a través del dominio PAZ de Ago2.

Aunque Ago2 es la única isoforma de la familia que posee actividad endonucleolítica, las 4 son capaces  de cargar miRNAs ma-

duros en un mecanismo que no se ha identi�cado plenamente127, 128. Es posible que durante el recambio de miRNAs en RISC, 

las otras isoformas pueden tomar y cargar las hebras maduras por sí solas.

Al RISC que es competente para el silenciamiento vía miRNAs se le denomina miRISC, para diferenciarlo del que participa en la 

vía de RNAi, en cuyo caso el siRNA (small interfering RNA)  cargado es totalmente complementario a la secuencia blanco, al me-

nos entre los nucleótidos 2 al 11 del  siRNA129-131.

El número de proteínas que pueden unirse al RLC o RISC y modular su actividad, asciende al menos a 38, entre las que se en-

cuentran MOV10, FMRP, hnRNPA1, Hsp90, Fxr1, ADAR1/2, GW182, p72, p68, Lin28, KSRP, SMAD, SNIP1, ARS2, entre mu-

chas más97, algunas de las cuales también se han encontrado localizadas en dendritas. Algunas  tienen un efecto negativo sobre 

su función y otras refuerzan su actividad represora.

Una vez que se ha montado un miRISC funcional,  el complejo se une a su mRNA blanco en un mecanismo aún incomprendido 

que requiere modi�caciones estructurales de Ago2132 así como la unión a helicasas de RNA tipo DExD/H (MOV10, RCK/p54, 

RHA, etc) que son dependientes de ATP y cuya función probablemente sea el de permitir un “escaneo” mediante apareamiento 

con el miRNA, desenrollando progresivamente al mensajero en turno.

El silenciamiento canónicamente asociado a la función de miRISC requiere la unión a la proteína GW182133, rica en tractos de 

glicina/triptofano de 182 kDa, la cual permite la localización del complejo hacia los cuerpos de procesamiento  (P-bodies), 

que son gránulos  no membranosos muy dinámicos que contienen exonucleasas con dirección 5’-3’ y 3’-5’, así como deadeni-

lasas y decapasas en donde se degradan selectivamente muchos RNAs97. La dinámica de estos gránulos depende en gran 

parte del estado celular (estrés por falta de nutrientes o metales  pesados,  fase del ciclo, etc)  y están en estrecha relación con 

otros cuerpos celulares como los gránulos de estrés (SGs) o los gránulos neuronales (NGs)134.

El reclutamiento de otros factores al miRISC depende de la presencia de RNA en el complejo, lo que sugiere que tal vez se re-

cluten principalmente por el mensajero y sus elementos en cis,  adicionalmente a las interacciones que se puedan establecer 

entre las proteínas participantes.
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Fig. 1.3.1 Vía de Maduración de miRNAs en Mamíferos. Ver texto para detalles.
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El reclutamiento de miRISC a un mRNA puede ocurrir durante la fase de elongación de la traducción135, y rápidamente provocar 

la disociación de los ribosomas, y al mismo tiempo evitando la formación del complejo de inicio de la traducción; ya sea por el 

reclutamiento del factor eIF6136,  que impide la unión de las subunidades ribosomales  40S y 60S, o bien limitando la unión de 

eIF4E al cap y por tanto impidiendo la formación de eIF4F que a su vez recluta a la subunidad mayor del ribosoma (60S)137-139. 

Acerca de cuál es el mecanismo predominante o el evento inicial que desencadena la represión aún sigue en discusión.

Aparentemente, estos mecanismos pueden ser inducidos solamente por el reclutamiento de Ago al complejo traduccional activo 

en el mRNA blanco, sin embargo en este modelo forzosamente se requieren otras RNPs, en particular GW182 para que la inhi-

bición sea exitosa140.

Originalmente, cuando se descubrieron los miRNAs,  se pensaba que aún cuando la síntesis de proteínas se detenía, el nivel de 

expresión del mRNA se mantenía estable75, 76, 141, 142. No obstante ahora se acepta que esta observación es más una excepción 

a la regla. Los mRNAs que son regulados vía RISC son degradados143, 144, aunque permanecen almacenados por un tiempo en 

cerca de los P-bodies hasta que, bajo ciertas condiciones celulares, puedan ser traducidos según se requieran145.

En animales, la gran mayoría de los miRNAs se une de forma imperfecta a los mRNAs blanco y siguen la vía que se ha descrito 

arriba. Pero existen algunos casos en los  que pueden aparearse de forma perfecta a sus blancos y actuar en la vía del  RNAi, 

como es  el caso de miR-196  cuyo blanco es HOXB8146, donde una vez que se expresa el miRNA en embriones de ratón enton-

ces se promueve una degradación de su blanco a por acción directa de Ago2.
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� El fenómeno regulatorio de los miRNAs está muy conservado en muchos clados, desde plantas hasta animales, exclu-

yendo a los hongos, en donde no parece existir este mecanismo de regulación.

A la fecha sólo existen algunos mRNAs identi�cados como blancos de miRNAs, esta información en combinación con los datos 

de expresión en tejido y los análisis  funcionales, han mostrado que los  miRNAs pueden jugar un papel más global afectando una 

diversidad de funciones. Entre ellas, los procesos celulares y sistémicos como el metabolismo de lípidos,  la secreción de insuli-

na,  la apoptosis, el ciclo celular, la transición madre-cigoto, la defensa viral, el patrón del eje de especi�cación durante el desa-

rrollo embrional, la formación de tejido, la especi�cación y diferenciación de células madre, etc., todas asociadas a la actividad 

de miRNAs90.

Así como en otros tejidos, los miRNAs son activos jugadores en el desarrollo del sistema nervioso en animales. Son muy impor-

tantes  para de�nir la especi�cación de linaje en células madre así como en el mantenimiento de su fenotipo terminal. Esto lo 

logran mediante el control mútiple de genes involucrados en el control de programas de transcripción completos pro-neurona-

les91, 92.

En modelos de knock-out de Dicer en ratón y pez cebra muestran una rápida hipotro�a del cerebro, incremento en la apoptosis 

y degeneración de las espinas dendríticas147, 148, lo que muestra el papel preponderante que tiene la vía de miRNAs en este órga-

no.

Al menos dos  miRNAs se han determinado como genes maestros que cambian el balance de diferenciación en neuronas: miR-

9/9* y miR-124149. Cada uno controla un grupo numeroso de genes y se encuentran entre los miRNAs más abundantes caracte-

rísticos de estas células. Ver Tabla 4.

El mayor impacto que tienen estos miRNAs en el desarrollo embrional se da a través  de la regulación de factores de transcrip-

ción (Foxg1, Sox9) o de modi�cadores  de la cromatina (REST/Co-REST) o de factores de splicing pro-neuronal (PTBP1). De 

hecho, la sola sobreexpresión de miR-124 en células epiteliales  provoca un cambio de expresión de hasta el 50% del transcrip-

toma hacia un fenotipo neuronal143. Otros, como let-7, miR-10, miR-17,  miR-34, miR-125, miR-132, miR-324-5p y miR-32692, 

también se han involucrado en estos procesos y todos mantienen un alta expresión en el adulto.
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Tabla 4. Funciones Asociadas a microRNAs Pro-Neuronales. Ambos miRNAs realizan participan en el control de programas de expresión complementarios y a veces 
antagónicos, dependiendo de la etapa del desarrollo y el contexto celular. hESCs, células madre embrionarias de humano; iPSCs, células pluripotenciales inducidas. Modi�cado 
de Gao, FB. Ver las referencias contenidaas149

De hecho, una variedad de miRNAs están asociados  a una rápida divergencia evolutiva en humano con respecto a otros prima-

tes, incluyendo nuestro antepasado homínido más cercano en el Neanderthal (e. g. miR-34c),  los cuales  muy posiblemente es-

tén involucrados en procesos de plasticidad sináptica150, 151.

Varios autores han reportado alteraciones en la �siología y estructura sináptica en diversos organismos con mutaciones en pro-

teínas  de la vía de maduración de miRNAs. Por ejemplo, mutantes hipomór�cas en Drosha, DGCR8  (Pasha) y Dicer-1 en D. Me-

lanogaster muestran niveles  reducidos de miRNAs y de�ciencias en la transmisión sináptica de los fotorreceptores  en los ojos de 

la mosca, aunque interesantemente no muestran defectos neuronales durante el desarrollo152. En ratones condicionales para 

Dicer muestran alteraciones a nivel de espinas dendríticas147, que en tiempos cortos  estimulan el aprendizaje en tareas de reco-

nocimiento de objetos novedosos153.  Sin embargo estos animales  muestran defectos en la arborización dendrítica y una pobre 

transmisión excitatoria.

Este tipo de alteraciones también pueden ocurrir cuando proteínas  accesorias  de RISC funcionan incorrectamente. Entre ellas se 

encuentran FMRP3,154, 155, que funciona como un puente molecular entre RISC y los gránulos neuronales (NGs)156, participa en el 

silenciamiento post-transcripcional de una variedad de mensajeros dendríticos y acarrea miRNAs como miR-125b y miR-128 

que tienen blancos sinápticos157 y también se asocia a los cuerpos de procesamiento de RNA (p-bodies)158. En ocasiones, cuan-

do su promotor está hipermetilado gracias  a una expansión anormal de islas CpG en el DNA5, FMRP no se sintetiza y conse-

cuentemente la síntesis  de proteínas es  anormalmente alta en las neuronas, en particular en las  dendritas. Este fenómeno se ha 

observado en al menos el 50% de los casos de retraso mental en humanos159. Su de�ciencia provoca el crecimiento desmedido 

de espinas dendríticas inmaduras y una pobre comunicación interneuronal160.
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No es de sorprender que alteraciones en estas  proteínas tengan un efecto pleiotrópico de tal magnitud. Fxr1 también participa 

en el procesamiento de miR-9  y miR-124, los  cuales  regulan negativamente su expresión en un sistema de asa de regulación 

negativo, ya que el mRNA que lo codi�ca contiene MREs para ambos miRNAs161, 162.

Por otra parte, alteraciones en otras proteínas como Atx2 y Me31b, que se asocian a NGs y son causantes de ataxia en huma-

nos cuando están mutadas, también tienen un efecto deletéreo en la plasticidad sináptica en moscas y ratones163-166. 

El homólogo en mamíferos de Armitage en Drosophila, MOV10 (Moloney Leukemia Virus  10), una helicasa dependiente de ATP 

del tipo DEaD box que también se asocia a RISC167, es esencial para el aprendizaje condicionado de aromas en neuronas de los 

cuerpos pedunculados (mushroom bodies) y es abundante en dendritas. Cuando ocurre un incremento en la transmisión excita-

toria acompañada de una elevación de calcio momentánea, se induce la degradación de Armitage y se libera la represión tra-

duccional de RISC. Ello permite la traducción de mensajeros  dendríticos como CamK2 que refuerza la e�cacia sináptica10.  En 

mamíferos un fenómeno semejante se ha encontrado en neuronas de hipocampo de ratón165.

A la fecha al menos  12 miRNAs se han asociado con plasticidad sináptica, en particular con fenómenos  de potenciación y de-

presión a largo plazo (LTP y LTD respectivamente)168-170. Ver Fig. 2.1.1 y Tabla 5.

Fue en el molusco Aplysia californica en donde se identi�có por vez primera el control de CREB  por miR-124 y su papel en la 

facilitación sináptica,  que es  una forma de LTP en invertebrados171. En este paradigma, la hipoexpresión dendrítica de miR-124 

en neuronas sensoriomotoras, derivada la estimulación con serotonina, aumenta la e�cacia sináptica y el aprendizaje condicio-

nado de la neurona motora. A diferencia de los  mamíferos, miR-124 sí está enriquecido en las  dendritas de la neurona motora. 

En este mismo modelo se ha demostrado que otros  sncRNAs participan en la consolidación de la memoria.  En este sistema se 

descubrieron varios cientos de piRNAs que cambiaban su expresión después de entrenar al animal bajo el mismo paradigma. En 

especial un piRNA, DQ541777, ha demostrado tener un papel de silenciamiento de genes no consolidantes de la faciliotacin 

como CREB2, que es  el mayor inhibidor para el establecimiento de la memoria en Aplysia172. Este miRNA ayuda a metilar el 

promotor en respuesta al incremento de estimulación con serotonina (5-HT).

En resumen, en neuronas  los miRNAs cumplen un papel preponderante no solamente en los  eventos globales de diferenciación 

celular sino también en el control de una de las funciones primordiales que llevan a cabo las neuronas: la comunicación sinápti-

ca. Apenas se está descubriendo el el papel que estas pequeñas moléculas tienen en neuronas del adulto en condiciones nor-

males y patológicas en donde parecen tener un rol central.

Tabla 5. microRNAs Implicados con Plasticidad Sináptica. Funciones generales de regulación de la plasticidad sináptica y los miRNAs asociados con dichos cam-
bios y sus blancos moleculares. Modi�cado de Qureshi & Mehler66.
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Fig. 2.2.1. Funciones Asociadas de microRNAs con el Control de la Expresión Génica Global y de LTP en Neuronas. (a) Ls cajas anaranjadas enlistan 
funciones en las que se han implicado a los miRNAs (y otros ncRNAs) en neuronas maduras así como algunos de los factores de transcripción que son regulados o que con-
trolan la expresión de miRNAs.(b) Esquema general miRNAs y mensajeros involucrados en la remodelación de la estructura de las espinas dendríticas (izquierda) así como de 
genes centrales en la plasticidad sináptica (derecha). Se incluye al único piRNA asociado a la facilitación a largo plazo en el molusco Aplysia. Tomado de Qureshi & Mehler66. 
Erratum: La expresión de LIMK1 en espinas dendríticas de hipocampo está controlado por miR-134 y no por miR-132 como se indica en la �gura original.
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� Desde que se comenzaron a clonar los  primeros miRNAs, rápidamente se encontró que tenían patrones de expresión 

espacio-temporales bien de�nidos, y esto también es cierto en el sistema nervioso19, 173. Como se mencionó anteriormente exis-

te una población de miRNAs que son importantes para la función neuronal. De hecho se estima que al menos  el 50% de todos 

los miRNAs en el humano y en la rata son expresados en este tejido.

Como en muchos casos, en el cerebro y en el resto del sistema nervioso central (SNC) hay gradientes  de expresión de miRNAs 

que dependen del tipo celular y de la región de que se trate.  Esta estrategia biológica permite adquirir o mantener un nivel de 

especialización que correlaciona con su función particular.

A la fecha existen varios mapas neuroanatómicos de expresión de miRNAs en los cuales se han identi�cado áreas  de expresión 

especí�ca y compartida de miRNAs18, 23, 24, 74, 174, 175 (Fig. 2.2.1).

Se ha  demostrado que existe una subpoblación de miRNAs neuronales que tienen una distribución somato-dendrítica que les 

permite regular de forma local la expresión de mensajeros blanco colocalizados. Éstos se detectaron primero en dendritas dise-

cadas con láser, mediante qRT-PCR multiplexado176, y después  en SN obtenidos  por �ltración secuencial,  mediante análisis de 

microarreglo, mismos que se validaron por NB, ISH, FISH y estudios funcionales.

Entre los miRNAs dendríticos mejor caracterizados están miR-29a/b, miR-134, miR-132, miR-138  y miR-181a entre otros. La 

función local más evidente ha sido la de regular la morfología de las  espinas dendríticas en función de estímulos como la exposi-
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Figura 2.2.1. Expresión de microRNAs 
en el Cerebro de Roedor. (A) Microarre-
glos de expresión de miRNAs de diferentes 
áreas del cerebro. Landgraf et al.18 (izquier-
da); Bak et al.24 (derecha) (B) Hibridación in 
situ (ISH) de miR-124, con sondas LNA, en 
corteza frontal de ratón. La �gura de la dere-
cha B es un acercamiento que denota locali-
zación preferente en el soma neuronal. 
Nelson et al.257 (C) ISH �uorescente (FISH) 
de miR-128 enriquecido en corteza, cuerpo 
estriado, hipocampo y cerebelo, (D) FISH de 
miR-200b de expresión casi exclusiva de 
bulbo olfatorio. Bak et al.



ción a BDNF, (una neurotro�na necesaria para la sobrevivencia neuronal y la plasticidad sináptica), despolarización prolongada y 

aumento local de calcio en la sinapsis2, 15, 177, 178 (Fig. 2.2.2).

miR-134 regula a Limk1, una cinasa que fosforila al complejo ADF/Co�lina que despolimeriza los �lamentos de actina que le dan 

altura a la espina dendrítica. En presencia de BDNF, el receptor TrkB  se autofosforila y activa la vía de Rac, lo que a su vez pro-

voca la liberación del miRNA del mensajero de Limk1, causando la desagregación de actina F localmente. Esto disminuye la 

extensión de la espina y adquiere un fenotipo enano y maduro.

miR-132 tiene un efecto antagónico a miR-134, al regular a p250Gap, una Rho GTPasa que actúa río arriba en la vía, inhibe a 

Rac, que es un regulador positivo de Limk1179, 180.  Cuando la represión traduccional por estos miRNAs  se retira (e. g., en pre-

sencia de BDNF), por un lado aumenta la expresión de Limk1 acelerando la despolimerización de actina,  pero por otro también 

va aumentando gradualmente el p250Gap, para ir frenando a la actividad de Limk1 y evitar la retracción total de la espina den-

drítica. Cuando este sistema está frenado por ambos miRNAs el fenotipo de la espina es alto y estrecho.

En suma, este mecanismo no apaga totalmente la expresión de ambos  genes, sino que dosi�ca su abundancia local, la cual  

cambia únicamente en función de los estímulos externos que activan cascadas de señalización apropiadas.

miR-138  tiene un efecto opuesto al anterior, favorece la maduración morfológica de la espina (corta y ancha). Tiene como blanco 

a una proteína acil-tio-esterasa (Apt-1/Lypla-1) que normalmente retira un residuo de ácido mirístico de una proteína G trimérica, 

G�12/13, lo que provoca que pierda su anclaje a la membrana y se diluya en el dendroplasma. Cuando está anclada, G�12/13 

activa a la GTPasa RhoA (de la familia Ras), que además requiere una fosforilación coincidente por un receptor tipo Trk con li-

gando. Cuando esto ocurre, se activa a la cinasa Rok y fosforila a Limk1 provocando la desestabilización del citoesqueleto de 
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Figura 2.2.2. microRNAs Somato-
Dendríticos con Función Localizada 
en Espinas Dendríticas. (A) ISH con 
sondas de LNA de miR-26a y miR-124a 
en neuronas hipocampales de cultivo 
primario (18 DIV). Nótese el patrón puntea-
do en el inserto (�echas blancas)176. (B) 
Colocalización de una sonda marcada con 
FITC (verde) e hibridada con miR-134 y un 
anticuerpo marcado con rodamina anti-Si-
napsina, un marcador post-sináptico (rojo). 
Los puntos amarillos indican vecindad 
entre las moléculas. En condiciones basa-
les (panel central), las espinas dendríticas 
son largas y delgadas, es decir, inmadu-
ras. Cuando se agrega un oligo 2-O-meti-
lado que titula a miR-134, las espinas se 
tornan enanas y anchas, o sea, maduras. 
El mismo efecto se observa con BDNF2 
(panel inferior). (C) Colocalización de miR-
138 y MAP2 (proteína de citoesqueleto) en 
dendritas de neuronas hipocampales de 
cultivo primario(18 DIV)15. La transfección 
de un 2-O-metil-oligo complementario a 
miR-138 favorece una estructura madura 
de las espinas dendríticas, similar a la 
inhibición de miR-134 (panel inferior), 
aunque mediante mecanismos diferentes. 
Ver texto. La barra blanca indica 20 �m en 
C y D.



actina y reduciendo la altura de la espina,  como se explicó arriba. (Fig. 2.2.3). El tiempo en el que BDNF esté presente y la com-

petencia entre ambos mecanismos es lo que en parte de�ne la estructura �nal de la espina dendrítica.

Dado que los miRNAs actúan concertadamente es probable que haya otros que participen en este y otros procesos dendríticos.

¿Cuántos y cuáles miRNAs tienen la misma distribución intracelular?  ¿Cuál es su nivel de expresión local? ¿Éste depende del 

contexto de cada región del cerebro como ya se había estudiado?  ¿Cuáles mRNAs pueden ser los blancos de estos  miRNAs 

dendríticos?

Basado en el estudio publicado por Cajigas et al. (ver sección ii)  al menos 64 de 87 mensajeros, que fueron identi�cados en 

dendritas  mediante FISH, poseen varios  centenares de sitios predichos de unión a miRNAs (MREs)  en sus  secuencias 3’ UTR 

(Fig. 2.2.4).  Aunque no existe una correlación entre el tamaño de estas secuencias y el número de MREs presentes, es claro 

que dichos mensajeros tienen un alto potencial de regulación por otros  miRNAs que se expresen en el SNC, en especial en las 

dendritas.

Figura 2.2.3. Mecanismo Concertado de Regulación Morfológica de las Espinas Dendríticas por microRNAs. El estado basal (izquierda) ocurre en ausencia 
de BDNF y la cantidad de proteína de APT1, p250gap y Limk1 es limitada. Cuando el receptor de BDNF se activa (derecha) la represión por miRNAs cesa, pero cuando au-
menta p250gap y disminuye Ga12/13 entonces la vía de activación de Limk1 se va autolimitando, hasta que llega a un nuevo equilibrio. Probablemente otras vías con�uyan en 
este mecanismo. Ver texto para detalles.
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Figura 2.2.4. Frecuencia de Secuencias 
Semilla de microRNAs en Mensajeros 
Somato-Dendríticos. Los MREs fueron 
predichos mediante los algoritmos microCosm 
y miRanda mediante el servidor miRDip�
 (http://ophid.utoronto.ca/mirDIP) usando 
como referencia 47 mensajeros somato-den-
dríticos experimentalmente demostrados en el 
trabajo de Cajigas, IJ. et al.49 de los cuales se 
obtuvieron las secuencias 3’ UTR de rata de la 
base de datos de Ensembl mediante Biomart�
 (http://central.biomart.org/sequence). Los 
MREs predichos se basan en un alto grado de 
conservación (>80% entre 2 a 5 especies de 
mamíferos). En el inserto superior se ejempli�ca 
la multiplicidad MREs en el extremo 3’ UTR del 
mRNA codi�cante de beta actina (Actb) de 
rata. El MRE localizado cerca del codón de 
Stop (porción izquierda) corresponde a 
miR.125b que tiene una expresión robusta en 
dendritas.



Algunas proteínas de la maquinaria del RNAi (i. e., Dicer y Argonauta)  son muy abundantes también en los procesos dendríticos 

de neuronas maduras (Fig. 2.2.5). Aunque no en todos los casos su marca coincide con el marcador post-sináptico PSD-95, lo 

que sugiere que solamente algunas sinapsis son “marcadas” con este mecanismo de regulación.

El enriquecimiento encontrado de estas proteínas  en dendritas fue uno de los primeros indicios de que los  miRNAs podían ejer-

cer una actividad preponderante en el espacio peri-sináptico. Otros componentes de RISC como la helicasa MOV10 o la nu-

cleasa SMN también han sido encontrados en los mismos procesos membranales, tanto en dendritas165 como en axones de 

neuronas en desarrollo181.

Un aspecto interesante es que estos componentes, en particular de Ago2, se distribuyen en pequeños foci (focos  de localiza-

ción) que presentan un movimiento anterógrado a lo largo de la dendrita, el cual aumenta en función de la estimulación con 

agonistas de receptores de glutamato de tipo NMDA (excitatorios)182. Este tipo de estimulación realizada en terminales sinápti-

cas aisladas aumenta la concentración de calcio local, lo que activa a la proteasa calpaína y provoca la fragmentación de Dicer. 

Aparentemente esto ayuda a que su actividad catalítica incremente localmente cortando con mayor procesividad sustratos de 

dsRNA como son los pre-miRNAs. De hecho algunos pre-miRNAs están altamente enriquecidos en estas preparaciones, y en 

algunos casos su concentración es mucho mayor que que la correspondiente a fragmento maduro14.

Esto puede ser un mecanismo en el que se reserva un “pool” de miRNAs no comprometido en la traducción que solamente se 

libera una vez que la actividad neuronal se incrementa, aumentando la capacidad catalítica de Dicer y permitiendo la movilización 

de nuevos complejos RISC a las sinapsis  estimuladas, con el �n de amortiguar el exceso de proteína que potencialmente puede 

producirse (Fig. 2.2.6).  Esto tiene sentido pues la tasa de recambio de hebras líder en RISC in  vitro es de aproximadamente 5 

minutos78, tiempo su�ciente para iniciar cambios plásticos en la sinapsis.
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Figura 2.2.5. Dicer y Ago en Dendritas 
de Neuronas Maduras. (A) Inmunohisto-
química de Dicer (paneles a, c, e) y Argonauta 
(paneles b, d, f) en Corteza (Cx; a-b), Cerebelo 
(Cb; c-d) e Hipocampo (Hp; e-f) de ratón. Los 
anticuerpos usados son policlonales y en el 
caso de Ago detecta todas las isoformas de la 
proteína. En todos los casos se observan foci 
de Ago en la región perinuclear y nuclear. La 
barra representa 20 �m. (B) Inmunolocalización 
por actividad de peroxidasa de rábano (HRP) 
acoplada a anticuerpos anti-Ago (b) y anti-Dicer 
(c) en espinas dendríticas (s). Nótese que la 
mayor precipitación de la solución de revelado 
ocurre en la porción post-sináptica. At, terminal 
axonal. Modi�cado de Lugli et al.8



Figura 2.2.6. Modelo General de Regulación Traduccional por microRNAs en Espinas Dendríticas. Además de que la maquinaria de traducción está localizada 
en la cercanía de las espinas dendríticas, también RISC y Dicer colocalizan en estos sitios. En condiciones basales esta maquinaria puede estar reprimiendo mensajeros que 
normalmente son translocados a la sinapsis hasta que su traducción sea requerida, por ejemplo bajo condiciones de aumento de la transmisión sináptica. Esto lo hacen fortale-
ciendo otros mecanismos como por ejemplo los mediados por FMRP. Por otro lado, el silenciamiento local de la traducción puede requerirse para acotar el incremento de la 
síntesis de proteínas que sobreviene al aumento de la actividad de transmisión sináptica o por la estimulación con factores de crecimiento. Esto activa cascadas de señalización 
(no indicadas) como de AKT/PKC o MAPK/ERK que modi�can a RISC e inhiben su efecto represor, el cual puede estar acompañado de un mayor procesamiento de pre-miR-
NAs in situ con la �nalidad de limitar temporalmente la traducción y evitar la sobreactivación. Ambos mecanismos no son mutuamente excluyentes y pueden operar en fases. Un 
mayor procesamiento de precursores de miRNAs puede estar acompañado de complejos RISC que se movilizan con mayor velocidad después de la activación neuronal. La 
interacción con otras RNPs puede dirigir el destino de cada complejo RISC funcional. Así, incluso puede revertir su actividad y promover la traducción selectiva de algunas po-
blaciones de mRNAs, vía FRX1, pero esto requiere mayor escrutinio en el contexto neuronal.

Finalmente, una hipótesis más aventurada es que el complejo RISC no solamente reprima la traducción, sino que bajo ciertas 

condiciones de hecho la favorezca. Se ha observado que bajo un contexto de deprivación de suero o de arresto del ciclo celular, 

la asociación con la proteína FXR1, que es un parálogo de FMRP en mamíferos, favorece la traducción de mRNAs de forma 

especí�ca mediante un mecanismo que aún no se ha disecado183, 184.

Estos escenarios no son mutuamente excluyentes y pueden operar simultáneamente, lo cual es un reto enorme para poder di-

secar cada vía de acuerdo con el miRNA especí�co del que se trate.

50



Para este proyecto, se probaron varias metodologías de puri�cación de SN para obtener la mayor pureza posible, libre de 

contaminantes provenientes  del soma neuronal y/o de las células gliales  como astrocitos u oligodendrocitos, así como de la 

actividad de RNAsa. Al �nal, se modi�caciones al método de Carlin et al.185, con el que obtuvimos la mejor integridad ultraes-

tructural y limpieza de todas.

Esta preparación proporciona varias ventajas, entre las cuales se encuentran:

1. El aislamiento de sinapsis  de cualquier área del cerebro de interés,  lo que en nuestro caso permitió establecer un 

mapa neuroanatómico de la expresión de miRNAs  en el cerebro, sin precedentes al momento de la publicación del 

artículo asociado a este trabajo.

2. Un rendimiento de RNA y proteína su�cientemente alto para su análisis  por medio de técnicas cuantitativas y semi-

cuantitativas.

3. Bajo costo relativo a  otras técnicas como las  de cultivo celular en donde no se pueden aislar sinapsis puras  y cu-

yas diferencias  con los  organismos vivos pueden ser fundamentales, especialmente a nivel molecular.  Muchos 

trabajos publicados sobre miRNAs sinápticos estaban realizados en neuronas diferenciadas en cultivo.

4. Constituyen una instantánea del estado sináptico de animales vivos  adultos con un sistema nervioso intacto al mo-

mento de la disección.

5. Son muy útiles dentro de diversos paradigmas experimentales tanto in vivo e in vitro, para analizar los efectos  loca-

les  de expresión de una variedad de genes  así como de la abundancia local de proteínas e intermediarios  químicos 

en cascadas  de señalización.  En este caso, el paradigma que se usó fue el de la inducción farmacológica de epi-

lepsia mediante aplicación sistémica  de ácido kaínico (KA), que es un modelo ampliamente documentado y valida-

do, reminiscente de patologías observadas en humanos y en animales.

6. Constituye un modelo que permite evaluar la expresión de genes en sinapsis de neuronas  maduras  intactas, en 

donde se sabe relativamente poco acerca de la expresión de miRNAs sinápticos.

7. Finalmente, que permite comparar el contenido sináptico con las fracciones  totales  para  establecer una diferencia 

entre el extracto crudo o total, que contiene el núcleo celular y el citoplasma perinuclear, y el sinaptoneurosomal.

Entre las desventajas de este sistema se encuentran:

1. Tener una gran cantidad de tejido (aproximadamente 1 g) para obtener su�ciente material de análisis.

2. Que ocupa mucho tiempo por extracción, lo que puede ser crítico cuando se trabaja con RNA de bajo peso mo-

lecular.

Como se indica con precisión en el apartado 5.1 del capítulo de materiales y métodos, se utilizó una preparación cuya caracte-

rística principal era la sedimentación de terminales sinápticas enriquecida con densidades post-sinápticas (PSDs), mediante la 

centrifugación en gradientes discontinuos de sacarosa.
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Este método fue re!nado alterando algunos pasos  críticos para aumentar la calidad del RNA extraído así como la pureza de las 

fracciones. Éstas  incluyeron el incremento de la velocidad de disección, la adición de inhibidores de RNasas, la añadidura de 

pasos en la centrifugación así como una dilación del tiempo de corrida, el número y calidad de los  golpes durante la homogenei-

zación, disminución de las revoluciones por minuto aplicadas, y !nalmente de la eliminación de un paso de homogeneización 

con vidrio,  que provocaba un daño signi!cativo sobre los  SN (al juzgar por el análisis ultraestructural que mostró una amplia 

edematización mitocondrial y la constante fractura de membranas que no se resellaban durante la extracción 

Esta metodología resultó ventajosa, ya que proveía de RNAs contenidos principalmente en los elementos post-sinápticos, que 

corresponden mayoritariamente a sinapsis axo-dendríticas, tal como se observó más tarde,  basados en la medición de algunos 

marcadores de RNA y de proteína.

El análisis ultraestructural mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM) mostró un número importante de sinapsis que 

aún mantenían los  elementos pre- y post-sinápticos  unidos; pero también una gran cantidad de densidades post-sinápticas 

dispersas, semejante a los resultados obtenidos en los trabajos base. La validación de la pureza a nivel de marcadores de RNA y 

proteína se describe más adelante en la sección 4.1 de resultados.
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� Validar un modelo de sinaptoneurosomas (SN) 
apropiado para el análisis de microRNAs, me-
diante microscopía electrónica de transmisión 
(TEM), Western blot (WB) y qRT-PCR.

� Identi�car microRNAs en SN mediante Dot blot 
(DB) y Northern blot (NB).

1. Existe una población de microRNAs de 
localizados en sinapsis del cerebro de la 
rata adulta, que es detectable en 
fracciones sinaptoneurosomales puras.

2. La expresión de microRNAs en el sistema 
nervioso central presenta una distribución 
neuroanatómica diferenciada.

� Analizar la expresión global de los microRNAs 
sinápticos mediante microarreglo, de SN de 
cerebro completo de rata adulta y así como de 
cinco áreas neuroanatómicas diferentes.

3. Hay una distribución asimétrica de 
microRNAs entre la fracción total y SN que 
es variable según cada componente 
neuroanatómico.

� Determinar las diferencias de expresión de 
microRNAs sinápticos entre cada fracción total 
y sinaptoneurosomal respectiva.

� Con�rmar con�rmar dichas observaciones 
mediante qRT-PCR y NB de miRNAs 
seleccionados.

4. La despolarización neuronal prolongada 
inducida in vivo modi�ca la expresión de 
los microRNAs en las sinapsis de forma 
selectiva y especí�ca de tejido.

� Medir el efecto epileptogénico del ácido kaínico 
sobre la expresión de microRNAs sinápticos 
mediante qRT-PCR y NB.



� Originalmente se utilizaron dos métodos distintos de puri�cación de sinaptoneurosomas (SN), sin embargo uno de estos 

métodos fue descartado cuando se halló contaminación de RNAs nucleolares (e. g., snoRNA U43) y el otro se adaptó hasta que 

se obtuvo una nula señal del mismo marcador en SN.

Las  adaptaciones realizadas a este último método (Ver Fig. 4.1.1 y sección 8.1 en el Cap. VIII)  incluyeron a) un aumento en el 

volumen de sacarosa utilizado para el gradiente, b)  un aumento en el número de pasos de centrifugación, en particular al �nal de 

la puri�cación, así como en c)  el tiempo de centrifugación,  en los pasos  3  y 4, lo que permitió concentrar mejor cada fracción sin 

perder integridad estructural de las membranas recuperadas. 

El análisis ultraestructural de SNs de cerebro completo,  realizado mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM), mos-

tró una alta frecuencia de densidades post-sinápticas (PSDs), asociadas a membranas reselladas. Además se encontró un nú-

mero menor de sinapsis completas (denominas sinaptosomas; Syn), reconocidas por a)  la presencia de membranas cerradas 

yuxtapuestas, b) con asimetría electrodensa en un elemento (PSDs), c) y con un contenido vesicular en el otro (Fig. 4.1.2). 

Las PSDs fueron encontradas con una proporción aproximada de 20:1 con respecto a los sinaptosomas en al menos 30 

campos analizados de las 5 regiones del cerebro que se estudiaron, lo que con�rma que la fracción SN está enriquecida 

con elementos post-sinápticos, más que con sinaptosomas.
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Figura 4.1.1. Método de Puri�cación de Sinaptoneurosomas (SN). 
Este método se basa en centrifugación secuencial en gradientes de isopícni-
cos de sacarosa (concentración indicada en cada tubo). Aproximadamente 1g 
de tejido se homogeneiza -fracción Total- en Buffer A (ver Apéndice IA) y es 
centrifugado 4 veces hasta obtener un pellet (rojo).  En cada paso se recupe-
ran alícuotas de todas las fracciones para ser analizadas por WB. La interban-
da SN en el paso 3 se recupera con una pipeta Pasteur. Mtc, mitocondria; 
SN, sinaptoneurosomas; Mcs, microsomas (retículo endoplásmico fragmenta-
do); Myln, mielina (oligodendrocitos). S1 y S2 indican sobrenadantes. La 
velocidad y duración de cada corrida se indica en la parte inferior.



Figura 4.1.2. Microscopía Electrónica de Transmisión de Sinaptoneurosomas de Cerebro Completo. (A) Fotomicrografía de SN (20, 000X) que muestra la 
presencia de densidades post-sinápticas (PSD, �echas verdes). En varios casos sinapsis completas son visibles (�echas rojas). Tanto la pre-sinapsis y la post-sinapsis (PRE y 
POST, respectivamente), se indican la ampliación). También se detecta la presencia de algunas mitocondrias no edematizadas (asteriscos), normalmente presentes en el 
elemento pre-sináptico. (B) SN de cerebro completo (40.000X). Los paneles inferiores proyectados corresponden a sinapsis conservadas con ampliación de 50,000X. Nóte-
se que hay una mayor proporción de PSDs que de sinapsis completas.

También se encontró un número reducido de mitocondrias pre-sinápticas así como extra-sinápticas. La mayor parte de estos 

organelos se separan en el paso 3  de puri�cación en forma de pellet. Otras estructuras como vainas de mielina y/o microsomas 

fueron de las menos frecuentes.

Otro aspecto que apoya el  enriquecimiento de post-sinapsis en SN fue el hallazgo de estructuras en forma de “collar de perlas” 

y de corpúsculos adosados a partículas electrodensas,  que se reconocieron solamente al ampliar las imágenes 60, 000 veces 

(Fig. 4.1.2). Éstos corresponden a polirribosomas y maquinaria del ‘aparato espinar’ que contiene retículo endoplásmico rugoso 

(RER)  adosado con polirribosomas (Fig. 4.2.4), y posiblemente con fracciones de aparato de Golgi. Dichas  observaciones co-

rresponden con hallazgos semejantes realizados mediante TEM sobre tejido cerebral intacto o bien en fracciones SN39, 185, 186. 
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El mismo análisis  realizado sobre SNs de cinco grandes áreas neuroanatómicas mostró resultados parecidos. En todas  se ob-

servó una proporción mayoritaria de SN/Syn, aunque ésta variaba según cada tejido. El hipocampo en particular fue la región 

que mas SNs mostró en preparaciones realizadas en paralelo y analizadas en al menos 10 campos por muestra (Fig. 4.1.4).
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Figura 4.1.3. Presencia de Polirribosomas  
contenidos en SN. Fotomicrografía de SN de 
cerebro completo de rata adulta (60, 000X) con 
numerosas densidades post-sinápticas (PSDs, 
�echas verdes) próximas a estructuras de “collar 
de perlas” (polirribosomas; �echas azules en panel 
inferior izquierdo). En todos los casos éstas apa-
recieron dentro de elementos post-sinápticos 
(POST) en donde ocurre la síntesis local de pro-
teínas. En algunos casos se detectaron riboso-
mas asociados al ‘aparato espinar’ (panel inferior  
central), aunque también se encontraron desaso-
ciados de otras estructuras (panel inferior dere-
cho).  En algunas sinapsis (�echas rojas) se ob-
servaron PSDs con muy alta electrodensidad, 
posiblemente debido a que converge más de una 
sinapsis en ese sitio (panel inferior central).

Figura 4.1.4. Análisis Ultraestruc-
tural de SN de Cinco Regiones 
del Cerebro. Fotomicrografía repre-
sentativas de SNs analizados por TEM 
de cada tedio disecado del cerebro. En 
todos los casos se encontró una alta 
densidad de PSDs (�echas verdes) y en 
menor medida sinaptosomas (ySn, 
�echas rojas)  Para indicar el origen 
anatómico de cada área disecada se 
incluyen imágenes de reconstrucción 
virtual del cerebro murino, creadas con 
el software Brain Explorer (v2.2.1) del 
Al len Inst i tute for Brain Science 
(http://www.brain-map.org). (a) Tallo 
cerebral (Bs, rosa); Corteza (Cx, verde). 
(b) Cerebelo (Cb, amarillo); Bulbo 
olfatorio (Ob, verde claro). (c) Hipocam-
po (Hp; verde). Syn, sinaptosomas 
(sinapsis completas; PSD, densidades 
post-sinápticas. 



Las  áreas del cerebro que fueron seleccionadas la identi�cación de miRNAs fueron: bulbo olfatorio (Ob), corteza (Cx), hipocampo 

(Hp), cerebelo (Cb) y tallo cerebral (Bs). Ver Panel A.

En términos de practicidad, éstas fueron seleccionadas por la facilidad para ser disecadas del cerebro en el menor tiempo posi-

ble y con su�ciente masa para extraer RNA de alta calidad.
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Panel A 
En esta estrucllXa se llevan a cabo fIxtciones complejas 
de integración, ~ción. pIaneacI6o. lenguaje y de 
toma de decisiciones fiet1te a los estímulos provenientes 
de Ior órganos sensoriomotores. Cada sentido (vista, 
audicióo, tacto, gusto y olfato) se encuentra 
representado en áreas corticales bien delirmadas y las 
neuronas que la componen están intrincadamente 
inervadas entre ellas. Se compone de 6 capas de 
neuronas piramidales con diferentes arquitecturas e 
Intemeuronas, pri'lcipalmenle de tipo excitatorio 
(glutamatérgicas), acompañadas de neuronas 

granulares intubitorias (GASA Y gIiCinérgicas). 

~ .""" ...... ;. 
¡~- :t 

Corteza ~. __ 
(Cx) 

Cerebelo Ja 
(Cb) '/-". J 

Localizado Oebajo de la corteza temporo-mecfl3l, su 
función es la consoidaci6n de la memoria de corto a 
largo plazo. as( como la navegación espaCial. Esta región 
limbica se conecta con otras áreas del cerebro medIante 
la corteza enlOrTinal, especialmente hacia la amigdala, 
un área encargada de las emociones como el mlE!do o la 
tra, por b qoo el hipocampo partiCipa activamente en 
eventos de aprendizaje COIldiciorlado. Aquí se ha 
estudiado ampliamente el fenómeno de PotenciaciOO a 
Largo Plazo (lTP) en donde las dendritas de neuronas 
bipolares aumentan la frecuencia Y amplitud de la 
despolarización durante horas o dias después de una 
estlmulación rec\JT9rlte. 

En el Ob se adquteren y procesan las señales odorfferas del 
ambiente. Las neuronas bipolares que cruzan la basa del 
cráneo por la parte posterior de los ojos (placa cribiforme), 
proyectan sus dendritas hacia el epiteflO olfativo en la cavidad 
nasal, en donde concentran hasta 1200 variedades de 
receptores acoplados a prol e/nas G. cada neurona expresa 
un solo tipo de receptor, aunque diferentes clases de moIécu­
~ pueden activarlos. la información adqUirida es pasada al 
bulbo, donde las células rrutraJes se agrupan en gIomérulos, y 
de ah! a la corteza olfativa en la base de! cerebro. Algunas 
fibras conectan con la región antera-ventral del hipocampo 
donde se almacena la memoria odorifera. Proporcionalmente, 
este órgano ocupa hasta e! 20% del volumen total del c:etebfo 
en roedores y muchas neuronas son reemplazadas penodlca­
mente con precursores neuronales provenientes de la zona 
subventricular al intenor del ceretxo. 

'Jj 

Se compone de lres tipos principales de neuronas: de 
Purkin)e, de GoIgI Y de canasta. la función de este 
órgano es la de la coordinación del fTlCl'oIimiento fino del 
mÜSGulo esquelético, el cálculo de la temporalidad y 
recientemente se ha asociado al cómputo de la memoria _. 

Aquí se controlan funciones básicas como e! ritmo 
cardio--resprallXio, y por esta vía disCWTen ~ señales 
sensoriornotoras que Vl3Jan del cerebro al resto de/ 
cuerpo y viceversa. También desde aqui surgen los trece 
nervios aaniales que controlan la sensitividad Y e! 
movimiento de la cara y e! coolo. Esta estructura se 
conecta profusamente con el tálamo y el ~áJamo as!" 
como con er cerebelo. 



� Para medir la pureza de los SN se midieron una serie de marcadores proteicos  de núcleo, periplasma nuclear, sinapsis 

y glía,  adicionalmente a algunos componentes de RISC en cada una de las fracciones recuperadas durante la puri�cación de 

SNs. Así, se utilizó el método de Western blot (WB) y análisis densitométrico para determinar la abundancia relativa de cada 

marcador (Fig. 4.2.1).

Figura 4.2.1 Western Blot de Marcadores de Núcleo, Glía, Soma Neuronal, Sinapsis y RISC en Fracciones Asociadas a la Puri�cación de SN. Se 
utilizaron 2u5g de proteína de cada fracción extraída de cerebro completo de rata adulta (n=3) (A)  Los marcadores de soma (NeuN y Tubulina �1) fueron reducidos en SN 
(recuadro punteado en rojo) así como los de glía (Mbp y Gfap). Los marcadores de sinapsis se observaron notablemente incrementados (�-actina, NMDAR1, Psd-95 y Sv2). 
Compare la fracción P1 vs. SN en todos los casos.  Nótese que la concentración de Tub�1 es mayor en la fracción S1 que en el total. Los marcadores de miRISC (Ago2 y 
FMRP) mostraron un enriquecimiento semejante. El anticuerpo 4F9 detecta las 4 isoformas de las proteínas de Argonauta de rata (eIF2C1-4). Se utilizó Tub�3 como control de 
cargado ya que su distribución fue homogénea en todas las fracciones. (B) El análisis densitométrico por fracción o por marcador (C) fue calculado con los valores normalizados 
con respecto al control de cargado (Tub�3). La intensidad medida en el homogenado total (línea negra) y en SN (línea roja) están resaltadas para mejor comparación. Myln, 
mielina; Mcs, microsomas; Mtc, mitocondria; SN, sinaptoneurosomas.

Esta aproximación mostró que al comparar el homogenado total vs. la fracción SN, ésta última mostraba una reducción impor-

tante del marcador nuclear NeuN, que es  un factor de transcripción especí�co de neuronas, así como del marcador de citoes-

queleto restringido a soma, tubulina alfa 1 (Tub�1). Ver Tabla 6.

Aunque se cargó la misma masa de proteína por fracción, fue obvio notar que la cantidad observada en el homogenado total 

era menor que en P1. Esto se explica por el efecto concentrador del método de puri�cación, que aglutina los fragmentos nu-

cleares y del periplasma nuclear del soma en forma de pellet en el primer paso de centrifugación.
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Tabla 6. Valores Densitométrico Relativos de Marcadores Extra- e Intra-Sinápticos en la Fracción SN. La normalización se calculó como el cociente de los 
valores densitométricos observados en cada fracción dividido entre la fracción total [Fx/Total]. La fracción P1 (negro) y SN (rojo) se resaltan para facilitar la visualización del efecto 
de puri�cación progresiva de los componentes sinápticos.

La baja abundancia de los marcadores de glía,  como la proteína básica de mielina (Mbp)  y la proteína glial �brilar ácida (Gfap), 

indicó también la ausencia de contaminación glial y mielínica, asociada a oligodendrocitos y astrocitos, respectivamente.  Simul-

táneamente, se halló un enriquecimiento de las proteínas de localización sináptica �-actina (citoesqueleto), NMDAR1 (receptor-

canal iónico de glutamato permeable a sodio y calcio), Psd-95 (proteína de andamiaje de la densidad post-sináptica) y Sv2 (mar-

cador de vesículas de liberación de neurotransmisores), lo que con�rmó el enriquecimiento de terminales sinápticas en los  SN. 

Es importante destacar que el marcado incremento de Psd-95 es re�eja de las  densidades post-sinápticas,  presentes única-

mente en las dendritas, lo cual correlaciona con los hallazgos observados mediante TEM. 

Adicionalmente se encontró una abundancia importante de las proteínas de la familia de Argonauta así como FMRP, que son 

marcadores de miRISC, lo que apoya algunas observaciones realizadas previamente en procesos  dendríticos y axonales2, 8, 181, 

182. Fue sorprendente hallar un enriquecimiento en SN de casi tres veces para Ago2 con respecto al total, lo que sugiere un pa-

pel activo no sólo cerca de la vecindad sináptica sino también en astrocitos, oligodendrocitos, y en el retículo endoplásmico, 

dada su alta concentración en la fracción mielínica (Myln) y microsomal (Mcs). Este último caso re�eja el también su denomina-

ción original cuando no se conocía su función, otrora conocida como GERP95 o proteína granular del retículo endoplásmico de 

95 kDa187.

La proteína Tub�3  mostró una distribución equitativa (casi ideal)  en todas las  fracciones,  lo que demuestra que su distribución 

intracelular es homogénea en las neuronas  y en la glía,  como se ha documentado anteriormente188. En este sentido funcionó 

perfectamente como control de cargado, aunque el efecto de dividir su valor densitométrico al de todas  otras las bandas, no 

causo alteración en las proporciones calculadas.

Es importante mencionar que se corrieron todas las muestras en paralelo a partir de muestras frescas mezcladas de 3  animales 

diferentes, divididas en 4 geles.  Las  membranas transferidas con la proteína fueron bloqueadas, lavadas y desnudadas hasta 6 

veces,  sin una pérdida notable de la señal, lo que implica que los valores  de proporción calculados para cada fracción celular y 

para cada marcador estuvieron libres del ruido inherente a los cambios de masa cargada.

Basado en los datos anteriores se concluyó que la fracción SN era altamente pura y mantenía la integridad estructural de los 

elementos mayoritariamente post-sinápticos.

59



� Con el �n de determinar si el procedimiento de extracción no dañaba el RNA de los  SNs,  en especial el de bajo peso 

molecular (LMW RNA), se realizaron cuatro procedimientos. El primero fue en fraccionar el RNA por tamaño, con un punto de 

corte >200 nt, mediante precipitación parcial con etanol (ver sección 8.2 en Materiales  y Métodos). El segundo procedimiento 

consistió en ampli�car por RT-PCR de punto �nal  la abundancia del mRNA codi�cante del marcador Tub�1, un marcador do-

cumentado como de localización semi-restringida al soma189.

El análisis por PAGE reveló que no había degradación del RNA de alto y bajo peso molecular,  evaluado por tinción con bromuro 

de edito (EtBr).  Por otro lado el RT-PCR  de los  marcadores Tub�1 y Gapdh de SNs de cerebro completo, corteza e hipocampo, 

fue negativo para Tub�1, aún después de 35 ciclos  de corrida, lo que con�rmó la ausencia de contaminación de RNAs prove-

niente del soma neuronal en los SN (Fig. 4.3.1).

La ampli�cación del mRNA codi�cante de la enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (Gapdh) en ambas fracciones  mos-

tró que la integridad del RNA en dicha fracción estaba intacta. No obstante la abundancia de este marcador fue en promedio 

20% menor en SN. Este mensajero ya había sido documentado en fracciones  sinaptosomales mediante RT-PCR  radiactivo 190, 

191.

El tercer procedimiento implicó determinar con precisión la integridad del RNA en SN, utilizando el método de electroforesis mi-

crocapilar en chip en un ‘bioanalizador’ (Agilent Technologies’ Bioanalyzer), un instrumento que mide la intensidad de �uorescen-

cia de emisión, en microcapilares grabados en vidrio rellenados con una matriz de gel por donde corre el RNA previamente mar-

cado con un agente intercalante �uorescente, que es excitado por un láser adecuado.

La medición se realiza con un lector láser acoplado a un arreglo de electrodos que selectivamente aplican una corriente eléctrica 

a cada capilar que contiene una muestra individual.  Todas las mediciones  se calibran con las de un marcador de peso molecular 

de RNA, y el  patrón resultante se expresa como la intensidad de pixeles en función del tiempo de corrida, y se puede represen-

tar en un plano, formando una imagen de un gel virtual.

El resultado del análisis del RNA total de SN de cerebro completo (SCe), así como de cada área del cerebro que se estudió, 

mostró una alta conservación de los  marcadores  de RNA más abundantes, los  rRNAs 28S,18S, 5S y 5.8S, así como el de los 
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Figura 4.3.1. RT-PCR de punto �nal de Tub	1 
y Gapdh en SN. Arriba, electroforesis en gel desna-
turalizante de acrilamida (PAGE 15%:Urea 8M) teñido 
con bromuro de etidio (EtBr) que muestra el RNA de 
bajo peso molecular (<200 nt de longitud) después de 
ser fraccionado por precipitación parcial con etanol 
(panel superior). Nótese que las bandas no muestran 
un “barrido” longitudinal del RNA ribosomal (rRNA), lo 
que indica que no hay degradación apreciable por 
este método. Al centro, RT-PCR de Tub�1 y Gapdh, 
abajo, después de 35 ciclos de ampli�cación utilizan-
do 5 �g de RNA de alto peso molecular como molde, 
aislado del tejido total de cerebro (Ce), corteza (Cx) o 
hipocampo (Hp) y de sus respectivas fracciones 
sinaptoneurosomales (SCe, SCx, SHp). Las muestras 
de Cx y Hp para Tuba1 no fueron procesadas en este 
experimento (espacio en blanco).



tRNAs (Fig. 4.3.2), lo que con"rmó las observaciones anteriores. El número RIN (RNA Integrity Number)  calculado para estas 

muestras fue >8.9.

Finalmente el cuarto procedimiento consistió en realizar un per"l de expresión de diversos marcadores de mRNA de localización 

somato-dendrítica en las fracciones de soma (homogenado total)  y de SN, algunos de los cuales codi"can para las proteínas 

que se mencionaron anteriormente. Para ello se utilizó la técnica de qRT-PCR
§
, que tiene una sensibilidad varios órdenes de 

magnitud mayor que el PCR convencional.

La curva de ampli"cación de Tub�1 (Fig.  4.3.3)  mostró una diferencia Ct de 3  ciclos aproximadamente entre el homogenado de 

cerebro total (Ce)  y los SN (SCe). Esto signi"ca que la cantidad de molde que había originalmente en SCe fue de 23 = 8  veces 

menos, lo cual apoyó las observaciones anteriores en el PCR semicuantitativo.

El marcador ArhGef5, que codi"ca para un intercambiador del nucleótido de guanina dependiente de la proteína Rho, involucra-

da en procesos de señalización que involucran a receptores  acoplados a proteínas G, mostró una diferencia de 13  ciclos en 
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§ Esta técnica se basa en la ampli�cación de DNA por una polimerasa de DNA recombinante no termolábil en combinación con un agente �uorescente que 
aumenta su concentración en la medida en la que se  intercala en el DNA de doble cadena (dsDNA), durante la fase de hibridación (annealing) por cada 
ciclo. Así, la intensidad de �uorescencia es una función lineal de la concentración inicial de molde o templado con la que se comienza la ampli�cación, y por 
lo tanto, a cada ciclo le corresponde un valor especí�co de �uorescencia, que va aumentando de forma exponencial hasta convertirse en una curva asínto-
ta. Así, para comparar la expresión de un amplicón entre dos muestras biológicas, se toma como referencia el valor de �uorescencia observado en un ciclo 
de corte delimitado en el inicio de la fase exponencial, que se denomina ciclo límite de referencia ó Ct (cycle threshold).

Dado que en cada ciclo de PCR hay una duplicación de cada cadena de DNA, entonces es posible expresar el valor de Ct con la expresión 2n, donde 
n=Ct. En consecuencia, el incremento de una unidad del valor de Ct indica el doble de DNA molde. Por tanto, la diferencia de una unidad de Ct indica la 
mitad de la concentración de DNA molde inicial. 

Debe tomarse en cuenta que el valor de Ct calculado para un amplicón especí�co (~100nt de longitud en este estudio) sólo depende de la e�ciencia de 
hibridación del par de oligonucleótidos (primers) que se empleen, por lo cual no es posible usar la comparación directa del valor de Ct de un gen con el otro 
de un gen distinto. De esta forma, el único criterio de comparación aceptable usado en este trabajo fue el cambio de Ct para un gen especí�co, entre dos 
o más muestras biológicas, denominado delta Ct (dCt).

Figura 4.3.2. Integridad del RNA en SN.  
(A) Electroforesis microcapilar de RNA total (50 
ng) de homogenado de cerebro completo 
(Total) y de sinaptoneurosomas (SN). Las grá�-
cas son �guras representativas de muestras 
individuales. (B) Representación en dos planos 
de un gel virtual de tres muestras de cerebro 
completo (Ce) y de (C) las cinco regiones del 
cerebro analizadas, en donde cada banda 
representa un pico de intensidad de �uorescen-
cia. Los RNAs ribosomales correspondientes a 
cada pico en el histograma se indican en cada 
�gura. Ob, bulbo olfatorio; Cx, corteza; Hp, 
hipocampo; Cb, Cerebelo; Bs, tallo cerebral.



promedio, siendo ésta mayor para SCe. Esto con#rma las observaciones previas indicando su presencia únicamente en el soma 

neuronal.

Figura 4.3.3. Curvas de Ampli
cación por qRT-PCR de mRNAs de Soma y Sinapsis. La abundancia de marcadores de RNA que se expresan primordialmente en 
el soma neuronal (Tub�1, panel izquierdo; ArhGef5, líneas azules en panel derecho) es signi�cativamente menor en SN. El marcador de sinapsis (NMDAR1, línea color lavanda 
en panel derecho). Cada línea representa un ensayo individual en un experimento realizado con SN de cerebro completo, usando 50 ng de RNA total como molde, por triplica-
do (n=3 animales) o de muestras conminadas de vario animales. El valor �Rn corresponde a la �uorescencia normalizada o efectiva una vez restado el valor de la referencia 
pasiva (ROX). En la ampli�cación se incluyó un control negativo que no contiene molde de RNA pero sí el par de oligos especí�cos para cada reacción. Ce, cerebro completo; 
SCe, SN de cerebro.

Contrariamente, el mRNA de NMDAR1 de localización somato-dendrítica no mostró una diferencia signi#cativa entre ambas 

fracciones, lo que demuestra que los niveles de expresión en SN son tan altos como en el soma neuronal. La cuanti#cación del 

per#l general de ampli#cación de marcadores  somato-dendríticos (incluyendo los anteriores)  con#rmó los resultados obtenidos 

en el WB (Fig. 4.3.4).

Al analizar el cociente del valor de 2Ct SN/Total de los  mRNAs de soma, se halló que todos están disminuidos en más del 50% 

tan sólo en la fracción SN, como se determinó por el factor de retención en SN (PS/T). Este valor expresa porcentualmente la 

abundancia de cada marcador con respecto al homogenado total (100%) después de la puri#cación.
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Figura 4.3.4. Per
l de Expresión de mRNAs de 
Soma y Somato-Dendríticos en SCe.. Cuanti�cación 
relativa (SN/Total) por qRT-PCR de marcadores de soma 
(A & B) o de sinapsis (C & D), incluyendo además el 
mRNA de Ago2; (n=3 animales, por duplicado). (B & D) 
Los valores porcentuales de retención en SN para cada 
marcador fueron calculados como 100*(SN/Total). Éstos 
indican cuánto molde se retuvo al �nal de la puri�cación de 
SN. La signi�cancia estadística se calculó con una prueba 
pareada de t de Student de dos colas; *P�0.01. Ce. 
homogenado total de cerebro; SCe, SN de cerebro 
completo.



Tales resultados validaron la pureza de los SN, especialmente al analizar la expresión de marcadores como ArhGef5 y ArhGef11, 

que codi�can para un factor intercambiador de GDP por GTP en citosol, cuya diferencia de expresión entre ambas fracciones 

(PS/T de 0.05% y 0.2%, respectivamente) no se había reportado con anterioridad.

Por otro lado, los marcadores de localización dendrítica mostraron un enriquecimiento promedio mayor al  70%  en la fracción 

SN, cuyos mRNAs contienen secuencias de localización dendrítica en su extremo 3’  UTR como es  el caso de Camk2�.  Estas 

observaciones con�rman hallazgos similares reportados previamente.

Finalmente, el mRNA codi�cante de Ago2 mostró un factor de retención en SN cercano al 20%, lo  que sugiere que también 

puede ser parcialmente localizado cerca de las sinapsis en las neuronas del animal adulto.

De forma notable, este método no pudo discriminar completamente la presencia del snRNA U6 en SN, un RNA que forma parte 

del complejo del espliceosoma. Como veremos más adelante, la posibilidad de que este RNA también tenga una localización 

dendrítica aún no descrita se mantiene latente, ya que se ha documentado la actividad extranuclear de splicing en dendritas  de 

neuronas hipocampales en cultivo, y ello pudiera justi�car nuestra observación, cuyo escrutinio experimental se mantiene.

Sin embargo, la expresión relativa de U6  en la fracción P1, que contiene núcleos y otros debris, fue 7.4 veces mayor que en SN, 

y 5.1 veces que la observada en la fracción total. Esto supone una disminución real del 86% en SN al �nal del proceso de puri�-

cación.  En el mismo sentido, el enriquecimiento de ArhGef5 (17X) y Tub�3  (2.3X) en P1 con�rma que la abundancia de RNAs 

perinucleares es signi�cativamente menor en SN (Fig. 4.3.5).

En conclusión, las modi�caciones  realizadas al método de extracción de SN reportado por Carlin y cols.,  permitieron una segre-

gación importante de marcadores de proteína y de RNA que con�rman que el material proveniente de SN es bona �de, ya que 

contiene mayoritariamente terminales  post-sinápticas aisladas. Adicionalmente, no tiene contaminación proveniente de otras 

células como astrocitos y oligodendrocitos. Por lo tanto determinamos que esta preparación era aceptable para estudiar su con-

tenido de miRNAs, como se describirá más adelante.
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Figura 4.3.5. Expresión de mRNAs Marcadores de 
Soma o Sinapsis en la Fracción Nuclear P1. Para realizar 
el per�l de expresión medido por qRT-PCR, se usaron ~100ng 
de RNA total de cada fracción como molde para la reacción de 
transcripción reversa (n=2). Se gra�có el cociente del valor de Ct 
observado en SN y en P1 (eje “Y”) en función de cada marcador. 
Nótese que los RNAs U6 y ArhGef5 están altamente concentra-
dos en el núcleo (>6 veces). Contrariamente, los marcadores 
dendríticos (�-Actina, Camk2�, Arc, y NMDAR1) están más 
enriquecidos en los SN, lo que indica la presencia de un trans-
porte activo hacia las cercanías de los contactos sinápticos.



� Para contestar la pregunta sobre si los miRNAs maduros y sus precursores podrían localizarse en las  terminales sinápti-

cas, utilizamos la técnica de dot-blot (DB) como una estrategia para realizar un análisis inicial que fuera rápido y barato. Se inició 

con el estudio de homogenado total y SN en cerebro completo, así como en la corteza (Cx) y el hipocampo (Hp). 

El DB  consiste en la hibridación de una muestra de RNA marcada con el isótopo radiactivo 32P, sobre una membrana nitrada de 

nylon,  que contiene oligonucleótidos  de DNA goteados  y entrecruzados a la matriz mediante luz UV. De esta forma se pueden 

generar miniarreglos con la cantidad de sondas  que se requiera. El nivel de expresión se evalúa como la intensidad radiométrica 

medida en función de la cantidad de un RNA particular que se mantenga retenido a una sonda mediante hibridación comple-

mentaria.  Dicha actividad se revela con una placa ultrafotosensible, como son las placas radiográ�cas o bien las pantallas de 

Phosphorimager (Amersham).

Para este experimento se utilizaron 36 sondas, de las cuales 29 fueron diseñadas para detectar miRNAs que previamente ha-

bían sido reportados como de expresión neuronal robusta en una variedad de tejidos y líneas  celulares19, 20, 192, 193. De éstos, 

algunos fueron escogidos por presentar MREs predichos por los algoritmos TargetScan y miRanda,  en los 3’ UTR de mRNAs 

documentados como de expresión dendrítica, entre los cuales estaba NMDAR1, Camk2a y Arc. Estos mRNAs  se seleccionaron 

a su vez por su relevancia en el establecimiento de la plasticidad sináptica en la potenciación y/o depresión a largo plazo (LTP y 

LTD, respectivamente) y por su distribución somato-dendrítica (Fig. 4.4.1).

Los controles que se incluyeron fueron el miRNA muscular miR-1 (control negativo),  snRNA U6  (107 nt en rata; sólo presente en 

la fracción total)  y el ncRNA retrotransposónico de localización dendrítica BC1/BC200 (158  nt; somato-dendrítico que participa 

en la inactivación del factor de traducción eIF4A y su unión a la subunidad 18S del ribosoma194), y 4 tRNAs (Ala, Asp, Lys y Phe).  

Adicionalmente se incluyeron 5 sondas dirigidas contra la región del asa (loop) de los precursores de miRNAs let-7a-1, let-7e y 
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Figura 4.4.1. Análisis de Expresión de microRNAs 
Sinápticos por Dot Blot. Se usó 1 �g de RNA <200 nt 
de cerebro completo (Ce), corteza (Cx) e hipocampo (Hp); 
n=5 animales, marcado con 32P para hibridarlo a 37 ºC en un 
miniarreglo con 36 sondas (indicadas en panel izquierdo). La 
imagen representa un autorradiograma de cada condición, 
con la intensidad de la señal indicada en pseudocolor. Como 
control positivo se utilizaron sondas para 4 tRNAs y para el 
ncRNA BC1, que es un marcador de RNA dendrítico, enri-
quecido en sinapsis. Las sondas que identi�can a 4 pre-miR-
NAs se diseñaron contra la región del loop, excepto la de 
miR-124a, que abarca todo el precursor. 



let-7d, miR-19a y miR-124a (60-100 nt de longitud), para determinar si éstos también podían expresarse cerca de los contactos 

sinápticos.

El RNA total, extraído de tejido completo o de los SN, fue fraccionado por peso molecular mediante precipitación parcial con 

etanol y 1 �g que contenía a las especies <200 nt de longitud fue usado para el marcaje con 32P. Esta maniobra permitió reducir 

la hibridación inespecí�ca dada por las especies de alto peso molecular (>200 nt).

Cabe destacar que para alcanzar la masa crítica de detección, previamente evaluada en una curva de intervalo dinámico (datos 

no mostrados), fue necesario mezclar el RNA de 3  a 5 animales, lo que a su vez penalizó el poder estadístico de nuestras obser-

vaciones. Pero estos datos exploratorios dieron la pauta para realizar experimentos subsecuentes.

La inspección de la expresión de miRNAs en la corteza y en el hipocampo demostró ser diferente a la observada en el cerebro 

completo para algunos miRNAs como let-7b, miR-34a, miR-128, miR-195 entre otros. Sin embargo, entre los miRNAs que mos-

traron mayores diferencias entre la fracción total y la SN fueron miR-124a y miR-125b y miR-128.

Otros miRNAs como miR-22, miR-24, miR-30b o miR-195b (y otros  de menor expresión)  mostraron abundancias similares  en 

ambas fracciones. De manera importante, miR-340, miR-346  y miR-349, no fueron detectados en SN, pero sí en la fracción 

total. Ver Tabla 7.
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Figura 4.4.2. Histograma de Expresión de microRNAs Sinápti-
cos Analizados por DB. Los miRNAs de mayor expresión en el ho-
mogenado total de cada tejido muestran una variabilidad en su fracción 
SN. La baja sensibilidad de este método no permitió de�nir la expresión de 
los miRNAs miR-324-3p en adelante, como sí ocurrió en el análisis de 
microarreglo. Nótese que el snRNA U6 fue detectado en todas las frac-
ciones. Es importante destacar que no es posible realizar una compara-
ción de expresión entre distintos genes ya que la e�ciencia de hibridación 
es diferente para cada uno.



Tabla 7. Valores de Densitometría de microRNAs Maduros Cuanti�cados por DB. El análisis densitométrico se realizó con el programa ImageJ (NIH) utilizando el 
tRNAPhe como normalizador para las muestras de Cerebro Completo (Ce), Corteza (Cx) e Hipocampo (Hp). Se presentan en escala de color, en donde rojo representa la 
máxima intensidad de señal autorradiográ�ca y en violeta profundo, la mínima. Las barras horizontales re�ejan esos mismos cambios. La sonda let-7d* se hibrida con la secuen-
cia pasajera de let-7d (let-7d-3p), que es la hebra complementaria al miRNA maduro en el precursor. Los cocientes SN/Total están indicados para cada muestra, en donde la 
fracción SN de cada tejido se denomina SCe, SCx y SHp, respectivamente. La sonda de miR-1 corresponde a un miRNA de expresión muscular únicamente. Nótese que la 
estimación de enriquecimiento sináptico se ve afectada en mayor medida cuando los valores de expresión son muy bajos. ND, no detectado en el total (ver texto para detalles). 
Los renglones sombreados indican las sondas que se utilizaron para el análisis por Northern blot (el cual se explica más adelante). El miRNA miR-189 cambió de nombre a miR-
124-1* de la v8.0 a la v13.0 del miRBase, éste último se usará en adelante. Dicha secuencia es parte del precursor de miR-24-1.

Es posible que los miRNAs enriquecidos en Ce (let-7b, miR-124a, miR-125b, miR-128, miR-134 y miR-195)  sean mayoritaria-

mente una contribución de la corteza principalmente y en menor medida del Hp. Aunque es posible que otros miRNAs como 

miR-16,  miR-22, miR-24 o miR-30b (altamente expresados en SCe) provengan de otras regiones como el estriado,  el tálamo, el 

hipotálamo o el cuerpo calloso, tejidos no fueron investigados individualmente que se hallan en la base del cerebro.

La expresión de los pre-miRNAs  fue sensiblemente más baja en lo general, comparado los miRNAs maduros, excepto para el 

pre-miR-124a, cuya abundancia fue alta en SCe y SCx, pero no en SHp. Dado que la sonda que detecta el precursor de mir-

124 también se puede hibridar con el miRNA maduro de 21 nt,  es posible que la señal detectada sea la sumatoria de la fracción 

madura con la del precursor.  Sin embargo, cuando se compararon las dos señales individualmente, la sonda del precursor tuvo 

un incremento de señal mayor al 30% en todos los  casos, excepto en SHp, lo que indica que la señal remanente es probable-

mente bona �de (Tabla 8).  Por lo cual es posible aventurar que es probable que este precursor también se localice en las termi-

nales sinápticas.
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Tabla 8. Valores de Densitometría de pre-miRNAs Cuanti�cados por DB. Las sondas utilizadas para detectar a los precursores de miRNAs están dirigidas contra la 
región del asa. miR-19a(-) corresponde a la sonda antisentido que detecta la secuencia pasajera. miR-124a FL detecta la secuencia completa del precursor. ND, no detectado 
en el total. 

Con los resultados anteriores  se concluyó que los miRNAs y algunos de sus precursores cosedimentan en una fracción que está 

enriquecida en terminales sinápticas que tienen una amplia representación de densidades post-sinápticas, cuya expresión en 

algunos casos es idéntica en la fracción total y en la SN. Además, que la expresión de algunos miRNAs maduros correlaciona, y 

es  mayor incluso, que la proporción observada para un ncRNA marcador dendrítico BC1/BC200. Finalmente, la distribución 

soma-sinapsis de los miRNAs  medidos por DB, muestra que es distinta entre el cerebro completo y la corteza o el hipocampo, 

lo que con�rma la hipótesis de la localización sináptica de miRNAs, variable en éstas áreas del cerebro. Sin embargo, este análi-

sis demostró por vez primera que el enriquecimiento de miRNAs en sinapsis es una fenómeno variable y que tiene un compo-

nente de especi�cidad de tejido.

A pesar de la relevancia de estos hallazgos, el estudio de DB  careció de tres aspectos  fundamentales: 1) el número de muestras 

necesarias para establecer una signi�cancia estadística en las diferencias de expresión de cada miRNA, 2) la certeza de que los 

fragmentos  detectados correspondan al tamaño esperado para un miRNA, y 3) un mayor espectro de cobertura de la expresión 

de miRNAs en la rata.  Aunque se utilizaron varios animales y los datos representan la contribución de individuos mezclados, no 

fue posible calcular una desviación estándar que ayudara a realizar un análisis  estadístico más profundo. 4)  En suma, este mé-

todo sólo serviría como un medio exploratorio para ahondar en dichas diferencias mediante otras metodologías,  más cuantitati-

vas y especí�cas.

� Para validar la señal observada en el ensayo de DB  para algunos miRNAs se decidió utilizar la técnica de Northern blot 

(NB), que brevemente consiste en la hibridación de una sonda marcada con 32P a una membrana de nylon nitrada a la cual se le 

ha transferido y �jado el RNA de bajo peso molecular (<200 nt) de cada muestra. Éste previamente fue resuelto por electroforesis 

en un gel desnaturalizante de acrilamida (PAGE) al 15%/Urea 8  M para resolver cada uno de los RNAs de acuerdo con su tama-

ño. De esta forma al hibridarse a la membrana permanecerá la marca y por tanto puede ser revelada en una placa fotosensible.

Como se muestra en la Fig. 4.5.1, las sondas diseñadas para los  miRNAs let-7b, miR-124a, miR-19a, miR-24-1, miR-30b, miR-

34, miR-128, miR-189 y miR-335 detectaron fragmentos  ~21 nt de longitud, con�rmando que tales  especies tienen el tamaño 

esperado para un miRNA.
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Sin embargo, no 

todos  los  miRNAs 

observados en las 

fracciones totales de 

Ce, Cx y Hp tuvieron 

el mismo nivel de 

expresión en SN. Así, 

miR-19a, miR-189 y 

miR-335 sólo fueron 

detectadas en SCe y 

no en los SN de Cx y 

Hp.  También se con-

�rmó que BC1 y el 

tRNAPhe se expresan 

prominentemente en 

SN, incluyendo al 

snRNA U6 que fue 

detectado con menor 

nivel de expresión.

Paralelamente, sólo los precursores  de let-7b y miR-24-1 dieron señal positiva en fragmentos entre 60 a 100 nt de longitud. Esto 

puede deberse a que dichas  sondas estén detectando los  precursores  de otras isoformas, como es  el caso de let-7 que tiene 

hasta 8  miembros en rata, o bien que es modi�cado post-transcripcionalmente,  por ejemplo por la acción de uridilasas como 

Tut4 (ver Discusión),  como sería posible en el caso de miR-24 cuyo precursor sólo es monogénico.  No obstante éste sólo fue 

identi�cado en SHp, aunque la secuencia pasajera, miR-24-1*, no lo fue.

Aún cuando los resultados del análisis  de NB  no correlacionaron totalmente con los  de DB, algunos miRNAs como miR-19a, 

miR-24-1, miR-30b y miR-124a sí lo hicieron positivamente, a diferencia de los  miRNAs miR-34a, miR-128, miR-335 (cfr. Tabla 

5). Estas disparidades entre los métodos  pueden explicarse por las diferencias de masa de RNA utilizadas entre las fracciones 

total y SN. Mientras que en los tejidos totales se utilizaron entre 30 a 50 �g de RNA total, en las fracciones SN sólo se usó de 1 

�g de RNA de bajo peso molecular. La razón de ello obedeció a que los datos serían normalizados con un tRNA y a que la masa 

requerida para detectarlos a partir de tejido completo requería el sacri�cio de múltiples animales y el consecuente gasto exacer-

bado de columnas de puri�cación y fraccionamiento de RNA. Por ello se optó por tomar estos datos solamente como la veri�-

cación del tamaño de los miRNAs, por lo que estos resultados fueron considerados solamente desde el  punto de vista cualitati-

vo.

Aunque los  datos no se complementan del todo con las metodologías presentadas, dadas  las restricciones metodológicas que 

se describieron arriba, en lo general se sustentaron mutuamente y,  como se describirá más adelante, estos datos se con�rmaron 

con otras herramientas más robustas y precisas.
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Figura 4.5.1. Northern blot de microRNAs de 
Homogenado Total y SN de Ce, Cx y Hp. (A) 
Los fragmentos observados ~21 nt corresponden a 
los miRNAs maduros. La sonda miR-124(-) corres-
ponde a la secuencia sentido del miRNA maduro y se 
usó como control negativo. En el caso de miR-30b, se 
observaron bandas que oscilan entre 21 y 22 nt que 
posiblemente sean isoformas de la familia de este 
miRNA (5 miembros). En estas condiciones miR-335 
no fue detectado. (B) Algunos precursores  entre 60-
100 nt se detectaron sólo en el caso de let-7b y miR-
24-1. Nótese que sólo los precursores de éste último 
están presentes en las fracciones SN, especialmente 
en Hp, aunque su secuencia pasajera no fue detecta-
da. (C) BC1 mostró un enriquecimiento en SN y U6 
fue detectado en la misma fracción El tRNAPhe está 
presente en la fracción SN,. El miRNA muscular miR-1 
y la sonda antisentido de BC1 [BC-1(-)] se utilizaron  
como controles negativos.



En resumen, los datos aportados por las metodologías  de DB  y NB  muestran que los miRNAs maduros, y algunos precursores, 

se localizan en sinapsis aisladas del cerebro completo así como de la corteza e hipocampo. Estos muestran un patrón diferen-

cial de expresión entre las fracciones total y SN que varían de acuerdo con el tejido. 

� Con la �nalidad de cuanti�car de forma más precisa las diferencias de expresión de miRNAs entre el tejido total y los SN, 

utilizamos la técnica de PCR  cuantitativo ó qRT-PCR, en especial el método de Taqman® (ABI-Life Technologies) que consiste 

en la ampli�cación de las secuencias maduras de miRNAs de forma especí�ca, capaz de discernir entre isoformas altamente 

conservadas con una resolución de hasta un nucleótido, así como de discriminar entre precursores y secuencias maduras, con 

una alta sensibilidad (en el orden fM). Ver Panel B.

Panel B. Método de Ampli�cación por qRT-PCR de microRNAs con Sondas Taqman©. Este método utiliza cuatro primers. El primero tiene un estructura de tallo y 
asa desapareado por 5-7 nt en el extremo 3’ (azul claro). Éste se utiliza para sintetizar el cDNA, uniéndose a una región del miRNA maduro en el extremo 3’ (rojo). La hibridación 
se logra por incubación a 16 ºC por 15 min y la transcripción reversa (RT) a 50 ºC por 30-45 min. Una porción del cDNA. Los otros tres se utilizan simultáneamente durante el 
qPCR en donde se utilizan dos oligos convencionales, uno que que se une a la secuencia complementaria a la copia del miRNA (FWD) y el otro (REV) y un tercero que contiene 
un �uoróforo (F) y un apagador (Q) en cada extremo del oligo, mismo que se aparea parcialmente río abajo a la secuencia complementaria del miRNA, en el cDNA previamente 
sintetizado. Una vez que la Taq polimerasa elonga la cadena desde el primer REV, a su paso desaparea y degrada el oligo modi�cado mediante su actividad de exonucleasa 5’-
3’, lo que libera al �uoróforo de la acción del apagador, y esto produce la �uorescencia que registra el instrumento. El pagador, usualmente variantes químicas de rodamina, 
apaga la señal del �uoróforo activo (variantes de �uoresceína) mediante FRET (Förster resonance energy transfer) cuando está a una proximidad <10 nm.

Con este ensayo se encontró que de cinco miRNAs analizados, solamente cuatro eran detectables  en la fracción sináptica de 

cerebro completo, y que miR-153 estaba casi ausente de dicha fracción (Fig. 4.5.1).
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Figura 4.6.1. qRT-PCR de microRNAs Maduros en SN. Se usaron 200 ng de RNA de tres animales por fracción como molde la transcripción reversa (RT). (A) La media 
y desviación estándar de los datos de Ct crudos fue gra�cada en función de cada miRNA medido, para demostrar la baja variabilidad observada entre cada animal; Dada la 
carencia de un marcador equivalentemente expresado entre ambas fracciones, no se llevó a cabo una normalización de datos. Recuérdese que los valores de Ct son inversa-
mente proporcionales a la abundancia original  de un amplicón, por lo que a mayor valor de Ct, menor es la abundancia del molde o templado. Así, el miRNA miR-153 tuvo una 
diferencia de 2.3 ciclos entre el total y los SN, lo que equivale a 22.3=4.9 veces mayor expresión en la fracción total de cerebro (Ce) con respecto a la fracción SN (SCe). El 
miRNA de expresión en músculo presentó los valores de Ct más altos, indicando su ausencia en SCe. La ampli�cación observada en Ce probablemente se genera a partir de 
las células del músculo liso del endotelio capilar. (B) Cuanti�cación relativa (SN/Total) de cada miRNA expresada en SN. Note que la única diferencia estadísticamente signi�cativa 
pertenece a miR-153, calculada por una prueba pareada t de Student de dos colas (P�0.05). Las barras de error se incrementan al convertir los valores de Ct individuales en el 
espacio lineal (2Ct). Los miRNAs let-7d, miR-9 y miR-124 mostraron diferencias no signi�cativas, por lo que se asume que están localizados en la vecindad sináptica. El porcen-
taje de miRNA retenido en la fracción SN se gra�có como [(SN/Total) x 100], denominado el factor PS/T (inserto superior). ND, no detectado.

Aún más evidente fue la diferencia encontrada para el snRNA U43, de localización nuclear, el cual no pudo ser ampli�cado en los 

SN, con�rmando una vez más que dicha fracción está libre de contaminación de RNAs nucleares. Lo cual sugiere que el snRNA 

U6 antes detectado tiene una localización dendrítica que es bona �de.

Al mismo tiempo, miR-1, de expresión muscular fue detectado en niveles  sumamente bajos, a diferencia de los  miRNAs neuro-

nales let-7d, miR-9 y miR-124, que refuerzan las observaciones realizadas anteriormente para el primero y el último miRNAs.

Dado que la expresión de miR-153  fue signi�cativamente menor en SN, concluimos que la localización de miRNAs en la vecin-

dad sináptica debe ser un fenómeno altamente selectivo, que envía en diferentes concentraciones a los miRNAs a regiones cer-

canas a las  sinapsis,  posiblemente basado en las  diferencias  de las  secuencias  de cada miRNA o bien por un efecto de difusión 

que estuviera en función de la abundancia de cada miRNA. Más tarde veríamos que éste no fue el caso.

Aunque este método fue el más  sensible que pudimos  utilizar en su momento, la limitante �nanciera nos  obligó a elegir una pla-

taforma de qPCR  más barata para los  experimentos subsecuentes. Sin embargo, con los datos mostrados arriba, decidimos 

realizar un análisis global de todos los miRNAs reportados hasta entonces, mediante la técnica de microarreglo, con el �n de 

mapear las diferencias de expresión entre ambas fracciones, tanto en cerebro completo como en diferentes subregiones.

Para ello se estableció una colaboración con el Dr. Ronald P.  Hart de la Universidad Estatal de Nueva Jersey, en EU, quién desa-

rrolló y validó la plataforma de miRNAs bautizada originalmente con el nombre de miRmax, comercializada posteriormente por 

Invitrogen bajo el nombre de NCode®. Los resultados se describen en el capítulo 5.
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Sinaptoneurosomas �

� El modelo de SN mostró una clara separación entre marcadores de proteína y RNA, usando altos volúmenes de sacaro-

sa en cada paso de centrifugación, para diluir cada componente extra-sináptico hasta donde fuese posible. La adición de un 

paso extra al �nal de la corrida ayudó a eliminar contaminación microsomal (retículo endoplásmico y Golgi)  y glial que se agrega-

ba al sacar la interfase de SN en el  paso 3, mediante una pipeta Pasteur. Esto se logró colocando la muestra sobre una “cama” 

de sacarosa con una densidad alta (1M) pero que sólo permite la sedimentación de SN.

Las  desventajas de este método son a) que se requiere bastante tejido para obtener su�ciente material de análisis (3  a 5 anima-

les por extracción), ya que se pierde hasta un 50% de material durante la centrifugación, y b) que es muy prolongado ya que 

cada extracción toma al menos 4 horas. Aunque, desde luego, la calidad es mayor que con otros métodos.

Otras estrategias, como la de Loscher et al.195, que se enfoca principalmente en la extracción de sinaptosomas  (Syn), fueron 

descartadas  por la pobre separación de marcadores de RNA entre fracciones, adicional a la falta de enriquecimiento en PSDs. 

También la metodología de Villasana et al.186,  basada en la �ltración secuencial con membranas de nylon de porosidad decre-

ciente, porque la mayoría de las membranas post-sinápticas tienden a romperse con mayor facilidad, especialmente cuando no 

se humedecen antes de ser utilizadas. Esto resulta en una hiper-dilución del citodendroplasma y la potencial pérdida de molécu-

las relevantes.

Las  modi�caciones  al método de Carlin et al.,  no afectaron la integridad ultraestructural de la fracción. De hecho al realizar un 

comparativo de sus  resultados con los nuestros, no se encontraron diferencias ni en la proporción de PSDs ni en el grado de 

edematización mitocondrial185, que suele ser un factor morfológico que se toma en cuenta para evaluar el impacto del método. 

Además la evaluación por expertos que revisaron nuestra fracción SN concluyeron que era una preparación adecuada.

Entre otros factores  que se modi�caron al método estándar fueron a)  la reducción de la velocidad de homogeneización con pisti-

lo de te�ón y no de vidrio, b)  la homogeneización de los pellets colectados  disgregando con pipeta Pasteur en lugar de un ho-

mogeneizador de vidrio, c)  la preparación y mantenimiento de los gradientes de densidad de sacarosa a 4 ºC de forma constan-

te, d)  la minimización en la producción de burbujas  durante el pipeteo, e)  la rapidez con la que se efectuó la disección de cada 

región del cerebro en frío constante, y f) el incremento de la concentración de inhibidores de RNasas en cada solución.

Así,  este método provee una buena base para el análisis de componentes post-sinápticos sin pérdida excesiva de citodendro-

plasma, útil para estudiar miRNAs sinápticos.

Western Blot

� La separación de marcadores del cuerpo neuronal y dendríticos  si bien no fue absoluta,  permitió maximizar el enriqueci-

miento de proteínas sinápticas en la fracción SN (Psd-95 y Sv2), una reducción dramática de los marcadores de soma y una 

desaparición de los gliales (Gfap y Mbp).  La separación de proteínas  basada en su distribución subcelular es un proceso compli-

cado,  especialmente con ultracentrifugación, pues en general obtienen gradientes de abundancia. Esto es  más aparente con 

proteínas que no están discretamente localizadas, a diferencia de las proteínas nucleares o o de otros organelos.
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La poca abundancia aparente de algunos marcadores  que se observó en la fracción total, comparada con SN para NeuN o 

Tub�1,  se debió probablemente a la diferencia de volúmenes en los que se diluyó cada muestra, aún´n cuando se cargaron can-

tidades de proteína iguales en cada gel para WB. Esta disminución fue proporcional al volumen utilizado para cada fracción. 

Mientras que el homogeneizado total se resuspendió en 10 mL de sacarosa, la fracción SN terminó con 0.5 mL de volumen $nal 

en PBS. Es por ello que la comparación entre la fracción P1 y SN fue la más adecuada para establecer las diferencias con mar-

cadores de soma que para los demás, pues es  en P1 donde se concentran los cuerpos neuronales  con núcleos y otros grandes 

fragmentos  celulares. Para marcadores uniformemente distribuidos en la neurona como Tub�3  este cambio fue imperceptible, 

aunque implica que está altamente concentrada en el soma.

Por su parte, el hallazgo más sorprendente de estos datos fue encontrar un enriquecimiento de las  proteínas Argonauta (eIF2C1-

4) y FMRP en SN, lo que posiblemente re	eje su importancia en dendritas. Este descubrimiento no fue tan sorprendente si uno 

toma en cuenta la abundancia encontrada mediante inmunohistoquímica en procesos dendríticos de neuronas hipocampales y 

corticales reportada por Lugli et al 8 y Antar et al196.

Si dicho enriquecimiento re	eja su actividad localizada, entonces sería interesante evaluar si ocurren cambios de abundancia 

relativa entre soma y sinapsis bajo diferentes condiciones celulares, evaluando su tasa de translocación a dendritas, la unión de 

otras proteínas como Dicer/TRBP, modi$caciones postraduccionales y su degradación local, en función su actividad catalítica, 

en particular de Argonauta. Tales observaciones no habían sido reportadas en SN puros con anterioridad.

Dado que el anticuerpo policlonal 4F9 reconoce a todos los miembros de la familia de Ago, la diferencia entre la señal detectada 

para Ago2 con el anticuerpo monoclonal y 4F9 deja un camino para explorar la abundancia local de cada miembro, en especial 

de Ago4 cuyas mutaciones en el sitio catalítico de coordinación de Mg2+ (Ago2-GXDR y DV -> GXVR y GV-Ago4) impiden que 

tenga actividad endonucleasa con los mRNAs blanco80, 125.

Separación de RNA por Peso Molecular y RT-PCR de Punto Final

� El método de precipitación parcial con etanol para separar los fragmentos > 200 nt fue esencial para concentrar a los 

miRNAs en una sola muestra y separar a los mensajeros  en otra. Éste se usa rutinariamente para eliminar el ruido de ampli$ca-

ción inespecí$ca cuando se realiza la síntesis de cDNA dado por mRNAs; eliminando también el efecto inhibitorio por exceso de 

sustrato de la transcriptasa reversa (MMLV-RT). Esto también ayuda a maximizar la masa de RNA de bajo peso molecular para 

detectar miRNAs de muy baja expresión, lo cual es especialmente útil cuando se realizan experimentos de Northern blot (NB).

El principal control de calidad rutinario que se usó inicialmente fue el de la ampli$cación del mRNA marcador de soma Tub�1, 

que nunca fue detectado mediante RT-PCR convencional (35 ciclos)  a partir de SNs puros. Ello fue decisivo para continuar con 

la caracterización de la muestra.

Esta metodología, más bien cualitativa porque en esencia depende de la e$ciencia de teñido con EtBr, no fue su$cientemente 

sensible para concluir si la fracción SN estaba libre de otros  contaminantes, por lo que fue necesario realizar un per$l cuantitativo 

más amplio con otros marcadores mediante qRT-PCR, como se hizo posteriormente.
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Integridad del RNA

� La evaluación de integridad del RNA siempre se realizó mediante PAGE o bien con chip de Bioanalyzer antes de correr 

cualquier experimento. En todos los casos se encontró una conservación adecuada de las  bandas  de RNAs ribosomales y de 

bajo peso molecular, derivado del uso de agua libre de nucleasas en todas las  soluciones así como de una alta concentración de 

inhibidores (15 U/mL), además de un manejo constante en frío para todas las muestras  así como de volúmenes grandes de sa-

carosa para disminuir la actividad catalítica y diluir las RNasas endógenas respectivamente.

Para todas las  reacciones enzimáticas  se procuró que el cociente 260/230, que mide la contaminación con fenol derivada de la 

extracción con Trizol, fuera superior a 1.8  para garantizar uniformidad en la e�ciencia de procesamiento, especialmente cuando 

se sintetiza cDNA.

Además, cuando fue posible, siempre midieron estas variables para animales independientes aún cuando algunas muestras 

fueron mezcladas. Cuidar de estos factores siempre es indispensable en cualquier investigación.

qRT-PCR

� Este fue el método más sensible que pudimos utilizar para hacer un per�l de marcadores de RNA en SN. Con él mostra-

mos  que nuestro método separaba perfectamente marcadores de soma como ArhGef11, cuya distribución restringida ya se 

había reportado previamente197; pero el hallazgo fortuito de que ArhGef5 mostró una diferencia de expresión hasta 20 veces 

menos en SN que en el homogenado total, sugiere que su localización es preferentemente nuclear o perinuclear,  de lo cual no 

existe reporte alguno. Dicha idea estuvo apoyada al comparar las fracciones P1 y SN en donde Gef5 está signi�cativamente más 

enriquecido en la primera. La relevancia de su distribución tan discreta es un misterio.

Por otro lado, marcadores de sinapsis como �-actina, Psd-95 o NMDAR1 no fueron tan abundantes en SN como sus contrapar-

tes de proteína190, 197,  lo que indica que posiblemente sean traducidos en ‘hot spots’, cerca del aparato espinar y de ahí distri-

buídos al resto de las dendritas en una concentración mayor que sus mRNAs.

Dot- y Northern blot

� El ensayo de DB  fue indicativo de que existían miRNAs detectables en SN, incluyendo algunos  precursores,  y que había 

diferencias de expresión entre tres diferentes  tejidos. Nos ayudó a seleccionar las sondas para evaluar cada caso de forma indi-

vidual mediante NB.

Sin embargo el DB  tiene un problema fundamental:  el de la normalización de la señal. Aunque la masa de RNA cargada siempre 

fue la misma, no se utilizó un RNA arti�cial pre-mezclado con el RNA problema que pudiera servir como control de cargado para 

la hibridación. Por otro lado, aún cuando se utilizó el tRNAPhe, como normalizador interno pues no mostró cambios  de abundan-

cia entre SN y la fracción total, no logró una buena estadística porque no logramos compensar el decaimiento de la señal ra-

dioactiva entre diferentes  experimentos,  limitados por la di�cultad en reunir su�ciente masa,  que requirió hasta de 10 animales 

por experimento, aspecto que resultaba impráctico.

Aunado a ello, este ensayo no era capaz de disciminar la señal proveniente de los  pre-miRNAs y de las secuencias maduras, 

presentes en el RNA de bajo peso molecular,  lo cual podía sesgar los resultados. En particular porque queríamos evaluar miR-
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NAs maduros. Con el tiempo vimos que algunos resultados mostraron ser compatibles con los observados mediante microarre-

glo, donde el diseño de las sondas estaba mejor balanceado para maximizar la señal de los miRNAs maduros, mismos que lue-

go fueron con�rmados por NB. 

En otros estudios se ha observado que miR-124 está más concentrado en el soma que en dendritas o axones14, 15, 176, aunque 

en DB  se observó una abundancia similar en ambas  fracciones, tanto en Ce como en Cx,  pero no en Hp. Se sabe que miR-124 

está implicado en la adquisición198 y el mantenimiento del fenotipo neuronal in vivo199 y su expresión se mantiene en el adulto200. 

Curiosamente también se requiere para el crecimiento de neuritas durante el desarrollo201; sin embargo casi no existen mRNAs 

somato-dendríticos que contengan un sitio de unión para este miRNA, lo cual sugiere que muchos de sus blancos también des-

pliegan una alta abundancia en el soma. Es  posible también que una vez la neurona ha madurado, la tasa de translocación a las 

dendritas disminuya en un mecanismo que aún no se ha establecido, especialmente en el hipocampo.

El NB, de mayor sensibilidad,  demostró que la sondas usadas en el DB  detectaban positivamente miRNAs maduros, aunque 

también encontramos bandas entre 60-80 nt para let-7b y miR-24-1. Esto suele ser infrecuente para muchos miRNAs, ya que la 

vida media de estas especies suele ser corta, pero estos dos casos fueron los primeros que indicaban la presencia de pre-miR-

NAs en sinapsis. 

Uno de los resultados más intrigantes fue la detección mediante NB  del snRNA U6 en SN, que es componente esencial del es-

pliceosoma en el núcleo. Aunque estuvo disminuido más de 5 veces en SN de todos los tejidos, siempre fue visible como una 

banda �100 nt. En otros estudios no es  detectable en SN puri�cados mediante �ltración secuencial de sinaptosomas197, que 

fragmentan con más rigor las membranas y diluye más sus componentes  solubles. Aunque en otro reporte,  los  mismos autores 

muestran su presencia bajo las mismas condiciones15.

Anteriormente se ha reportado la presencia de otros snRNAs como U2 así como la actividad de splicing en dendritas disecadas 

con micropipeta de registro electro�siológico202. Estamos seguros de que no hay contaminación nuclear ya que otro marcador 

nuclear, snoRNA U43, que participa en la modi�cación química de algunos tRNAs, no fue detectable en SN mediante qRT-PCR.

Dado que muchos miRNAs son derivados  de intrones73 y U6 se requiere para la formación del lariat y esto lo hace hibridándose 

al molde, por lo que sería factible que los precursores  intrónicos viajen unidos a dicho snRNA. Algunos de los miRNAs intrónicos 

que en rata están presentes en SN son miR-16. Sin embargo, de los  miRNAs más restringidos  en soma que provienen de intro-

nes  son miR-7-1, miR-122a,  miR-126, miR-153  y miR-378 � ( d a t o s c o n s u l t a d o s d e l s e r v i d o r 

http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/miRGen/v3/Genomics203). Tal vez U6 sea útil para evitar que estos miRNAs arriben a 

las dendritas, si es que este mecanismo es posible.

qRT-PCR de miRNAs

� Con el método de Taqman, que solamente se detecta miRNAs  maduros, varios miRNAs mostraron una abundancia en 

SN comparable con la de los mRNAs dendríticos, sin diferencias estadísticas signi�cativas,  con una representatividad que osciló 

entre el 50-80% del valor observado en la fracción total. Ello fue comparable con datos previos  obtenidos con dendritas de neu-

ronas hipocampales microdisectadas con láser para los mismos miRNAs con la misma metodología.

Por otro lado la ausencia del marcador nucleolar snoRNA U43  dejo claro que no hay contaminación nuclear en SN dada por 

este tipo de RNAs pequeños. Mas adelante se realizó un per�l más global con una metodología distinta, menos discriminatoria, 
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pero con resultados comparables.  En suma, estos datos validaron la con'abilidad de la fracción SN para los siguientes  experi-

mentos.
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� Mientras que los estudios de DB  y NB  proporcionaron información importante acerca de la posibilidad de que los  miR-

NAs también son entidades sinápticas, apoyados por el método de qRT-PCR, entonces nos preguntamos si este patrón podía 

ser observado para otros  miRNAs Para la versión 8.0 del miRBase, ya se habían reportado 234 miRNAs en rata y no existía nin-

guna publicación que abordara de forma más comprehensiva las expresión de todos ellos en las terminales sinápticas.

La expresión global en el cerebro de la rata fue evaluada mediante la técnica de microarreglo, en una plataforma diseñada para 

explorar la expresión de 248  miRNAs maduros (miRBase v.9.0)  y una veintena de precursores  en múltiples especies,  que inclu-

yen C. elegans, D. melanogaster, D. rerio, M. musculus, R. norvegicus y H. sapiens.

Las  sondas que componen cada arreglo fueron optimizadas para la hibridación a una temperatura de 42 ºC, con una razonable 

capacidad de distinción entre isoformas de miRNAs maduros, como los  de la familia de let-7, que en algunos casos sólo varían 

solamente en un nucleótido.

Para iniciar el análisis, decidimos primero caracterizar las diferencias en los patrones de expresión del cerebro de la rata adulta y 

su fracción SN. En la disección de este tejido se incluyó a las regiones  de la corteza, el hipocampo, las regiones límbicas como 

el tálamo, hipotálamo, estriado, cuerpo calloso el puente, excluyendo al bulbo olfatorio y otros órganos del SNC como el cerebe-

lo, el tallo cerebral y la espina dorsal.

El experimento se diseñó siguiendo los lineamientos del modelo de loop-design  para calcular al mismo tiempo el efecto de la 

variabilidad biológica y de la muestra (ver sección 9.8) y determinar las diferencias estadísticamente signi�cativas entre el total y 

los SN (ver Materiales y Métodos para más detalles). Los resultados se esquematizan en la Fig. 5.1.1.

Brevemente,  este análisis consiste en la hibridación sobre el mismo microarreglo de dos muestras, una control y la otra experi-

mental, marcadas cada una con un �uoróforo de cianina distinto (Cy5, rojo; Cy3,  verde). Normalmente cada muestra se divide 

en dos y una parte se marca con Cy5 y la otra con Cy3, con la �nalidad de hibridarla dos veces en dos microarreglos diferentes 

para evaluar las diferencias de e�ciencia de marcaje (dye-swap).

El diseño de asa se construye al alternar las réplicas técnicas (dye-swapped samples) con las réplicas biológicas (homogenado 

total vs. SN) para evaluar al mismo tiempo el efecto de marcaje y de reproducibilidad biológica,  mediante un análisis de varianza 

aplicado a microarreglos (MAANOVA), de acuerdo con el modelo de Church, et al. 204, 205. Con esto se minimiza el número de 

microarreglos necesarios para realizar un análisis con�able de los datos. Ver sección 8.9 en Materiales y Métodos.
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La distribución de intensidad de @uorescencia para cada @uoróforo no mostró un sesgo notable, al gra\car los valores  M-A de 

control de calidad, lo que implica que no hubo variabilidad en el marcaje para cada muestra (Fig. 5.1.2).

Para determinar cuáles miRNAs estaban expresados  en cada muestra primero se decidió realizar un análisis  exploratorio limitan-

do la búsqueda a aquéllos miRNAs cuya expresión superara 3  desviaciones estándar (3SD) por encima de la @uorescencia ob-

servada en las sondas control con secuencia aleatoria ó scrambled.

Los resultados mostraron que de 141 miRNAs detectados, alrededor del 50% estaban presentes en SCe,  y de éstos más de la 

mitad estaban enriquecidos por lo menos con la misma abundancia detectada en la fracción total (Fig. 5.1.3).
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Figura 5.1.1. Modelo de Diseño de Asa (loop 
design) para el Análisis de Microarreglos. 
Diagrama mínimo de análisis de datos para 2 réplicas 
biológicas (ratas en rojo y azul) con 4 muestras (Ce, 
cerebro completo; SCe, SN). Note que cada muestra 
es marcada dos veces, en rojo y verde, e hibridada 
junto a la muestra de una réplica biológica distinta, 
formando el asa de comparación. El análisis estadístico 
requiere la comparación simultánea de todos los datos, 
normalizados por cuantiles y comparados mediante 
ANOVA después de aleatorizalos 10, 000 veces, para 
aplicarles pruebas post-hoc y de agrupamiento (k-
means) hasta obtener una lista de genes diferencial-
mente expresados. En nuestro análisis se utilizaron 3 
réplicas biológicas en todos los experimentos subse-
cuentes, por lo que el número de microarreglos fue de 
6 como mínimo.

Figura 5.1.2. Grá�co MA de Control de Calidad 
de los Datos de Microarreglo. Los datos de 
�uorescencia en las grá�cas M-A para cada canal 
mostraron un comportamiento lineal, sin sesgos de 
marcaje (microarreglos n=6). En eje de “Y”, M=log2[R-
/V] y en eje de “X”, A=(log2[RV]); donde R=Cy5, rojo y 
V=Cy3, verde. Nótese que un incremento por arriba de 
1 signi�ca que el canal verde predomina. 



Solamente 48  miRNAs (P�0.01 para el estadístico F1 y P�0.05 para F3)  mostraron valores de expresión signi\cativos (los  más 

conservados entre réplicas biológicas), después de aplicar la corrección de ANOVA de Benjamini-Hochberg (FDR). Estos valores 

de P se generaron después de realizar 10, 000 iteraciones de permutación aleatoria de los datos de expresión por microarreglo 

(Fig. 5.1.4).

Figura 5.1.4. Comparación de Resultados entre los Métodos Estadísticos de MAANOVA y 3SD. (A) Los miRNAs que superaron tres desviaciones estándar por 
encima de la señal observada en las sondas control (3SD, puntos grises) se consideraron como detectables (n=141). Los miRNAs �ltrados por análisis de varianza con valor P 
ajustado (puntos rojos, P�0.01) fueron seleccionados para su análisis posterior (n=48). Nótese que los puntos rojos presentan menor varianza. La línea roja transversal corres-
ponde a la igualdad de abundancia entre ambas fracciones. (B) Grá�ca de volcán de expresión diferencial entre SCe y Ce. Los miRNAs fueron ordenados por valor de �uores-
cencia normalizada. La línea roja representa el punto de corte para P=0.01 y los puntos encerrados con un círculo representan los miRNAs seleccionados por MAANOVA. Ce, 
cruces amarillas; SCe, círculos azules.
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Figura 5.1.3. Análisis por Microarreglo 
de la Expresión de microRNAs en SN 
(3SD). Distribución de la expresión de 141 
miRNAs detectados en 12 microarreglos, de 
acuerdo con el cociente SN/Total. Los miR-
NAs se ordenaron de mayor a menor valor 
según su valor PS/T. Aquéllos cuya señal era 
nula en la fracción total fueron eliminados del 
análisis. Ce, cerebro completo; SCe, SN.



Con ambos métodos se distinguieron tres grupos de expresión:

El primero, con una abundancia remanente en SN superior al 100% encontrado en el homogenado total; el segundo, con una 

expresión similar en ambas fracciones, donde arbitrariamente se seleccionaron miRNAs con PS/T entre 50 al 100%; y el tercer 

grupo, con una abundancia disminuida en SCe ó un PS/T menor al 50%.

No obstante, el número de miRNAs que cayeron dentro de esta clasi"cación disminuyeron notablemente después de aplicar 

MAANOVA. Así, al Grupo 1, 2 y 3  les  correspondió 10, 28  y 10 miRNAs respectivamente (Fig. 5.1.5). Éstos   presentaron el me-

nor grado de variabilidad entre las réplicas biológicas.
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Figura 5.1.5. Heatmap de 
microRNAs Seleccionados 
por MAANOVA. (A) Mapa de 
calor (heatmap, panel izquierdo) 
que esquematiza la intensidad 
de expresión de los miRNAs 
seleccionados por el método 
de MAANOVA (ver clave al 
extremo izq. para código de 
color). Los datos fueron orde-
nados por agrupamiento jerár-
quico no supervisado. Note 
que los miRNAs con mayores 
diferencias entre fracciones 
están agrupados en la parte 
superior. La expresión relativa 
(panel derecho) de 42 miRNAs 
(arbitrariamente elegidos por su 
relevancia en otros estudios) se 
calculó como la proporción 
porcentual que cada fracción 
contribuye a la suma de la 
señal observada para cada 
miRNA. Ce, total; SCe, SN. (B) 
Diagrama de pay indicando el 
número de sondas usadas y el 
número de miRNAs detectados 
en cerebro (círculo menor 
izq.)así como los miRNAs 
seleccionados por MAANOVA 
(círculo mayor, derecha) y cada 
grupo clasi!cado. (C) Agrupa-
miento jerárquico supervisado 
(k-means=3) donde se observa 
el patrón de expresión de cada 
grupo de genes identi!cado.



Entre los miRNAs  más abundantes en SCe, y por tanto miembros del Grupo 1, estuvieron miR-347, mir-434, miR-342, miR-92 y 

-92b, los cuales tuvieron un enriquecimiento promedio en SCe de 34% de acuerdo con su cociente SN/Total. Ver Tabla 9.

Por otro lado, miembros  del Grupo 3  fueron miR-143, miR-145, miR-126, miR-709 y miR-150, cuya diferencia de expresión fue 

semejante a la observada para miR-153 en el ensayo de qRT-PCR (cfr. Fig. 4.5.1).

Podemos decir que los miRNAs que son candidatos de presentar una función en dendritas, cerca de los contactos sinápticos, 

son aquéllos  pertenecientes a los Grupos 1 y 2, cuya abundancia relativa superó por lo menos el 50% del valor observado en el 

homogenado total. Interesantemente, varios de estos miRNAs ya habían sido reportados con localización dendrítica en neuronas 

de cultivo primario de hipocampo, al tiempo que este estudio se llevaba a cabo176. Ver �g. 5.1.5A (panel derecho).

Los valores del cociente SN/Total son: 

Tabla 9. Índice de Enriquecimiento Relativo de microRNAs Sinápticos Seleccionados por MAANOVA.. Las sondas utilizadas para detectar a los precursores 
de miRNAs están dirigidas contra la región del asa. miR-19a(-) corresponde a la sonda antisentido que detecta la secuencia miR*. miR-124a FL detecta la secuencia completa 
del precursor. ND, no detectado en el total. La región sombreada en gris obscuro corresponde al Grupo 1, en gris al Grupo 2 y en blanco al Grupo 3.

Fue importante determinar si los  valores  del cociente SN/Total no estaban distorsionados por bajos niveles de �uorescencia de-

tectados  en el microarreglo, especialmente para aquéllos miRNAs cuya expresión fuera baja en SCe. El efecto que provoca di-

cha expresión es que el cociente SN/Total se incrementa notablemente cuando hay ligeros  cambios  de �uorescencia en mues-

tras que de por sí presentan baja expresión,  cercanos al nivel de ruido, especialmente en la fracción total. Estos cambios se 

vuelven casi imperceptibles en miRNAs con alta expresión.

Al comparar este cociente con la �uorescencia detectada por cada miRNA observamos que no había un efecto sesgante que 

fuera signi�cativo,  después de normalizar la señal detectada y descartar los miRNAs con expresión por debajo del límite de de-

tección en Ce (Fig. 5.1.6).
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Este último criterio se tomó con el racional de que los miRNAs que son transcritos en el núcleo deben transcurrir el citoplasma 

perinuclear antes de ser enviados a las dendritas, en la vecindad sináptica. Por tanto, si no eran detectados en la fracción total 

entonces era probable que la señal observada en SCe más bien obedeció a variaciones del ruido de fondo. Importantemente, 

ninguno de los miRNAs eliminados del análisis (8 miRNAs) mostraron una señal alta de expresión en SN.

En conclusión, no se halló una correlación positiva entre la abundancia de cada miRNA en la fracción total y la encontrada en 

SCe. Esto sugiere que su expresión en sinapsis no obedece necesariamente a un transporte pasivo que dependa solamente de 

su difusión,  porque si este fuere el caso, aquéllos miRNAs altamente expresados en Ce como miR-124a o let-7d, deberían mos-

trar valores  altos  de expresión en SCe. De hecho los valores  PS/T de ambos miRNAs oscilaron entre el 40 al 55%  remanente en 

SCe.

Finalmente, los miRNAs cabeza de lista entre los 20 más expresados en SCe no �guran los de mayor expresión en tejido nervio-

so, clásicamente reconocidos, como miR-125b ó incluso miR-134, que ya se había reportado con expresión dendrítica en neu-

ronas hipocampales.

Para corroborar estas observaciones, elegimos algunos miRNAs candidatos para ser evaluados mediante qRT-PCR con el mé-

todo NCode (Invitrogen), que brevemente consiste en ampli�car por RT-PCR a los miRNAs previamente poliadenilados in vitro 

utilizando un oligo sentido idéntico a la secuencia del miRNA maduro y un oligo universal reverso que se hibrida en una porción 

al poli-A sintético (Panel C). 
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Figura 5.1.6. Expresión Relativa 
(SN/Total) de microRNAs de Ce. 
Los miRNAs fueron ordenados por su 
nivel de expresión (eje de “X”) según 
sus valores de �uorescencia normali-
zados (eje de “Y”), y contrastados 
contra los valores del cociente de 
abundancia relativa de SCe/Ce (SN/
Total). Si hubiera un sesgo notable 
entre la baja expresión, medida por la 
intensidad de �uorescencia y la abun-
dancia en SN, entonces se espera-
rían declives prominentes en la topo-
logía de la correlación.



Panel C. Método NCode® de Ampli�cación por qRT-PCR de microRNAs. Este método se basa en la estrategia canónica de ampli�cación de mRNAs poliadenila-
dos, en donde comúnmente se utiliza un oligo poli-(d)T que se une a la cola de poli-A de los mRNAs. En este caso, la adenilación se logra mediante catálisis in vitro por una Poli-
A polimerasa recombinante, que agrega entre 5-15 residuos de Adenina en el extremo 3’ del miRNA. La síntesis del cDNA se hace mediante la unión de un primer universal que 
contiene un región de poli-T que se aparea con la cola recién sintetizada. Una porción del cDNA se utiliza como molde para el PCR y dos oligos canónicos se incorporan a la 
reacción. El oligo FWD contiene una secuencia idéntica al miRNA que se quiere ampli�car y el oligo REV se une a una porción del primer universal que se utilizó durante la RT. La 
�uorescencia se mide por incorporación de un �uoróforo intercalante en el dsRNA del amplicón sintetizado. Usualmente la longitud de los amplímeros oscila entre 40-60 nt 
cuando se ampli�ca un miRNA maduro.

Los resultados de qPCR  fueron semejantes a los obtenidos  en el microarreglo, aunque no con la misma magnitud para todos los 

candidatos  evaluados, pero sí en la misma dirección. A pesar de que se utilizó RNA distinto al usado en los microarreglos, que 

se puri�có a partir de réplicas biológicas diferentes  (n=3-5 animales), la reproducibilidad experimental se mantuvo en todos los 

casos.

Notablemente este ensayo corroboró que la abundancia detectada en Ce no correlaciona con aquélla detectada en las  sinapsis 

puri�cadas como lo mostraron miR-124 y let-7f cuya expresión fue semejante entre ambas fracciones, aún cuando son algunos 

de los miRNAs con mayor expresión en neuronas (Fig. 5.1.7).

El cociente (SN/Total) mostró el mismo patrón de expresión determinado por microarreglo, en donde cada grupo se vio repre-

sentado (Tabla 8). Particularmente, los miRNAs miR-434, miR-132 y miR-181a mostraron una tendencia de enriquecimiento en 

SCe. Contrariamente los miRNAs miR-126. miR-143 y miR-145 nuevamente se mostraron disminuidos en la misma fracción.
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Los miRNAs con mayor correlación de valores de expresión entre el microarreglo y el ensayo de qRT-PCR fueron los siguientes:

Tabla 10. Concordancia entre Valores de Microarreglo y qRT-PCR. Los valores de expresión corresponden a los calculados por MAANOVA y qRT-PCR según se 
indica. Nótese que la magnitud de cambio aumentó en el ensayo de ampli�cación, pero no la dirección. La cuanti�cación se calculó por el método RQ (relative quanti�cation, 
2ddCt) obtenido en SCe y Ce (n=3 animales/fracción). El valor P (P-val) se calculó con una prueba pareada de t de Student de dos colas; IC=95%.

Una observación importante fue que el único pre-miRNA detectado en la fracción SN, entre una veintena de otros más, fue pre-

miR-128b, cuya señal de expresión estuvo sólo apenas  arriba del límite de detección. Esto indica que además de los precurso-

res de let-7b y miR-24 detectados por DB y NB, también el precursor de miR-128b se localiza en las sinapsis puri"cadas.

En conclusión, los miRNAs maduros y algunos de sus precursores en el cerebro de la rata adulta, se localizan en la fracción 

sináptica enriquecida en densidades post-sinápticas. Algunos de estos miRNAs muestran una expresión diferencial entre el teji-

do total (que contiene al soma neuronal)  y la fracción SN, lo que sugiere un mecanismo selectivo de translocación hacia las ter-

minales sinápticas. Más aún, que los precursores de miRNAs pueden ser madurados vía Dicer, de forma localizada, apoyando 

las observaciones realizadas  por otros grupos de investigación, en donde reportan la presencia de actividad de Dicer en SN 

puri"cados.
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Figura 5.1.7. Ampli
cación 
de microRNAs detectados 
en SCe.  Se utilizaron 200 ng 
de RNA total de cada fracción 
como molde para qRT-PCR 
mediante el método de NCo-
de®  (A) Grá�ca de los valores 
de Ct ordenados según la 
abundancia total detectada y 
(B) de la expresión relativa 
según su cociente de enrique-
cimiento en SN. Los asteriscos 
indican un valor P�0.01 calcu-
lado para una prueba pareada 
de t de Student de dos colas.



� Una vez determinado el patrón de expresión en sinapsis del cerebro completo, nos preguntamos si el diferencial de ex-

presión observado entre las fracciones  total y SN también era variable en distintas regiones del cerebro. Para ese momento, 

algunos estudios  habían demostrado que en el ratón, la rata y el humano, los miRNAs mostraban una distribución neuroanató-

mica especí�ca. Pero no se sabía nada sobre su expresión sináptica. 

Para resolver esa pregunta elegimos varias  regiones del cerebro para analizar por separado, basados principalmente en su facili-

dad de disección y en el rendimiento mínimo obtenible de RNA sináptico. Éstas incluyeron el bulbo olfatorio (Ob), la corteza (Cx), 

el hipocampo (Hp), el cerebelo (Cb) y el tallo cerebral (Bs). Ver Panel B. Recuérdese que el Ob no fue incluido en el primer análi-

sis. 

Como se mostró en las Figs. 4.1.3  y 4.3.2, la integridad del RNA y de la ultraestructura de los SN mostraron una alta conserva-

ción después de la extracción para ambos casos. Algunas diferencias fueron encontradas con respecto a la frecuencia de apari-

ción de mitocondrias, fracciones  mielínicas y de PSDs, inherentes a las diferencias del tipo y número de neuronas así como de la 

glía acompañante, pero en todos los casos los SN mostraron ser los más representativos de cada región.

Para el análisis de expresión, este experimento estuvo diseñado siguiendo los lineamientos de loop-design,  para contestar es-

pecí�camente cuáles miRNAs mostraban diferencias estadísticamente signi�cativas (por MAANOVA) entre todas las muestras, 

incluyendo a la fracción total y SN. Esto permitió de�nir con mayor claridad aquéllos miRNAs con menor y mayor variabilidad 

entre muestras. Para dicho estudio se utilizaron tres réplicas biológicas y doce chips.

El análisis  grueso, derivado de poner un límite mínimo de detección (3SD) permitió identi�car a los miRNAs expresados por re-

gión y no sólo aquéllos que mostraran las mayores diferencias signi�cativas después de MAANOVA.

Como se observa en la Fig. 5.2.1A, la distribución de los valores SN/Total fueron variables en cada tejido,  siendo el Hp la región 

que mostró mayor abundancia relativa de miRNAs en SN, aunque no con el mayor número.  Por su parte, el análisis de la inten-

sidad de �uorescencia de todos los miRNAs detectados, cuyo valor base fue de 3SD del valor medio observado para las sondas 

control (secuencias que no corresponden a algún miRNA ó scrambled + miR-1),  no mostró un sesgo de expresión en alguna de 

las muestras (ver inserto).

Como en la sección anterior, los miRNAs sin señal detectable en la fracción total  fueron descartados, siguiendo el mismo criterio 

utilizado antes acerca de que los miRNAs deben ser sintetizados en el núcleo antes de ser translocados  a las dendritas. El  análi-

sis 3SD demostró que cada región expresa miRNAs especí�cos, aunque aquéllos  que se comparten entre regiones tienen nive-

les de expresión variables (Fig. 5.2.1B).
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En promedio,  cerca del 90% de los miRNAs encontrados en la fracción total también se hallaron en la fracción SN, aunque al 

menos ¾ partes  de esa población tuvieron valores PS/T superiores al 50%, lo que implica que muchos de ellos  se expresan de 

manera signi�cativa en dendritas (Ver Tabla Suplementaria 3  para valores de expresión en Apéndice II). Este hallazgo sugiere los 

miRNAs que llegan a las sinapsis lo hacen de manera independiente, al menos parcialmente, de su abundancia en el soma neu-

ronal.

Sin embargo, algunos casos en los que se expresan de manera amplia en la fracción total, mostraron también bajos  niveles  de 

expresión en SN. Ejemplo de ellos  fueron los  miRNAs miR-9, miR-138  y un poco más variable el caso de miR-124a. Este cam-

bio de abundancia sináptica dependiente de tejido se observó mejor al gra�car los valores del cociente SN-Total de cada frac-

ción (Fig. 2.5.2),  en donde se observó que el hipocampo es el tejido en los que los  miRNAs se expresan de forma más abundan-

te en SN, aunque con número más limitado en comparación con otras muestras.

Interesantemente, el cerebelo que contiene una gran cantidad de sinapsis,  especialmente en la compleja arborización dendrítica 

de las células de Purkinje (aproximadamente 1x105 sinapsis por célula) mostró un enriquecimiento menor que el hipocampo,  sin 

embargo también tuvo una mayor cantidad de miRNAs cuya expresión era al menos idéntica que en su fracción total. La corteza 

mostró un patrón similar, aunque un poco más pronunciado que en el cerebelo.
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Figura 5.2.1. Expresión Relativa de microRNAs 
Sinápticos de Distintas Regiones del Cerebro (3SD).  
(A) La abundancia relativa (SN/Total) se calculó con los valo-
res de �uorescencia normalizados (3SD) para cada tejido. La 
línea punteada (gris) indica igualdad de expresión en ambas 
muestras. Inserto, intensidad de �uorescencia observada 
(Log2) en SN de distintos tejidos. El recuadro punteado (rojo) 
indica el área donde se incluyeron a los miRNAs analizados. 
Los puntos excluidos son los miRNAs que fueron descarta-
dos en el estudio porque mostraron nula expresión en la 
fracción Total después de la normalización. Ver texto para 
detalles. (B) Diagrama de Venn de miRNAs encontrados en 
cinco regiones del cerebro de la rata adulta. El círculo blanco 
central representa los miRNAs compartidos entre todos los 
tejidos. Cada área coloreada indica el tejido analizado y el 
número de miRNAs expresados en la fracción total. Los 
círculos extruidos representan los miRNAs de la fracción 
sinaptoneurosomal y fuera del área aquéllos que se expresan 
de forma especí�ca por región. Basado en los niveles de 
expresión, se indica el coe�ciente de correlación de Pearson.  
Ce, cerebro (sin bulbo olfatorio); Ob, bulbo olfatorio; Cx, 
corteza; Hp, hipocampo; Cb, cerebelo; Bs, tallo cerebral.



Figura 5.2.2. Expresión Relativa de microRNAs por Región Analizada (3SD). Los valores de expresión relativa se calcularon tomando como referencia la suma de 
intensidad de "uorescencia normalizada de cada fracción como el 100%. Los espacios en blanco indican nula expresión en cada tejido. Ob, bulbo olfatorio; Cx, corteza; Hp, 
hipocampo; Cb, cerebelo; Bs, tallo cerebral. S(tejido), fracción SN. 

El número total de miRNAs detectados en homogenados de cada región fue de 140 en Ob, 140 en Cx, 116 en Hp,  133  en Cb y 

135 en Bs. Por su parte en los SN fueron 129 en SOb, 134 en SCx,  115 en SHp, 120 en SCb y 106  en SBs. Este hallazgo de-

mostró que la abundancia de miRNAs en sinapsis es variada, siendo el Hp la región que más porcentaje de miRNAs tuvo en SN 

(99%) y el Bs la que menos tuvo (76%).

Fue interesante encontrar que los  niveles de enriquecimiento relativo en SN difícilmente rebasó el doble de abundancia encon-

trada en las fracciones  totales, a diferencia de otros estudios  en donde se reportan niveles de expresión de hasta 4 veces. Algu-

nos casos notables se encontraron en SHp y SOb donde 19 y 2 miRNAs respectivamente tuvieron un enriquecimiento 2 veces, 

pero en todos los casos  los niveles de �uorescencia absoluta fueron muy bajos por lo que es posible que haya habido un efecto 

de sobrevaloración.

Como se mencionó anteriormente, algunos pre-miRNAs dan originen a dos  miRNAs maduros, uno en la cadena líder y otro en la 

pasajera, sobre todo cuando presentan valores de �G parecidos en ambos extremos del dúplex, equiparando las probabilidades 

de cargarse en un RISC maduro.  Estos eventos los analizamos mediante microarreglo para aquéllos pares  de miRNAs con ori-

gen simultáneo y encontramos que el procesamiento de cada hebra también resultó variable en cada tejido (Fig. 5.2.3).
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El miRNA miR-129* mostró una expresión mayor que su contraparte miR-129, lo que nos sugirió que tal vez el procesamiento 

de pre-miRNAs  en diferentes áreas del SNC también pudiera ser distinto. Por ello decidimos inspeccionar la expresión de distin-

tas secuencias líder (miRNAs) y secuencias estrella (pasajeras o complementarias).

Observamos que la abundancia relativa (líder/estrella)  fue distinta en cada región analizada, lo que con!rmó la hipótesis del pro-

cesamiento variable así como reportes previos  de la literatura. En diversos casos, la expresión de la secuencia estrella fue mayor 

que la de su contraparte. Estos  miRNAs se procesan a partir del mismo precursor y cada hebra se ha clonado por separado, 

por lo cual es probable que también tengan una función efectora sobre mRNAs con secuencias complementarias  a su región 

semilla. Aunque varias de estas secuencias fueron detectadas, la expresión de la mayoría estuvo dentro de los límites de detec-

ción, por lo que se consideraron como buenas. Ver Tabla 11.
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Figura 5.2.1. Expresión Diferencial de microRNAs Originados del Mismo Precursor. Los valores normalizados de 	uorescencia observados para cada miRNA 
fueron gra�cados logarítmicamente (Log10) de acuerdo con cada tejido. Los nombres que aparecen en el eje de “X” corresponden al miRNA parental Así, la secuencia pasajera 
de let-7d se llama let-7d* o bien en el caso de miR-324-3p su secuencia hermana es miR-324-5p. Ver tabla 9 para más información. Los espacios en blanco indican nula 
expresión.



Tabla 11. Expresión de Secuencias Líder y Pasajeras (*) de microRNAs Medidos por Microarreglo. Los números expresan el cociente de la intensidad de 
#uorescencia normalizada líder/estrella para cada tejido. ND, no detectado.

Con este ensayo concluimos que el procesamiento de los pre-miRNAs no sólo variaba entre tejidos sino que también había dife-

rencias importantes entre fracciones subcelulares (Total vs. SN)  lo que indica que existe una actividad diferencial de Dicer que es 

localizada.

Notablemente la abundancia de cada hebra fue también variable en SN lo que sugiere que el procesamiento y/o la tasa de de-

caimiento también son diferentes en las sinapsis. Esto implica la presencia de un mecanismo de procesamiento independiente 

que opera localmente.

Las  variaciones de expresión de miRNAs entre todas las regiones se visualizaron mejor en el mapa de calor (heatmap) de la Fig. 

5.2.4A, en donde las muestras se clasi�caron por agrupamiento jerárquico (hierarchical clustering)

El análisis  de MAANOVA registró 13  miRNAs con expresión conservada entre todas las  muestras  (incluyendo el homogenado 

total y los SN).  Éste incluyó a miR-126, miR-143,  miR-145 y miR-150 como aquéllos que mostraron la menor expresión en SN, 

semejante al estudio anterior. Por otro lado los  miRNAs de la familia de miR-200 fueron los que mostraron la expresión más ro-

busta y exclusiva en Ob (Fig. 5.2.4B). A esta familia se le ha asociado previamente con la maduración de precursores  neuronales 

en este órgano. Notablemente estos miRNAs también se encontraron ampliamente expresados en la fracción SN (SOb).
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Figura 5.2.4. Identi
cación por MAANOVA de microRNAs Diferencialmente Expresados en SN de Cinco Áreas del Cerebro. (A) Heatmap de miRNAs 
diferencialmente expresados en las cinco regiones del cerebro analizadas, por fracción total y por SN. Verde indica baja expresión, Negro, igualdad de expresión entre regiones y 
Rojo re�ere sobreexpresión. Los valores SN/Total mostrados en el panel derecho corresponden a 64 miRNAs arbitrariamente seleccionados por sus niveles de expresión en SN. 
El 100% corresponde a la suma de los valores relativos PS/T de todas las regiones. (B) MiRNAs seleccionados por MAANOVA que mostraron los niveles de expresión más 
conservados entre regiones analizadas (P�0.1 para estadístico F1 y F3 después de bootstrapping). Nótese que este método seleccionó básicamente a los miRNAs del Ob por 
su expresión robusta y especí�ca. (C) El análisis de residuos mínimos permitió agrupar mediante k-means a 7 grupos de expresión, que se muestran condensados en este 
panel.

Para responder a la pregunta si los miRNAs que se localizaron en SN tenían un patrón distinguible en su secuencia madura, 

seleccionamos los 20 candidatos  con mayor y menos expresión por tejido (Fig. 5.2.5 y Tabla Suplementaria 4). Cada juego de 

miRNAs fue alineado mediante ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y la secuencia consenso resultante fue 

transformada a un logoplot (Geneious v5.3.4206, 207). De esta forma no fue posible identi^car un motivo de localización sináptica o 

uno de retención en soma que fuese único en cada una de las  regiones del cerebro. Ello sugiere que el proceso de selección 

hacia dendritas es más bien heterogéneo y no depende de la secuencia del miRNA per se.
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Figura 5.2.5. Secuencia Consenso Basada en 20 microRNAs con la MAYOR y MENOR Expresión en SN por Región Neuroanatómica. (A) miRNAs con 
mayor expresión en SN por región (B) miRNAs con menor expresión en SN. (C) y (D) Alineamiento de las secuencias consenso calculadas para cada región por fracción. Ver 
texto para detalles.

Interesantemente, 19 de los 68  miRNAs más  expresados en SN de todas  las regiones  (Top-20), demostraron estar involucrados 

en 10 de 17 enfermedades neurológicas asociadas a algún miRNA. Algunos de ellos  han sido hallados como agentes  etiológi-

cos, (e.g. enfermedad de Alzheimer,  Parkinson, Huntington, Desorden Agudo de Ansiedad, Esquizofrenia, Síndrome de Down, 

etc.). Ver Tabla 12.
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Tabla 12. microRNAs Sinápticos (Top-20) Asociados a Patologías Neurológicas.  Cada cuadro clínico indicado tuvo al menos un microRNA causal o correlaciona-
do con su etiología, la mayoría derivada de estudios epidemiológicos en humanos o bien en algunos modelos animales. En la columna “SN” se indican los tejidos en donde se 
identi�có enriquecimiento sináptico. En la columna de “Expresión” se indica cuál es la alteración de expresión observada en cada cuadro clínico (� aumento de expresión; � 
expresión disminuida vs. casos control). Cuando el microRNA alterado tiene un correlato etiológico, se indican los genes afectados demostrados. Id, porcentaje de identidad 
entre la secuencia de humano y rata. Cada enfermedad, tejido, gen y referencia mostrados se separaron con diagonales (“/”) y el orden correspondiente es el mismo de izquier-
da a derecha. Anx, Desorden Agudo de Ansiedad; Au, Desorden del Espectro Autístico; Coca, Adicción a la Cocaína; Dep, Desorden Mayor de Depresión; DS, Síndrome de 
Down; HD, Enfermedad de Huntington; PD, Enfermedad de Parkinson; Prion, Síndrome de Creutzfeldt-Jakob; Schiz, Esquizofrenia; ??, desconocido. Datos obtenidos del sitio 
http://www.mir2disease.org/ y de O’Connor RM et al.259

Basado en lo anterior, es posible que si la localización sináptica de estos miRNAs resulta fundamental para su función, entonces 

las alteraciones  en los niveles  de expresión observados en cada condición clínica pueden ser críticas para que éstas aparezcan 

o se consoliden. Interesantemente, el común denominador de varias de estas enfermedades es  la hipersensibilidad sináptica 

presente en algunas  de las  terminales como en el autismo o la esquizofrenia, tal vez debida a la falta de modulación de la dosis 

proteica causada por alteraciones en la función de los miRNAs.

Sin embargo, ¿es posible que todos los miRNAs presentes en SN tengan blancos sinápticos aún cuando no estén relacionados 

con algún desorden neurológico?  Para contestar esta pregunta decidimos realizar dos análisis de minería de datos. Por una 

parte extrajimos un lista de los mensajeros blanco predichos por el algoritmo microCosm208-210, que se busca secuencias com-

plementarias a la región semilla de los miRNAs en SN (http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/). Este 

procedimiento arrojó una lista de más de 1, 300 candidatos para todas las regiones del cerebro.

Posteriormente seleccionamos aquéllos mensajeros cuya función biológica ya está catalogada en términos de GO (Gene Onto-

logy). Este identi�cador permite clasi�car a todos los  genes de acuerdo con tres  categorías: Proceso Biológico (BP), Componen-

te Celular (CC)  y Función Molecular (MF). Cada una de éstas  tiene subniveles de clasi�cación y su profundidad implica mayor 

especi�cidad.

De esta forma, �ltrando el número de genes blanco identi�cados previamente, la lista disminuyó a cerca de 1,  000, cuyos núme-

ros GO ya estaban “curados” para la versión del genoma de rata que se usó (RGSC v3.4 68.34).

Posteriormente utilizamos el algoritmo FatiGO+211 (http://bioinfo.cipf.es/babelomicswiki/tool:fatigo),  cuya función es  comparar la 

representatividad de genes  de la lista en cuestión, en términos de GO para cada categoría, contra la lista del genoma completo. 

Así,  si en la nuestra hay genes que frecuentemente se asocian con una categoría, entonces se calcula la probabilidad de que 

esto no se deba al azar mediante una prueba exacta de Fisher, con valores  P corregidos por el método de FDR (false discovery 

rate). Así, mientras más profundo y especí�co sea el “enriquecimiento” hallado en una categoría de GO, más validez se obtiene.
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De esta forma se seleccionaron cerca de 700 genes con una profundidad de 3  a 8  niveles de GO para cada área del cerebro 

analizada, cuyo valor P ajustado �0.005 en cada categoría (Fig. 5.2.6A). 

En su gran mayoría estos genes blanco se encontraron enriquecidos  en categorías asociadas clásicamente a procesos neurona-

les y de función sináptica (Fig. 5.2.6B), con lo que se in_ere que los miRNAs hallados en las fracciones SN  muy probablemente 

estén regulando blancos  localizados in  situ que además codi_can para realizar funciones o construir componentes  críticos para 

la sinapsis.

Figura 5.2.6. Análisis de Representatividad de Categorías de Gene Ontology (GO) para mRNAs Blanco Predichos para microRNAs Sinápticos.  (A) 
Los genes agrupados por categoría GO en diagramas de Venn (Proceso Biológico, naranja; Componente Celular, verde; Función Molecular, azul) de acuerdo con el algoritmo 
FatiGO. Las intersecciones representan genes compartidos entre las distintas categorías. (B) Los valores individuales para cada nivel por categoría GO representan el enriqueci-
miento de encontrar dicha asignación con respecto al resto del genoma. Éstos se calcularon como el porcentaje acumulado de los mRNAs blancos predichos para los miRNAs 
sinápticos dividido por el porcentaje correspondiente al que se encuentra en el resto del genoma de rata. Nótese que las funciones y estructuras asociadas a estos genes son 
asociadas a la función neuronal y sináptica.
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� Para corroborar estos hallazgos utilizamos dos aproximaciones, la de qRT-PCR y después la de NB. El método de ampli-

�cación fue el de NCode. Así, el primer análisis  mostró una alta correlación entre las dos metodologías para varios candidatos, 

entre los que se escogieron aquéllos derivados del análisis de MAANOVA, especialmente los  de la familia de miR-200 (Fig. 

5.3.1).

Figura 5.3.1. Validación de Datos de Microarreglo por qRT-PCR de microRNAs Expresados por Región del Cerebro.  Valores de expresión normalizados de 
acuerdo con MAANOVA, gra
cados en escala logarítmica (Log2).
Los miRNAs con alta expresión en Ob y SOb fueron consistentemente disminuidos en los otros tejidos. (panel 
izquierdo). Valores de cociente SN/Total que fueron determinados qRT-PCR con el método de NCode de miRNAs seleccionados por MAANOVA (panel central) y de aquéllos 
excluidos de dicho análisis (panel derecho). Las barras representan los valores Ct promedio de 3 a 6 animales medidos por duplicado ± SD. La signi
cancia fue calculada 
mediante una prueba de t de Student
de dos colas para pruebas pareadas (asteriscos;
P�0.05). Note que las barras no representan expresión absoluta.

Adicionalmente, medimos la expresión de miRNAs que no estaban incluidos en la lista de miRNAs signi�cativos, seleccionados 

por MAANOVA, entre ellos a miR-124a, miR-129*, miR-134 y miR-181a. El primero corresponde al miRNA de cerebro que po-

see la mayor expresión en todos los  tejidos analizados (Ver Tabla Suplementaria 4 en el Apéndice II), el segundo se investigó 

porque corresponde a una secuencia estrella, complementaria a un miRNA conocido en otras líneas celulares; miR-134 corres-

ponde al primer miRNA de localización dendrítica reportado en la literatura y miR-181a también resultó ampliamente expresado 

en la fracción SN.
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Estos experimentos demostraron una correlación positiva entre los resultados de microarreglo y los de qRT-PCR, aún cuando se 

utilizaron RNAs de diferentes animales

Por su parte la medición de varios  miRNAs, seleccionados por MAANOVA o no, fueron concomitantes con los observados en el 

ensayo de microarreglo, lo que con�rma las observaciones previas (Fig. 6.2.4).

Con este ensayo se observó que miR-134 y miR-181a están enriquecidos en SN en el hipocampo. miR-181a también estuvo 

enriquecido en los SN de cerebelo y de tallo cerebral.  Contrariamente,  miR-129* y miR-124a mostraron una expresión reducida 

en la misma fracción en el cerebelo y en el tallo cerebral.  En todos los demás casos los niveles de expresión fueron indistingui-

bles, de tal forma que es muy probable que tales miRNAs estés presentes en la cercanía de las sinapsis normalmente.

El miRNA miR-134 tuvo una expresión apenas detectable, ya sea por microarreglo o qRT-PCR, a pesar de que ya ha sido repor-

tado como de localización dendrítica, localizado en SN de rata (Sprague-Dawley y la línea celular de neuroblastoma P19)  y tam-

bién en cultivos  primarios de neuronas hipocampales de rata (E18).  Aunque no se descarta la variabilidad que pueda existir entre 

las cepas utilizadas (LE vs. SD)  y la edad de los animales, no fuimos capaces de detectarlo en alta abundancia en nuestra pre-

paración SN como se esperaba. Sin embargo, solamente el  ensayo de qRT-PCR  permitió determinar que este miRNA tuvo una 

mayor expresión en la fracción SN del hipocampo, aunque solamente apenas por encima del nivel de ruido.

Estos datos demuestran que los miRNAs son componentes sinápticos pero que su distribución somato-dendrítica no es homo-

génea a través  de distintas áreas del SNC. El número y abundancia relativa en SN de los miRNAs es dependiente del tejido en 

donde éstos se originen, lo cual sugiere que participan en la diferenciación funcional de cada área. Además, el procesamiento de 

los  pre-miRNAs que dan origen a dos secuencias maduras a partir de un mismo precursor,  tampoco son homogéneas, mucho 

menos entre la fracción total y SN,  lo que sugiere la operación de dos posibles mecanismos de localización de los  miRNAs ma-

duros en la sinapsis.

� Como se hizo notar por uno de los revisores del artículo asociado a esta tesis, es posible que los cambios de expresión 

de los miRNAs hallados en cada tejido, en parte se debieran a las diferencias de procesamiento intrínsecas a la actividad de 

Dicer sobre sus precursores. Por ello decidimos evaluar la abundancia de algunos miRNAs mediante NB para de distinguirlos.

Medimos la expresión de 7 miRNAs que clasi�camos dentro de una de las  tres  poblaciones basadas  en el enriquecimiento relati-

vo mostradas en el primer estudio, de los cuales 3  miRNAs fueron analizados en 5 regiones del cerebro y otros 4 fueron evalua-

dos únicamente en Cx y Hp.

Aunque en la mayor parte de los  casos hubo una correlación positiva con los datos obtenidos  con los  otros métodos, sólo miR-

9 mostró un sobre-enriquecimiento de 7.4 y 4.3  veces en SOb y SBs, respectivamente, mismo que no habíamos observado 

antes (Fig. 5.4.1).
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Lo más notorio fue la abundancia de dos bandas �50-70 nt, que presumiblemente corresponden a los precursores  (Fig. 5.4.2), 

también sobrepasaba los niveles del miRNA maduro tanto en la fracción total cono en SN en todos los tejidos.

Figura 5.4.2. NB de miR-9 en las fracciones total y SN de 5 regiones neuroanatómicas.  (A) Autorradiografía de membrana completa del NB de miR-9. (B) 
Densito-volumetría del mismo NB analizado mediante ImageJ. La intensidad en rojo asociada al volumen representan son relaciones directas de la densidad de pixeles medida 
en el autorradiograma. (C) Expresión relativa (SN/Total) para cada banda, incluida la secuencia de 23 nt. (D) Relación de procesamiento calculada como la intensidad de pixeles 
medida para el miRNA maduro entre la correspondiente a cada banda del precursor. (E) Estructura secundaria del precursor de miR-9 para 3 parálogos existentes en rata, (de 
izquierda a derecha, mir-9-1, mir-9-2 y mir-9-3. Se indica en rojo la secuencia del miRNA maduro y en azul la pasajera. Los triángulos indican los probable sitios de corte por 
Dicer.
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Figura 5.4.1. NB de miRNAs en Fracciones Total 
y de SN de Cinco Regiones Neuroanatómicas.  
Se cargaron 0.5-1 �g de RNA total (<�200 nt), de mues-
tras mezcladas de 3 animales, con una masa idéntica 
para cada muestra por gel,. Las membranas fueron 
hibridadas (37-40 ºC) con 50�nmol de (A) LNAs como 
sondas marcadas con� 32P (miR-9, miR-125a-5p y miR-
150) o de (B) DNA (let-7b, miR-30, miR-34b, miR-124 y 
miR-128b), que hibridan con la secuencia madura de 
cada miRNA. El cociente (SN/Total) mostró una correla-
ción positiva con los métodos mostrados anteriormente, 
excepto para miR-9 (ver texto para detalles).



Esto demuestra que los  precursores  de este miRNA están siendo activamente transportados hacia las  terminales post-sinápti-

cas.

Un caso similar fue observado para miR-125a, en donde se identi#caron 6 bandas con un tamaño entre 23-200 nt aproximada-

mente (Fig. 5.4.3).

Figura 5.4.3. NB de miR-125a en las Fracciones Total y SN de 5 Regiones Neuroanatómicas.  (A) Autorradiografía de membrana completa del NB de miR-125a. 
En el recuadro punteado en rojo se muestra una porción del autorradiograma donde se aumentó el contrate y brillo de la banda F para mejor apreciación. (B) Densito-volumetría 
del mismo NB analizado mediante ImageJ (NIH) donde se identi!can mejor cada una de las bandas. (C) Expresión relativa (SN/Total) para cada banda, incluida la secuencia 
madura. (D) Relación de procesamiento calculada como la intensidad de pixeles medida para el miRNA maduro entre la correspondiente a cada banda del precursor. (E) Es-
tructura secundaria del precursor de miR-125a-5p de rata, predicha por Mfold. Se indica en rojo la secuencia del miRNA maduro y en azul la de miR-125a-3p. Los triángulos 
indican los probables sitios de corte por Dicer

En el caso de miR-150 no pudimos observar la banda del miRNA maduro con esta metodología. Se observaron dos bandas 

entre 80-100 nt cuya abundancia fue similar en todos los tejidos analizados. La tasa de procesamiento medida por la división de 

los  valores  de densitometría entre ambas bandas  fue similar en todas las muestras con excepción del Cb, en donde se halló un 

40% menor abundancia para la banda A (Fig. 5.4.3).

En conclusión, las diferencias de expresión halladas con los métodos anteriores entre las diferentes regiones del cerebro anali-

zadas fueron correspondientes, con algunas excepciones, cuando se compara la expresión de los miRNAs maduros, como fue 

el caso de miR-9.
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Figura 5.4.4. NB de miR-150 en las Fracciones Total y SN de 5 Regiones Neuroanatómicas. (A) Autorradiografía de membrana completa del NB de miR-150. 
(B) Densito-volumetría del mismo NB analizado mediante ImageJ (NIH). (C) Expresión relativa (SN/Total) para cada banda, incluida la secuencia madura. (D) Relación de proce-
samiento calculada como la intensidad de pixeles medida para el miRNA maduro entre la correspondiente a cada precursor. (E) Estructura secundaria del precursor de miR-150 
de rata, predicha por Mfold. Se indica en rojo la secuencia del miRNA maduro y en azul la de miR-150*. Los triángulos indican los probables sitios de corte por Dicer.

El análisis  de NB  permitió identi_car no solamente que para algunos miRNAs enriquecidos o no en SN, a fragmentos de RNA 

que probablemente correspondan a los pre-miRNAs, un hallazgo que con_rma estudios anteriores sobre la actividad de Dicer en 

este tipo de fracciones. Adicionalmente,  la observación de un número alto de bandas para miR-125a sugiere que el procesa-

miento sináptico debe ser alto y tal vez involucre un mayor número de pasos que los ya conocidos.

Finalmente, las diferencias  observables  entre los métodos, en parte se deban a las diferencias intrínsecas de detección, espe-

cialmente en el tema de sensibilidad, que en el NB es hasta 10, 000 veces menor que para qRT-PCR.
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� Durante la etapa en la que se realizaban los experimentos de microarreglo, había sido publicado un reporte acerca de la 

detección de miRNAs en dendritas de neuronas hipocampales de rata176 (18  DIV –días in  vitro-), por lo que decidimos probar si 

algunos de los miRNAs detectados en fracciones SN podían expresarse en un sistema de neuronas diferenciadas en ausencia 

del Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF), a partir de células  madre inmortalizadas, derivadas de la región subcortical de 

embrión E14.5 de rata212, que mostraron una morfología poligonal estrellada (Fig. 5.5.1A).

En este experimento se disecaron 30 neuritas (procesos membranales radiativos  que se extruyen desde el cuerpo celular) de 

neuronas  diferenciadas (cultivadas en medio deprivado de FGF por 5 DIV) que se emplazaron sobre una matriz de plástica ba-

ñada con laminina. Previo a la microdisección, las  células fueron �jadas mediante baños secuenciales de metanol:etanol y con-

geladas a -70 ºC por una noche. Importantemente,  éstas  fueron mantenidas  secas todo el tiempo para evitar la activación de 

RNasas endógenas por hidratación con agua de condensación.

Figura 5.5.1. Expresión de miRNAs  Determinada por qRT-PCR en 30 Dendritas Microdiseccionadas por Láser (LCMD).  (A) Morfología de precursores 
neuronales de 6DIV (L2.2 derivadas de la corteza de rata E14.5), diferenciados en ausencia de FGF. Nótese que las extensiones membranales (neuritas) se dirigen hacia blan-
cos en otras neuronas, probablemente estableciendo sinapsis. El cuerpo neuronal mantiene una forma estrellada poligonal característica (arriba). Fotografía de un cultivo de L2.2 
diferenciadas en donde se ha seleccionado un área alrededor de una neurita aislada (línea punteada) antes de ser disecada por el láser (abajo izquierda) y después de catapultar 
la muestra (abajo derecha). (B) Análisis de la integridad del RNA obtenido de estas células mediante electroforesis  microcapilar en chip (RNA picochips, Agilent) usando una 
masa �5 ng de RNA total. (C) qRT-PCR con el método de Taqman® de miRNAs detectados en el soma celular (barras azules) y en 30 dendritas (barras rojas).  El cDNA se 
sometió a una ronda de pre-ampli�cación por 15 ciclos. Se gra�có el dCt (2-[Ct(Neurita)-Ct(Soma)]). En estas células se halló una elevada concentración de snRNA U43 en las neuritas 
seccionadas. Note que el miRNA más abundante en las neuritas fue miR-9. ND, no detectado.
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La disección consistió en la proyección de pulsos  de láser infrarrojo (2 W) dirigido con un micromanipulador, capaz de seccionar 

fragmentos  celulares ad libitum.  Una vez cortados, los  procesos celulares  son expulsados hacia una resina adhesiva libre de 

RNasas, mediante un pulso potenciado pero momentáneo (1 ns) del mismo láser.  Un vez capturada la muestra, se le añade 

Trizol para extraer el RNA y ampli�carlo mediante qRT-PCR. El  RNA obtenido, previamente se analizó por electroforesis en chip 

(Agilent),  se usó como molde para una ronda de pre-ampli�cación (14 ciclos con el kit PreAmp, ABI) y otra de ampli�cación (40 

ciclos) utilizando el método de Taqman (ABI).

De este modo observamos que la abundancia del los rRNAs en estos procesos celulares es ciertamente más baja, basado en la 

densidad de los  picos de los rRNAs 28S y 18S. Por otro lado se determinó que miR-9 también se expresa con relativa abun-

dancia en las dendritas aisladas, al menos en un 45% de abundancia como la medida en los  cuerpos neuronales por separado 

(Fig. 5.5.1C). Curiosamente let-7d, previamente observado enriquecido en sinapsis, aquí mostró niveles de expresión muy bajos.

Con estos  datos,  se con�rmó que no sólo las neuronas en la rata adulta localizan a los  miRNAs lejos del soma celular, en direc-

ción de los contactos sinápticos, sino también en células  cultivadas derivadas de la corteza de un embrión de rata E14.5. Sin 

embargo, es interesante que el snRNA U43  también fuera detectado con un nivel de expresión en neuritas por arriba del 60% 

del observado en el soma, lo que abre la discusión acerca de su papel en el nucléolo solamente.

Expresión de microRNAs en Cerebro Completo

� La �nalidad de explorar el  cerebro completo era para establecer una referencia general de miRNAs sinápticos,  desde la 

cual se  comparara la expresión de otras estructuras.  Uno de los hallazgos más notables fue encontrar miRNAs abundantes en 

SN (e.  g., let-7c, miR-128, miR-125b)  y otros claramente ausentes (e. g., miR-143, miR-145, miR-150). Además se mostró que 

su expresión local no no probablemente no depende de difusión simple dado que algunos miRNAs muy abundantes en soma 

(contenida en la fracción total) no fueron los más enriquecidos en SN.

La lista de los  miRNAs dendríticos identi�cados aquí es similar a la que han publicado Lugli et al.14, Kye et al.176, y parcialmente 

semejante a la de Siegel et al.15 Existen algunos casos divergentes como miR-135, mIR-183, miR-211, miR-292-5p y miR-296 

que no pudimos detectar en nuestras muestras, incluyendo la fracción total, pero que sí se han encontrado en dendritas de neu-

ronas de cultivo primario. Es factible que estos y otros miRNAs que se expresan en muy baja concentración en el cerebro adulto 

hallan sido eliminados de nuestra lista, dada la alta astringencia con la que seleccionamos estos miRNAs, o bien, que dichas 

diferencias se derivan de las variaciones propias  de cada modelo biológico usado, por ejemplo la edad de los animales, la cepa, 

el tejido disecado, etc. Mientras que estos autores usaron corteza frontal nosotros usamos el cerebro completo (sin Ob ni Cb).

No creemos que esto suponga una puri�cación subóptima de los SN, tomando en cuenta los experimentos reportados  en el 

cap.  2 y su discusión, pero es probable que los factores mencionados arriba, aunados al método de extracción que usamos, 

cuenten para tales diferencias. Para apoyar este punto, analizamos la expresión de miRNAs abundantes en mitocondrias213 

(miR-130a/b,  miR-140*, miR-320 y miR-494)  y en astrocitos214 (miR-29a)  y encontramos que su concentración en SN era muy 

baja o francamente nula, lo que corrobora la correcta segregación de fracciones con nuestra estrategia de puri�cación. Ver Tabla 

Suplementaria 3.
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Por otro lado nosotros también detectamos diferencias  de expresión importantes entre cepas de ratas (Wistar vs. Sprague-

Dawley) e incluso en el lote de una misma cepa (IFC vs Keck Center, NJ; datos no mostrados), lo que no es sorprendente. Este 

tipo de variaciones ya se ha documentado en otras  cepas de rata215. También, es posible que la dieta y el nivel de estrés 

mediado por glucocorticoides también jueguen un papel importante en estas diferencias216.  Sin embargo, existen efectos 

metodológicos adicionales que pueden in`uenciar los resultados.

El mayor contraste entre éste y otros reportes no ocurrió sustancialmente en el número y tipo de miRNAs detectados, sino en la 

abundancia relativa SN/Total. Los estudios de Lugli & Siegel encontraron un enriquecimiento de algunos miRNAs >4-6 veces 

superior en SN que en la fracción total. En cambio, difícilmente hallamos valores  mayores a 2X, ni siquiera en los marcadores 

dendríticos de mRNA evaluados por qRT-PCR. 

En los estudios  citados se utilizaron “pools” de muestras  de varios animales para alcanzar su�ciente masa de RNA para su análi-

sis. En cambio, nosotros analizamos animales individuales e identi�camos a los miRNAs con la menor varianza, usando un mo-

delo estadístico con menor número de sesgos (Loop-design-MAANOVA-k-means-FDR). En esos trabajos se usaron triplicados 

simples de microarreglos  sin compensar por el efecto del marcaje diferencial observado con diferentes  ̀ uoróforos (dye-swap), lo 

que suele ser un sesgo común. Estas variables también pueden afectar la estimación de los  valores SN/Total, en especial de los 

que se expresan pobremente en cada tejido.

Nuestro nivel de astringencia fue muy alto,  razón por la cual generamos dos listas, una donde se reportan los  miRNAs detecta-

dos (3SD) y la otra de aquéllos con la menor varianza. La primera fue más compatible con con los reportes  anteriores, en los que 

se usaron métodos estadísticos diferentes. En suma, creemos que nuestro análisis  resultó ser más completo y minucioso,  aun-

que éste sólo fue el punto de partida para los experimentos posteriores.

De forma interesante, la distribución de los miRNAs en función de su enriquecimiento relativo SN/Total fue diferente a la que se 

encontró para cada una de las regiones del cerebro analizadas. Esto posiblemente se deba a que lo que consideramos como 

cerebro completo incluyó estructuras que no fueron analizadas por separado, como el cuerpo estriado, el tálamo, la hipó�sis, el 

globo pálido, la amígdala, el cuerpo calloso, entre muchas más. Cada una de ellas,  de hecho tiene patrones de expresión dife-

rentes que seguramente cooperaron con un resultado distinto.

Finalmente se debe considerar que varios de los  miRNAs hallados enriquecidos en SN en este estudio en diferentes áreas  del 

cerebro de hecho correlacionan con una variedad de patologías neurológicas con gran importancia epidemiológica12, lo que le 

con�ere a nuestros resultados un mayor potencial de investigación.

Expresión de miRNAs en Cinco Regiones Neuroanatómicas

� La mayoría de los miRNAs encontrados en la fracción total de cada tejido también fueron reportados por Bak et al.24 & 

Landgraf et al.18,  incluyendo los  que son especí�cos de tejido. Las diferencias que se observaron con ambos  estudios fueron 

para miRNAs de muy baja expresión que no superaron el punto de corte que establecimos.

Uno de los aspectos  fundamentales  que se encontró en este estudio, y que no ha sido reportado con anterioridad, fue que la 

abundancia relativa de los miRNAs en SN es dependiente de cada tejido (Fig. 5.2.1),  siendo el hipocampo el que mostró un ma-

yor número de miRNAs con alto enriquecimiento en esta fracción. Esto no correlaciona necesariamente con la arquitectura neu-

ronal de cada área, ya que si fuera el caso, neuronas con una arborización muy grande, que contiene mayor volumen dendro-
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plásmico, deberían mostrar un mayor enriquecimiento,  tal y como se debería esperar para neuronas de Purkinje, localizadas en 

la corteza cerebelar. Esto indica que el transporte de los miRNAs debe ser más  activo en las neuronas del hipocampo que en 

otras regiones.

Por otra parte,  la detección de miRNAs de expresión especí�ca re�eja la variabilidad funcional esperada de cada área del cere-

bro. Es muy probable que estos miRNAs ayuden a de�nir las diferencias de expresión de mensajeros que cada área despliega 

de forma especí�ca.  Aún falta determinar cuáles mRNAs son regulados y en qué ventana de tiempo ello está ocurriendo.  Estos 

resultados son compatibles con las observaciones realizadas por Bak y colaboradores24, aún cuando fueron realizadas en ratón.

La validación de estas observaciones fue mas clara después de aplicar el método de MAANOVA, especialmente para aquéllos 

miRNAs con una expresión robusta y casi exclusiva, como lo fueron los miembros de la familia de miR-200 en Ob. La alta expre-

sión de varios miembros esta familia se puede explicar porque se transcriben a partir de dos promotores independientes. Dado 

que su loci está dividido en dos clústeres localizados  en los  cromosomas 4 y 5, que contienen a miR-141 y miR-200c en uno, y 

a miR-429, miR-200a y miR-200b en el otro, respectivamente. 

Entre todos comparten 80% de identidad en su secuencia madura, por lo que deben haber sido objeto de dos duplicaciones 

durante la evolución,  dado que cada unidad policistrónica está conservada ampliamente en mamíferos  amnióticos  (metatheria). 

Esto explicaría la semejanza en sus niveles de expresión, que probablemente están operados bajo promotores similares, aunque 

estos se localicen en loci diferentes (Fig. 6.2.5). De manera interesante, no se encontró una expresión coordinada de los miem-

bros de la familia con el miRNA miR-141, a pesar de su alto grado de identidad y que se encuentra en cercanía con miR-200c. 

La razón parece recaer en que éste último se localiza en una región intrónica de un gen predicho in  silico, en la cual no se inclu-

ye a miR-141, por lo que es probable que dicho miRNA no sea co-procesado simultáneamente.

Entre las funciones asociadas esta familia de miRNAs destacan la represión del represor transcripcional Zfhx1b en los precurso-

res neuronales  que viajan en la ruta migratoria rostral  (RMP), que �nalmente se diferencian en neuronas glomerulares  y periglo-

merulares  en este órgano olfativo. Este factor que está involucrado en la transición epitelio-mesenquimal y en la regulación de la 

vía de señalización mediada por TGF-�217 así como en la regulación de la expresión de moléculas de adhesión como Cadherina 

E que ayudan en la diferenciación neuronal218, 219. Acerca de cuál es la razón por la que estos miRNAs sean muy abundantes en 

SN es un misterio. Es posible que se requieran para regular de forma precisa la expresión de estas proteínas en función de los 

contactos que establecen.

Con respecto a los miRNAs miR-143  y miR-145, su baja expresión concertada puede ser explicada también porque pertenecen 

a una misma unidad transcripcional del cromosoma 18q12.1 de rata,  aunque presentan un grado de identidad de tan solo 

31.8% entre ambos.

El mismo caso puede aplicar para los miRNAs miR-96  y miR-183  que mapean en el mismo locus  en el cromosoma 4q22. Por su 

parte los miRNAs miR-126, -150 y -221, que también mostraron una expresión similar, es  posible que presenten un procesa-

miento similar ya que son miRNAs intrónicos (miRtrons), mapeando en un intrón predicho los cromosomas 3p13, 1q22 y Xq12, 

respectivamente. Finalmente,  miR-150 está localizado en una vecindad que contiene diversos snoRNAs, abriendo la pregunta 

acerca de su procesamiento y también sobre su evolución.
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Figura 5.6.1. Coordenadas Cromosómicas del Clúster de miR-200. (A) Los miRNAs miR-429, -200a y -200b están agrupados en un solo locus en el brazo largo 
del cromosoma 5q34, como parte de un intrón predicho in silico (14.7 kb de longitud).  En rojo se muestra el alto grado de conservación entre 31 mamíferos amnióticos. (B) 
Alineamiento mediante ClustalW2 de todos los miembros de la familia de miR-200 que comparten 82.3% de identidad en su secuencia madura. (C) Locus del clúster de miR-
141 y miR-200c en el cromosoma 4q42 de rata tiene 0.5 kb de longitud entre ambos. Los mapas fueron creados mediante custom tracks en el servidor Ensembl (release 68) 
en http://www.ensembl.org.

Modelos de Localización de miRNAs en Dendritas

� Los mecanismos de localización de estos miRNAs  en la vecindad sináptica aún se desconocen. Actualmente se propo-

nen dos que no son mutuamente excluyentes.

Uno de ellos  es  que los miRNAs viajen unidos a sus blancos dentro de los gránulos  neuronales  (NGs),  en un mecanismo deno-

minado “piggy backing”. Esta hipótesis es tiene sentido a la luz de que los  mRNAs contenidos en los NGs no muestran actividad 
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traduccional y contienen a la proteína FMRP, que ya es conocida por asociarse a miRISC. Sin embargo, el análisis de compo-

nentes de los NGs no muestra que contengan a cualquiera de los miembros de la familia Ago ni a GW182, aunque tampoco se 

ha mostrado si directamente contienen miRNAs.

Recientemente se ha demostrado que Staufen, una RNP que previamente se ha relacionado con la distribución localizada de 

mRNAs  que codi�can para morfógenos  como Oskar y Pumilio2 en Drosophila y en ovocitos de X. laevis, puede unirse a FMRP 

para localizarlas  cerca de las terminales sinápticas  en neuronas de cultivo primario158, 220, 221. Además, los patrones de localiza-

ción de miRIS en dendritas nunca aparecen completamente difusos, sino que presentan un patrón punteado. La posibilidad de 

que la movilización de mensajeros a través de estos sistemas  que son muy dinámicos es razonable, pues sus componentes se 

intercambian continuamente con entre ellos y los P-bodies tal vez sean un puente molecular que tal vez permita que coexistan 

bajo ciertas condiciones celulares. Esto tiene una base en el hecho de que la asociación de Ago2 con Hsp90 permite que se 

reclute hacia los gránulos de estrés (SGs) y P-bodies222.

El segundo mecanismo incluye el transporte de precursores de miRNAs en una forma autónoma a los  miRNAs maduros,  posi-

blemente a través de la movilización de FMRP ó de FXR1223, 224,  que se sabe que puede a diferentes pre-miRNAs, mediante su 

asociación a RLC (Dicer:TRBP), misma que se inhibe cuando es fosforilada225. Dada la inusitada abundancia de algunos precur-

sores como miR-128, miR-125a y miR-150 (cuyo miRNA maduro no fue detectable por NB) es  posible que haya una transloca-

ción independiente a los mRNAs pues  solamente las formas maduras pueden interactuar con ellos, de acuerdo con el modelo 

canónico de regulación postranscripcional. Este tema constituye un campo de investigación muy atractivo.

Los dos mecanismos anteriores claramente son activos (dependen del consumo de ATP) y selectivos. Nuestros datos y de otros 

autores  demuestran que no hay realmente una selectividad de transporte que se base únicamente en la difusión simple de estas 

moléculas. Por un lado se sabe que si no se encuentran unidos a RISC, los miRNAs se degradan rápidamente en el citoplasma. 

Por otro, miRISC en neuronas muestra un patrón punteado y no difuso lo que indica una localización controlada. En tercer lugar, 

no todos los miRNAs que encontramos altamente expresados en la fracción total tienen el mismo nivel de expresión en SN, co-

mo por ejemplo miR-124a, miR-143  o miR-150, ni siquiera para miR-200, que aunque fueron muy abundantes en SOb, el co-

ciente SN/Total fue de los más bajos. En este sentido, sin descartar que pueda existir una cooperación de este tipo de transpor-

te, especialmente en la región perinuclear en el soma, se antoja más  que un transporte activo sea necesario,  especialmente 

cuando los contactos sinápticos están muy lejos de esta zona y siempre requieren un control �no de sus componentes.

Variabilidad Neuroanatómica en el Procesamiento miR:miR*

� Los resultados  de microarreglo que mostraron que el procesamiento de precursores con miRNAs dobles claramente 

indican que el contexto celular es muy importante. Desconocemos las implicaciones funcionales que esto tiene, pero sugiere 

que la selectividad de la hebra no sólo requiere el censado termodinámico del extremo 5’ de cada hebra sino que existen otros 

componentes adicionales que ayudan a determinar la sobrevivencia de cada hebra.

Por un lado, cuando se comparan las abundancias relativas miR/miR* en la fracción total y SN, se concluye que la procesividad 

de Dicer, quien es el probable responsable de dicho procesamiento, es diferente en la vecindad sináptica, lo que es de suponer 

dado el antecedente reportado por Lugli  et al.8, acerca de los  cambios de procesamiento en función de la proteólisis de Dicer 

por la calpaína.
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Por el otro lado, se deben tomar en cuenta algunos factores que pueden explicar esta variación. a)  que la vida media de cada 

hebra puede estar en función de su interacción con los  mensajeros blanco, ya que dentro de RISC están protegidos de la acción 

de RNasas226, b) lo cual a su vez también depende de las modi�caciones que puedan existir tanto en el RLC como en el mi-

RISC97, y c) que tales modi�caciones están en función del estado celular227, 228.

Diversidad de Mensajeros Blanco Predichos In Silico

� El hallazgo de que la mayor parte de los  blancos predichos  por el algoritmo microCosm, basado en miRanda, mostraran 

un enriquecimiento de términos GO asociados a funciones neuronales, y más especí�camente a nivel de sinapsis, denota que 

aún cuando este tipo de algoritmos puede mostrar un sesgo de selección (usualmente con un potencial de predicción de blan-

cos más reservado),  claramente los miRNAs identi�cados en SN favorecen un per�l de expresión de mensajeros que va de 

acuerdo con su localización. Esto ayuda a validar nuestros resultados.

Northern Blot II

� Los resultados más inesperados  que observamos fueron los referentes al NB. En primer término encontramos que no 

todos los miRNAs  evaluados tenían una buena correlación con los  resultados de los métodos de microarreglo y qRT-PCR, espe-

cialmente para las formas maduras. Los casos más llamativos fueron para miR-9, miR-125a y miR-150.

miR-9 presentó valores de abundancia en SN muy superiores a los hallados con los otros métodos. Además, la presencia de 

dos bandas  entre 50-70 nt (presumiblemente los precursores)  resultaba más alta que la forma madura. Este miRNA tiene 3  pará-

logos en el genoma de rata, localizados en los loci 2q34, 2q11 y 1q31,  en donde se transcriben las isoformas miR-9-1, -2 y -3, 

respectivamente. Cada uno de los precursores  contiene dos miRNAs, miR-9-5p y -3p, lo que signi�ca que hay al menos 6 posi-

bles miRNAs que pueden procesarse y que han sido clonados en otros estudios.

Es posible que los fragmentos  observados sean intermediarios  de corte por Dicer o bien productos de modi�cación por Tut4,o 

una mezcla de ambas)  ya que, al menos en miR-9-1, la secuencia que se encuentra en el asa de corresponde a un sitio canóni-

co de unión de la proteína Lin-28 (GGAG), misma que recluta a la terminal uridil transferasa en mamífero.

Este miRNA se ha asociado con la adquisición del fenotipo neuronal durante el desarrollo embrional, responsable en parte de 

especi�cación regional de la placa neural,  mediante la regulación de la expresión de factores de transcripción y del splicing pro-

neuronal. No obstante, aún queda pendiente resolver su papel funcional en las terminales sinápticas, especialmente en el adulto.

Por otra parte miR-125a fue el resultado más difícil de empatar con los  datos anteriores.  El NB  mostró al menos 6 bandas  adi-

cionales al miRNA maduro, mismas que sólo algunas corresponden a los precursores  esperados. No es posible determinar si 

todos estos productos corresponden a varias fases de procesamiento de su precursor o bien si algunos contienen modi�cacio-

nes  a la secuencia que no haya sido reportadas antes. Adicionalmente, la presencia de fragmentos entre 100 y 150 nt también 

fue sorprendente ya que desconocemos si pertenecen a subproductos  del precursor primario. Curiosamente estos mismos 

fragmentos fueron encontrados en SN de cerebelo (Cb) y tallo cerebral (Bs).

Finalmente miR-150 sólo mostró un par de bandas que migraron entre 80 y 100 nt, pero sin detectar al miRNA maduro. Este 

último hallazgo es  comprensible tomando en cuenta la menor sensibilidad de este método con respecto al qRT-PCR. Creemos 

que una alternativa para conocer la naturaleza de estos fragmentos sería a través de clonación y secuenciación.
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Las  diferencias expresadas entre los métodos se pueden deber a las condiciones de hibridación y ampli�cación de cada méto-

do. Por ejemplo, tanto el microarreglo como el NB  son incapaces de resolver la hibridación solamente para los miRNAs maduros 

y la señal �nal observada puede ser resultado de la contribución de cada uno de los fragmentos hibridados. En el qRT-PCR la 

procesividad de la Taq polimerasa es  de aproximadamente 1, 000 pb/min. En nuestras condiciones, la etapa de extensión/elon-

gación fue de 15 s, recomendada por el fabricante, lo que indica que durante este periodo pueden ampli�carse hasta 250 nt por 

corrida. Esto da tiempo su�ciente para que cada uno de los fragmentos detectados en el NB  se ampli�que simultáneamente. De 

esta forma el cociente SN/Total  también se vio afectado. La única forma de resolver las diferencias  de expresión de los miRNAs 

maduros sería usando sondas Taqman, mismas a las que no se tuvo acceso en su momento.

Expresión de miRNAs en Dendritas Microdisecadas con Láser

� Este experimento tuvo la intención de comparar los resultados obtenidos en el trabajo de Kye et al.176, con un sistema de 

neuronas  inmortalizadas y diferenciadas in  vitro,  y los resultados podían ayudar a dirigir la búsqueda de algunos miRNAs que 

encontramos en los estudios  anteriores. Fue por ello que evaluamos la expresión de let-7b, miR-9 como miRNAs abundantes en 

SN y miR-124a como un marcador neuronal.

Los resultados también fueron sorprendentes porque no correlacionaron con las abundancias  encontradas en el adulto en el 

cerebro completo o en alguna de las 5 regiones analizadas. En general observamos que su abundancia relativa era mucho más 

baja de la esperada y, contrariamente, el snoRNA U43  sí estaba presente en las neuritas disecadas.  Desconocemos el signi�ca-

do de estas  observaciones, pero sugieren que durante el  desarrollo de las neuritas los miRNAs neuronales parecen tener una 

localización predominantemente somática y no dendrítica, lo cual puede tener sentido desde el punto de vista de la sobreviven-

cia neuronal.

El establecimiento de conexiones múltiples y duraderas es lo que permite que las neuronas sobrevivan durante el desarrollo em-

brional por lo que se antoja que un mecanismo permisivo de conectividad múltiple sería evitar que algunos miRNAs somato-

dendríticos inhiban la expresión de proteínas necesarias para establecer sinapsis potenciales. No es sino hasta que la neurona 

ha madurado que los envía a las zonas de contacto para establecer una regulación �na de la síntesis de proteínas.

Estos resultados son un poco más compatibles, al menos en el caso de miR-124a con los obtenidos por Kye et al., para neuro-

nas  de cultivo primario, que se extraen de embriones de ratón de 19 días  (E19) y que se mantienen en cultivo por 18  días 

(18DIV)  hasta que las neuronas adquieren un fenotipo maduro. No obstante es posible que estas  condiciones aún re�ejen even-

tos que solamente ocurren durante el desarrollo neuronal.
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� Después de identi�car los patrones de expresión regionales en el cerebro en condiciones normales, a continuación deci-

dimos explorar si el incremento de la actividad eléctrica neuronal, mediante la aplicación sistémica de ácido kaínico [KA ó áci-

do (2S,  3S, 4S)-3-(Carboxymetil)-4-prop-1-en-2-ilpirrolidin-2-carboxílico], podría modi�car la abundancia de miRNAs en las si-

napsis.

Este experimento obedeció al racional de que ya se conocía que este tipo de estimulación favorece un aumento de la síntesis de 

proteínas acompañado de otros cambios plásticos.  Dado que los miRNAs son reguladores negativos en dicho proceso, enton-

ces el escenario esperado era el de la disminución de la abundancia de estas moléculas en la fracción SN una vez activada una 

despolarización prolongada.

Decidimos  explorar el efecto de este compuesto solamente en dos regiones del cerebro,  la corteza y el hipocampo, que son 

áreas en donde se presenta una gran cantidad de cambios morfológicos, cuya ocurrencia se presenta a partir de las 24h post-

estimulación. En éstas áreas la actividad excitatoria es especialmente alta en la corteza temporo-medial y el hipocampo, que 

expresan con gran abundancia receptores glutamatérgicos de alta y baja a�nidad llamados GluR5-7 y KAR1-2, respectivamente. 

Su activación da origen a ráfagas de despolarización constantes  que se extienden también a otras áreas como la corteza ento-

rrinal y la amígdala229 (Fig. 6.1.1).

Entre los cambios  que se han documentado se incluyen la formación de autosinapsis en el Hp (área CA3), el rearreglo de los 

contactos previos así como de las arborizaciones  dendríticas y del axón, la presencia de espinas dendríticas edematizadas,  y 

más tarde la inducción de apoptosis  en un número importante de células. Sin embargo, poco se sabe acerca de los cambios 

moleculares tempranos que suceden en este modelo, y mucho menos a nivel de expresión de miRNAs en la sinapsis.

Consideramos que este modelo es  reminiscente del proceso que normalmente se lleva a cabo durante la activación sináptica en 

sus etapas tempranas. Razonamos que en condiciones normales cuando una sinapsis aumenta su actividad eléctrica localmen-

te por la recurrencia de estimulación de la neurona presináptica, un efecto similar podría alcanzarse con dicho método, tal y co-

mo ocurriría en otros fenómenos como en LTP o LTD en procesos de memoria y aprendizaje. 
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Figura 6.1.1. Expresión de Receptores Ionotrópicos de Kainato en el Cerebro de Roedor y su Efecto Epileptogénico. (A) El ácido kaínico se un compuesto 
sintetizado por el alga roja Digenea simplex. Nótese que la estereoquímica de esta molécula es semejante al ligando natural de los receptores ionotrópicos de glutamato (iGluR). 
(B) Estructura común de los iGluRs sensibles a KA y AMPA. Se componen de tres dominios principales y todos ellos presentan un arreglo tetramérico de forma natural en 
mamífero. Son receptores canal que son permeables a Na+ y K+ y en menor medida a Ca2+ para los de tipo GluK. Modi�cado de Traynelis et al.258 (C) Expresión del mRNA 
codi�cante para cada tipo de receptor en ratón. Nótese que los receptores de alta a�nidad a KA, tipo GluK, son muy abundantes en Hp, Cx y Cb y Ob. Los receptores de 
AMPA, de baja a�nidad por KA, están enriquecidos en los mismos tejidos. Datos tomados de la base de datos de expresión por ISH del Allen Mouse Brain Atlas 
(http://mouse.brain-map.org). Estos datos son compatibles con observaciones realizadas en rata para los mismos marcadores. (D) Efecto del KA sobre el potencial de campo 
(cambio de voltaje en una población de 100-150 neuronas granulares) registradas en el giro dentado del hipocampo de una rata tratada con vehículo (panel superior) o con KA 
(panel inferior). Se gra�ca la en respuesta a una pequeña inyección de corriente (barra inferior negra) en animales estimulados con un electrodo implantado en la vía perforante, 
que es una zona rica en axones que ascienden desde la corteza entorrinal y que inervan a las neuronas granulares. Cada pico representa un cambio de voltaje (potencial de 
acción) en un conjunto de neuronas que disparan simultáneamente. Nótese la alta recurrencia en los trenes de despolarización en las ratas tratadas con KA, que son caracterís-
ticos en la epilepsia y que re�ejan hiperexcitabilidad. Modi�cado de Buckmaster et al.260.

Utilizamos un protocolo agudo (120 min) de inducción de epilepsia inducida por KA, que normalmente se utiliza para manifestar 

el modelo epileptogénico semejante a lo que ocurre en pacientes con epilepsia del lóbulo temporal (LTE) (Fig. 6.1.2). Una de 

las ventajas de usar este modelo de manera aguda es  que no se observan los efectos complejos  que se suceden al inicio de la 

epileptogénesis, como es la apoptosis incrementada en el hipocampo y la formación de autosinapsis.
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Figura 6.1.2. Protocolo Epileptogénico Inducido por KA. La inyección de KA está precedida por la de metil-escopolamina (1 mg/kg de peso), que es un inhibidor 
lipofílico de los receptores muscarínicos M1 colinérgicos. Esta maniobra fue usada para disminuir el efecto cataléptico (rigidez muscular) característico del modelo. Posterior a 
inyección de KA (10 mg/kg de peso) sobrevienen signos como mirada �ja y sostenida, movimiento cefálico dorso-ventral repetitivo esporádico, espasmos recurrentes (1-2 c/15  
min), erección pilosa del dorso, alzada esporádica sobre miembros posteriores con subsecuente caída, taquicardia y salivación profusa. Después de 2 h de tratamiento se 
inyecta diazepam (10 mg/kg de peso), una benzodiacepina agonista de los receptores tipo GABA permeables al ion cloruro que hiperpolariza las neuronas y aumenta el umbral 
de disparo del potencial de acción. Adicionalmente se usa el anti-convulsivo fenitoína que, entre otros blancos, inhibe la conductancia de sodio en células excitables bloqueando 
al canal de sodio SCNA5. En conjunción ambas drogas disminuyen la frecuencia y amplitud de los potenciales de acción favorecidos con el KA. Finalmente, los animales trata-
dos son sacri�cados por decapitación, seguida de la extracción de los SN. El grupo control consiste de animales inyectados con solución salina (NaCl 0.9%) en lugar de KA. 
Todos los fármacos fueron administrados vía intraperitoneal (i.p.).

� Con el protocolo anterior medimos  la expresión de miRNAs en las fracciones SN de la corteza y el hipocampo mediante 

qRT-PCR y más tarde con NB.

Determinamos los valores de expresión utilizando el valor RQ (Relative Quati�cation) que se re�ere a la expresión 2(ddCt Exp – ddCt 

Ctrl), lo que permite analizar en espacio lineal las diferencias relativas de abundancia. La condición experimental se re�ere a las 

ratas tratadas con KA y la control a las tratadas con vehículo (solución salina). Como primer normalizador (dCt)  utilizamos un 

RNA exógeno (spike-in)  en una concentración conocida (5 nmol)  añadido durante la extracción del RNA (en el Trizol). La segunda 

diferencia indica la variación entre ambas condiciones.

De esta forma, medimos las expresión de 6 miRNAs, 4 de los cuales habíamos observado con alta abundancia en SN (miR-9, 

miR-125a, miR-128 y miR-138) y dos con muy baja representatividad (miR-145 y miR-150).

El hallazgo más notable fue que la expresión de miRNAs en la fracción total se mantuvo constante en Cx y Hp (excepto por miR-

9 y miR-145 en ésta última, donde disminuyeron entre el 40-50% su abundancia con respecto al total),  pero en la fracción SN 

fue donde se observó mayor cambio (Fig. 6.2.1).

En SCx 5 de 6  miRNAs aumentaron su abundancia entre 0.5 a 6 veces solamente en SCx, y sólo miR-138  no presentó cambios 

estadísticamente signi�cativos (P0.05). Así, el análisis de su cociente SN/Total mostró un incremento entre 50-150%  de expre-

sión relativa con respecto a la condición control (NaCl). Esto sugiere dos escenarios: 1) en donde los miRNAs  maduros  aumen-

tan su biodisponibilidad por aumento de su procesamiento local y/o 2) donde hay más arribo de sus precursores en la sinapsis.

Contrariamente, la expresión de 3  de 6 de los  miRNAs hipocampales medidos (miR-125a, miR-45 y miR-150)  mostraron una 

disminución signi�cativa de su expresión entre el 50-80% solamente en SHp. El cociente SN/Total mostró que solamente miR-

125a y miR-145  disminuyeron su abundancia relativa en SN entre el 20 al 30% con respecto a la condición control.
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Figura 6.2.1. qRT-PCR de microRNAs Sinápticos de Cx y Hp en Animales Tratados con KA o NaCl. Se utilizó usaron 100 ng de RNA total como molde para la 
reacción de RT en todas las muestras. (A-C) miRNAs corticales de la fracción total (A) o de su fracción SN (B) y y su cociente SN/Total (C). (D-F) miRNAs hipocampales de la 
fracción total (D), SN y su abundancia relativa (F). Como normalizador se utilizó un miRNA arti�cial para calibrar el cargado (no mostrado), cuya ampli�cación fue idéntica en todas 
las muestras. El método RQ se calculó como 2-(ddCt), donde la primera delta es el valor Ct de cada miRNA por individuo menos el valor promedio de Ct del miRNA arti�cial. La 
segunda delta se calculó como el valor Ct observado en las ratas tratadas con KA menos el valor promedio de Ct de la condición control (NaCl 0.9%). Las barras representan el 
valor de la media de RQ±SD calculada para tres animales por grupo. La signi�cancia estadística fue calculada por una prueba pareada de t de Student de dos colas, P�0.05.

De este experimento se desprenden varias conclusiones. La primera es que el KA es capaz de ejercer cambio en la expresión de 

miRNAs especialmente a nivel sináptico, tanto en la corteza como en el hipocampo.

Es posible suponer que los  cambios de expresión de miRNAs  en este modelo, ocurren antes en la sinapsis que en el resto de la 

neurona (fracción total), pues la estimulación prolongada actúa principalmente en estos sitios.

Adicionalmente podemos concluir que este mecanismo es altamente selectivo, pues  no todos  los miRNAs cambian su expresión 

o bien no lo hacen en la misma magnitud. Esto sugiere que pudiera existir un mecanismo de selección que sólo reconozca a una 

subpoblación de local de miRNAs.

El efecto que provoca la inducción de epilepsia por KA claramente tiene un componente de especi^cidad de tejido, que se com-

porta de forma antagónica en la corteza y en el hipocampo. Finalmente, los cambios en expresión sináptica se suscitaron para 

miRNAs cuya abundancia es muy alta en ambas fracciones,  como miR-9, miR-125 y miR-138, como para aquéllos de abun-

dancia reducida en SN como miR-145 y miR-150, lo cual fortalece la hipótesis de la especi^cidad.
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� Para revisar la expresión de los miRNAs maduros,  así como de sus precursores (si fuera el caso) se eligió realizar el análi-

sis por NB de algunos miRNAs.

Quisimos preguntar con este método no solamente si podían ser corroborados los datos de qRT-PCR sino también si los cam-

bios observados se debían a modi�caciones en la abundancia de sus precursores, como se había observado antes.

Por supuesto, la magnitud de las diferencias de abundancia de este miRNA entre animales estimulados con KA y los que no 

(NaCl) no fueron exactamente las mismas que las observadas en qRT-PCR, posiblemente por la sensibilidad de los métodos, 

pero sí mostraron una correlación en cuanto a la dirección de cambio.

En primer término, volvimos a encontrar una multiplicidad de bandas que ya habían sido observadas previamente, pero cuya 

particularidad es que aquéllas que presentaron un tamaño 150 nt (A-C)  mostraron una abundancia mayor en las  ratas  con o sin 

tratamiento, que fue superior a la observada previamente para los  mismos tejidos en animales normales (Fig. 6.3.1 cfr. Fig. 

5.3.4). Sin embargo, la ausencia de la banda D en las fracciones SN de ambas condiciones fue consistente.

Figura 6.3.1. NB de miR-128 en Cx y Hp de Ratas Tratados con KA ó NaCl. (A) Se usaron 500 ng de RNA <200 nt como como sustrato (extraído de 3 animales y 
mezclado en una sola alícuota), mismo que se resolvió por PAGE en condiciones desnaturalizantes (Urea 8 M, desnaturalizado a 95 ºC por 5 min). Éste se trans�rió a una mem-
brana nitrada de nylon e hibridada con 25 pmol de una sonda de LNA marcada con 32P (aprox. 106 cpms) y expuesta por 8h en una placa de Phosphorimager revelada con 
láser en un equipo Typhoon (Molecular Dynamics). En el recuadro punteado rojo  se visualiza con mayor contraste y brillo a la banda F apenas perceptible sin saturar las otras 
bandas. (B) Imagen del mismo blot visualizada en 3D y pseudocolor para indicar la intensidad y migración relativa con mayor claridad. Procesada mediante ImageJ. (C-D) Co-
cientes de los valores de densitometría detectados para cada banda en la corteza (C) o en el hipocampo (D).La línea roja punteada indica un cociente de 1 en donde no hubo 
cambios entre las condiciones experimentales.

Un caso especial fue el de la banda B que mostró un aumento cercano al 50% solamente en animales tratados con KA. 

Aún con estos datos no pudimos conciliar el resultado obtenido mediante qRT-PCR en cuanto a la magnitud, especialmente en 

la que se re�ere a la expresión de miR-125a maduro, que al �nal,  es la molécula efectora. Tampoco ocurrió aún cuando se midió 

la contribución de cada una de las bandas en conjunto.

Estos resultados  sugieren que si bien no hubo una correlación exacta con el experimento anterior,  sí permitieron inferir que el 

tratamiento con KA produce un efecto diferencial sobre fragmentos  de RNA que pueden corresponder no solamente al pre-miR-

125a sino también a su precursor primario, de acuerdo con el tamaño y la abundancia observadas. Ello implica que puede estar 

afectando algún proceso de maduración o procesamiento que ocurre con mayor rapidez en las sinapsis, antes que en el resto 

de las células.
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Contrariamente, la abundancia de las bandas previamente observadas como los precursores de miR-150 (80-150 nt)  no se vio 

afectada signi\cativamente por el tratamiento con KA (Fig. 6.3.2), lo que correlaciona con las los resultados obtenidos, aún 

cuando con este método no se pudo observar al miRNA maduro, probablemente por su limitada sensibilidad.

Figura 6.3.2. NB de miR-150 en Cx y Hp de Ratas Tratadas con KA ó NaCl.  La misma membrana mostrada en la Fig. 6.3.1 fue desnudada e hibridada con una 
sonda de LNA marcada con 32P. (A) Autorradiografía (exposición >8 h) en placa de Phosphorimager del NB de miR-150. En el recuadro punteado rojo  se visualiza con mayor 
contraste y brillo a la banda F apenas perceptible sin saturar las otras bandas. (B) Imagen del mismo blot visualizada en 3D y pseudocolor (ImageJ, NIH) para indicar la intensidad 
y migración relativa de cada banda con mayor claridad. (C-D) Cocientes de los valores de densitometría detectados para cada banda en la corteza (C) o en el hipocampo (D). 
La línea roja punteada indica un cociente de 1 en donde no hubo cambios entre las condiciones experimentales.

� Con el \n de evaluar si la el efecto observado in vivo, obedecía primordialmente al efecto despolarizante del KA, decidi-

mos  evaluar este efecto in vitro. Así, como primera aproximación (la cual ya no se pudo continuar), incubamos SN de cerebro 

completo en un buffer isotónico con alta concentración de potasio (50 mM) durante 5 ó 120 min, en presencia de TTX (1 �M), 

que es un potente inhibidor de los canales  de sodio sensibles a voltaje. La inhibición de la corriente de sodio por este compues-

to garantiza que la despolarización sea mantenida por la activación de canales de calcio sensibles a voltaje.
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La alta concentración de potasio extracelular disminuye el voltaje intracelular (dentro de los  SN) a -20 mV, muy por encima del 

umbral de disparo de un potencial de acción neuronal de -45 mV. El potencial de membrana normal en estas membranas es 

aproximadamente de -75 mV. 

Así,  hallamos que la expresión de 4 de 7 miRNAs evaluados por qRT-PCR  rápidamente decreció a valores inferiores al 50% en 

los primeros 5 minutos y se mantuvo constante durante las 2 h seguidas a la incubación en alto potasio (Fig. 6.4.1).

La despolarización prolongada causó un decremento signi#cativo desde los 5 minutos  para los  miRNAs miR-129*, miR-145 y 

miR-150,  y en menor medida para miR-125a. Al mismo tiempo, miR-124a cursó por un incremento momentáneo cercano al 

80% en el mismo lapso de tiempo. 

En casi todos los casos se observó un decremento sustancial de la abundancia en SN pasadas  las 2h de estimulación, excepto 

en los casos  de miR-9  y miR-125a. Notablemente, miR-129* mostró una degradación con el mayor delta observado (cercano al 

100%).

Esto con#rma que dentro de los SN existe un mecanismo selectivo de degradación que opera,  nuevamente, dependiente del 

tipo del miRNA que se trate. La disminución de la expresión no es  un evento dependiente de la degradación intrínseca que se 

observaría en una muestra que contenga actividad de RNasa, pues si así fuera entonces la disminución debería ser uniforme en 

todos los casos. 

La despolarización in vitro sobre los  SN no mostró un aumento de la abundancia de miR-125a como se observó in  vivo. Por otro 

lado, miR-150 mostró un comportamiento semejante en ambos experimentos.
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Figura 6.4.1. Expresión de microRNAs en SN Estimulados con 
Alto Potasio in vitro.   Análisis por qRT-PCR de la abundancia relativa de 
miRNAs en SN de cerebro completo incubados en presencia de 50 mM de 
KCl extracelular. Los SN fueron extraídos de 3 animales y cada ensayo se 
hizo por duplicado. Se compararon 3 grupos de SN a tres tiempos (0, 5 y 
120 min). El valor RQ representa el cambio de expresión normalizado contra 
el tiempo “cero” para el primer dCt y la condición sin alto potasio extracelular 
(5 mM) como control para el ddCt. El valor de la unidad representa invariabi-
lidad de cambio de expresión. Los SN se mantuvieron en agitación a 25 ºC 
y la estimulación se detuvo por adición de Trizol según cada tiempo indica-
do. 200 ng de RNA total fueron usados como molde para la reacción de 
qRT-PCR usando el método de NCode. 



Status Epilepticus�

� El status epilepticus  (SE)  se caracteriza por la presencia de descargas sincrónicas en el cerebro que pueden ser generali-

zadas o localizadas  dependiendo de la zona del cerebro en donde se originen. La epilepsia se divide en dos  categorías: convul-

siva (antes conocida como grand mal) y no convulsiva o de ausencias (petite mal)229, 230.

La epilepsia convulsiva o epilepsia partialis  continua (EPC)  se acompaña de movimientos musculares descontrolados (mioclonus) 

acompañados de estados  tensionales (tonus) que pueden durar hasta 30 minutos antes  de que sobrevenga la muerte, lo que 

ocurre en alrededor del 20% de los pacientes  que la padecen. Se puede inducir a partir de infecciones virales, accidentes vascu-

lares cerebrales, tumores o por resistencia a drogas antiepilépticas. Usualmente se origina en el lóbulo temporal de la corteza y 

suele ser una de las áreas mas dañadas después de un ataque convulsivo231. La epilepsia no convulsiva o status  epilepticus 

parcial  complejo (CPSE) carece de mioclonus y se observa falta de respuesta de un paciente, la cual puede durar desde horas a 

varios días y por ello es de difícil diagnóstico.

El ácido kaínico induce EPC aún en dosis bajas a través de la hiperestimulación de receptores-canal excitatorios de glutamato 

tipo Grik (KAR)  y en menor medida a los de tipo Gria (AMPAR)232. Cuando se administra de forma sistémica produce muerte 

neuronal en las zonas  afectadas  e incrementa notablemente después de varios días de la estimulación. Entre las regiones que 

más se afectan por esta enfermedad están el hipocampo y la corteza temporal233.

Diversos estudios han relacionado esta condición con cambios en la expresión de miRNAs  en hipocampo234-236 en modelos  de 

epilepsia de lóbulo temporal (TLE). Estos han encontrado al menos una veintena que aumentan signi{cativamente su expresión 

después de 8  h de tratamiento con KA o con pilocarpina (un agonista muscarínico de la transmisión colinérgica central que in-

duce epilepsia en dosis altas)237.

La inducción de CPSE en animales produce daños celulares importantes acompañados de muerte neuronal extensa en neuro-

nas  de la región CA1 del hipocampo y provoca la formación de autosinapsis en las neuronas de CA3, que procesan información 

de entrada proveniente de la corteza entorrinal229.

Por lo menos miR-34a, miR-132 y miR-184 han sido asociados fuertemente con la inducción CPES234, 236, 238 y miR-134a prote-

ge contra la aparición de daños morfológicos en las dendritas239. Se sabe que la transcripción de miR-132 depende de CREB 

en respuesta al aumento de actividad sináptica240 y miR-184 se regula negativamente por Mecp2241, una proteína de unión a 

islas CpG metiladas que es central en el síndrome de Rett.

Todos estos miRNAs son abundantes en sinapsis tanto de Hp como de Cx lo que sugiere que los cambios globales  de expre-

sión posiblemente afecten primero las funciones sinápticas de estas moléculas, lo que merece mayor escrutinio.

Efecto Antagónico del KA sobre miRNAs Sinápticos de Cx e Hp

� Los cambios de expresión de miRNAs en Cx y Hp después de 2 h de tratamiento con KA fueron más evidentes en SN, lo 

que sugiere que las  sinapsis son afectadas antes  que en el soma, aunque en Hp miR-9 y miR-145 fueron reducidos rápidamen-

te en la fracción total. Esto es de esperarse basado en el modelo de activación sináptica-desrepresión traduccional en el que 
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postulamos que es más trascendente en la ventana de tiempo de minutos a unas pocas horas, entre las etapas tempranas y 

tardías de la LTP. Ver Fig. 6.4.2.
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Figura 6.4.2. (página anterior). Modelo General de Regulación de la Síntesis de Proteínas en Dendritas. Los miRNAs pueden ser madurados en el citoplas-
ma perinuclear o bien en las dendritas, cerca de las sinapsis. Es posible que puedan ser transportados mediante gránulos neuronales (NGs), complejo represor). Los pre-
miRNAs también pueden ser acarreados vía FMRP o directamente con Dicer, pero se desconoce cuál es este mecanismo en dendritas. Cuando ocurre una despolarización 
prolongada o estimulación de alta frecuencia en una sinapsis, el incremento de calcio local activará a la calpaína (no mostrada) y producirá un corte proteollítico en Dicer que 
aumentará su actividad catalítica in situ, generando nuevos miRNAs maduros listos para ser cargados en RISC. Dado que este estímulo desencadena la activación de cascadas 
de señalización (�echas discontinuas) es factible que esto provoque modi�caciones post-traduccionales en RISC, incluyendo la degradación de MOV10 mediante el proteaso-
ma, inactivando al complejo temporalmente. Los mensajeros pueden ser traducidos en el soma y por ello se circularizan con los factores de inicio de la traducción, pero 
cuando son transportados en NGs (complejo represor) los pierden y permanecen latentes hasta que llegan a la sinapsis, esperando a ser activados por la despolarización local 
intensa. Tal vez los mensajeros viajes acompañados de los miRNAs durante el tránsito en un mecanismo denominado “piggy backing”, pero aún no se ha demostrado que así 
sea. Cuando la despolarización es su�cientemente alta y frecuente los NGs se disgregan y permiten que los mRNAs sean traducidos, ya sea por la inactivación local de RISC, la 
disociación de los cuerpos de procesamiento dendríticos (dlP-bodies) y/o por la asociación con nuevos factores de inicio de la traducción que hayan sido activados (i. e., S6). 
En este momento se sintetizan proteínas que promueven la LTP e incrementan la señalización sináptica. Es probable que haya una recuperación post-estimulatoria de la activi-
dad represora de RISC para evitar una sobreactivación y para modular la síntesis local de proteína, sin embargo la selección apropiada de mensajeros dendríticos que serán 
inhibidos por miRNAs queda como un misterio.  

Lo más llamativo de este efecto es que en SCx y SHp sea inverso, probablemente debido a las diferencias funcionales, citoar-

quitectónicas y de composición de receptores  de AMPA y KA de cada tejido. El hipocampo tiene una densidad alta de recepto-

res de KA de alta a�nidad (GluK3/5) y la corteza es rica en receptores de baja a�nidad al KA (GluA2/3), por lo que es posible que 

el nivel de despolarización es mucho mayor o más prolongado en Hp que en otras áreas.

Un escenario posible que explique estos resultados es que si el nivel de estimulación es moderado (como en SCx) esto estimula 

un mayor procesamiento de los pre-miRNAs (e.  g., miR-125a)  aumentando la disponibilidad del miRNA maduro en la post-si-

napsis.

En cambio, si el nivel  de despolarización es extremo, como podría ocurrir en el SHp, entonces también se favorece la degrada-

ción del miRNA maduro y de sus precursores, disminuyendo su expresión local.  Es posible que los genes que regulen localmen-

te estén asociados  a sobrevivencia neuronal o pro-apoptosis  según sea el área del hipocampo que estés afectada. También es 

posible que otros genes pro-sinápticos se incrementen favoreciendo la formación de autosinapsis en neuronas de CA3  de forma 

desordenada. Este efecto faculta al área afectada a repetir los eventos convulsivos cada vez con más  frecuencia, mucho tiempo 

después de que se dio la epileptogénesis.

Otro mecanismo,  que no es mutuamente excluyente, es  que el transporte anterógrado de precursores y miRNAs maduros hacia 

las dendritas  también se incremente como lo demostraron Cougot y colaboradores182 cuando la neurona sido estimulada con 

NMDA o KA.

Northern Blot

� La mayor divergencia entre los datos se dio entre los resultados de qRT-PCR y NB. No pudimos  observar la misma mag-

nitud de cambio en la expresión de los miRNAs sinápticos, aún cuando se replicó el modelo epileptogénico de manera idéntica. 

Creemos que la única forma de explicarlo es que tal vez esté en juego un efecto de lote de cepa. Las ratas usadas para el qRT-

PCR fueron originaria de NJ y tuvieron un periodo de adaptación de 2 h antes de iniciar el protocolo estimulatorio. Los  animales 

que se usaron para el NB  se criaron en el bioterio del IFC y tuvieron el mismo tiempo pre-adaptativo para replicar las mismas 

condiciones.

Sin embargo la observación más importante de este experimento fue hallar bandas que corresponden no sólo a los precursores 

de miR-125a-5p sino también de mayor tamaño (>100 nt).  Más interesante aún es  que hubo un número menor de precursores 

en SN de cada región del cerebro. Esto deja más preguntas ¿a qué corresponden estas bandas? ¿corresponden a pri-miRNAs 

parcialmente procesados? ¿por qué se localizan en SN también? ¿qué signi�ca cada una y a qué proceso obedece?
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Al menos el contexto genómico de miR-125a-5p en rata deja más dudas que respuestas pues está en una vecindad donde 

coexisten dos miRNAs, let-7e y miR-99b en un área menor a 1 kb, no hay una región donde pueda inferirse un procesamiento 

vía splicing, ni tampoco si éste sea parte de un pri-miRNA policistrónico (Fig. 6.4.3).

Figura 6.4.3 Contexto Genómico de rno-miR-125a. Un clúster de miRNAs que posiblemente se procesen juntos que acompañan a miR-125a que se basa en que al 
menos uno de ellos se localiza en una porción de un gen predicho (verde) que tal vez tenga más de un intrón extendiéndose más allá del extremo 3’ predicho.

Desconocemos  otros ejemplos en donde esto se haya visto de forma similar por lo que puede constituir una avenida de investi-

gación muy interesante.

Despolarización de SN

� Este sistema fue muy atractivo para evaluar el efecto de la la despolarización prolongada con alto potasio (50 mM)  en la 

dinámica de expresión de miRNAs en SN. Esto se evaluó únicamente por qRT-PCR.

Lo más  notable fue que al replicar la despolarización de los SN durante 5 min ó 2 h de exposición al alto potasio,  3  de 7 miRNAs 

aumentaron su expresión entre 15 a 60% en los primeros 5 minutos; y 6  de 7 miRNAs disminuyeron su expresión al �nal del 

tratamiento. miR-124 y miR-29* mostraron la delta negativa más grande que los demás miRNAs y esto sugería más bien un 

proceso de reducción de miRNAs generalizado posiblemente por acción de RNasas. Pero al observar que miR-9 de hecho au-

menta ligeramente su expresión (aún cuando es muy abundante en dendritas) sugiere más bien que hay un mecanismo selectivo 

en juego.

Este claramente es independiente del transporte anterógrado de miRNAs a través de la dendrita pues las sinapsis ya están frac-

cionadas, lo que implica posiblemente un aumento de la actividad de Dicer localmente8 así como de otras nucleasas que parti-

cipen en la degradacion de los miRNAs maduros también

¿Transporte Paracelular de miRNAs?

� Desde 2007 se han publicado reportes acerca de que los miRNAs pueden ejercer un efecto regulatorio de forma parace-

lular, a través  de la excreción mediada por exocitosis de complejos vesiculares  denominados exosomas o cuerpos multivesi-

culares (MVBs)242-247.  Además estos miRNAs se han detectado en una variedad de líquidos corporales como la saliva, la orina, 
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el plasma sanguíneo, e incluso la leche materna, y hoy en día se utilizan como biomarcadores plasmáticos de enfermedades 

como cáncer, Parkinson, etc. Para una revisión amplia del tema se recomiendan los artículos de Chen et al.248, 249.

En ese mismo año Smalheiser NR. especuló que los miRNAs pueden presentar transferencia horizontal de neurona a neurona y 

posiblemente afectar los procesos regulatorios  de síntesis local de proteína250. Si esta hipótesis es cierta, es posible que los 

complejos de silenciamiento puedan viajar de un componente a otro de la sinapsis vía exocitosis. Las neuronas son células cuya 

comunicación se basa en este proceso (recuérdese que la base de la transmisión sináptica química se da a través de la libera-

ción de neurotransmisores a través de las vesículas sinápticas localizadas en el axón).

Aunque la mayor parte de la fracción SN consiste de elementos post-sinápticos, cabe la posibilidad de que durante la estimula-

ción ocasionada por la presencia de KA, haya transferencia de miRNAs hacia el axón o viceversa. Se ha observado que en neu-

ronas hipocampales estimuladas vía LTP, pueden proyectar pequeñas espínulas  al interior del axón y liberar su contenido al inte-

rior251. Por otro lado, la observación de algunas proteínas  de RISC como Ago2 en terminales axonales apoya la posibilidad de 

que miRNAs puedan ser trasladados hacia las dendritas7, 181, 252-255. Estas hipótesis, por supuesto, esperan ser demostradas.
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� Las  modi|caciones realizadas a métodos previos para alcanzar el mejor nivel de pureza resultaron en una metodología 

que provee de SN altamente ricos en dendritas (elementos post-sinápticos)  cuya preparación es adecuada para el análisis de 

pequeños RNA no codi|cantes (sncRNAs).

Gracias a ello, este estudio es el primero que revela la variabilidad de expresión regionalizada miRNAs, en lo que se re|ere al 

nivel subcelular. Más aún, es la primera vez que se encuentra que tales miRNAs son selectivamente regulados a nivel de sinapsis 

en mamífero, mediante la inducción química de la actividad eléctrica neuronal, en particular de la corteza y del hipocampo.

Aunque el modelo no es  absoluto y es limitado en cuanto a las predicciones que se podrían hacer sobre la actividad sináptica in 

vivo, ciertamente brinda mucha información exploratoria de una población de miRNAs |nita,  encapsulada en un espacio muy 

restringido.  Por tanto puede ser una herramienta poderosa que ayudará a distinguir con mayor precisión la interacción entre 

cada uno de los jugadores en la regulación de y por miRNAs en la sinapsis.

Perspectivas

4) Explorar las  diferencias  de expresión de miRNAs en sinaptosomas (ricas en elementos pre-sinápticos) y de SN, para  establecer si 

existen diferencias y esto ayude a identi�car miRNAs presinápticos.

5) Analizar la  expresión de miRNAs en PSDs inmunoprecipitadas para establecer si hay una microrregionalización de miRNAs, de 

acuerdo con las condiciones celulares.

6) Identi�car la correlación de miRNAs:mRNAs mediante microarreglo para identi�car redes de regulación

7) Estudiar la correlación miRNAs:proteínas para establecer medidas  más  directas acerca del efecto local de estas moléculas. Esto 

puede ser medido por técnicas muy novedosas  como MIMS (REF) (Multi-isotope imaging mass spectrometry) que mide la  incor-

poración  de 15N in vivo y determina su localización subcelular mediante espectrometría de masas digitalizada, qRT-PCR  multiple-

xado para dar mejor precisión a  la expresión de miRNAs y mRNAs, así como qPCR  para  medir proteínas mediante la técnica  de 

PLA (REF) (Proximity Ligation Ampli�cation) donde dos  anticuerpos con epítopos cercanos que acarrean fragmentos complementa-

rios de Oligos, pueden ser ampli�cados y cuanti�cados como normalmente se hace para medir expresión de genes.

8) Medir la interacción de miRNAs:mRNAs a través de miR-TRAP (REF) (miRNA target RNA af�nity puri�cation) ó PAR-CLIP (REF) 

(Photoactivatable-Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking and Immunoprecipitation) que permiten atrapar la interacción entre 

mRNAs:miRNAs y RNA:Proteína, respectivamente, mediante fotoactivación con luz UV de nucleótidos químicamente modi�cados 

con los  que “alimentan” las células de interés. Así, mediante inmunoprecipitación se  pueden aislar las proteínas de interés (e. g., 
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Argonauta) y después analizar el contenido de RNA mediante Deep-Seq (Secuenciación Masiva Multiparalela ó MMPS) por una 

variedad de plataformas (e. g., Ion Torrent de Life Technologies, MySeQ de Qiagen ó minION de Oxford NanoTechnologies).

9) Identi�car redes biológicas que muestren las interacciones entre los miRNAs y sus genes blanco en las sinapsis.

� Cada región analizada mostró una expresión diferencial con respecto a cada una que otorga una �rma de expresión adi-

cional a la que ya se ha observado a nivel de exoma. Es probable que este patrón afecte signi�cativamente la función de cada 

región en cuanto a la expresión de genes intrínsecos a cada área estudiada, y también de que existan patrones crípticos que 

sólo pueden identi�carse mediante una disección más �na a nivel neuroanatómico.

Esta información permitirá dirigir con mayor precisión la selección de miRNAs candidatos para un estudio más  profundo en don-

de se pueda hacer una correlación (directa o inversa) con los  mRNAs cuya expresión ya sea conocida para un área en particular. 

Esto mismo puede hacerse extensivo a nivel de biología del desarrollo para determinar cómo se va adquiriendo progresivamente 

el patrón de expresión observado en el adulto.

Perspectivas

1) Realizar un estudio multiplexado de expresión de miRNAs maduros  y de precursores  por separados mediante qRT-PCR  (e. g., con 

sondas Taqman en placas) para cada región del cerebro.

2) Identi�car la naturaleza de los precursores 100 nt observados mediante NB (e. g., clonación y secuenciación).

3) Realizar estudios de correlación cruzada midiendo la expresión de mRNAs localizados en SN para cada área del cerebro. Esto ayu-

dará a determinar cuáles mRNAs pueden ser regulados por miRNAs in situ.

4) Determinar los patrones de expresión de poblaciones especí�cas de neuronas en cada una  de las subestructuras, mediante técni-

cas como LCDM (Laser Capture Microdisection) y qRT-PCR de célula única.

5) Identi�car los cambios temporales que suceden en diferentes condiciones �siológicas como sueño-vigilia, regulación hormonal, 

aprendizaje y memoria y durante el desarrollo.

6) Así mismo identi�car estos cambios en el tiempo para modelos patológicos como Parkinson, Alzheimer, Depresión, Autismo, etc.

119



� La identi�cación de un patrón de expresión en sinapsis que es independiente al del resto de la neurona le otorga una 

importancia mayúscula porque ayuda a explicar cómo un sistema de regulación negativa de la expresión génica, puede ayudar a 

establecer cambios �siológicos que se suceden bajo condiciones  muy precisas (i.e durante la consolidación de la memoria), 

solamente variando los niveles locales de expresión de genes críticos para tal tarea.

Más aún, este estudio puede ayudar a identi�car nodos críticos  de regulación por esta vía que estén involucrados en neuropato-

logías particulares, cuya regionalización subcelular a nivel de sinapsis, aún no se haya tomado en cuenta y que tal vez pudiera 

ser crítica para una estrategia terapéutica.

Sería muy valioso determinar cómo se suceden los cambios de expresión locales  de estas  moléculas y su correlación con los 

mRNAs  blanco así como el de los niveles de proteína asociados. El conocimiento preciso de estos procesos proporcionará mu-

chas respuestas que conectan con mayor relevancia los cambios moleculares con los cambios �siológicos que ocurren en dis-

tintas áreas del cerebro y que, �nalmente, impactan incluso al comportamiento.

Perspectivas

1) Realizar un estudio global de la  distribución subcelular de pri-, pre- y miRNAs maduros  mediante ISH en rebanadas de cerebro bajo 

condiciones normales y alteradas, e. g., durante la inducción de epilepsia por KA. 

2) Establecer una colocalización con componentes de RISC.

3) Identi�car las miRNPs  y las proteínas que regulan la actividad de los miRNAs en la vecindad sináptica mediante PAR-CLIP, miR-

TRAP, etc.

4) Identi�car los puntos de crosstalk que existen entre vías de silenciamiento génico ya caracterizadas en estos sitios.

5) Hacer un análisis inteligente a partir de los  datos  globales de expresión en donde se establezcan fuertes relaciones de correlación, 

para estudiar con precisión el papel de miRNAs especí�cos  sobre sus  blancos. Esto mediante  análisis  de interacción en geles de 

retardo, mutagénesis de miRNAs y de MREs  en los  mRNAs, estudios  de distribución intracelular en neuronas en cultivo, determi-

nar el efecto sobre la morfología y función neuronal, etc.

6) Dilucidar los  mecanismos  de translocación de miRNAs (y sus precursores a las  sinapsis), identi�cando la dependencia de moviliza-

ción mediante microtúbulos y cinecinas  (e. g., usando fármacos despolimerizantes),  el papel del mRNA blanco (e. g.,  transfectan-

do miRNAs y blancos arti�ciales  que puedan ser rastreados  por microscopía confocal, en estudios de mutagénesis dirigida sobre 

los  MREs, con experimentos de transducción de lentivirus in  vivo con que expresen estos marcadores exógenos e identi�car su 

localización mediante nuestro sistema de SN, etc.).

7) Estudiar si otros  modelos de activación neuronal,  bajo condiciones �siológicas normales (como en el aprendizaje y memoria), provo-

can similares de expresión de miRNAs sinápticos in vivo.
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� El hallazgo de que la sobreestimulación sincrónica repetitiva en el cerebro provocada por el KA sobre la expresión de 

miRNAs sinápticos es de especial relevancia porque hasta la fecha no existe un análisis  similar en mamífero y mucho menos in 

vivo.

Los cambios observados expresión de miRNAs en las  sinapsis ante este tipo de estimulación permiten suponer una relación 

activa entre el estado neuronal y el procesamiento y/o la actividad efectora de estas  moléculas, por lo cual este modelo resulta 

muy relevante.

Perspectivas

1) Evaluar los  cambios globales de expresión de miRNAs y mRNAs simultáneamente  en este modelo para establecer con precisión 

cuáles son los cambios en las redes de regulación basados en los niveles de expresión.

2) Determinar con precisión la secuencia  de las bandas presentes en las  fracciones totales  pero ausentes en las  de SN, así como de 

aquéllas que no corresponden con los precursores canónicos.

3) Medir con mayor precisión los  cambios generados en los miRNAs maduros  y sus  precursores mediante qRT-PCR  usando sondas 

Taqman.

4) Con datos más precisos determinar si las  diferencias encontradas entre los datos  NB y qRT-PCR son conciliables  dentro de un 

modelo de procesamiento diferencial.

5) Utilizar fármacos in vivo (agonistas  o antagonistas de receptores  como AMPA, KA, NMDA, así como de las  vías  de señalización 

involucradas) para  disecar con precisión cómo participan los  diferentes tipos de receptores en los cambios  de expresión de miR-

NAs in situ.

6) Estudiar las alteraciones de correlación de expresión entre  miRNAs  y mRNAs en las  diferentes  modalidades de epilepsia  en pacien-

tes  de primer ingreso, tratados  farmacológicamente, refractarios  y tratados quirúrgicamente para establecer modelos y tipos claros 

de expresión y posibles tratamientos.

� Los cambios de expresión de miRNAs observados  in  vitro fueron, desde mi punto de vista, seminales para mostrar 

que contenido dentro de esta fracción existe un mecanismo de control que es dependiente de la despolarización prolongada, 

factor elemental cuando aumenta la e�cacia sináptica.
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El uso de esta estrategia ventaja metodológica que tendrá que ser aprovechada para identi�car los cambios de expresión loca-

les de los miRNAs sinápticos,  con el  �n de disecar las condiciones celulares que alteran la función de estas moléculas in  situ. 

Esto se logrará mediante la experimentación con agonistas y antagonistas de diferentes receptores o proteínas de señalización 

cuya función sináptica ya está demostrada.

Perspectivas

1) Identi�car con precisión a los miRNAs maduros y sus precursores con sondas Taqman en una panel de miRNAs más amplio.

2) Medir su expresión en función del tiempo para determinar la  tasa de degradación basal vs. la tasa de cambio en condiciones des-

polarizantes.

3) Hacer el experimento en presencia de KA y de otros  agonistas de los receptores de KA, AMPA y NMDA, así como de sus antago-

nistas (disección farmacológica de las vías).

4) Medir la  dependencia  de calcio en este fenómeno así como la dependencia de la  actividad de calpaína (que favorece la proteólisis 

local de Dicer).
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� � En esta sección se describen con todo detalle los  protocolos usados en este proyecto, con los  cambios a 

metodologías publicadas en artículos cientí$cos y/o en los dossier que incluyen algunos kits disponibles comercialmente, mis-

mos  que el lector podrá consultar si así lo desea. La $nalidad es denotar las adaptaciones a dichos protocolos que surgen en 

cualquier proyecto experimental.

� Este es un método con$able para la extracción de sinaptoneurosomas de alta pureza, medido por qRT-PCR de marca-
dores  de mRNA de soma y dendríticos así como por WB. Se basa en la centrifugación a través de gradientes isopícnicos (den-
sidad variable) de sacarosa. Con este método también se pueden recuperar otras fracciones como la microsomal, mielínica o la 
mitocondrial. Éste método resultó ser ideal para conservar la estructura y la pureza sinaptoneurosomal en comparación con 
otras técnicas de ultracentrifugación. Tomado y modi$cado de Carlin  RK, Grab DJ, Cohen RS, Siekevitz P. J Cell Biol. 1980.  Sep; 
86(3): 831-45. 

Materiales

• Tijeras de disección $nas y bien a$ladas.
• Pinzas de disección de punta aguda.
• Espátula chica y grande de metal.
• Vasos de precipitados de 100mL.
• Pipetas Pasteur de 6” previamente horneadas.
• Bulbos.
• Cajas de Petri de 3” preferentemente de vidrio.
• Filtros Whatman recortados al tamaño de la caja de Petri.
• Homogeneizador de vidrio con pistilo de Te�ón (distancia de separación de 0.025mm)
• Taladro con reostato, (velocidad media).
• Rotor tipo JA-17 y SW-40 Ti rotor (Beckman) con tubos apropiados de policarbonato (50 mL)  y polipropileno (15 mL), 

respectivamente, enfriados en todo momento a  4°C.

Reactivos

Para trabajar con RNA, todos los  materiales  deberán ser lavados con RNaseZap (Ambion)  y enjuagados con agua libre de RNa-
sas (i. e., tratada con DEPC). Se recomienda usar todas las  soluciones  tan frescas como sea posible, para evitar la contamina-
ción por hongos. Mantenerlas a 4 °C máximo por una semana.

Soluciones (ver Apéndice IA)

Sacarosa

•  1.2 M
•  1 M
•  0.85 M
•  Solución “A”
•  Solución “B”
•  PBS (100 mL dividido en dos vasos de precipitados. Enfriar en hielo por al menos 10 min).
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Disección

Para el presente estudio, a menos que se indique lo contrario, las ratas fueron anestesiadas con iso	uorano gaseoso (2%  vol/
vol)  durante 2-5 min por vía aérea. Diversas instituciones requieren anestesiar a los animales antes de ser sacri�cados como 
parte de los protocolos de cuidado animal.

Diseccione el cerebro de una rata macho de 200-250 g de peso después de decapitar.  Retire la piel y corte el cráneo con las 
tijeras de disección, justo entre los ojos  y uno desde el ori�cio auricular hasta la articulación maxilar. Esto permitirá abrir el cráneo 
desde el centro superior.  Enseguida corte con las tijeras �nas (de preferencia anguladas a 45°) justo sobre la �sura central hasta 
llegar a la primera incisión ocular. Procure no insertar demasiado la punta pues el tejido cerebral se rompe y comienza un daño 
importante. Retire los huesos frontal, temporal y parietal con las pinzas de punta de forma lateral. Remueva el cerebro con una 
espátula, empujando desde al tallo cerebral hacia arriba, pero direccionando el cráneo disecado hacia el vaso de precipitados 
con PBS frío. Procure traer el bulbo olfatorio complete cortando cuidadosamente los huesos nasales antes de retirar el cerebro. 
Si no es posible, se puede retirar después.

Retire tanto tejido meníngeo como sea posible con las pinzas de punta y retire también los coágulos. Realice la disección de las 
partes a analizar sobre un �ltro Whatman pre-humedecido con PBS frío y dispuesto sobre la caja Petri invertida, siempre sobre el 
hielo. Puede disecar el cerebelo y el tallo, cortando con la espátula de metal y colocándolos en PBS pre-enfriado. Cada hemisfe-
rio puede ser dividido también con la espátula. Para obtener el hipocampo y la corteza, remueva con la espátula el hipocampo y 
exponga desde adentro hacia afuera. Con unas tijeras  puede cortar hipotálamo, estriado, tálamo y otras áreas  interiores  en for-
ma de pequeños �letes, hasta que no haya materia blanca visible. Esto se considera como la corteza.

Si se trabaja con cerebro completo, cada hemisferio puede ser procesado aparte y en total se obtiene cerca de 1g de tejido. 
Con otros tejidos, se recomienda usar más de una animal por tejido. Tenga cuidado de no usar mayor masa pues esto contami-
na con glía y otros detritii a la fracción sinaptoneurosomal.

Homogeneización y Centrif�Mación

1. Homogeneice a velocidad media el tejido en 4 mL de solución A más 30 U/mL de inhibidores  de RNasas (e. g., 
RNase OUT de Invitrogen). Mantenga en hielo en todo momento. Aplique entre 8  y 12 golpes de forma vertical en 
ángulo recto para evitar la inclusión de burbujas, hasta que la mezcla se vuelva homogénea (demasiados golpes 
producirán daño importante en las mitocondrias  y otros  organelos, contaminando la fracción SN). La presencia de 
burbujas favorece el rompimiento de membranas.  En este punto puede tomar una alícuota de 50 uL para analizar 
proteína o RNA.

2. Vacíe la el homogenado en un tubo pre-enfriado de policarbonato (cap. 50 mL)  y mantenga en hielo. Centrifugue 
a 1,400 x g por 10 min en un rotor JA-17 (Beckman) o similar, a 4 °C. Con una pipeta Pasteur retire el sobrena-
dante con cuidado y repita la operación. Importante mantener en hielo en todo momento. Procurar no introducir 
burbujas al momento de pipetear. Recuerde balancear los tubos antes de Centrifugar.

3. El sobrenadante se coloca en un tercer tubo de 50 mL pre-enfriado y se centrifuga a 13, 800 x g por 10 min a 4 
°C.

4. En esta fase el sobrenadante se descarta y el pellet se resuspende en aproximadamente 4 mL de solución B  fría, 
triturando con la pipeta Pasteur al subir y bajar la mezcla. No introducir burbujas y realizar la operación en hielo.

5. Colocar aproximadamente 2 mL del homogenado sobre un gradiente discontinuo de sacarosa (2mL de sacarosa 
por capa de 0.8  M:1.0 M:1.2 M, de arriba a abajo)  previamente enfriado a 4 °C en un tubo de 15mL de polipropi-
leno apropiado. Balancear los tubos preferentemente en una balanza granataria calibrada. Mantener en frío tanto 
como sea posible. Se recomienda hacerlo en un cuarto frío.

6. Centrifugar a 82, 500 x g por 120 min en un rotor SW-40Ti a 4 °C.

7. La tercera interfaz (color blanco grisáceo) se retira con una pipeta Pasteur. Una vez afuera es posible que el agua 
del aire se precipite sobe el tubo e impida una adecuada visibilidad, por lo que se recomienda secar con un paño. 
Ajustar el volumen a 1-2 mL con solución B.

8. Colocar el sobrenadante sobre una cama de 2 mL de sacarosa de la solución de sacarosa 1 M en un tubo limpio 
de polipropileno de 15 mL pre-enfriado y Centrifugar una vez más por 120 min con los mismos parámetros.
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9. Al #nalizar, retirar el sobrenadante con pipeta Pasteur desde la super#cie hacia abajo y resuspender en 500 uL de 
solución B  fresca y pre-enfriada. Se pueden tomar 50 uL de muestra para WB  o TEM. Se agrega 1 mL de Trizol** 
(Invitrogen)  y se mezclan por inversión 15 veces, sin agitar, en un tubo eppendorf de polipropileno de 2 mL prefe-
rentemente, o bien, en 2 tubos de 1.5 mL. Mantener en hielo por al menos 15 min (o toda la noche a -70 ºC si se 
quiere almacenar) y después Centrifugar para extraer el RNA (ver protocolo de puri#cación de RNA total).
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** NOTA IMPORTANTE: Antes del paso 9 se puede agregar un RNA arti$cial (spike-in) en el volumen total de Trizol que se va a utilizar (5 nM $nal) para poder normalizar los efectos 
del pipeteo. Como la ampli$cación será un evento empírico, se recomienda hacer una curva estándar para delimitar el intervalo dinámico más adecuado.



� Este protocolo se basa en el que provee Invitrogen con el Trizol, pero que fue modi�cado para reducir al máximo la con-
taminación por fenol al  �nal de la extracción. Alternativamente puede utilizarse el kit RNAEasy (Qiagen) a partir de las muestras 
SN, siguiendo su protocolo al pie de la letra.  Revisar su sitio de internet (http://www.qiagen.com). Este se recomienda para la 
puri�cación de RNAs 200nt.

Para RNA total (Trizol)

1. Descongelar las muestras a T.A. (25 ºC).

2. Invertir tres veces las muestras para homogeneizar la suspensión.

3. Centrifugar a 4 ºC a 13, 000 x g por 10 min.

4. Separar la fase acuosa (aprox. 500 uL)  lentamente con una punta de 200 uL, cuidando que no toque la base de 
la pipeta. La tensión super�cial suele ser muy baja y se levanta rápidamente el líquido dentro de la punta. Al redu-
cir el  menisco es posible que se arrastre una gota rosácea (fase orgánica) que es preferible regresar bajando nue-
vamente un poco de líquido hasta que salga. En su defecto centrifugue nuevamente.

5. Colocar en un tubo nuevo y añadir un vol. de cloroformo. Agitar con vórtex por al menos 15 s.

6. Centrifugar por 2 min a 13, 000 x g.

7. Separar nuevamente la fase acuosa (superior) y vertirla en un tubo nuevo (aprox. 200-300 uL).

8. Aforar a 500 uL con H2O libre de nucleasas y agregar un vol. de cloroformo.

9. Centrifugar por 2 min, separar la fase acuosa y colocarla en un tubo nuevo. Agregar 1 mL de isopropanol y mez-
clar por inversión.

10. Agregar 2 
M de acarreador, ya sea glucógeno o acrilamida linear. Mezclar perfectamente.

11. Congelar a -20 ºC por al menos 2 h para precipitar o bien a -70 ºC si deja más tiempo.

12. Centrifugar a 13, 000 x g durante 15 min a 4 ºC.

13. Retirar el sobrenadante por decantación, cuidando que el pellet (blancuzco casi invisible en algunos casos) no se 
despegue del tubo. Tenga en cuenta que éste siempre se adhiere a la porción contralateral a la tapa.

14. El resto de líquido retenido puede ser retirado con pipeta.  Dejar evaporar durante 5-15 min hasta que el alcohol ya 
no sea visible.

15. Resuspender con 11 uL de agua libre de nucleasas y agitar cada 5-10 min por al menos 3 veces.

16. Usar 1 uL de la muestra para cuanti�carla en un espectrofotómetro (i. e., Nanodrop, Agilent).

17. Se espera que la relación 260/280 nm (280 nm mide proteína)  sea superior a 1.8  al igual que a 260/320, que mi-
de la contaminación con fenol. Si no es el caso, será necesario volver a precipitar con el método descrito, agre-
gando agua y 1 vol.  de fenol:cloroformo:cloroformo (esto quiere decir que se añade un paso más de mezcla con 
cloroformo). Seguir los pasos desde el punto 8. NOTA: Es posible trabajar con un nivel aceptable de con�anza si 
la relación 260/320 es mayor a 1.6. Valores inferiores afectan gravemente las reacciones enzimáticas subsecuen-
tes.
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Para RNA de bajo peso molecular (LMW, 200nt, Qiagen)

� Se puede usar el método de miRvana (Ambion-Life Technologies)  pero tiene ciertos problemas. El primordial es  que las 
columnas tienen baja retención del RNA y he determinado que las columnas del kit RNAEasy (Quiagen)  tienen mayor rendimien-
to. Se recomienda comprar la versión de 500 columnas.

Este método se basa en la capacidad de las moléculas de RNA en precipitar diferencialmente en función de su tamaño y de la 
concentración de etanol circundante,  por lo que se observado que en presencia de 1/3  de volumen de etanol, se precipitan muy 
fácilmente las moléculas 200 nt de longitud, incluidos los mRNAs.

Se recomienda usar una masa mínima de 1-5 �M de RNA total para precipitar.

1. A partir del paso 9. del  protocolo anterior, utilizar ETANOL al 85%  (EtOH) en l�Mar de isopropanol.  Agregar 1/3  de 
volumen a la fase acuosa recuperada y mezclar por inversión (5-7veces). Usualmente se recuperan 350-450 uL. 
Es importante asegurarse del volumen de trabajo antes de proceder a la adición de EtOH. Recuérdese que las 
columnas tienen una capacidad máxima de 700 uL, por lo que será posible que se tenga que repetir la centrifu-
gación para eluir completamente toda la muestra.

2. Eluir en una columna la nueva solución, centrifugando a 8, 000 x g por 2 min. Es importante RESCATAR el líquido 
eluido pues en él están disueltos los miRNAs y otros sncRNAs.

3. Adicionar �2/3 de volumen de EtOH a la muestra eluida y mezclar por inversión.

4. Eluir la muestra en una NUEVA COLUMNA, centrifugando por 2 min a 8, 000 x g. Repetir la operación si el volu-
men es superior a 750 uL. Descartar el líquido eluido.

5. Agregar 700 uL de buffer RW1 a cada columna.  Para este momento se deben tener 2 columnas por muestra 
biológica. La primera tiene RNA de alto peso molecular (HMW) y la segunda RNA de bajo peso molecular (LMW).

6. Centrifugar, descartar el eluido.

7. Agregar 500 uL de buffer RPE (previamente suplementado con 4 volúmenes de EtOH absoluto), centrifugar por 
15 s, descartar el eluido y repetir la operación. Es muy importante asegurarse que las columnas no tengan trazas 
de etanol en las orillas antes de realizar el sig. paso. Si es así, centrifugue de nuevo.

8. Colocar las columnas  sobre un TUBO COLECTOR NUEVO y agregar 30 uL de agua libre de RNasas. Dejar repo-
sar por 1 min y centrifugar por 1 min extra. NOTA: El agua puede ser calentada a 60 ºC antes de adicionarla, con 
lo que se maximiza la solubilización del RNA.

9. El RNA resuspendido puede ser cuanti�cado inmediatamente. Se espera que con este método el rendimiento sea 
muy alto. Si las relaciones 260/280 y 260/230 nm no son las  óptimas, puede repetirse la operación  con el méto-
do anterior a partir del paso 8.

¡Felices extracciones!
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� Si se cuenta con su�ciente masa, es  posible utilizar un gel desnaturalizante de acrilamida para determinar la integridad 
del rno-rRNA 5 (120 nt) y rno-rRNA 5.5S (158  nt) así como las bandas que corresponden a los tRNAs (70-90 nt).  Si el RNA no 
está íntegro, se observa un barrido en las tres bandas mencionadas.

Este método, con pequeñas modi�caciones, es íntegro al que viene en el inserto del kit de Ambion miRVana (Life Technologies) 
para puri�car RNAs de bajo peso molecular.

Soluciones
(ver Apéndice IC)

• TBE 10X
• Urea (8 M �nal)
• Acrilamida al 30% (Acril:bis-acrilamida, 19:1).
• Buffer desnaturalizante de cargado (II).
• Persulfato de Amonio (PSA, 10%). NOTA: No usar PSA más viejo que un mes.
• TEMED

Para preparar el gel (15mL)

Una vez polimerizado y con el peine retirado, se debe enjuagar con agua bidestilada el exceso de UREA cristalizada.

Se monta en la cámara y se agrega TBE 0.5-1X para la electroforesis. Se puede diluir en el momento de usar a partir del stock 
10%. Usualmente se requieren 500 mL.

El gel se debe pre-correr a 100 V por 10-15 min para movilizar parte de la UREA acumulada en diversos puntos.

Para preparar las muestras

1. Usar 100-200 ng de RNA total (o puri�cado de bajo peso molecular; ver método anterior)  para cargar en el gel. Si 
se realiza NB, se recomienda usar de 1 a 5 
M para maximizar la señal (Ver protocolo 8.7 de NB  para más deta-
lles). Utilizar un volumen máximo de 15 uL por muestra, si no es posible que no quepa en el pozo.

2. Adicionar 1 volumen de Buffer de Carga II (usualmente incluido en los kits de Ambion)  y calentar la muestra. NO-
TA: Hacer lo mismo para el marcador de peso molecular (MWM) SI Y SÓLO SI se va hacer un ensayo de NB. En 
este caso siempre se usó la escalera de 10-150 nt de Ambion (#Cat. AM7778  con 10 reacciones). Se usa 1 uL 
por gel. Es posible prescindir de la escalera si sólo se va a revisar la integridad del RNA. Recuerde ahorrar dinero 
y tiempo.

3. Calentar las muestras a 95 ºC por 5 min. Enfriar en hielo por 2 min y centrifugar.

4. Mantener en hielo todo el tiempo.
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5. Antes de cargar el gel es  IMPORTANTE desplazar la UREA en difusión de cada pozo. Esto puede hacerse con 
una pipeta pasteur de punta corta y un bulbo. Desplace en ángulo subiendo y bajando una par de veces el exce-
so de urea usando el buffer de corrida (TBE 0.5-1X).  Cargar la muestra inmediatamente. Omitir este paso ocasio-
na que la migración de las bandas no sea la adecuada pues la UREA causa un retardo en la migración por efec-
tos de la densidad.

6. Se aconseja correr el gel hasta que la banda de azul de bromofenol del primer frente casi se salga. La electrofore-
sis puede realizarse a 100-150 V por 30-60 min.  En ocasiones una corrida lenta puede favorecer una mejor reso-
lución de las bandas. Esto será empírico.

7. Para revelar las bandas, el gel se baña en buffer TBE0.5X con 0.5-1 �M/mL de Bromuro de Etidio (EtBr) por 5min 
en agitación lenta. Se lava el exceso en buffer fresco en agitación por 10-15 min y se observa al transiluminador 
de luz UV. Las bandas deber ser perfectamente de�nidas.
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� La electroforesis en chip tiene la virtud de poder analizar la integridad del RNA de hasta 12 muestras simultáneamente 
utilizando solamente 20-200 ng de material. 

El principio del análisis se basa en la electroforesis capilar en la que el RNA 
uye a través de un gel desnaturalizante que se en-
cuentra embebido en un microcanal grabado en vidrio.  Al RNA se le incorpora un agente intercalante 
uorescente cuya unión es 
directamente proporcional a la longitud de la molécula; semejante al principio seguido con la tinción de EtBr.

Cuando se aplica una corriente eléctrica, el RNA 
uye y pasa a través de un haz de luz láser que excita al 
uoróforo, mismo que 
emite luz en una longitud de onda especí�ca que es captada por un detector. La 
uorescencia se mide en función del tiempo 
por lo que se genera un grá�co con “picos” de intensidad de 
uorescencia (tal y como se esquematizó en la Fig. 4.2.2.

Con esta información se puede representar de forma digital un “gel virtual” y se puede asignar una número de integridad del 
RNA denominado RIN (RNA Integrity Number) que es un índice que mide la geometría de los picos prominentes  que correspon-
den al los rRNAs 5S y 5.5S.

Para preparar el gel

1. Filtrar por centrifugación, 550 uL de la matriz de gel RNA 6000 Nano en un tubo con �ltro integrado.

2. Centrifugar a 1500 x g por 10 min a T.A. y hacer alícuotas de 65 uL que se guardan a 4 ºC.

Para preparar la mezcla con el colorante (referencia pasiva)

1. Dejar que el colorante se atempera a T.A. por 30 min.

2. Vortexear y centrifugar por 10 s.

3. Añadir 1 uL a una alícuota de gel.

4. Vortexear y centrifugar a 13, 000 x g por 10 min a T.A. Preparar solamente la mezcla que se usará en ese mo-
mento.

Para cargar el gel en el chip

1. Coloque un chip RNA 6000 Nano en el adaptador y coloque 0.9  uL de la mezcla gel-colorante en el pozo marca-
do para ese propósito.

2. Presione el émbolo previamente posicionado en la marca a 1 mL, hasta que se ancle al seguro.

3. Esperar 30 s y liberar el seguro, esperar 5 s y luego levantar el émbolo.

4. Agregar 0.9 uL de la mezcla anterior en todos los pozos marcados.

Para cargar el colorante (referencia activa)

1. Coloque 5 uL del del colorante en cada pozo donde se cargarán las muestras y el marcador de peso molecular 
(MWM).

2. Para desnaturalizar las muestras
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3. Calentar a 70 ºC por 2 min cada tubo con RNA y enfríe en hielo inmediatamente, mantenga por 5 min en el hielo y 
centrifugue momentáneamente para bajar la muestra al fondo del tubo.

Para cargar el MWM y las muestras

1. Pipetee 1 uL de la escalera en el pozo indicado para ello.

2. Agregue 1 uL de RNA por cada muestra a cada uno de los pozos.

3. Agite durante 1 min con el adaptador para el vórtex a 2400 rpm.

4. Inicie la electroforesis antes de 5 min y déjese proceder durante 15 min aproximadamente.

¡Felices trazos!
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� La preparación de las muestras usualmente corre a cargo de los encargados de las unidades de microscopía electrónica 
de cada institución, por lo que no es necesario describir con todo detalle la metodología de �jación. Solamente se describen los 
pasos generales que se utilizaron para el presente estudio.

1. Resuspender los SN en 500uL de buffer PBS.

2. Fijar con buffer de Karnovsky (Formaldehído/Glutaraldehído 0.1M en Buffer de fosfatos de Milloning).

3. La post-�jación se hace con buffer de Tetróxido de Osmio (OsO4) al 1% por 1h.

4. Las  muestras se deshidratan mediante inmersión progresiva en soluciones de etanol cada vez más concentradas 
y al �nal se embeben en un coctel de resina Epon-Araldita.

5. Las secciones se realizan con un ultramicrotomo con navaja de diamante y se montan en rejillas de oro.

6. Las  secciones se tiñen con Acetato de Uranilo (50%) y luego se sumergen en una solución de Citrato de Plomo 
(0.5%), pare después lavarse con agua bidestilada libre de CO2 por 2 min (tinción de Reynold).

7. Las  muestras se observaron en un microscopio JEM-100CXII (JEOL LTD. Tokio, Japón) a magnitudes de 10, 000-
60, 000X. Las condiciones de voltaje y apertura son manipuladas por el operador especializado.
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� En este método se utilizó la siguiente estrategia general:

Para preparar las muestras

1. Tomar 50 uL de cada muestra a analizar y añadir en 450 uL de buffer de lisis  enfriado en hielo (Ver apéndice IB). 
En este punto las muestras pueden ser congeladas a -20 ºC hasta que se requieran.

2. Usar de 5-10 uL de una dilución 1:10 en buffer de lisis para cuanti{car la concentración de proteína por el método 
de MicroBCA (Pierce-ThermoScienti{c).

3. Adicionar a un tubo el volumen adecuado para alcanzar una masa de proteína de 10-25 
M.

4. Adicionar buffer de desnaturalización y calentar a 90 ºC por 5 min, enfriar en hielo y Centrifugar por 2 min.

5. Rescatar el sobrenadante pasarlo a un tubo nuevo.

Para electroforesis y transferencia

1. Se utilizaron los geles, membranas y buffers de Invitrogen para realizar el análisis.

2. Cargar volúmenes idénticos de proteína desnaturalizada (no mayor a 40 uL)  en un gel precorrido de acrilamida (4-
12%) a 20 mA/h en buffer MOPS 1X (comercial). Siempre se realizó con 2 geles en paralelo.

3. Las  muestras fueron transferidas en húmedo (condiciones estándar,  15-25 mA/h)  a membranas de PVDF carga-
das positivamente (Invitrolon)  usando MOPS 1X con la misma corriente constante y usando bloques de hielo a los 
costados para evitar el sobrecalentamiento.

4. Las membranas fueron bloqueadas con 10-15 mL de solución de bloqueo por 2 h a 4 ºC en agitación constante.

5. Antes de incubarlas  con los  anticuerpos primarios,  las membranas deben ser lavadas con PBS 1X tres  veces por 
decantación.

Para bloqueo con anticuerpos primarios

1. Los anticuerpos usados fueron diluidos como se indica en la tabla a continuación:

NOTA: El anticuerpo 4F9 detecta las 4 isoformas de las proteínas de Argonauta de humano, rata y ratón (eIF2C1-4).
Hosp., especie hospedera en donde se generó el anticuerpo.
DSHB, Developmental Studies Hybridoma Bank (http://dshb.biology.uiowa.edu/ ). Estos anticuerpos fueron comprados en forma de sobrenadantes de cultivo.
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2. Los anticuerpos fueron diluidos en buffer de bloqueo (de anticuerpos) e incubados por 8-16 h a 4 ºC en agitación 
constante.

3. Para remover el exceso de anticuerpo, las membranas fueron lavadas 5 veces cada 10-15 min con 10 mL PBS 
1X a T.A. en agitación constante.

4. Los anticuerpos secundarios acoplados a HRP (anti-mouse ó anti-rabbit) se incuban por 1 h a T.A. en diluciones 
1:20, 000 y 1:50, 000 respectivamente en PBS 1X + Tween-20 (1%).

5. Al terminar se vuelven a lavar como en el paso 2.

6. La expresión se mide por quimioluminiscencia utilizando las  instrucciones del kit ECL Plus de Pierce-Amersham y 
las instrucciones que ahí vienen (http://tiny.cc/4yn1ew).

7. Las  imágenes se obtienen por autorradiografía (Hyper�l ECL, Amersham-GE) o bien con una cámara CCD (Gel 
Logic 220 Image Station, Kodak,  Inc.), de acuerdo con los lineamientos  estándar.  Las exposiciones se establecen 
empíricamente.

8. Para reutilizar las membranas  se utiliza el buffer comercial de stripping (Restore Plus  Western Blot Stripping Buffer, 
#Cat. 46430, Pierce-ThermoScienti�c) incubando por 5 min a 37 ºC y lavando con PBS 1X.

9. Las  membranas pueden reutilizarse hasta por 5 ocasiones  sin pérdida notable de la señal, aunque estas condi-
ciones son establecidas empíricamente.
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Consideraciones Previas para el Trabajo con Radiactividad

� Antes de describir los  métodos que utilizan radiactividad para cuanti�car la expresión de un grupo de genes  es necesario 
hacer algunas consideraciones con respecto a la seguridad.

IMPORTANTE

• Portar bata todo el tiempo.

• Usar doble guante.

• Disponer de los residuos líquidos y sólidos en mamparas de acrílico de al menos 1 cm de espesor.

• No usar calzado descubierto cuando se maneje radioactividad.

• Con�nar el uso de reactivos e instrumentos a un área cerrada.

• Desechar la basura de acuerdo con los lineamientos establecidos por la institución donde se labore.

• Portar tubos y reactivos marcados en gradillas de acrílico especialmente diseñadas y marcadas para tal propósito.

• Utilizar pipetas únicamente para esa función así como puntas con �ltro.

• Nunca colocarse detrás de bloques metálicos como aluminio (excepto plomo) cuando haya elementos  radiactivos 
como el 32P, pues esto ocasiona la exposición a radiación alfa ionizante. Recuérdese que este tipo de radiación es  la 
más peligrosa.

• Llevar un  registro preciso de la cantidad de radiactividad recibida, utilizada cada día de experimento y resi-
dual, para llevar un control exacto, mismo que será necesario durante el desecho de los residuos o  en caso 
de un accidente.

• Si se está expuesto a la contaminación por radiactividad es necesario quitarse los accesorios expuestos como guan-
tes, bata o prendas y almacenarlos en lugares adecuados. Se deberá determinar con precisión los sitios con mayor 
actividad radiactiva mediante el uso de un contador Geiger, ajustado para medir la radiación del isótopo en cuestión. 
Siempre hay que tener especial cuidado en vigilar que este instrumento no está contaminado de forma alguna.

• Si hay alguna parte del cuerpo  afectada, se deberá limpiar con  sanitas humedecidas desechadas apropia-
damente y posteriormente ser lavadas con agua y jabón abundantes, su�ciente como para determinar con el 
detector que ya no se presenta más actividad.

• Dado que el 32P tiene una T1/2 de 14.29  días, se requiere al menos del doble de tiempo para tener un 25% de activi-
dad, lo que implica que al menos deberá ser almacenado por 1 mes o más.

• Existen sprays que pueden facilitar la limpieza de áreas contaminadas, los cuales tienen que estar a la mano 
para una emergencia.

• Lo más importante es  no solamente cuidarse como usuario, sino también a los  demás, por eso es de especial cuida-
do mantener limpias las áreas de uso común, limitando al máximo la exposición de fuentes rediactivas hacia áreas 
con acceso colectivo. Por eso, es necesario evitar mover aparatos y reactivos en áreas transitadas.

• Es indispensable llevar un  control de contaminación de super�cies e instrumentos utilizados realizando frotis 
frecuentemente con trozos de papel �ltro (Whatman) remojado ligeramente en  agua. Se frotan  super�cies 
previamente registradas en una lista y los �ltros monitor se meten en  frasquitos para contador de centelleo 
con 3 mL de agua desionizada. Las super�cies aceptables deben tener 300cpms. Si es mayor, las super�cies 
deberán ser limpiadas cuidadosamente o bien puestas en cuarentena hasta que la actividad haya decaído.

Con esto en mente es posible realizar los experimentos que a continuación se reportan.
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� El ensayo de DB  permite explorar la expresión de un grupo de genes a modo de una versión casera de microarreglo, 
pues la mayor diferencia, no radica en la plataforma sino en la densidad de variables.

En este caso se utilizó para cuestionar la abundancia de miRNAs cuyos blancos predichos ya habían sido reportados cercanos a 
las sinapsis. Se utilizó el protocolo reportado en Krichevsky, A. M., K. S. King, et al. (2003). "A microRNA array reveals  extensive 
regulation of microRNAs during brain development." RNA 9(10): 1274-1281.

El protocolo consta de dos fases: la de �jación de las sondas a una membrana de nylon y la de hibridación de una poza de RNA 
marcada con radiactividad. 

Diseño de sondas

El diseño de las sondas se hace con base en las secuencias que se quieren explorar, en este caso de miRNAs maduros así co-
mo otras dirigidas a hacia regiones del “loop” en los precursores. El tamaño de las sondas está restringido por los  blancos, pero 
es posible aumentar la sensibilidad acortando la sonda 1-3  nt en la región 3’ del blanco, cuidando que la Tm no decaiga más de 
10 ºC por debajo de 55 ºC. El intervalo de Tm oscila entre 50-80 ºC ya que está restringido por las secuencias  endógenas de los 
miRNAs. En este estudio se seleccionaron miRNAs con tres criterios:

• Que sus blancos ya hayan sido encontrados en mRNAs de localización dendrítica.

• Que su expresión ya haya sido demostrada en cerebro y ésta sea alta.

• Que contengan, si es posible, más de un MRE predicho por el algoritmo miRanda.

Como control positivo se pueden utilizar sondas dirigidas a tRNAs, rRNAs u otros ncRNAs. En este caso se dirigieron contra 
tRNAs (Phe, Arg, Lys y Asp) y un snoRNA bien caracterizado en dendritas, BC1 (200 nt).

Como control negativo se diseñaron secuencias  para un miRNA muscular (rno-miR-1) y de hígado (rno-miR-122, así como una 
sentido para BC1.

Hacer alícuotas a una concentración de 10 uM de cada sonda.

Preparación de las membranas

Recortar una membrana de nylon nitrada (Amersham), misma que se utiliza para NB, con un tamaño de 6  por 4 cm. Es necesa-
rio manejarla desde una esquina con pinzas delgadas y si se requiere marcar sólo hacerlo con un lápiz muy ligeramente.

La matriz debe ser consistente, por lo que es elemental tener un esquema del mapa de sondas.

Colocar un papel �ltro Whatman debajo de la membrana. Se recomienda �jar con cinta adhesiva las  esquinas de la membrana 
ya que tiende a curvarse con facilidad.

Con una pipeta multicanal gotear 2-3 uL de sonda sobre la membrana. Dejar secar.

Entrecruzar con NaOH (100 mM) por 5 min y lavar brevemente con Buffer de Neutralización (Apéndice ID).

Lavar con buffer de lavado (Ap.  ID) a 72 ºC por 30 min. Si se quieren almacenar las  membranas se utiliza una solución de SDS 
0.2% y se guardan a 4 ºC.

Marcaje de RNA

Calentar a 80 ºC por 3 min el RNA total (5-10 �M) o bien de bajo peso molecular (1 �M, 200 nt) para desnaturalización.

Utilizar el protocolo de recambio de P (Exchange)  de la enzima Polinucleótido Cinasa de T4 (Invitrogen) que se explica en el re-
cuadro siguiente (NB). Para marcar se usan 30 uCi de �-32P-ATP 6000 uCi/mmol (PERKin-Elmer).
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El exceso de marca no incorporada se limpia haciendo pasar el RNA a través de columnas de Sefarosa G50 (Amersham). La 
marca libre queda atrapada en la columna de acuerdo con la porosidad de la sefarosa. Se usa el protocolo incluido en el pro-
ducto sin modi�caciones.

Hibridación de la Membranas

1. Pre-hibridar las membranas a 37 ºC por al menos 30 min (usualmente por 2 h)  con 10-15 mL de Buffer de Prehi-
bridación casero (Apéndice IC)  o bien comercial. Esto se realiza en frascos bien sellados para horno rotatorio de 
hibridación, preferentemente con volúmenes pequeños para concentrar la marca. Precalentar el horno antes de 
incubar las membranas. La velocidad debe ser media (15-20 rpm).

2. Decantar y agregar 5 mL de buffer de pre-hibridación más la marca.

3. La hibridación se lleva a cabo a velocidad baja (5-10 rpm) a 37 ºC durante 8-12 h. Al �nal el buffer con marca se 
guarda a -20 ºC si se quiere usar una vez más.

4. Lavar con 10 mL de buffer de lavado I (SDS 2%, Ap. ID)  por dos veces  cada 10 min a 37 ºC. Cada lavado se ha-
ce con mucho cuidado extrayendo el líquido con pipeta de 10 mL.

5. Se realiza un último lavado con 15 mL de buffer de lavado II (SDS 1%) a 37 ºC por 15 min. Éste se puede decan-
tar en la tarja para no acumular demasiado volumen de desechos líquidos. La radiactividad en este paso es des-
preciable.

6. Las  membranas se sacan del frasco con unas  pinzas siempre tomándolas  desde una esquina.  Éstas se colocan 
en una envoltura plástica de Saran Wrap (Kleenpack) o bien en portaacetatos recortados.

Exposición y Revelado

1. Las  membranas se exponen a una pantalla de Phosphorimager pre-blanqueada durante 8-10 h. Se reporta que 
desde 2 h puede verse la señal, pero se maximiza de forma acumulativa en el tiempo. Para miRNAs es necesario 
dejarla el tiempo indicado, pero esta variable se debe establecer empíricamente.

2. Las  placas se sacan del cassette de exposición y las membranas se retiran. Se coloca la placa dentro del casset-
te y se escanean en un instrumento Typhoon  (Moleculas Dynamics). Se recomienda establecer la densidad a 100 
pixeles si se escanean membranas con baja señal o que se tengan varias.

3. ¡No olvidar blanquear la membrana antes de reutilizarla!

4. Las  imágenes pueden ser analizadas mediante el software del Typhoon  ImageQuant (Molecular Dynamics)  o bien 
mediante ImageJ (NIH).
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� Esta metodología está orientada a la detección de fragmentos de RNA mediante la hibridación de un oligonucleótido, de 
DNA, RNA o de variantes químicas (LNAs, Morfolinos, 2-O-metil-oligos, etc), mismo que está marcado enzimáticamente con el 
radionúclido beta, 32P. La detección se hace por autorradiografía a partir de una membrana de nylon nitrado, a la que le fue 
transferido y entrecruzado el RNA resuelto a través de PAGE en condiciones desnaturalizantes.

Para los ensayos que se mostraron en la presente tesis, se muestra el protocolo usado para medir la expresión de microRNAs.

Para marcar el RNA puri�cado (<200 nt)

1. Puri�car el RNA de acuerdo con el protocolo 8.2 de esta sección.

2. Marcar el RNA con 10 uCi de �-32P-ATP (6000 uCi/mmol) según el siguiente protocolo de marcado directo (for-
ward), adaptado del inserto de la enzima T4 PNK de Invitrogen (Life Technologies).

3. Limpiar el exceso de marca con columnas de sefarosa de G25 (Amersham) según su protocolo. Resuspender en 
50 uL de H20 �nal.

4. Usar 5 uL de oligo marcado disuelto 1:100 en agua, para cuanti�car en el contador de centelleo (en 3  mL de agua 
bidestilada).

Para preparar la membrana

1. Se carga un gel desnaturalizante, previamente corrido como se indicó en la sección 8.2,  con 1 �M de RNA (LMW, 
200 nt)  con  un volumen máximo de 30 uL para un gel de PA/Urea 8  M de 1.5 mm de espesor de 7.5 por 12.5 
cm). Recuerde que el Buffer de Carga está a 2X por lo que la muestra de RNA deberá tener un volumen de 15 uL. 
NOTA: Esto siempre se hace detrás de una mampara de acrílico (10mm de espesor).  Es  importante rellenar con 
buffer de carga y agua los pozos que no se utilicen para evitar la deformación de las bandas debidas  al �ujo va-
riable de corriente entre muestras y pozos vacíos.

2. El marcador de peso molecular de RNA (Decade, Ambion) se marca de acuerdo con su protocolo. Se usará 1-5 
uL por gel, usando 1 uL de �-32P-ATP (6000 uCi/mmol). El volumen de marcador dependerá de la actividad rema-
nente de radiactividad, esto se establece empíricamente. La escalara alcanza para 20 geles si se usa fresca.

3. Se corre a 100-200 V en TBE 1X hasta que el primer frente casi se haya salido (30-90 min). Es conveniente que 
se revise la corrida pues a veces se pre�ere una corrida lenta para permitir mejor de�nición de las bandas.

4. El gel se corta en una esquina con una espátula para marcar la orientación y se le quitan los fragmentos corres-
pondientes a los pozos.

5. El gel se coloca sobre una membrana nitrada de nylon (Amersham)  del mismo tamaño que el gel. Ésta deberá 
estar prehumedecida sobre 3  hojas de papel �ltro (ó bien una gruesa) con buffer TBE 0.5%. El sándwich se cierra 
con otras  hojas equivalentes prehumedecidas sobre el gel.  Recuerde establecer perfectamente la dirección de la 
transferencia. Usando la cámara de transferencia semiseca (Biorad) se coloca así:
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6. Usar una pipeta trozada de 10 ó 20 mL para rodarla sobre el sándwich y retirar por desplazamiento las burbujas 
de aire que pueden afectar la transferencia. Retirar con una sanita el exceso de buffer.

7. Transferir a 0.2 A/h por membrana. Si se usan 4 entonces se incrementa la corriente por 4X. Se deja durante 45 
min. NOTA: No hay posibilidad de que el RNA traspase la membrana pues se retiene por su carga eléctrica. El gel 
se puede desechar en la basura corriente. Recuerde lavar con un poco de agua desionizada la cámara de trans-
ferencia. Las sales se quedan pegadas y altera las transferencia posteriores. El papel �ltro se puede reutilizar tam-
bién.

8. Las  membranas  transferidas (teñidas con los  cromóforos  en azul y violeta)  se entrecruzan con el RNA con luz UV 
(254 nm) por 25-50 s a 120, 000 uJ/cm2 (Stratagene, Autocrosslink mode).  Esto provoca la formación de un en-
lace covalente entre el grupo NH3  de la membrana y los residuos de U del RNA. Opcional: Alternativamente las 
membranas se pueden hornear por 30 min a 80 ºC para aumentar la e�ciencia de entrecruzamiento,  pero esto 
reduce el número de veces que se pueden reutilizar.

Pre-hibridación e Hibridación de la marca

1. La membrana se prehibrida con 10-15 mL de buffer de pre-hibridación (Apéndice IC) a 65 ºC durante al menos 1 
h. Se recomienda que esto ocurra durante la noche. Utilizar guantes apropiados pues la solución está muy calien-
te y el frasco también. NOTA IMPORTANTE: ¡¡Destapar muy lentamente la tapa para evitar que explote y se 
derrame el contenido!!.

2. La marca (1-106 cpms) se añade a 10 mL de buffer de hibridación precalentado para disolver el SDS precipitado 
(si es  el caso), (ver Ap. IC).  Se deja hibridar por 8-16 h a velocidad baja (5-10 rpm) con la siguientes temperaturas 
de acuerdo con el tipo de oligo:

Lavado y exposición

1. Retirar con cuidado extra y guardar el buffer de hibridación en un tubo de 15 mL (Falcon)  y almacenar dentro de 
una caja de acrílico a -20 ºC si se quiere reutilizar.

2. Lavar 3X con 10 mL de buffer de lavado (Apéndice IE)  por 10 min a velocidad media (10-15 rpm).  Descartar con 
mucho cuidado usando una pipeta de 10-20 mL. NOTA: Si se trabaja con más de un oligo a la vez recuerde 
cambiar la pipeta de lavado en cada ocasión para evitar contaminar la muestra. El  tercer lavado se puede descar-
tar por decantación en la tarja ya que contiene muy baja cantidad de marca.

3. Lavar una vez más a 42 ºC con 10 mL de buffer de lavado por 5-10 min. Descartar el sobrenadante por decanta-
ción.

4. Sacar y escurrir las membranas con una pinza, tomándolas desde una esquina. Envolver en una capa plástica y 
exponer en una placa de Phosphorimager (Amersham) por al menos 8 h.
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5. Revelar la marca en el Typhoon y analizar datos.

6. Si se quiere reutilizar la membrana, la marca hibridada deberá ser retirada mediante calentamiento en una deter-
gente catiónico. Esto se logra mediante el lavado de la membrana a 95 ºC con 15-20 mL de buffer de stripping 
para NB  (Ap. IF),  dos veces cada 15 min.  Para asegurarse que no hay señal remanente,  se deberá exponer la 
membrana a una placa pre-blanqueada por al menos 2 h y revelar de forma convencional en el Typhoon. Si existe 
señal remanente, el lavado se repetirá 1 vez más.

NOTA IMPORTANTE: ¡¡El contenido de las botellas a esta temperatura es altamente peligroso!!.  Es necesario usar guan-
tes gruesos para autoclave. Las botellas se deberán dejar reposar unos 5-10 min a T.A. y destapar muy lentamente para 
que se vaya liberando la presión interna. El contenido del primer lavado se desecha en  los residuos especiales de ra-
diactividad, y el segundo en la tarja. En ocasiones, si no está bien cerrada la botella,  la tapa puede botarse y el conte-
nido quedar en el horno, por tanto se deberá realizar una limpieza exhaustiva del área contaminada y veri�carse con un 
frotis. Por eso se recomienda usar volúmenes bajos en  estos casos. Ubicar perfectamente las tapas que no sellen bien 
es elemental. Veri�car que todas tengan sus empaques en buen estado.

¡Felices bandas!
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� Esta metodología está diseñada para identi�car los niveles globales de expresión de miRNAs mediante microarreglo.  La 
plataforma que se utilizó para este estudio es una plataforma casera en su origen (miR-max, printed in-house), pero que sirvió de 
base para la que distribuye comercialmente Life Technologies bajo el nombre de NCode. Esta plataforma tiene la ventaja de 
permitir la exploración de los miRNAs de diferentes especies de metazoarios (humano, ratón, rata, pez cebra, D. melanogaster y 
el nemátodo C. elegans). Las sondas en su mayoría están diseñadas para hibridarse con los miRNAs maduros (miRBase v9.0), y 
algunas están dirigidas para detectar algunos pre-miRNAs y otros miRNAs predichos in silico.

El RNA de interés  se marca, mediante una reacción de ligación, con dendrímeros de DNA (3DNA, tecnología de Genisphere, 
Hat�eld, PA, USA)  que acoplan en promedio 15 residuos de cianinas  �uorescentes  (Cy5 y Cy3) modi�cadas químicamente (Oys-
ter 650 y Oyster 550, respectivamente). Esto permite ampli�car la señal de �uorescencia detectable, en comparación con otros 
métodos más convencionales (Fig. 8.9.1). El protocolo usado es exactamente el mismo que el utilizado en su inserto 
(http://www.genisphere.com/pdf/FlashTag_30April2007.pdf)  por lo que no se explicará aquí. Por convención, utilizaré el término 
Cy3  para referirme al �uoróforo Oyster 550 y Cy5 para el de Oyster 650, que corresponden a las  �uorescencias de emisión en el 
intervalo de verde y rojo, respectivamente.

Procedimiento de marcaje

1. Puri�cación del RNA por el método de Trizol.  En todos los experimentos  se usó 1 �M de RNA total (260/280 � 
1.8, 260/320 � 1.8).

2. Poliadenilación del RNA por una Poli-A Polimerasa (PAP).

3. Ligación del dendrímero utilizando un oligo adaptador.

4. Hibridación del RNA a los microarreglos a 65 ºC por 8-12 h.

5. Aplicación de tres lavados, uno de los  cuales  ocurre a 52 ºC al �nalizar. Centrifugación para retirar el exceso de 
marca.

6. Protección de los microarreglos de la luz y ozono es elemental.

7. Lectura del microarreglo en un instrumento GenePix calibrado para cada �uoróforo.
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Figura 8.9.1. Método de Marcaje por Ligación 
FlashTag para Microarreglo (Genisphere). (A) 
Formación de dendrímeros (3DNA) donde se acoplan 
oligos de DNA modi
cados que se entrelazan y entrecru-
zan químicamente. Se indican los “brazos” o porciones de 
oligos disponibles para entrecruzamientos progresivos. Al 

nal se le hibridan oligos adaptadores que acarrean �uoró-
foros en su extremo 3’, en este caso cianinas modi
cadas 
(Oyster 550 y 650). (B) Procedimiento secuencial de 
marcaje por adenilación y ligación. Es método culmina con 
la hibridación al microarreglo y los subsecuentes lavados 
en alta astringencia, para reducir el ruido de fondo asocia-
do a un pegado inespecí
co. Empíricamente, este método 
funciona mejor utilizando RNA total en l�Mar de RNA de 
bajo peso molecular (<200 nt).



� Esta sección es la parte medular del análisis por microarreglo, ya que solamente en esta fase puede generarse informa-
ción biológicamente relevante, libre de la mayor cantidad de sesgos provistos por artefactos de origen técnico.

Aunque no se mencionan con absoluta precisión todos los algoritmos utilizados para este proyecto, solamente se hace un re-
cuento de los pasos tomados y la lógica detrás de ellos. Para más información se recomienda revisar la bibliografía relevante 
mencionada en el capítulo V.

Entre las  variables que pueden afectar la e�cacia de una medición “real” se encuentran la variabilidad asociada a las muestras 
biológicas, la manipulación del del RNA durante su puri�cación y cuanti�cación, al marcaje diferencial, a la oxidación y/o “que-
mado”de los �uoróforos durante el procesamiento de las muestras,  a la variabilidad entre réplicas técnicas así como durante el 
tratamiento matemático de los datos. Todos estos elementos tienen que ser considerados e interpretados adecuadamente du-
rante el análisis estadístico.

Por ello resulta muy importante establecer límites mínimos de aceptación de la señal detectada para cada gen en particular, ba-
sado en el análisis global de los resultados.  Por consiguiente es necesario realizar un análisis  estadístico con un alto poder para 
distinguir un alto grado de con�anza en la interpretación de los datos. En este caso el uso de análisis de varianza aplicado para 
microarreglo (MAANOVA) así como los estadísticos F fueron los más adecuados.

Al �nal, la resultante de usar estos métodos es que al eliminar todos los artefactos, solamente queda la información asociada a 
las diferencias biológicas verdaderas, que es la información que se reporta al �nal y de la que se pueden inferir hipótesis viables..

Diseño Experimental: Análisis de Expresión de miRNAs en Cerebro Completo

1. Para este estudio se siguió un diseño experimental que permite disminuir notablemente los  efectos técnicos deri-
vados del marcaje diferencial y de la hibridación, al tiempo que se minimiza el número de microarreglos necesarios 
para realizar dicho análisis estadístico. Tomando en cuenta que cada microarreglo puede costar hasta 700 USD, 
esto es digno de considerarse.

2. Con el �n de comparar simultáneamente las  diferencias de expresión entre las muestras del homogenado total o 
de los SN, se utilizó la modalidad de microarreglo de dos colores, en la cual cada muestra de interés se marca 
con un �uoróforo distinto y ambas son hibridadas simultáneamente en la misma plataforma, de esta forma se 
determina la cooperación de cada muestra en la �uorescencia total. Sin embargo, en este tipo de experimentos, 
el marcaje suele tener un sesgo asociado a la capacidad de las cianinas  de ser incorporadas al DNA. En este 
caso, cuando fueron asociadas  químicamente con los dendrímeros. Por ello es necesario marcar cada muestra 
con el �uoróforo contrario para calcular la diferencia del marcaje (Dye Swap).

3. En este experimento se utilizaron tres animales  y se separaron sus fracciones SN. El RNA total de cada fracción (1 

M) fue marcado diferencialmente alternando cada muestra (total o SN) con un color diferente (Cy3  y Cy5, ó verde 
y rojo, respectivamente). Este diseño experimental SÓLO puede contestar la pregunta sobre las diferencias de 
expresión entre las fracciones total y SN del cerebro completo, y sólo aquéllas que sean las más conspicuas, da-
da la astringencia aplicada en el análisis estadístico.

Una vez marcado, el RNA fue hibridado por pares de muestras en seis  microarreglos, alternándolas  como se indica en la tabla 
siguiente: 
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Diseño Experimental: Análisis de Expresión de miRNAs en Regiones del Cerebro

Este diseño experimental sólo permite identi�car las diferencias de expresión entre cada región del cerebro, pero no toma en 
cuenta las variedades  entre individuos ya que las muestras de tres animales  fueron alicuotadas juntas para alcanzar la masa 
crítica de RNA (1 �M), así como para reducir el número de microarreglos (se requerirían al menos 27). Por tanto el diseño quedó 
de la siguiente manera:

Captura de Datos

1. Todos los microarreglos fueron guardados en presencia de agentes reductores (DTT)  para disminuir la oxidación 
(niveles de ozono debajo de 60) y posteriormente escaneados  en un instrumento GenePix 4400A (Molecular Devi-
ces, Sunnyvale, CA, USA). Los pasos fueron así:

2. Captura de los archivos .GPR (GenePix Results). Estos  son los archivos generados durante el escaneo de los 
microarreglos.

3. Ajuste supervisado del diámetro de cada SPOT dentro de una rejilla prediseñada, para que el aparato calcule co-
rrectamente los límites  de área a analizar por gene.

4. Generación de los archivos DESIGN con la matriz de datos mencionada arriba, y DATA, con los valores  de media-
na de cada canal (F532 y F635, verde y rojo, respectivamente).

Análisis Computacional: Método 3SD

1. Para identi�car TODOS los genes expresados en cada tejido se hizo la siguiente maniobra:

2. Tomar los valores de MEDIANA de cada gen y cada canal y ajustar las diferencias  entre cada canal. Se calculan 
los  cocientes  F532/F635 y F635/532 y se multiplican para cada gen por canal y se combinan los valores median-
te un promedio.

3. Se calcula la media y desviación estándar (SD)  de 
uorescencia para las  SONDAS CONTROL (MM, SCRAM-
BLED, miR-1 y miR-122 que son miRNAs expresados únicamente en músculo e hígado respectivamente).

4. Para normalizar se restan los valores de 
uorescencia de las sondas control sumados a 3SD y se establece un 
nivel de corte.

5. Se aplica una NORMALIZACIÓN por CUANTILES para hacer comparables los datos y se extrae la lista de genes.

6. Si el diseño lo permite, se promedian los valores de expresión entre réplicas biológicas (cerebro completo).

7. Para determinar las diferencias estadísticamente signi�cativas se aplica una PRUEBA DE T DE STUDENT para 
cada gen (miRNA) y se determina un valor P para calcular los genes diferencialmente expresados entre las  frac-
ciones TOTAL y SN.
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Análisis Computacional: Método de MAANOVA

1. Cargado en R (software para análisis  estadístico) de los  archivos anteriores así como de la matriz de nombres de 
cada sonda .GAL (GenePix Array List)  junto con las librerías LIMMA (Linear Models  for Microarray Analysis), MAA-
NOVA (Microarray Analysis  of Variance),  descargadas desde Bioconductor (www.bioconductor.org),  así como las 
relacionadas para generar los grá�cos (GPLOT y GGPLOT2).

2. Conversión de todos los valores de �uorescencia a escala LOG2. Esto facilita el análisis  computacional ya que 
registra valores fáciles de interpretar y manejar en términos aritméticos para el procesador.

3. Normalización de los datos mediante cuantiles.  Esto hace que la distribución de datos  sea muy parecida entre 
cada microarreglo y por tanto comparable (asumiendo que se distribuyen de manera Gaussiana).

4. Generación de archivos .CSV (Comma Separated Variables) con la nueva lista de datos normalizados.

5. Cargado en el  paquete de LIMMA junto al archivo DESIGN (.csv)  y una MATRIZ de CONTRASTES donde se indi-
ca cómo se van a comparar los datos (de acuerdo con el loop-design).

6. Con la paquetería MAANOVA se realiza un análisis iterativo (10, 000 repeticiones)  aleatorizando los  datos de cada 
microarreglo y realizando cada vez una comparación estadística acerca de las diferencias halladas, a lo que le 
asigna un valor P basado en la distribución F de datos (derivado de ANOVA).

En este punto se considera la siguiente ecuación (MAANOVA):

En donde:

7. Así, cada iteración se realiza comparando las diferencias entre quitar el término VG o no.

8. Al conjunto de comparaciones se le aplica una prueba de corrección de Benjamini-Hochberg (FDR  ó False Disco-
very Rate) y se corrigen los valores P.

9. Se seleccionan aquellos genes  (miRNAs) que sobrepasen los  valores  P�0.01 para F1 y P�0.05 para F3  y Fs para 
el estudio de Cerebro Completo.  Para el estudio de Regiones del Cerebro los valores fueron P�0.1 para F1 y 
P�0.05 para F3 y Fs.

10. A los nuevos datos se les aplica un análisis  supervisado de HIERARCHICAL CLUSTERING, basado en K-MEANS 
y se gra�ca junto al HEATMAP.

11. La lista de miRNAs signi�cativos se extrae en una archivo .txt y se toma como referencia para nuevos experimen-
tos.
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� Esta estrategia, descrita en el Panel B  de la sección 4.5 (p. 59) es la que proporciona la mayor especi�cidad para reco-
nocer las formas maduras de los miRNAs, pero también a plataforma más cara, por lo que sólo se utilizó para validar la primeras 
muestras.

El protocolo usado es exactamente el mismo que se reporta en el inserto del kit, mismo que se puede consultar en la siguiente 
liga: http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/cms_039308.pdf.

� El método de NCode, como se explica en la sección 5.3  (p.  69)  es menos preciso al seleccionar miRNAs maduros, pues 
su sistema de dos  oligos, sumado al tiempo de extensión aplicado (15 s) puede ampli�car fragmentos de hasta 150 nt, si existen 
la condiciones apropiadas en el molde (como se explica en la sección 5.6 de Discusión).

Esta plataforma por ende es más barata y por tanto fue que seleccionamos para realizar los experimentos.

El protocolo utilizado es  exactamente el mismo al que viene en el kit de NCode, mismo que se puede consultar en la siguiente 
liga: http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ncode_express_sybrgreener_man.pdf. 

La única modi�cación hecha es que los volúmenes de reacción fueron escalados a 10 uL en lugar de 50 uL sin pérdida de señal. 

Todas la reacciones fueron realizadas en placas de 96 o 384 pozos.
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� Este método utiliza un sistema de microscopía confocal convencional (Zeiss PALM)  en donde está adaptado a una platina 
motorizada y un láser infrarrojo (2 W de potencia máxima)  y un software que permite identi�car y seleccionar áreas especí�cas 
sobre un portaobjetos.

La ventaja principal de este método es  la posibilidad de seccionar áreas muy �nas en un tejido o cultivo celular para ser analiza-
do vía qRT-PCR ya que la sección celular o grupo de células pueden ser catapultados fuera de la muestra hacia una resina pe-
gajosa colocada dentro de la tapa de un tubo eppendorf, todo gracias hacia un pulso de 1 ns del láser a máxima potencia, lo 
que evita la transferencia térmica hacia la muestra. El RNA capturado puede ser pre-ampli�cado y posteriormente analizado de 
forma convencional.

Este sistema fue utilizado para seccionar dendritas de neuronas cultivadas y diferenciadas in vitro.

Los pasos fueron los siguientes:

1. Bañar a los portaobjetos estériles  para cultivo, que a su vez están recubiertos de una capa plástica (Zeiss),  con 
una solución de laminina al 1%. Dejar reposar por 2 h en una campana de `ujo laminar hasta que se seque.

2. Sembrar 50, 000 precursores neuronales sobre los cubreobjetos y dejarlos con 3  mL de medio completo (RPMI 
suplementado con FGF) durante una noche.

3. Cambiar el medio por uno nuevo sin FGF. Dejar crecer por 5-6  días hasta que se observen su�cientes  neuritas 
entre las células.

4. Una vez diferenciadas, las células son enjuagadas con PBS a T.A. y deshidratadas seriadamente mediante inmer-
sión progresiva en soluciones de etanol:xileno (30/40/50/70/90/100% de etanol:xileno) por 2-3 min cada una.

5. Guardar a -70 ºC dentro de un tubo de 50 mL si no se utilizarán ipso facto. Es importante que en el fondo del 
tubo se coloque silica seca para evitar la re-hidratación de la muestra por agua de condensación dentro del tubo. 
Esto activará la actividad de RNasas dentro de las células.

6. Una vez temperizadas, las muestras se colocan sobre la platina y se seleccionan los  campos que se van a sec-
cionar, de acuerdo con las instrucciones del programa. Para este estudio se seleccionaron áreas que solamente 
contenían neuritas alejadas de los cuerpos celulares.

7. Las  muestras capturadas son procesadas con Trizol y el RNA se precipita siguiendo el protocolo del reactivo. Se 
adiciona acrilamida linear como acarreador. Al �nal el pellet se resuspende en 5 uL.

8. Se utilizan 2.5 uL para una reacción de pre-ampli�cación con el kit Pre-Amp (Appplied Biosystems-Life Technolo-
gies) por 15 ciclos.

9. Se toman 4 uL de esta reacción y en un volumen de 10 uL de reacción se mide la expresión de miRNAs usando 
las sondas Taqman (ABI)  para los diferentes  moldes. Se ampli�ca hasta 40 ciclos. El protocolo usado es  exacta-
mente el mismo que incluye el kit, sin modi�caciones al protocolo. Se puede consultar en la siguiente liga:

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/4387854_D.pdf.

NOTA: Se requiere usar uno de los oligos mezclados en las sondas Taqman para miRNAs para la síntesis de cDNA y pre-ampli�-
cación.
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� Esta metodología se utilizó para inducir la sobreactivación eléctrica neuronal in vivo para determinar este efecto sobre la 
expresión de los miRNAs sinápticos.

Este modelo ha sido ampliamente utilizado desde hace más de 60 años y se utiliza para estudiar los  efectos  celulares y molecu-
lares que subyacen a las variedades de epilepsias generalizadas originadas en el hipocampo y en la corteza mesiotemporal.

Como se mencionó en el capítulo 6, este método cursó de la siguiente manera:

1. Ratas Sprague-Dawley macho de 200-250 g fueron pesadas y habituadas hasta por 2h a un ambiente nuevo 
antes de realizar el protocolo. Ninguna dieta especial fue administrada previamente.

2. Se inyecta una dosis  de 1  mg/kg de metilescopolamina (Sigma) vía intraperitoneal (i.p.). Esto sirve para disminuir 
el efecto cataléptico del KA. Es necesario envolver al animal con una franela para evitar que muerda antes de in-
yectarlo. La inyección requiere que el animal esté inclinado hacia su cabeza para evitar perforar los  intestinos. 
Recuerde separar la inyección de cada individuo por 15 min, llevando un registro cuidadoso sobre el tiempo. Esto 
es para tener un espacio su�ciente para realizar la disección y el homogenado después del tratamiento.

3. Después de 30 min se procede a inyectar el KA (10 mg/kg de peso; Sigma) o NaCl (0.9%) vía i.p.

4. Se esperan 15 min a que aparezcan los  signos como mirada �ja, asentimiento de la cabeza, erección pilosa del 
dorso, sacudidas esporádicas de la cabeza,  salivación y espasmos esporádicos. A partir de aquí se inicia el cro-
nometrado.

5. Después de 2 h se inyectan diazepam (10 mg/kg; Roche) y fenitonína (Sigma) y se espera a que el animal quede 
cataléxico.

6. Se procede a la extracción de los SN como indica el protocolo 8.1.
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� Este protocolo consta de tres  pasos y fue adaptado de Nicholson, R.A., Li, G.H., Buenaventura, E.  Graham, D. A rapid 
and sensitive assay for paralytic shell�sh poison (PSP) toxins  using mouse brain synaptoneurosomes. Toxicon �: of�cial journal of 
the International Society on Toxicology 40, 831-8 (2002).

Preincubación de los SN

1. Los SN de cerebro completo o corteza, preparados según el protocolo 8.1, se resuspenden en 1.4 mL de Solu-
ción 1 (Bajo Potasio) + TTX (1 uM) durante 10 min a T.A. (Ver Ap. IG). El vol. �nal será de 1500 uL.

2. Se alicuotan los SN de tal manera que cada reacción contenga 300 uL de SN. Es imperativo no generar burbujas 
pues éstas pueden romper las estructuras.

3. Se incuban en un rotor giratorio u orbital a velocidad media para permitir la mezcla de manera homogénea.

Estimulación con ALTO POTASIO EXTRACELULAR (KCl 50 mM)

4. A cada par de reacciones, de Alto Potasio (50 mM)  y Bajo Potasio (5 mM; Ctrl–)  se les agregan 200 uL de Solu-
ción 2 y 3, respectivamente.  Recuerde desfasar cada par de tubos por 5-10 min para lograr para las reacciones 
en los tiempos planeados. Lleve un registro adecuado.

5. Agitar continuamente de forma ligera en el rotor como en el paso anterior durante 5 ó 120 min, o según el tiempo 
que se requiera.

Finalización de la estimulación

6. Para parar la reacción se agregan 500 uL de Trizol. ¡Et Voilá!

7. Se procede a la extracción, cuanti�cación y análisis del RNA como en la sección 8.2.
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� Los buffers  de uso común en los laboratorios  de biología molecular como PBS, Tris,  EDTA, soluciones  comerciales de 
desnaturalización de proteína y RNA y otros  incluidos en los  kits no serán descritos a menos que se haya realizado alguna modi-
�cación relevante.  Como estas soluciones son estándar o bien su composición puede ser consultada en línea, esto se deja a 
discreción del lector.

Todas las soluciones mencionadas a continuación utilizaron agua libre de nucleasas.

1 La forma hexahidratada muy higroscópica y la reacción es endergónica cuando se solubiliza en agua, contrario a la forma deshidratada que es altamente reactiva y 
calienta mucho la solución. Tomar precauciones.
2 MW, peso molecular; FW, peso molecular total cuando las sustancias están hidratadas.
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Utilizar frío a 4ºC.

150

Buffer de Lisis 

Compuesto 

Tris-Hel 

NaCI 

Nonidet P-40 

SDS 

Coctel de Inhibidor de protesas 

B, 

Buffer de Desnaturalización de Proteínas 

Compuesto 

Tris-Hel 

NaCI 

Nonidet P-40 

SDS 

Coctel de Inhibidor de protesas 

Buffers para Western blot 0!VB), 

pH 7.5 

Concentración 

50mM 

150mM 

0.5% 

1% 

20 uL 

Concentración 

50 mM 

150mM 

0.5% 

1% 

20 uL 

Buffer de Bloqueo de Senal Inespecifica 

Compuesto 

PBS 

Tween-20 

Leche descremada en polvo (Svelty) 

Compuesto 

PBS 

Tween-20 

NaN3 

Buffer de Bloqueo con Anticuerpos 

Concentración 

1X 

1% (v/v) 

10% 

Concentración 

1X 

1% (v/v) 

0,02% 



Este buffer precipita muy fácilmente en vidrio, por lo que si  se elige almacenarlo ahí conviene que se use en menos de dos me-
ses.

Precalentar en un horno de microondas por 30 s para solubilizar el SDS, el cual precipita fácilmente a T.A. Esto ayuda a que el 
detergente catiónico no forme grumos que se peguen en la membrana.

Precalentar en el microondas (por 1 min) antes de usar, con la tapa del frasco a�ojada para evitar que estalle.
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Compuesto 

SDS 

TRIS-HCI (pH 7.5) 

Compuesto 

SSC (pH7.0) 

SDS 

Compuesto 

SSC (pH7.0) 

SDS 

Compuesto 

SSC (pH 7.0) 

SDS 

Compuesto 

SDS 

O, Buffers para DB, 

Buffer de Neutralización de Membranas Entrecruzadas 

Stock 

10% 

1M 

Buffer de Lavado I 

Stock 

20X 

10% 

Concentración final 

5% 

500 mM 

Concentración final 

2X 

0.5% 

Aforar con 85mL de agua m iliQ 

Buffer de Lavado 11 

Stock 

20X 

10% 

Concentración final 

1X 

0.5% 

Aforar con 85 mL de agua miria 

Vol. usado 

10mL 

10mL 

Vol final: 100 mL 

Vol. usado 

10mL 

5 mL 

Vol1inal: 100 mL 

Vol. usado 

10mL 

5 mL 

E, Buffer de Lavado para NB, 

Buffer de Lavado para NB Vol final: 500 mL 

Stock 

20X 

10% 

Concentración final 

6X 

0.2% 

Aforar con 300 mL de agua m iliO 

Vol. usado 

150 mL 

50 mL 

F, Solución de Desnudamiento de Membrana para NB, 

Solución de Stripping (NB) Vol final: 100 mL 

Stock Concentración final Vol. usado 

10% 2% 20 mL 



1Usar guantes y cubrebocas al pesar este compuesto porque es altamente tóxico y potencialmente letal.
Esta solución es un stock 100, 000X, por lo que se recomienda diluir 1:100 para hacer un stock 1000X.

1. Esta solución se prepara fresca antes de realizar el experimento.

2. Se requieren preparar 3 tubos de 10 mL, uno para la solución de pre-incubación (bajo potasio) y otra SIN potasio.

3. El pH se calibra añadiendo todo con EXCEPCIÓN de la TTX,  llevando el volumen de UNA de las soluciones hasta 
9 mL. Se agrega NaOH 1N hasta ajustar. Al �nalizar se agregan 11 uL de la solución 1000X de TTX y se afora con 
agua libre de RNasas a 10mL.

4. Los SN se resuspenden en 1100 uL de este buffer después  del último paso de centrifugación. Los SN tendrán 
aproximadamente 1/10 de volumen total, lo que compensará el exceso de solutos.

1. Esta es la solución de complementación para ALTO POTASIO.

2. Se agregan 90 uL de KCl 1M a 800 uL de Sol. 1 el volumen para tener 4 volúmenes de complementación.

3. Se mezclan 1.440 mL de KCl 1 M más 11, 800 mL de Sol. Final Compensada. Se calibra el pH a 7.4 y se agregan 12.8 uL de 
TTX 1000X y se afora a 12.8 mL.

4. De esta solución se toman 200 uL para añadir en las réplicas técnicas que contienen 300 uL cada una con Solución 1 para 
iniciar la estimulación.
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El pH se calibra añadiendo todo todo EXCEPTO la TTX, llevando el volumen de UNA de las soluciones hasta 9 mL. Se agrega NaOH 1 N hasta 
ajustar a pH de 7.4. Al �nalizar se agregan 11 uL de la solución 1000X de TTX y se afora con agua libre de RNasas a 10 mL.
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Apéndice 11 
O UGONUCLEÓTIDOS 

Tabla de Oligonucleótidos 1, Amplificación de mRNAs por qRT-PCR 

Ago2 F 5' - CCAGCTGGTGGTGGTTATCC- 3' 

Ago2 R 

Are F 

Are R 

ArhGef11 F 

ArhGef1 1 R 

ArhGef5 F 

ArhGef5 R 

)(-Actin F 

)(-Actin R 

Camk2a F 

Camk2aR 

Gapdh F 

Gapdh R 

MAP2 F 

MAP2R 

Mbp F 

Mbp R 

NMOAR1 F 

NMOAR1 R 

Psd-95 F 

Psd-95 R 

Tuba1 F 

Tuba1 A 

Tubll3 F 

TubP3 R 

U6 F 

U6R 

5 ' - TGACTTCCGCGTACACAGGAG- 3 , 

S ' - CCCAGTCTGTGGCTTTTGTCA- 3 , 

5 ' - GTGTCAGCCCCAGCTCAATC - 3 , 

S ' - GGAGGGCCCCATTATCAGAG- 3 , 

5' - ATCAAACCGAGCCAGCATG- 3' 

5 ' - CACACGTCTCAAGCTGCTGC- 3 , 

5 ' - CCAGGCTGGGTTCTCTTCAG- 3 , 

5 ' - CGTAGCCATCCAGGCTGTGT- 3 , 

5 ' - CCAGTGGTACGACCAGAGGC - 3 , 

5 ' - AGTCAGCCTGCATCGCCTAC- 3 , 

5' - CACCCGCATCCAGGTACTG- 3' 

5 ' - AACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA- 3 , 

5 ' - GGCTAAGCAGTTGGTGGTGC- 3 , 

5 ' - CAAAATCGGATCAACCGACA- 3 , 

5' - ACCTGACCCCCCTTAGGCT- 3' 

5 ' - GACACGGGCATCCTTGACTC- 3 , 

5 ' - ACCCCTGTCACCGCTAAAGA- 3 , 

5 ' - TTCGGTATCAGGAATGCGACT - 3 , 

S ' - AAGTGAGGGTTGCAGGAGCA- 3 , 

5' - GTGGAGGCCCTCAAAGAGG- 3' 

5' - GCGCATGACATAGAGGCGA- 3' 

5' - GGCAATGTGTGCTTTCATACAGTT- 3' 

5 ' - GACAAATCATTCACACTTAAAGTCAGTAAC- 3 , 

5 ' - TGCCTCTTCGTCTCTAGCCG- 3 , 

5 ' - TGTGCACGATCTCCCTCATG- 3 , 

5 ' - TTCGGCAGCACATATACTAAAATTG- 3 , 

5 ' - CCATGCTAATCTTCTCTGTATCGTTC- 3 , 
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Tabla de Oligonucleótidos 2. Oligos FWD para qRT-PCR por el Método de NCode® (Life Technologies) 

rno-let-7a-1 

rno-let-7e 

rno-let-7d 

rno-let-7f 

rno-miR-124 

rno-miR-125a 

rno-miR-126 

rno-miR-128 

rno-miR-129' 

rno-miR-132 

rno-miA-134 

rno-miR-138 

rno-miR-1 43 

rno-miR-1 45 

rno-miR-150 

rno-miR-181 a 

rno-miR-182 

rno-miR-183 

rno-miR-1 96 

rno-miR-200a 

rno-miR-200b 

rno-miR-200c 

rno-miR-204 

rno-miR-292-5p 

rno-miR-29a 

rno-miR-29b 

rno-miR-324-5p 

rno-miR-429 

rno-miR-434 

rno-miR-449a 

rno-miR-96 

5' - TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT- 3' 

5' - TGAGGTAGTAGGTTGTATGGTT- 3' 

5 ' - AGAGGTAGTAGGTTGC- 3 , 

5' - TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT- 3' 

5 ' - TAAGGCACGCGGTGAATGCC - 3 , 

5 ' - TCCCTGAGACCCTTTAACCTGTGA- 3 , 

5 ' - TCGTACCGTGAGTAATAATGCG- 3 ' 

5 ' - TCACAGTGAACCGGTCTCTTT- 3 , 

5' - AAGCCCTTACCCCAAAAAGCAT - 3' 

5' - TAACAGTCTACAGCCATGGTCG- 3' 

5' - TGTGACTGGTTGACCAGAGGGG - 3 ' 

5 ' - AGCTGGTGTTGTGAATCAGGCCG- 3 , 

5 ' - TGAGATGAAGCACTGTAGCTC- 3' 

5 ' - GTCCAGTTTTCCCAGGAATCCCT- 3 , 

5 ' - TCTCCCAACCCTTGTACCAGTG- 3' 

5 ' - AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT- 3 , 

5 ' - TTTGGCAATGGTAGAACTCACACCG- 3 , 

5 ' - TATGGCACTGGTAGAATTCAC- 3 , 

5' - TAGGTAGTTTCATGTTGTTGGG- 3' 

5 ' - TAACACTGTCTGGTAAC- 3 ' 

5 ' - TAATACTGCCTGGTAATGATGA- 3' 

5 ' - TAATACTGCCGGGTAATGATGG- 3' 

5 ' - TTCCCTTTGTCATCCTATGCC- 3 , 

5' - ACTCAAACTGGGGGCTCTTTTG- 3' 

5 ' - TAGCACCATCTGAAATCGGTTA- 3' 

5 ' - TAGCACCATTTGAAATCAGTGTT- 3 , 

5 ' - CGCATCCCCTAGGGCATTGGTGT- 3 , 

5 ' - TAATACTGTCTGGTAATGCCGT- 3' 

5 ' - TTTGAACCATCACTCGACTCCT- 3' 

5 ' - TGGCAGTGTATTGTTAGCTGGT- 3 ' 

5 ' - TTTGGCACTAGCACATTTTTGCT- 3 , 
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Apéndice 111 
TABLAS SUPLEMENTARIAS 

Tabla Suplementaria 1. Expresión de MiRNAs de Cerebro Completo Seleccionados por MAANOVA 
(PsO.01) 

miRNA Microarreglo (SNlTotal) 

miR-347 1.36 

miR-434 1.36 

miR-342 1.35 

miR-92 1.35 

miR-92b 1.32 

miA-146 1.32 

miR-323 1.31 

miA-327 1.31 

miR-204 1.30 

miA-329 1.29 

miR-132 1.28 

miA-142-5p 1.26 

miR-339 1.25 

miA-344 1.25 

miR-139 1.24 

miR-485 1.23 

miR-99b 1.23 

miR-146b 1.21 

miR-331 1.19 

miA-382 1.19 

miR-184 1.19 

miA-49S 1.18 

miR-338 1.18 

miA-487b 1.17 

miR-181a 1.17 

miA-652 1.17 

miR-30e* 1.17 

miR-196a 1.16 

miA-422b 0.86 

miR-195 0.84 

miR-1g9a* 0.81 

miR-705 0.78 

miR-466 0.77 

miR-265 0.75 

miA-352 0.72 

miR-467a 0.64 

miR-467b 0.60 

miR-685 0.51 

miA-690 0.42 

miR-650 0.42 

miA-154 0.39 

miA-151· 0.35 

miA-129 0.35 

miR-150 0.35 

miA-709 0.34 

miR-126 0.33 

miR-145 0.33 

miR-143 0.08 
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Tabla Suplementaria 2. Cociente de Expresión de miRNAs (SCe/Ce) Determinado por Microarreglo (350) 

miRNA SNlTotal Ce SCe P-val PSIT 
miR-124 0.8 55460.8 43884.2 6.52E-02 79.1 
!et-7a 

miR-128a 

let-7c 

miR-125b-5p 

miR-128b 

Iet-7b 

miR-494 
miR-29a 

Iet-7! 
Iet-7d 

miR-9 

miR-26a 

miR-129* 

miR-434 
miR-30c 

miR-181a 

miR-127 

miR-132 

miR-23b 

miR-23a 

miR-125a-5p 
miR-24 

miR-22 

miR-352 

miR-30d 

let-7e 

miR-99a 

Jet-7i 
miR-221 

miR-103 

miR-107 

miR-222 

miR-191 

miR-218 

miR-30b 

miR-664 
miR-328 

miR-100 

miR-98 

miR-27b 

miR-16 

miR-30a-5p 

miR-382 
miR-29b 

miR-129 

miR-181b 

miR-376b 

miR-204 

miR-137 

miR-539 
miR-487b 

miR-151* 

miR-99b 

miR-329 

miR-323 

miR-27a 

miR-154 
miR-342 

miR-185 

miR-26b 

miR-543 

miR-326 

miR-361 

miR-331 
miR-181c 

1.1 

1.4 
1.2 

1.5 
1.3 

1.3 

1.2 
0.8 

0.9 
1.2 

1.1 
1.0 

1.5 

1.9 
1.2 

1.5 
1.3 

1.7 

1.3 
1.5 

1.3 
0.8 

0.9 

1.2 
1.0 

1.0 
1.3 

0.7 
1.3 

1.0 

0.9 
1.5 

1.4 
0.5 

1.0 

2.0 
1.4 

1.4 
1.0 

0.8 
0.7 

0.6 

1.5 
0.2 

1.3 
1.1 

0.9 

2.1 
0.5 

1.2 
1.4 

1.3 
1.9 

1.9 

2.0 
0.7 

1.2 
2.2 

0.8 

0.7 
2.1 

1.1 
1.3 

1.5 
1.3 

35827.9 

28797.4 
34289.8 

2761 4.4 
24662.4 

24016.4 

24416.9 
28148.4 

25750.4 
16937.3 

18628.9 
15097.7 

8351.2 

574 1.4 
9044.7 

6213.6 
6284.9 

5131.8 

5442.2 
5830.4 

4727.7 
7501.9 

5939.8 

4233.8 
4838.3 

4458.2 
3176.8 

5902.9 
2807.6 

3904.1 

3792.7 
2553.9 

2344.7 
5035.7 

2599.1 

1210.2 
1729.3 

1523.7 
2128.3 

2760.6 
2786.2 

3625.0 

1400.8 
8189.2 

1532.8 
1688.3 

2072.5 

1002.8 
3742.9 

1326.5 
1092.6 

1145.3 
794 .4 

854 .6 

757.6 
1910.1 

1087.1 
653.5 

1549.8 

1547.7 
530.4 

973.8 
705.8 

574 .5 
714.8 

36822.0 

36785.2 
35821.2 

35474.0 
32291.2 

25481.5 

25300.4 
21903.4 

21877.1 
19478.0 

18213.9 
14301.2 

11810.2 

10968.0 
10699.6 

8888.3 
8263.5 

8240.9 

6444.5 
6412.9 

6056.6 
5672.6 

5158.3 

4994.9 
4473.4 

43 19.7 
4306.7 

4234.0 
3471.4 

3400.9 

3294.4 
3252.4 

3159.5 
2510. 1 

2445.0 

2405.4 
2388.3 

2189.5 
2161.9 

2157.7 
2136.5 

2102.4 

2036.3 
2031.6 

1877.6 
1790.7 

1720.9 

1720.6 
1698.3 

1635.7 
1511.8 

1466.3 
1455.9 

1440.3 

1401.1 
1388.3 

1311.0 
1297.5 

1261.8 

1121.6 
1079.3 

1069.8 
889.2 

880.0 
862.5 

9.03E-01 

1.92E-01 
8.58E-01 

3.33E-01 
2.78E-02 

8.34E-01 

9.17E-01 
2.56E-01 

2.24E-01 
5.37E-01 

9.47E-01 
4.97E-01 

4.31 E-02 

7.53E-02 
3.73E-01 

6.99E-02 
2.93E-01 

1.01E-01 

5.39E-01 
7.07E-01 

1.38E-01 
2.09E-02 

2.51 E-01 

5.34E-01 
4.04E-01 

8.56E-01 
1.87E-01 

6.27E-02 
2.06E-01 

5.88E-01 

4.94E-01 
2.97E-01 

1.13E-01 
1.95E-02 

6.45E-01 

9.84E-02 
2.09E-01 

1.40E-01 
9.53E-01 

1.16E-02 
3.69E-02 

1.48E-02 

1.82E-01 
6.86E-03 

3.44E-01 
5.65E-01 

6.25E-01 

1.35E-01 
5.72E-02 

5.33E-01 
2.63E-02 

4.23E-01 
1.91E-01 

1.60E-01 

1.46E-01 
2.61 E-02 

2.68E-01 
5.02E-02 

2.57E-02 

5.85E-02 
1.86E-01 

6.34E-01 
2.51 E-01 

1.04E-01 
2.65E-01 

102.8 

127.7 
104.5 

128.5 
130.9 

106.1 

103.6 
77.8 

85.0 
115.0 

97.8 
94.7 

141.4 

191.0 
118.3 

143.0 
131.5 

160.6 

118.4 
113.9 

128.1 
75.6 

86.8 

118.0 
92.5 

96.9 
135.6 

71.7 
123.6 

87.1 

86.9 
127.4 

134.7 
49.8 

94.1 

198.8 
138.1 

143.7 
101.6 

78.2 
76.7 

58.0 

145.4 
24.8 

122.5 
106.1 

83.0 

171.6 
45.4 

123.3 
138.4 

128.0 
183.3 

168.5 

184.9 
72.7 

120.6 
198.5 

81.4 

72.5 
203.5 

109.9 
126.0 

153.2 
120.7 
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Tabla Suplementaria 2. Cociente de Expresión de miRNAs (SCe/Ce) Determinado por Microarreglo (350) 

miRNA SNlTotal Ce SCe P-val PSIT 
miR-335 0.7 1127.0 855.4 8.33E-03 75.9 
miR-214 1.1 881.6 802.7 8.47E-01 91.0 

miR-195 
miR-29c 

miR-383 
miR-146 

miR-212 

miR-21 
miR-324-3p 

miR-422b 
miR-320 

miR-433 
miR-138 

miR-379 

miR-369-5p 
miR-139 

miR-300 
miR-381 

miR-330 

miR-93 
miR-376b­

miR-148b 
miR-22* 

miR-126 

miR-29c* 
miR-424 

miR-101a 
miR-34a 

miR-341 
miR-92 

miR-101b 

miR-134 
miR-374 

miR-186 
miR-345 

miR-30a-3p 

miR-28 
miR-338 

miR-344 
miR-351 

miR-541 
miR-19b 

miR-106b 

miR-15b 
miR-130a 

miR-20a 
miR-17 

miR-140* 

miR-497 
miR-505 

miR-409-5p 
miR-7 

miR-324-5p 
miR-150 

miR-346 

miR-25 
miR-382* 

miR-187 
miR-31 

miR-325 

miR-485 
miR-145 

miR-350 
miR-194 

miR-143 
miR-337 

0.7 
0.4 

1.7 
2.1 

1.3 

0.5 
1.7 

0.8 
1.4 

1.9 
0.7 

0.6 

1.3 
2.0 

1.0 
0.9 

1.6 

1.2 
0.6 

1.2 
1.1 

0.1 

1.3 
0.6 

0.4 
0 .4 

0.8 
1.8 

0.4 

1.5 
1.2 

1.1 
1.8 

1.7 

1.8 
0.5 

0.7 
2.0 

1.3 
0.4 

0.5 

1.2 
0.6 

0.6 
0.9 

1.1 
0.9 
1.5 

0.8 
0.5 

0.5 
0.1 

1.5 

1.1 
1.4 

1.2 
0.7 

0.9 

1.1 
0.1 

0.9 
1.0 

0.0 
0.5 

1181.9 
1821.5 

425.5 
319.0 

526.2 

1263.9 
429.4 

899.9 
486.5 

337.5 
1032.8 

939.4 

445.7 
295.6 

525.1 
583.2 

332.8 

390.4 
751.4 

373.1 
407.2 

4942.7 

314.7 
635.1 

941.2 
951.6 

462.4 
221.6 

811.3 

259.7 
275.2 

338.0 
206.4 

219.6 

245.5 
559.3 

412.0 
165.1 

223.2 
657.5 

550.2 

253.7 
405.9 

347.5 
286.2 

237.9 

240.2 
147.5 

260.3 
448.5 

405.7 
2383.6 

159.0 

172.1 
11 6.8 

176.3 
199.0 

134 .8 

115.5 
2435.8 

125.4 
119.1 

3001.0 
11 6.9 

795.3 
788.6 

677.7 
662.2 

661.9 

660.0 
651.7 

618.9 
61 4.1 

591.6 
589.6 

589.6 

584 .8 
562.1 

537.6 
530.8 

514 .2 

462.0 
437.9 

435.1 
434 .0 

413.6 

408.9 
405.0 

394.7 
393.1 

380.0 
365.6 

383.0 

356.2 
337.1 

334.1 
332.4 

310.5 

303.1 
301.9 

294 .2 
273.8 

268.5 
260.3 

256.1 

249.6 
244.1 

234.7 
232.3 

224.1 

212.4 
207.3 

193.6 
190.7 

190.1 
185.0 

182.1 

173.9 
167.2 

153.4 
147.0 

127.9 

113.4 
112.5 

99.5 
95.7 

94.9 
62.7 

1.48E-01 
1.05E-02 

3.34E-01 
2.83E-02 

8.01 E-02 

6.62E-02 
3.45E-01 

3.66E-01 
5. 15E-01 

2.21 E-01 
2.61 E-01 

3. 14E-02 

4.34E-01 
4.08E-02 

4. 14E-01 
6.31 E-01 

3.24E-01 

5.08E-01 
2. 12E-01 

4.86E-01 
8.24E-01 

2.56E-02 

3.53E-01 
1.66E-01 

2. 11E-02 
2. 15E-02 

3.78E-01 
2.44E-01 

1.19E-02 

2.71 E-01 
5.98E-01 

9.67E-01 
4.90E-01 

3.89E-01 

7.82E-01 
4.46E-03 

2.94E-02 
3.97E-01 

6.64E-01 
8.78E-02 

3.48E-02 

9.69E-01 
1.25E-01 

4.04E-02 
3.00E-01 

7.92E-01 

4.35E-01 
4.81 E-01 

4.08E-01 
1.85E-01 

5.82E-02 
2.03E-02 

8. 11E-01 

9.74E-01 
4.17E-01 

7.44E-01 
2.49E-01 

7. 14E-01 

9.72E-01 
6.29E-02 

5.97E-01 
5.39E-01 

4.88E-02 
1.39E-01 

67.3 
43.3 

159.3 
207.6 

125.8 

52.2 
151.8 

68.8 
126.2 

175.3 
57.1 

62.8 

131.2 
190.1 

102.4 
94.2 

154.5 

118.3 
58.3 

116.6 
106.6 

8 .4 

129.9 
63.8 

41.9 
41 .3 

82.2 
165.0 

44.7 

137.1 
122.5 

98.9 
161.0 

141 .4 

123.5 
54.0 

71.4 
165.8 

120.3 
39.6 

46.5 

98 .4 
60.1 
67.5 
81.2 

94.2 

88.4 
140.6 

74 .4 
42.5 

46.9 
7.8 

114.5 

101.0 
143.2 

87.0 
73.9 

94.9 

98.2 
4.6 

79.4 
80.4 

3.2 
53.6 
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Tabla Suplementaria 2. Cociente de Expresión de miRNAs (SCe/Ce) Determinado por Microarreglo (350) 

miRNA SNlTotal Ce SCe P-val PSIT 
miR-140 0.2 149.3 40.5 3.65E-02 27.1 
miR-153 0.1 277.9 23.3 5.28E-02 8 .4 
pre-mir-128b 0.2 107.2 21.1 4.42E-02 19.6 
miR-126* 0.0 156.1 3.1 1.23E-Ol 2.0 
miR-297 0.0 106.0 2.5 8.67E-02 2.4 
miR-376a 0.0 367.2 2.5 3.00E-02 0.7 
miR-219 0.0 527.5 0.0 7.30E-03 0.0 
miR-451 0.0 379.3 0.0 1.02E-Ol 0.0 
miR-30e 0.0 159.1 0.0 5.57E-02 0.0 

No. Total 141 138 

Total miRNAs de rata 
59.0 57.7 

(%) 

Los valores de Ce y SCe corresponden a la fluorescencia normalizada en el microarreglo. 
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miA SOblOb Ob SOb míA 

míR-124 0.59 61836.41 36445,05 miA-124 
.-- -- ---~---- -- --r--- -- -- --- -- -- --

I míA-182 1.01 1 ••.. 31853.41 132095.03. miA-128 ,---- ---r----r--
miA-429 0.95 1 33867 .16 32045.53 miA-128b 
--- 1 
miA-200b 1.09 128511 .66 131137 .03 miR-9 ____ _ __ ......... ___ :...J..:::..: __ 

miA-494 0.99 27580.41 27178.55 Iet-7a 

Iet-7a 0.67 27741 ,91 18665,55 ~~A-125b-

I miA-2DOa 0 .82 ¡ 22287 .16 118343.53 I miA-29a 

Iet-7e 0.69 26622.41 18289.55 Iet-7e 

miA-9 0.61 27992.91 17114.05 miA-494 

Iet-7d 0.68 21701.66 14831.55 miA-26a 

Iet-71 0.68 20780.41 14108.55 Iet-7b 

~~~_Li~Ji~~_r~~l let-7d 
Iet-7b 

miA-125b-
5p 

miR-128b 

0.68 

0.83 

0.77 

18684.41 12404.05 Iet-71 

14306.91 11834.30 miA-132 

15234.66 11759.55 miR-129' 

r~;;I-~;:F;;'~~~~s3J miR-181a 

miR-26a 0.69 16070.41 11141.55 miR-3Oc 

miR-128 0.76 12243.91 9304 ,05 miA-434 

I miA-l83 0.87 [ '0377 .16 18993.28 I miR-24 

miR-29a 

miR-191 

miA-3Oc 

miA-352 

miA-181a 

miR-125a-
5p 

miR-129' 

Iet-7i 

miR-3Od 

miR-132 

0.54 

1.01 

0.59 

0.76 

0.42 

0.66 

0.72 

0.53 

0.49 

0.71 

13561.41 7310.30 

4179.91 4221.28 

6392.41 3752.53 

4455.16 3405.03 

7374.66 3082.30 

4002.41 2626.30 

3635.66 2622 .78 

4661 ,16 2448,05 

4539.66 2230.03 

3085.41 2189.55 

miA-22 

miA-23b 

miA-127 

miA-23a 

miA-125a-
5p 
miR-376b-
3p 

miA-3Od 

miR-29b 

miA-137 

Iet-7i 

SCxlCx 

0,97 

1.45 

1,25 

0.95 

0.93 

1,05 

0.93 

1.04 

0.64 

1.18 

1.05 

0.88 

0.78 

1.60 

1.25 

1.19 

1.06 

1.60 

0.85 

1.04 

1.25 

1.02 

1.29 

0.96 

1.10 

0.90 

0,89 

0.78 

0.83 

e, se, 

60439.44 58814,54 

20501.44 29662.54 

23075.19 28851 .04 

22341.94 21302.04 

míA 

miA-124 

1et-7e 

miA-125b-
5p 

1et-7a 

21215.69 19632.54 1et-7b 

18155.69 18989,54 miR-128 

20236.94 18737.04 miA-9 

17600.19 18300,79 1et-7f 

27641.44 17628.54 miA-128b 

11448.94 13491.79 miA-29a 

12474.69 13160.04 1et-7d 

13870.94 12248.29 miA-494 

15414.19 11991.54 miA-26a 

6186,19 9894 .79 miA-129' 

7930,69 9878.79 miR-3Oc 

4906,69 5849,54 

5494.19 5828.29 

3246,94 5209.29 

6013.94 5111 .79 

4871.69 5068.04 

3913.94 4876.29 

4651.94 4726.04 

3626.44 4665.04 

3874.94 3715.29 

3369.94 3704.29 

3871.44 3493,04 

3541 .19 3136.79 

miA-125a-
5p 

miR-127 

miA-23b 

miR-23a 

miA-434 

miA-181a 

miA-99a 

miA-24 

1et-7i 

miA-22 

miA-352 

miA-218 

0.64 

1.26 

1,39 

1.20 

1,24 

1.43 

0.91 

0.99 

1.36 

1.11 

1.13 

0.23 

0.88 

1.63 

1.18 

1.14 

1.63 

1,23 

1,26 

1.97 

1.10 

1.06 

0.95 

1.02 

1.22 

1.08 

0,79 

míA 

29594,11 24768,58 miA-124 

19253.86 24186.08 Iet-7e 

16940,11 23523.08 1et-7a 

18876.11 22736,33 miR-26a 

12971,11 16148,83 1et-7b 

8566.86 12269,08 miR-181a 

13009,61 11806.83 1et-7d 

11603.36 11501.83 

7859.61 10723.08 

9317.61 10329.58 

8011.61 9038.08 

31366.86 7350.33 

8201.36 7232.08 

3724 ,36 6079.83 

3780,86 4464.58 

3439.61 3930.83 

2048.61 3331.08 

2678.36 3304 ,33 

2504 ,11 3166,08 

1588.36 3127.83 

2838.36 3113,83 

2857.11 3032.83 

2935.36 2787.33 

2613.61 2670.58 

2149.36 2632,83 

2194 ,11 2358.83 

2918.86 2304 ,83 

miR-129' 

Iet-71 

miA-125b-

miA-29a 

miA-125a-
5p 

miA-128b 

miR-3Oc 

miA-9 

miA-128 

miA-494 

miA-3Od 

miA-195 

miA-204 

miR-24 

miA-352 

miA-16 

1et-7i 

miR-191 

miA-23b 

miR-23a 

3701.44 2894 .79 r--~-;~~;;-~ 1,31 r~-;;:-~-~ r;-;;-~-:~ 1 miA-129 

3296.94 2733.04 miR-191 1.94 1139.61 2216.33 
miR-3Qa-
5p 

SCblCb 

0.98 

0.92 

0.90 

0.84 

0.83 

1.16 

0.68 

1.18 

0.52 

1.32 

0.60 

1.22 

0.83 

0,75 

0,52 

0.82 

0.68 

0.68 

0.60 

1.06 

0,71 

0.56 

0.57 

0.48 

0.91 

0.85 

0.80 

0.95 

0.39 

eb seb 

65198.87 64124 .17 

35843.37 32996.92 

35530.62 32024.42 

30740.87 25946.42 

míA 

miA-124 

miA-494 

miA-125b-
5p 

miA-29a 

28533,12 23736,92 let-7e 

14150.87 16442.67 let-7a 

22171 .37 15159,67 miA-9 

12268.87 14529.42 let-7b 

25039.87 12994.42 miA-181a 

9286.62 12267.17 let-7d 

16048.12 9658.42 

7070.62 8597.92 

10134.62 8374.42 

11165,37 8345,17 

16044,87 8297 .17 

9935.62 8130.42 

10093.12 6903,17 

9956.12 6758,67 

9468.87 5679.92 

5023.12 5317.92 

7386.12 5225.42 

7446.37 4134.17 

6896.37 3911.67 

8189.12 3905.67 

3913.12 3566.67 

4126,37 3511,17 

3415.37 2727.67 

2632 ,87 2496.92 

6184.87 2399.17 

let-71 

miA-24 

miA-29b 

miA-26a 

miR-129' 

miA-3Oc 

miA-127 

miA-22 

miR-434 

miA-34a 

miA-3Od 

miA-23b 

miA-125a-
5p 

miA-128b 

miA-27b 

miA-128 

miR-21 

miA-181b 

miA-23a 

SB"'Bs 8, S8, 

0,72 25182.49 18075.46 

0.89 18230.74 16176.96 

0.45 19151 .24 8648 .21 

0.61 12127.24 7349.96 

0.32 22170.49 7089.96 

0.32 22227.49 7075.96 

0.86 8043,74 6931 .71 

0.35 15340,24 5309 .71 

0.68 7756.49 5283.46 

0.46 10079.24 4653.46 

0.31 12796.99 3930.96 

0.45 5564.49 2527.21 

0.75 3346.74 2500.21 

0.30 7889,99 2377 .96 

0.42 5281.49 2242 .71 

0.43 5138.24 2199.96 

0.48 4400_49 2098.21 

0,65 3165.74 2044 ,96 

0.67 2907 ,99 1952 .71 

0.35 5222.99 1843.96 

0.52 3242.74 1686.46 

0.34 4427.99 1494.46 

0.45 3248.24 1458.46 

0.45 3101.24 1410.21 

0.48 2770.99 1329.46 

0.36 3540.49 1283.46 

0.61 2035.49 1251.21 

0.61 2060.99 1247.71 

0.26 4240.74 1099.96 

I miA-141 0,61 ¡ 3378.1 6 12049.03 1 _~~~1_~~ _______ ~~~~ ____ ~~~~~ ____ ~~~,~_9 _____ ~_-~~ __________ ~ ~~~ ____ ~~_1_2_, ~~ _____ ~1_~~._~ ____ ~~~~~~ _____ ~~ ____ ~5~~ ,?_7 ___ ~~~~~ ___ 1~~7~ _________ ~~ ____ ~~~~~ ____ ~~~~~~ __ _ 

miA-16 0.61 3313.66 2034 .53 miA-99a 1.11 2307.44 2567 .29 miA-29b 1.13 1887.36 2126.08 miA-127 0.89 2488,37 2216.92 miA-99a 0.51 2136.24 10B0.71 
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miR 

miR-376b-
3p 

miR-22 

miA-24 

1et-7e 

miR-127 

miR-30b 

miR- l07 

miR-98 

miR- l03 

miR-204 

miA-23b 

miA-3Oa-
5p 

miA-129 

miR-434 

miA-26b 

miA-378 

miA-99a 

miA-l00 

miA-23a 

miA-341 

miR-328 

miA-29b 

miA-181C 

miR-151 ' 

miA-27b 

miA-181b 

miR-21 

miA-195 

miA-137 

miA- l0lb 

miA-93 

miA-185 

SOb/Ob Ob 

0.94 2089.91 

0.75 2472.91 

0.60 2934.41 

0.56 2940.41 

0.93 1543.91 

0.74 1743.66 

0.68 1815.16 

0.53 2308.41 

0.65 1807.66 

0.88 1201.91 

0.65 1569.66 

0.37 2705.66 

0.87 1153.91 

0.95 1014.41 

0.65 1363.91 

0.72 1212.41 

0.57 1453.66 

0.66 1251.41 

0.56 1387.91 

4.15 186.16 

0.70 1100.66 

0.22 3397.66 

0.61 1238.41 

0.84 876.41 

0.56 1232.66 

0.52 1218.66 

0.59 1081 .66 

0.41 1497.16 

0.62 909.41 

0.38 1322.91 

0.85 542 .16 

0.57 789.66 

Tabla Suplementaria 3. Expresión Relativa y Absoluta de miRNAs de Cinco Regiones del Cerebro de la Rata Adulta (3S0). Parte 11. 

SOb 

1966.05 

1853.03 

1751 .03 

1643.05 

1439.05 

1291 .28 

1232.28 

1223.78 

1181.78 

1063.03 

1025.78 

1007.03 

1003.80 

960.78 

890.53 

878.78 

829.30 

820.28 

784 .03 

772.05 

767 .03 

760.78 

757.78 

737 .03 

686.53 

639.28 

637 .28 

609.53 

563.05 

508.03 

460.53 

452 .78 

miR 

miA-352 

miA-l03 

miA-191 

miA-98 

miA-221 

let-7e 

miA-328 

miA-3Oa-
5p 

miA-129 

miA-27b 

miA-218 

miA-l00 

miR-222 

miA-138 

miA-30b 

miA-29c 

miA-101b 

miA-664 

míA-16 

miA-27a 

miA-181b 

miA-181c 

miA-154 

miA-3B2 

miA-185 

míA-331 

miA-342-
3p 

miA-487b 

miA-151 ' 

miA-329 

míA-21 

miR-204 

SCxlCx Cx 

0.84 2931.69 

1.00 2422.69 

1.05 2113.69 

1.27 1687.69 

1.22 1694.69 

0.90 2275.44 

1.17 1698.94 

0.69 2803.69 

1.23 1545.44 

0.88 2080.44 

0.65 2569.69 

1.12 1481.19 

1.11 1456.44 

0.85 1850.69 

0.98 1585.69 

0.93 1589.94 

1.19 1148.19 

1.39 950.94 

0.64 1990.19 

0.76 1644.19 

1.18 996.44 

1.43 781.19 

1.34 808.44 

1.44 718.44 

1.04 913.69 

1.18 693.19 

1.72 448.19 

1.31 586.44 

0.97 790.94 

1.47 494.19 

0.80 864.44 

1.55 440.44 

SC, 

2459.04 

2410.79 

2226.29 

2137.79 

2068.54 

2055.04 

1983.29 

1938.79 

1897.54 

1823.04 

1681.29 

1663.54 

1621.04 

1570.79 

1552.54 

1486.54 

1368.04 

1326.04 

1282.79 

1250.29 

1177.04 

1120.79 

1084.29 

1034.79 

951.04 

816.04 

772.54 

770.04 

768.54 

725.04 

692.79 

684.29 

miR 

miR-3Od 

miA-103 

miA-107 

miA-100 

miA-132 

miA-222 

miA-328 

miA-3Oa-
5p 

miA-98 

miA-3Ob 

miR-204 

miA-137 

miA-27b 

miA-664 

miA-16 

miA-181b 

miA-185 

miR-382 

miA-329 

miA-129 

miA-487b 

miA-376b-
3p 

miA-539 

miA-195 

miA-342-
3p 

miA-151 ' 

miA-99b 

miA-27a 

miA-26b 

miA-29c 

miA-326 

miA-361 

SHp/ Hp Hp 

1.12 1873.61 

1.02 1834.11 

1.15 1617.36 

1.17 1457.61 

1.97 815.36 

1.26 1190.36 

1.28 1042.86 

0.90 1400.36 

0.90 1397.36 

1.19 952.86 

0.90 1232.61 

0.80 1267.86 

1.03 925.11 

1.74 539.11 

0.99 925.61 

0.99 872.11 

1.23 645.11 

2.23 318.61 

1.83 385.36 

1.31 522.11 

1.99 342 .11 

0.31 2206.61 

1.68 366.36 

1.41 423.61 

2.89 199.11 

1.29 412.36 

1.59 330.86 

0.91 514.61 

0.92 509.61 

0.50 880.86 

0.84 519.36 

2.15 194.99 

SHp 

2089.58 

1877.08 

1856.33 

1712.58 

1604.08 

1498.58 

1333.83 

1265.08 

1256.33 

1138.58 

1105.58 

1014.58 

953.58 

939.33 

915.83 

861.58 

792 .33 

709.83 

706.83 

681.83 

680.53 

676.83 

61 4.33 

595.83 

575.08 

532.83 

524.58 

470.58 

469.33 

444.08 

436.58 

419.58 

miR 

Iet-7e 

miA-328 

miA-22 

miA-101b 

miA-378 

miA-30b 

miA-99a 

miA-103 

miA-107 

miA-320 

miA-181b 

miA-181c 

miA-27b 

miA-185 

miA-98 

miA-34a 

miA-342-
3p 

miA-100 

miA-99b 

miA-218 

miA-26b 

miA-29b 

miA-361 

miA-194 

miA-497 

miA-324-
3p 

miA-27a 

miA-154 

miA-664 

miA-132 

miA-29c 

miA-382 

SCb/Cb Cb SCb 

0.59 3629.12 2142.92 

0.97 2184.87 2127.42 

0.68 3057 .37 2091.67 

0.61 3090.87 1897.42 

0.66 2830.87 1868.17 

0.69 2370.37 1631.42 

0.72 2232.12 1612.42 

0.70 2258.12 1571 .67 

0.56 2628.12 1461.67 

0.99 1449.87 1433.92 

0.80 1777 .37 1415.67 

0.97 1430.62 1393.67 

0.67 1827.62 1223.92 

0.57 2012 .12 1138.92 

0.42 2489.37 1057.42 

0.47 2006.37 951.67 

1.59 558.37 889.17 

0.97 907.37 882.42 

1.12 768.62 859.92 

0.37 2288.87 842.92 

0.49 1522.37 745.67 

0.21 3439.62 710.92 

0.83 840.37 700.67 

0.81 660.87 536.42 

0.50 1065.37 536.42 

1.02 522.62 534.67 

0.44 1190.37 527.67 

0.59 767.87 455.17 

0.89 500.12 446.42 

1.43 307.12 438.17 

0.23 1692.37 395.67 

0.77 508.12 390.92 

miR 

miA-30a-
5p 

miA-107 

miA-376b-
3p 

miA-191 

miA-328 

miA-352 

miA-16 

miA-132 

miA- l03 

miA-204 

miA-29c 

miA- l00 

miA-98 

miA-181c 

miA-27a 

miA-326 

miA-129 

miA-185 

1et-7e 

miA-30b 

miA-382 

miA-338 

miA-134 

miA-219-
5p 

miA-654 

miA-218 

miA-101b 

miA-137 

miA-154 

miA-151 ' 

miA-26b 

miA-330 

SBslBs Ss se, 
0.50 2124.99 1068.96 

0.54 1870.99 1001.46 

1.16 821.99 951.46 

0.49 1815.74 885.96 

0.71 1223.49 869.71 

0.32 2322.99 737.46 

0.44 1614.74 711.46 

0.85 831.49 709.71 

0.35 1996.74 700.71 

0.35 2008.99 700.71 

1.13 608.74 689.71 

0.45 1329.99 594.46 

0.36 1611.24 585.21 

0.81 714.49 578_71 

0.39 1372.24 529.71 

0.78 654.49 510.46 

0.73 654.74 478.71 

0.34 1390.74 468.71 

0.22 1957.99 436.96 

0.37 1162.49 430.21 

0.46 909.99 418_96 

0.51 693.99 353.96 

0.60 487.24 291.96 

0.69 421.99 290.21 

0.46 619.24 282.96 

0.23 1207.24 282.71 

0.52 538.49 278.71 

0.57 477.49 271.71 

0.44 573.99 252.96 

0.36 628.74 223.46 

0.21 1017.99 213.71 

0.44 476.24 209.71 
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miR 

miR-331 

miR-664 

miR-342-
3p 

miR-l0la 

miR-214 

miR-19b 

miR-335 

miR-138 

miR-320 

miR-l06b 

miR-29c 

miR-99b 

miR-20a 

miR-218 

miR-28 

miR-17-1-
3p 

miR-27a 

miR-148b 

miR-324-
3p 

miR-92b 

miR-221 

miR-15b 

miR-186 

miR-126 

miR-34a 

miR-326 

miR-222 

miR-361 

miR-539 

miR-382 

1e1-7d' 

miR-487b 

miR-25 

miR-13Da 

miR-329 

miR-330 

miR-31 

SOb/Ob Ob 

0.69 657.66 

0.55 813.66 

1.00 431.66 

0.54 782.66 

0.33 1232.41 

0.82 494.41 

1.18 340.41 

0.50 776.16 

0.83 458.41 

0.60 629.66 

0.31 1201.66 

1.00 367 .91 

0.96 373.16 

1.41 240.16 

1.03 321 .16 

0.63 500.66 

0.35 793.41 

0.50 515.41 

0.70 340.66 

0.79 301 .91 

0.86 273.91 

0.74 314.41 

0.62 351.41 

0.11 2023.91 

0.34 610.91 

0.42 485.16 

1.03 190.66 

0.67 284.16 

1.14 155.16 

0.79 214.41 

6.94 22.16 

0.90 161.66 

1.01 119.66 

0.20 592.91 

1.27 92.66 

1.40 83.66 

0.71 162.91 

Tabla Suplementaria 3. Expresión Relativa y Absoluta de miRNAs de Cinco Regiones del Cerebro de la Rata Adulta (3S0). Parte 111. 

SOO 

452.53 

448.78 

433.03 

424.53 

407.03 

403.78 

402.78 

391.28 

380.03 

379.28 

376.78 

367.53 

359.03 

339.30 

331.03 

313.78 

277.28 

257 .78 

239.53 

239.03 

234 .28 

231 .78 

216.78 

215.05 

205.28 

202.53 

196.53 

189.78 

176.53 

158.78 

153.80 

145.28 

120.53 

120.03 

117.28 

117.28 

115.78 

miR 

niR-335 

niR-539 

niR-326 

niR-l01a 

niR-195 

niR-323 

niR-34a 

niR-543 

niR-324-
3p 

niR-26b 

niR-361 

rriR-212 

rriR-381 

niR-341 

niR-300-
5p 

niR-146a 

rriR-148b 

rriR-378 

niR-186 

rriR-134 

niR-376b-
5p 

rriR-99b 

rriR-19b 

niR-93 

rriR-330 

niR-214 

niR-320 

niR-126 

niR-130a 

niR-139-
5p 

niR-l06b 

niR-433 

niR-379 

niR-28 

niR-322' 

niR-383 

niR-140' 

SCx/Cx Cx 

1.29 530.19 

0.87 783.44 

0.92 706.44 

1.14 533.69 

0.55 1034.44 

1.41 390.44 

0.69 764.69 

1.58 316.44 

1.44 339.19 

0.52 931.44 

1.62 282.44 

1.66 267.19 

1.12 379.69 

0.69 616.69 

1.30 324.19 

1.83 222.94 

1.18 340.44 

0.53 750.19 

0.93 429.94 

1.18 334 .19 

0.68 567.19 

1.33 274.44 

1.90 185.69 

1.14 274 .94 

1.38 205.44 

0.37 769.94 

1.22 231.19 

0.07 4253.44 

0.55 474.44 

1.61 153.94 

1.06 226.44 

1.35 177.19 

0.55 409.94 

0.84 247.19 

0.49 393.19 

1.03 175.69 

1.05 172.19 

se, 
683.29 

677.79 

646.79 

606.54 

567.54 

552.04 

525.79 

500.54 

488.79 

487.04 

456.29 

443.54 

426.29 

423.79 

422.79 

408.29 

402 .54 

400.79 

398.79 

394 .04 

385.04 

364.54 

352.29 

314.29 

284.29 

282.04 

282.04 

278.79 

260.79 

248.54 

240.54 

239.54 

227.04 

207.54 

190.79 

181.79 

180.79 

miR 

miR-154 

miR-l01b 

miR-323 

miR-21 

miR-331 

miR-543 

miR-320 

miR-l38 

miR-101a 

miR-324-
3p 

miR-181c 

miR-148b 

miR-341 

miR-433 

miR-335 

miR-330 

miR-346 

miR-126 

miR-146a 

miR-93 

miR-378 

miR-22* 

miR-139-
5p 

miR-19b 

miR-214 

miR-379 

miR-381 

miR-134 

miR-300-
5p 

miR-29c* 

miR-92b 

miR-15b 

miR-l06b 

miR-322' 

miR-34a 

miR-369-
5p 

miR-13Da 

SHp/Hp Hp 

2.06 199.86 

0.86 476.36 

2.24 175.11 

0.95 366.86 

1.23 278.36 

3.79 74.86 

1.65 162.11 

0.44 595.11 

0.94 271.36 

1.64 144.11 

0.53 441.11 

1.34 158.61 

1.43 141.11 

2.50 79.36 

3.96 49.99 

2.51 75.86 

3.22 56.11 

0.10 1725.61 

3.27 53.74 

1.79 97.61 

0.71 233.61 

2.24 71 .24 

2.55 62.11 

1.87 83.86 

0.09 1583.61 

1.17 119.61 

2.51 52.86 

2.45 53.61 

2.01 65.11 

2.50 51.74 

1.73 72.61 

1.98 56.49 

2.38 45.24 

0.23 431.61 

0.49 193.86 

2.94 30.24 

0.66 133.36 

SHp 

411.58 

408.33 

392.83 

347.33 

341.33 

284.08 

268.08 

260.83 

255.33 

236.08 

231.83 

211.83 

201.58 

198.58 

197.83 

190.08 

180.58 

177.08 

175.83 

174.33 

166.08 

159.83 

158.58 

157.08 

149.58 

140.08 

132.83 

131.08 

130.83 

129.33 

125.58 

111.83 

107.58 

100.58 

95.08 

88.83 

88.58 

miR 

miR-326 

miR-151 * 

miR-l3Oa 

miR-21 

miR-l48b 

miR-l06b 

miR-376b-
3p 

miR-l01a 

miR-329 

miR-331 

miR-140' 

miR-323 

miR-93 

miR-15b 

miR-3Da 

miR-381 

miR-137 

miR-487b 

miR-134 

miR-25 

miR-543 

miR-300-
5p 

miR-206 

miR-187 

miR-341 

miR-28 

miR-505 

miR-338 

miR-335 

miR-539 

miR-l86 

miR-29c' 

miR-345-
5p 

miR-330 

miR-7' 

miR-378 

miR-214 

SCb/ Cb Cb 

0.71 540.12 

0.84 409.62 

0.44 774.12 

0.46 695.37 

1.00 304.87 

0.49 600.37 

0.30 916.62 

0.24 1147.87 

0.86 290.12 

0.75 329.37 

0.82 284.37 

1.21 173.26 

0.58 355.37 

0.90 225.62 

0.93 190.37 

0.46 385.12 

0.35 493.87 

0.72 234.12 

0.61 256.62 

0.87 166.76 

1.07 135.62 

0.48 297 .37 

0.48 288.37 

0.64 210.12 

0.65 199.62 

0.95 129.87 

0.82 145.51 

0.82 144.62 

0.48 238.87 

0.60 189.37 

0.57 185.37 

0.44 184.12 

1.31 52.26 

2.29 29.01 

0.62 93.62 

0.56 102.37 

0.20 281.62 

SCO 

386.17 

342.92 

336.92 

321.67 

306.17 

292.17 

277.92 

274.67 

250.42 

247.67 

232.92 

209.67 

205.08 

202.92 

177.42 

175.67 

174.42 

168.17 

156.67 

145.17 

145.17 

142.42 

139.67 

135.42 

129.42 

123.58 

119.33 

118.92 

114.33 

114.08 

106.17 

80.33 

88.58 

66.33 

58.08 

57.08 

55.67 

miR 

miR-381 

miR-195 

miR-138 

miR-341 

miR-300-
5p 

miR-148b 

miR-320 

miR-342-
3p 

miR-l01a 

miR-331 

miR-329 

miR-19b 

miR-324-
3p 

miR-539 

miR-378 

miR-93 

miR-15b 

miR-214 

miR-99b 

miR-487b 

miR-146a 

miR-92b 

miR-126 

miR-l33b 

miR-186 

miR-335 

miR-17-1-
3p 

miR-322' 

miR-187 

miR-376b-
5p 

miR-143 

miR-433 

miR-29c' 

miR-133a 

miR-361 

miR-140' 

miR-145 

SBs/Bs Bs 

0.75 275.99 

0.40 479.99 

0.86 216.74 

0.75 247.74 

0.58 295.99 

0.59 264.74 

0.38 406.24 

0.40 385.74 

0.52 266.24 

0.33 374.99 

0.25 398.74 

0.33 297.49 

0.42 206.49 

0.28 308.24 

0.20 407 .74 

0.23 350.24 

0.23 343.99 

0.31 194.99 

0.14 367.24 

0.28 174.49 

0.21 225.99 

0.43 89.49 

0.01 3509.49 

0.08 384.49 

0.31 97 .24 

0.14 211.49 

0.18 153.74 

0.15 175.24 

0.54 43.84 

0.14 144.24 

0.01 2253.49 

0.10 185.99 

0.23 70.99 

0.03 403.49 

0.05 260.24 

0.06 197.49 

0.01 1859.99 

se, 
206.96 

193.21 

185.46 

184.71 

171.46 

157.21 

154.21 

154.21 

137.71 

122.96 

98.46 

97 .21 

87.21 

85.46 

81 .21 

80.71 

80.46 

60.32 

52.21 

49.71 

48.21 

38.07 

35.96 

31 .21 

30.32 

29.39 

27.32 

26.57 

23.57 

20.07 

19.82 

18.07 

16.07 

13.32 

11.89 

10.96 

9.57 
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miR 

miA-140' 

miR-146a 

miR-383 

miR-344a 

miR-350 

miA-322' 

miR-505 

miA-154 

miR-22' 

miR-323 

miR-374 

miR-211 

miA-145 

miR-338 

miR-3Oe 

miA-7a 

miA-29c' 

miR-324-
5p 

miR-379 

miR-30a 

miA-134 

miA-376b-
5p 

miR-381 

miA-351 

miA-497 

miA-153 

miR-297 

1 miR-143 

miR-135b 

miR-15O 

miA-210 

miA-130b 

miR-152 

miR-140 

miA-126' 

miA-300-
5p 

miA-187 

SOb/Ob Ob 

0.41 277.41 

0.66 171 .66 

1.60 60.66 

0.43 224.66 

0.58 146.66 

0.27 298.66 

1.07 76.41 

0.40 197.66 

2.36 30.16 

0.86 78.16 

0.88 63.16 

1.96 26.16 

0.04 1267.66 

0.25 202.41 

0.25 187.41 

0.26 172.41 

0.66 68.66 

0.15 208.91 

0.69 43.91 

0.71 40.66 

0.30 

0.36 

0.45 

0.57 

0.14 

0.61 

0.02 

0.01 

0.01 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

87 .16 

67.41 

40.66 

27.41 

93.91 

20.16 

402.41 

1598.41 

40.66 

767.41 

140.16 

127.66 

95.16 

84.91 

66.91 

61 .16 

50.66 

Tabla Suplementaria 3. Expresión Relativa y Absoluta de miRNAs de Cinco Regiones del Cerebro de la Rata Adulta (3SD). Parte IV. 

SOO 

114.78 

113.78 

97.03 

96.78 

84.53 

82 .03 

82.03 

78.78 

71.03 

67.03 

55.53 

51.28 

51 .03 

50.28 

46.03 

45.28 

45.03 

31.53 

30.28 

29.03 

26.53 

24 .28 

18.28 

15.53 

12.78 

12.28 

9.03 

8.53 

0.28 

NO 

NO 

NO 

NO 

NO 

NO 

NO 

NO 

miR 

miR-17-1-
3p 

miR-29c' 

miR-344a 

miR-369-
5p 

miR-92b 

miR-346 

miA-351 

miR-3Da 

miA-22' 

miA-187 

miA-143 

miA-15b 

miA-2Da 

miA-7a 

miA-145 

miR-541 

1et-7d' 

miR-374 

miA-338 

miA-194 

miR-345-
5p 
miA-409-
5p 

miA-365 

miA-153 

miA-130b 

miA-15O 

miA-25 

miA-505 

miA-324-
5p 

miA-31 

miA-35O 

miA-136 

miA-126' 

miA-497 

miA-140 

miA-196b 

miA-199a-
3p 

SCx/Cx Cx 

0.94 184.44 

1.08 159.44 

0.72 216.44 

1.00 145.43 

1.23 115.44 

1.34 101.44 

1.43 92.44 

1.80 61.68 

0.75 146.93 

1.34 78.94 

0.03 3577 .69 

1.09 90.69 

0.77 127.19 

0.28 308.44 

0.02 2950.69 

0.86 78.44 

0.65 100.51 

0.64 94.43 

0.30 192.69 

1.15 47.94 

2.09 

0.37 

1.11 

0.56 

0.46 

0.03 

1.35 

0.89 

0.11 

0.43 

1.00 

0.23 

0.01 

0.03 

0.00 

0.00 

0.00 

25.93 

141.69 

46.43 

89.44 

101 .69 

1759.44 

27.18 

30.18 

247.44 

60.43 

21.93 

53.26 

239.44 

80.94 

75.94 

143.76 

23.51 

SC, 

173.29 

172.79 

155.29 

144.79 

142.54 

136.04 

132.04 

110.79 

110.04 

105.54 

102.79 

99.04 

97 .79 
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Tabla Suplementaria 3. Expresión Relativa y Absoluta de miRNAs de Cinco Regiones del Cerebro de la Rata Adulta (3S0). Parte V. 

miR SOb/Ob Ob Sob miR SCxlCx e. se. miR SHp/Hp Hp SHp iR Seb/eb eb Seb miR SBs/Bs Bs SBs 

miR-
0.00 31.16 NO miR-21O 0.00 28.68 NO 181a-1* 

miR-194 0.00 28.26 NO miR-297 0.00 53.94 NO 

miR-18a 0.00 25.26 NO miR-451 0.00 29.68 NO 

Total 140 129 140 134 120 116 133 120 135 106 

Tejido-
específicos 

11 4 7 6 

Ausentes en SN 11 6 4 13 29 

Loc. sináptica (%) 92.14 95.71 96.67 90.23 

R' 0.93 0.96 0.77 0.96 0.83 

Porcentaje del 
total de miRNAs 58.58 53.97 58.58 56.07 50.21 48.54 SS.65 50.21 56.49 44.35 
de rata 

miRNAs en rojo son t~ido·especfficos 

NO; no detoctado en SN 

Los miRNA enmarcados con líneas punteadas fueron selea::ionados por MAANOVA 
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--- --CA--AAGU-GCUGUUCG----UG-CAGGU- --AG-- 23 

--- --ACU--GG--ACUU- -GG----AGUCAGAAG---G-- 2 1 

--- ---AACCCGU-AGAU-CCG--AUCU--UGUG- ------ 22 

--- ---CACCCGU-AGAA-CCG--ACCU--UGCG- ------ 22 

--- ---AAACCGUUA----CCAUUA-CU---GAGU-U---- 22 

--- ---CAGCAG-CAC---ACU-----G--UG-GU-UUGUA 22 

--- --GGAGAAAUUAU---CCU----UG---GUGU---GU- 22 

--- --AAA-CAU-G-AAGCGCUG---CAACA---- ------ 2 o 
--- ---AU-CAU-G-AUGGGCU----CCUCGGUGU------ 22 

--- ------UAU-ACAAGGGCAA---GCUCU---- ------ 1 B 

---UGAAA-CAU-ACACGGGAAA---CCUCU---- ------ 23 

--- --AAU-CGU-ACAGGGUCAU---CCACUU--- ------ 22 

-UUUGAAC-CAU-CACUCGACU----CCU------ ------ 22 

--- -UAUU-CAUUUACUCCCCAG---CCUA----- ------ 22 

UAUUGCACUCG--UCC-CGGCCU---CC------- ------ 22 

Cb 

miR-22' 

miR-JOla 

miR-126* 

miR-140 

miR-J76b-Sp 

miR-219-Sp 

miR-JSO 

miR-451 

miR-210 

miR-34J 

miR-lJJ/l 

miR-192 

miR-J7B 

miR-34b 

miR-34c 

miR-297 

miR-JOe 

miR-17-1-Jp 

miR-324-Sp 

miR-344a 

let-7/l 

let-7d 

let-7e 

let-7f 

let-7c 

let-7b 

let-7i 

miR-10J 

miR-107 

miR-106b 

miR-124 

miR-10/l-Sp 

miR-10b 

miR-100 

miR-12S /l -Sp 

miR-12Sb-Sp 

miR-10la 

miR-101b 

miR-126 

miR-122 

Secuencia o, 
- - - - - - - - - - - - -A- -GU - - - - - - -UCUU - -CAGUG- -G-CAA-GCUUUA 22 

------------CA--GU-------GCAA--UAGUAUUGUCAAAGC---- 23 

------------CAUUAU------UACUU--UUG----G--UACGCG--- 21 

-----------CAGUGGUUUUA---CC----CUAU---GGU-AG------ 22 

-------------GUGGAU--AU-UCCUU--CUAU---GGUUA------- 22 

-----------UGAUUG-------UCCAA-ACGC-------AAUUCU--- 21 

- - - - - - - -UUCACAAAG- - - - - - -CCCAU -ACACUUU - - - -CA- -C - - - - 24 

-----------AAACCGUU-----ACCAUUACUG-------AGUU----- 22 

- - - - - - - - - - - -CUGUG- -CGUGUGACAG- -CGG- - - - - - - -CUGA- - - - 22 

---U-----C-UCCCUC--CGUGUGCC----CAG--------A------- 20 

UUUG- - - - -G-UCCC -CUUCA- - - -AC- - - -CAG- - - - - - - -CUG- - - - - 22 

-CUG- - - - -A-CCUAUG- - -AAUUGACAG- -CC- - - - - - - - - - - - - - - - - 2 1 

ACUG- - - - -G-ACUU-G- - -GA- -GUCAG- -AAG- - - - - - - -G- - - - - - - 2 1 

- - -A- - - - -G-GCAGUGU - -AAUUAGCUG- -AUU - - - - - - - -GU - - - - - - 23 

- - -A- - - - -G-GCAGUGU - -AGUUAGCUG- -AUU - - - - - - - -GC- - - - - - 23 

-AUGUAUGUGUGCAU-GU - - - - - - -AU -G- -CAU - - - - - - - -G- - - - - - - 23 

- -UGUAAACAU -CCUUG- - - - - - - -ACUG- -GAA- - - - - - - -G- - - - - - - 22 

ACU - - - - - - - -GCA- -G- -UG-AAGGCAC- -UUGU - - - - - - -G-G- - - - - 22 

-C- - - - - - - - -GCAUCC- -CCUAGGGCAU - -u -G- - - - - - - -GUGU - - - - 23 

UCAG-------GCU-----CCU--GGCUA----G--------AUU----- 19 

Secuencia nt 
-UGAG-GUAGUAG---GUUGUAUAGUU---- 22 

-AGAG-GUAGUAG---GUUGCAUAGUU---- 22 

-UGAG-GUAGGAG---GUUGUAUAGUU---- 22 

-UGAG-GUAGUAG---AUUGUAUAGUU---- 22 

-UGAG-GUAGUAG---GUUGUAUGGUU---- 22 

-UGAG-GUAGUAG---GUUGUGUGGUU---- 22 

-UGAG-GUAGUAGUUUGU-GCU--GUU---- 22 

-AGCA-G-CAUUGUACAGGGCUAUGA----- 23 

-AGCA-G-CAUUGUACAGGGCUAUCA----- 23 

UAAAGUG-CU--G-ACAGUGC-A-GAU---- 21 

-UAAG-G-CAC-G--CGGUGA-AUGCC---- 20 

UACCCUGUAGAUCCG--AAUUUGUG------ 23 

--CCCUGUAGAACCG--AAUUUGUGU----- 22 

AACCC-GUAGAUCCG--AACUUGUG------ 22 

-UCCCUG-AGACCCUUUAACCUGUGA----- 24 

-UCCCUG-AGACCCU--AACUUGUGA----- 22 

UACAGUACUGUGAU---AA---CUGAA---- 21 

UACAGUACUGUGAU---AG---CUGAA---- 21 

-UCGU-ACCGUGAGU--AAUA-AUGCG---- 22 

--UGG-AGUGUGAC---AAU-_G-GUGUUUG 22 
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l . Introdu ction 

Tunsl.tion of synoptically Iocal;tp.¿ mRNAs is eriticol for 
neuronal prnc~ 'se< 'ueh as ~yn"ptk pl"Micily.l~arning and 
m~mory (Skup, 200e; Sutwn and Schuman, 2006). How~v~r, 

bo:h timins- and space constraining of such process seem lo 
~ key vafi~blP.s Ih31 m"y be finp..luned by synoplie miRNAs 
(KMik, 2006; ~hralt, 20(9) given thdr ability to 5",~~ti'H.ly 
down.regulale p.utiaJly complemenlary lar¡¡et mRNAs 
(Bhattaeharyya el al .. 2006, Farh el al. 2(05). 

NeMly SO% ofall mammali'n miRNAs are expressed in Ihe 
hfain (Kri<:hevüy el ~I., 2003: Ugos ·Quint"na el al, 2002: 
S<!mpe", et al., 2(04) and many havc critical roles in neuro· 
genesi~ and neuronal develop mp.nl (Giu ldet el al ., 2005: 
Kri<:hevs ky el 31.. 2006), ~t lhei , role, in the adull b'3 ;n re· 
m",n l.1rgely unexplored 

Many miRNA5 not only showdi ff~r~ntial n~uroanatomkal 

e xprc""ian (Uak et al ., 2008. Davi. et al., 2007, I.iond¡¡raf et al .. 
2001: Olsen et a l., 2009), bu t a lso<"lisplay sub·eellul", comp"rt. 
mentalization neaf (he $ynapsc (Konecna et al.. 2009: ~h'att, 
20(9). Several miRNAs have been f<>und eithere",ichcdor de · 
pleted in lo-.ef_elló ... d dendrite~ (Kye et aL, 2007) ond in 
syn'ptoneufO!.<>m'l prep"ration< (Siegel e t aL, 2009), with 
OOmt p,-."miRNA, ~n,i~hed in lhe po<l -synaptic d ~ n ~ i li~& 

(Lug!i ~t al.. 20(8). Lik~wi~, ~vcr"¡ partn~r protdns forming 
the miRNA sil!:ncing: complex (mi lUSq (i.e. Dic~r, Argonaute 
2 I.ugli e l al., 2I'Xl5), and fMRP (8 0,,-«:11 "na Wanen, 200e; )in 
~I al .. 1004) hav~ bttn i¿entifi"¿ both pr~· (H~ngst ~t al., 
2006, Murashov el al, 2007) and post· synaplically (reng et 
a l , 1997; rime el a l., 2009: Kye ~I a l., 2001; I.ugl i et al , 2008; 
Natera _Naro njo et al ., 2010). 

I( ;s wt ll documt nted. ( h~ t neunmal s timul ~tion may ~lkit 

an inCIca,.,., in pIOlein syn mcsis (reviewcd in Martín and 
7u~;n, 2006;Wu et .. 1., 2007) , but mere i~ little evid~ncp. show· 
;ng ~ n dfe<: t <>n mi RNA abund once, In ..,m~ cas.,. chemi(alor 
d""trical induction ofI.TP/LTD (park and Tan&, 2009: Wibrand 
el aL. 2010). e llpo5ure to cocaine (chandr~d:"r and Drcycr, 
2011) and a lcohol (VJang et al.. 20(9) may e""rt changcs in 
miRNA exp'es.~i <>n and prnce-;sing as well. In ome, e"-<es, 
BDNf and N/II! !)A also appear lO n:ve!se m;RNA InhlbhOly ac · 
tivity over ,.,.,l",tive mcsscngcr RNA (mRNA) lllfgets (8ancrjee 
el al, 2009; Kye e: al. , 20(7). 

Despile mis, evidence for the involvemenl of m;R,'-IA aCI;v' 
;ty in leMningand memo,)' has bo:en prov;aed only;n ;nverle­
brat~s such u D.osophil<> (Ashraf et al., 2006) and Apiy,ia 
(R ajase:h upathy et al.. 2009), such resu lts susgcst !hat synap­
t;( miRNAs net ao key regulntot~ of synnplic effi<:Ol<:y. Ilowev· 
~r, th~ i<kntity, r~gional and t~mpof31 abundance of 
synaplically localizcd mi!tNAs has not becn fu lly establ ished 
;n me mammoli"n bra;n, mu<:h less l heir lnca l reguln tion. 

Here , we c haracteri~cd synaptQnculosomal (SN) m;RNAs 
hased on Ihe;f 8equence and !elative " bund"nce aeros. 8eV~'" 
al r~gions ofth~ mammalian brain. rurthermor~ , w~ ~xp!or~d 

the effe<:l nf 9l<>lnnged exci t.1tnl)' stimula!ion over synaptic 
miRNA ,bundance in the eortex ond hippnc,mpus, ~ft~r 

",ule ka;ni<: acid (KA) ad min;str.1 lion , in J rno<l~1 well knnwn 
to exhibí! ~x!~ns;v~ synaptk p! ... tidty [Vinc~nt and Mull~, 

2(09). Our linding< ¿emonSlrate th~1 miRNA< are diffel"P. ntial · 
Iy exp,,,,,ot:d J I me n ~u",,,natom ic.1 1 " nd sub·cellul<1 r levels, 
and that t""ir local (synaptk) con~nt i5 rapidly and se¡"'ctiv~· 
Iy moo ula ted during epil~ptogenic .ctivity in vivo. 

2. Resu lts 

2.1. Detection afmiRN& in .ynaptoneli,osomufrom total 
fmebroin 

W~ an a lyzed. th~ mRNA and prol";n conten t from synapto· 
nCUTO.ama (SN) extracted f'<lm !he rorcb", in (Cc) "f ad .. lt 
m~le roL~ (wi thou t nlfac lOry b Lllb), f<>llnwing" methnrl lha t al· 
lows en!'khmcn t of poKsynaplk densil ies (PSDs: Suppk· 
mental Figure 1/1). SN fmctions (SCC) exhibitcd .. good 
in tegrity of sy"'p:ic slructUl"P.~ , a i,,<"lged by traMmi$.~ion 
ele<:lron micTO<COpy (Tf.M) , accompanie<l by significa nt ab o 
-.ence <>r nude;¡ r and ~<>ma·,el.1led protein~ (Supplement"l 
Figure 1B-E) . In~r~stingly ~""ral compon~n:s ofth~ miRISC 
maehinerywere abundant in this fraelion, induding A~ fam · 
ily a nd TMRP pmte ins (Su?plemenla l Tigure le). This (¡nd ing 
is in agreem~nt with re",n t obs~rvations showing cnrkhm~1lI 
of Dicer and other m iRSC proteina in postsynaptic den sities 
(Lugli el al, 2005). 

l.ikewise, the re<:ovel"P.d RNA fmm ,,11 SN fr3ct iOM showed 
good integrity (SupplementaJ figure lA) " nd qPCR analysi. of 
SCC fract;ons revcalcd low abundan", of &oma-cnrichcd 
mRNA marke~ <uch as ArhGf.rS or Tubal (Supplement:.1 Tig' 
ure 28) , which wa~ ac(omp"nied by " ~ ignifi~a nl upressi<>n of 
NMDARt and PSD·95 syMptic mRNAs (Supplcmenlal r;gur~ 
2Q. WC <nuld not de t""l signal amplification in the SN frac· 
tion of low molecular weight non·coding !t1'IAs (ncRNAs). 
lil<.e the nlFdeol" malke r ~noRNA U43, in<"licat ing)"'" con­
ta mirunlon ofsoma or nudearcomponen l$ In Out SN (racdon 
(Supplemental Figure 2D-E). 

In nrder to dete rmi ne the number nnl. ;¡bund"ncenfmiRNAs 
from lhe fQl~brain , we probed. 258 miRNAs (rni RlIase v9.0 
(G,i ffi th~-}ones, 2006; Gnffim, -¡<>ne; el 31 .• 2006)) <>n severa l 
microarrays arn\"8<'d in a loop d~sign, al~mating Total and 
Se.. samples foUowing: dye·swap labeling wilh Cy3 and Cy5 
tlu<>roph<>re; (see Male!1.1ls ~nd MP.lhO<l.). We ""P. swapping to 
reduc~ lh~ dkcts of difkrential labeling on th~ "'5ults obtain~d. 

To det~rmine the re lative abundance ofthcse miRNAs on 
se.." we used two memods <>f a n3 ly~is, nne to globnlly a <ses~ 
the numbe! of miRNAs exp!csSl!d in eaeh sampk (3SD), and 
theolher w;m h;ghel$tatis tical $lringency (MAAr-.:OVA), c;1pa · 
bl~ of disr~gard ing l""hni",,1 df~cts (i. e . dy~ labeJing 

fia:. 1- Expre<lft ion analy"i a ofaynaproneur"""",al mieroRNAa from th ~ whole brain ofth ~ adull ral. (A) Pi~ dlo¡mm illusn-aring 
Ih ~ 141 microRNAa found in Ihe aduh ""1 b""in from me 2SS explored (miR8:ou v9.0). (11) P~rcent3ge C"¡SCe miRNAa exprHsion 
forme 141 found In !he mI brain , (q Identification of sorne ofme m""t abundan! marur"" miRNAfI by Norlhem Blol (NB), 
Numb~ra "ho""" below iIIuslrale !h~ ralÍO Ce/SCe fr"m deMirometty analyslo. "'e non-cMine RNA BCl lo u..,d as control. 
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A 

Total probes 
258 

(miRBase v9.0) 

Expressed in Ce 
141 

e 

c • se. 
leHb .-' --o .• 

m1R· 19a r·.~ --,., 
mIR·'2'a - ,- -

o .. 

mIR·,2b -• --,., 
mIR-3Ob --o., 

mIR·J.4a .. ~ _ .",. ,., 
miR·335 .. tr- - -

o .• 

BC1 .""_ ,,,,,,,, 
o. 
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efficienq. difTerential background intensily, or (rup-IO-chip 
va riability) !hat commonly hia~ expression est;mat;on in mi· 
«(""rrayexperimeolS 

First W"- sd~(ted !h",~ standard d~viations (15D) a¡"""" th~ 
avet3¡¡e fluore«:eo t ~ign~1 inteMity ob~e"""d 00 negative 
control probf,s. ;¡s uppt: r lim;t (o conside r any miRNA "s 
truly~xpr.,,;.ed. U.ing !his protocol we id~ntifjed 141 miRNA. 
in Ce with no sample or Iabeli ng bias (SupplemenUI rigure 
3,0,) . Thcsc miRr,¡As accou ntcd fo. nearly 55% of aH 258 miRo 
NAs pmlx!d in our p\atro,m, Th~ millNAs have lx!e n previ· 
QUl;ly identified as neuronal m;RNAs in mammal" (Bak el al .. 
2008. Lagos· Quintana et aL. 2002, Landgrafet al., 20(7) . ¡"'carly 
9S% of Ihem were also found in S('.e, although showjng v."i· 
¡¡ble degree& of abundance as compa'ed to Ce 

g~sed on !he ,eL~tive ¡>e.-.:entag<: upressinn ",tio SCpj{'.e 
(name<! PSIr .• ,,,, Ma/~rial5and M~thod.). two 5Uoo.,ts ofmiR­
NAs were identilied (fig. l A) , One contained 117 miRNAs 
e ><pressed olmo~t equ;¡lly bel"'een both fmelions (Supple. 
mental 38. sec 3SD distrib"tion. lray dots) , The sceond suoo.,t 
rontained 24 miRNAs that displaycd signilieant diJ'fc",nces 
bel..,een eaeh fm~tion, ."ither up. o. do",n relul~(ed in SC'.e 

[p::: 005) (5upplemen(;l! Figure 38). This patlem of differential 
~xpr/'M;ion remaine<! simi)~. "CI,,"" severa! ~ub · struClures of 
th~ brain 

Such oMe"'MioM ",ere corrobnr3eed by northem blot 
~n"l)"iis (1).'8) fOf sevef.ll highly cxp ressed miRNAs (rig l e) . 
W,,- decid,,¿ to t~st only high ly "-xpr"-Ss~d miRNAs giv"-n th~ 
Iower sen.i:ivity of lhe Nll when eompared lo mieroarray o. 
qPCR. Ncve,thp.les~, not ,,11 m"tu,e miRNAs tcsted "'e,e de· 
tect.,ble with lhis melhod (l"ig. le) This w"s lhe ea<.e for 
miR'115 and miR-150. yet ;n the lalter we ol>se"'ed two 
hands between 80 and 100 ni long (Supp!emental Figure 40). 
Sinee m.ture miRNAs ¡¡re contdined within the pre·miRNA 
~u~nc~s. melhods "ueh micro."lIm)"i :lnd 'lPCR cannOI dO;­
tingui~h betw"-~n bn!h 5!ruCtill"-S, wh"-f~as )0.;'8 can id~ntify 
botll of t""m baS"-d o n th~ migr;t ion pattem in th~ declro­
phore.is. Thi. i. the reason we eonsidered relevant to study 
,""veral .bllnd.nt millNAs ..,i!h NR. 

In o,de, (Q ve,.¡fy the cllpre!;$;On diffcrenecs I>ctween !he 
to:a1 and SN fmetioos detectcd by mieroarray. we used the 
s..1me RNA o, inpul io 'enl.lime qPCII fM 21 condid:lte mili· 
NAs . We $elecled. !hese c<1ndidates based on OUf sningoent 
MAAl\OVA me!had fTable 1.0.), 

As ~xf"'Cted, arter ro m paring SN/rolal ralios from micro­
arfay ¡nd real · time qJ>CR dau. a l! sil< .i&ni!ican! miRNAs pos· 
itively co,relat.e<l belween both me!hods, al!hough with s)ighl 
diff~r~ne~5 in mailnitud~ (Suppl"-m~ntal Fi¡¡ur"- S ;nd 
Table lB). In agrecmen t with microarray data. q PCR showed 
that seveml miRNAs, s"eh"" miR-143 and miR·HS "'ere near· 
Iy abscnt in SCe (Supp1emcntal fi¡¡ure 5) 

These results indicale mal miRNA abundance in SN has a 
sclectivi ty componem. wh ieh do.,,; nO! n"'.,,;sarUy dCl"'nds 
u¡>t>o th~ lev~1 of exp,-.,s.<;ion oh~rved in lhe tOldl frle:ion 
(t:on\.:l.iniog mai nly cel) boJi", and glia). 

2.2. rd~ntiJk"rion of synapric m;croRNA ~re .. ion 
patterns by b,ain ,egicm 

s.:vera1l!roups havc demonsuated that m;RNA. are differ~n­
tial ly exprcsscd across !hc brain (Bak el a l., 2008; Landgrafet 

T3ble IA- Relatlve expres.,on of nuRNAs tr"m Ce 3nd 
SC" 9,,1"<t .. <1 by MAANOVA R<olanv .. abundan"" lB 
.epresenr<'<l as the rano SCe/Ce for sIgnlficant mlRNAs 
exp.essed U\ the whole braln 

miRNA Mieroarray (SNrrotal) 

miR-347 ,~ 

mi~ 434 ,-" 
miR ·3.Jl 1.35 
miR 91 t .35 
lIIiR-92b '" mik 146 ", 
mill-J23 '" ",iR ~1 ", 
n,iR ·:¡t)4 t.:!O 
mi~ 3<9 t .29 
miR·Ul ". 
""R.141·Sp ", 
",i~ 3.'9 U5 
~,~ ", 
n,;R-U9 1.2' 

miR·~ '" miR ·99b 1.23 
miR·146b 1.21 
miR 33t t .19 
mill 3111 l.1~ 

",iR 184 t .19 
lIuR·'195 1.18 
,,,iR·m t .1S 
miR·4a7b 1.17 
miR talo t ." 
IltiR-6S2 1.17 
miR ';lQe' t .17 
ntiR·t%:! 1.16 
""k 421b '" ,,,iR 195 'M 
mik \99" '" ,,,;R ·7l)5 0.7a 
",-iR·466 0]7 
nuR -265 0.75 
miR ·3S1 0.12 
miR ·467. .. ~ 
",iR-'I6Th •. w 
n,iR ·6i!' 0';1 
miR·690 0.'12 
",i~ . ~O '" miR·154 ". 
",iR tSl' .. ~ 
IIIiR-129 '" ",iR ISO 0.15 
nuR·7()9 .. " 
",iR t:l6 '" miR ·145 0.33 

mi~ In •. ~ 

al .. 2007; Olsen et al .. 2(09). How"-ver. !O lhis date th"-,,, is no 
e",;<lene/! ~ugge.ting thlt bo!h the Iype l nd I~~)s of expre. · 
sion a lso show a regional correlation for syna ptically localized 
miRNAs. We exp)o,ed whether the express ion pattNn of e3eh 
r~gion was maintain~d al th~ synaptk Icvd aCfOSS fiv"- m;jor 
rcgions of!he brain: olJ'actory bulb (Ob). cortcx (Cx). h ippo· 
cnmpu~ (Hp), cerclx!llum (eh), nnd b,a in <tem (lis). We will 
Ix: rd~ninl! h~ncdorward 10 each SN fraetion ..,ith a capital 
"S" nex: to the name of !heir total homogenate i'raction. 
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T3ble lB - qPCR v3hd3Uon of hl¡hly ennched o. depl"'"d 
m,RNAs In syn&pIOn~urMomo>s !mm Ih~ whol~ br."n 

miRNA Microarray ,,,,, P-val 
(!>NlIOlaJ) (SNlI<>tJJl) (qFd!.) 

",jR-t3-1 1.:16 2.>~'U7 5.(l'h 'O-' 
n>iR-tl2 1.<8 2.29~(H8 8.30.10" 
mj~ 181. 1.1; 2.14-0.11 5.40.10" 
mill·t26 '" 0.06,.0.0"1 2.2htO'"' 
mi~ 145 '" 0,06,.0.06 3.2$.10-' 
",iR-H3 ,.~ 0.05,.0.0"1 8.86dO'"· 

Si..'! ",,,><lid., ... w",. ..,t..:,N lar qKIl .ft .. MMt\OV .... NOle tha' 
'd.'i"" ennch",on, .=11"" higt>or in 'h~ qKIl .... Y" Ii""ly du~ 
lo lhe ,",,,.i'ivily al lh" ,,,,,thod. P v.lu,," rep''''''''' .iB',ifk"",' 
.taü.lical difieren,",," cakula led by palfed StOOen"., .... , (n _ 3). 

We use<! lhe s~me micm3rr~y ¡""p de<ign m<><lel, altern.'t_ 
ing dye -swap~d umple~ lo teS! for the h;ghest consistency 
of miRNA cxprc5Sion acT05S biologkal Teplka,,,,, Da!a 
<h"",e<l gor>d line,,,ity, ",ilh n<I m"j<>r <ampl~ .nd I,beling 
!:tías (Supplemental rigure 6A). miRNAs nOI detecte<! in the 
total fmctian "'ere exdurled from this anol)"'''. 

On avcrage. synaptoneu lOSQmal m;RNAs from a1llcgion$ 
¡¡ccountoo for over 50% of a1J probcd rat miRNAs. as ~hown 
ror Ce. We faund that 140 miRNA$ "'ere expressed in Ob, 110 

in ex. 120;n Ihe Hp. 133 in Cb . "nd 13$ in Ss (Fig 2A). mean· 
",hile Ihcir respectivc SN fraclÓons liad 129 miRNAs in SObo 
134 in SCx, 116 in Sl1p, 120 in 5(".b, .,nd 106 in SlIs (fig. 2A 
~nd Snpplemental Table 1). Trom theoe, anly 1(}4 miRNA$ 
shawe<l eommon ~xpression acra$~ ~II tis.ues, ",hile aaly a 
,e<!uc~d number "'~'" t;';su~ ·spec:ific (flgs 28--C). For~x .. mpl~ 
miR·183. miR·200. miR·200a. rniR·200b. miR·211 and miR·429 
were p.xclu..ively anrl .trongly p.xplcsS<'d in the alf"etory bu)b 
(Fig. 2q . OlhCl$ like m;R·206 and miR·378 were I>e!ectively 
¡¡nd suongly exprcs..::d in the cerebcllum (Fig. 2q. 

In aH StructureS s¡udicd. ,",e idcmificd ¡hc sornc two 
gmtJ]>" af miRNA~ b(\'"\.ed an Iheir d istrihution between total 
"nd SN floctiaas . A r,rS( ero"p af miRNAs ",ith equ.11 expreso 
.ion bclW~~n tata! and SN. and a s~cond group with miR.. ... As 
1h3! "'ere ~it~.e' more ar le5S .bund.n! in SNwhen camp,red 
to total. 

lnterestingly, the number and relative abundance ofsyn. 
aptic miRNAs varied aC(ol-ding lO tI><: tio;suc type (Fi, 3A). 
rOl" in.tance. nearly 97% 0 1" miRNAs exprcsscd in Ihe hippo· 
eam?\IS were "l~ pf~nl in ilS SN fraetian, and thp.ir relMivp. 
expression leve!6 ",ere more plominent in SN 'lS comparerl to 
Olh~r tiSSlles. f or instan«!. miR·~5 was ve'}' abundam in 
Sllp, hu! faund in the ~"me pra¡><>man between Cx ~nd scx, 
~nd .. bs~nt in Oh. eb .. nd 11$ (fíe l A) On the ather h .. nd. 
miR· 152 "'~s pre;ent in ~ll total fractians (",;th the exceptian 
ofHp).hnt ~lmQSt aoo"nt in thdr SN eounterparts (Fig. JA)_ 

In fact, Ji"" miRNAs sho"",d enrichmenl of mOre Ihan 
Ihree·folr. in Sl1p but only twa miRNA3 Wele p.nriche<l in 
SOb. il$ oppox:d lo wha! it was found in SCe w;th almost no 
miRNA exprcsscd more thiUI lwo· fold;n avcrag<: (fii. 3B). fi · 
nolly, anly the b,ain stp.m displayed the lawe>t numbe,- of 
synaptically enriched mill.NAs (-79%)_ Th~ f"ru:!ian~l.i gnili . 

eance ofthis intelestine observ,.tinn rem .. ins ta be e xpla,~ , 

Since P",::l1f,"" miRNAs (p,e -miRs) may eontain on~ or 
twn m'!"1"f! miRNAs inside [he precun<Or, ~nd becausp. ve'}' 

linle is known aboul ho,", p,cmrsms are proccssed in Ihe 
brain, we <leciJ"J tn eanJuct experiments ta determine if 
the!e w,,~ ~elective matur:H;on in th~ SN fr .. ctian~ ref!t:cteJ 
'lS diff~r""tial 3mounts of Ih~ j~adN or th~ sta. ,",qu~nces 
fmm sel~cted miRNA~, riSo 3C ilJustratl:s the ratio leaderl 
Mar for Sever.1! miRNAs prev;aus)y identilieJ in the r,ve re· 
gion. of th~ brain uplor~d. Thi. analysis )'idded vc'}' ;ntl:r. 
.,.ting re.ullS , for instanr:e, miR·151 star was very abundant 
in Sob but abscnl in Ob (fi~. 3C). The opposilc ",as observcd 
in thp.Hp, ",he.-e thp. samp. miR -151 sta, ",as vp.ry abundant, 
bul absent in SHp. In general. for all miRNAs exploled, we oh­
""rvro differcntíal presenee of Iead~r and Star ....,quenccs in 
tat31 anJ SN fractian. . The,., re~ul!s indicote selec:tive proceso 
s;ng and matulation of pre -miRNAs. AllhouSh with !hese ex· 
peliments We eannat detp.rmine if thp. proxp.ssing is taking 
pla~c in s;tu (lhe synap"'). is worth mentíonin, Ihat "<:ent 
sludies have identified Dicer (:he prolein responsibJc for 
prp..miRNA m~tu'"tion) enri<:hp.d at ¡>ostsyooptir. den3itic" 
(1.usli et ato 200S). 

Another interesting observation w"" Iha: !iCVeral paralo· 
g<lus miRNAs werp' difYerp.nti"Jly expressed throughaut the 
blain . for in~\ance miR-34b and miR-31e "'ele exprc=d al. 
ma~t exdusively in the <:erebell um, althaugh with lo", leve!>; 
in its SN frru:tíon (ng. 3A) . ln spite ofthe r~markably high "". 
'lnenee identity with miR·340 (RS.l % identitr), anly the l.tl:' 
displ"yed a wider di.tributian th,aughout oH tissues, ,,;pe. 
daUy in Ih~ brain .tem wh~rc its .bundanee was almost 
lwo· fold as much as in eb and SCb (rig. 3A). 

Thi< ,.p.morkablp. rliITerenti .. 1 localiy.1tian r.,,- SN·p.nricherl 
miRNAs ~cras.~ b,."in regiaos could no: be e"Pl.ined by ~ con· 
seosus signal inside !he miRNAs_ Sequence alignment of 
twemy miRNAs from caeh I"f!¡¡ion. who"" SNrrotal ratio 
~ppear~ in the tap -mast ar in thp. bottam·lea~t li~t of,.,.,la[ive 
e~pr6sion in SN. did nO! re tum a de .. rly ioentili3ble con"p.n ­
sUS signa! or traet that may ~xpbin its synaptk distrihutian_ 
Thi~ .nalysis strongly suggest t h~t heterage neity might he re· 
late<! to other regulatory medlanisms. such as mRNA tar~et 
(\.~o;rn:ialian ~nd tra nsport ta the Syn.1pS<' (Supplp.m"ntal ris:o 
ure 7). 

We conducted Norlhcrn Blol (NB) an~lysis of severa.! miR­
NAs in ard", ta ;dentify Ihe relatíve ~bund"no:e af pre· 
miRNAs and malure miR.."<A$, NB ,,:sults sho",ed good corre ­
lation wilh mkroarray and qPCR data. allhough nol wilh Ihe 
sam~ magnitudes (Compa,e Supplemcntal figures 4 .nd S). 
This result was same",hat expected dye ta differences in sen · 
sitivity and se!ecti",ity in thes<: meth.,¿s. 

It w;U; r~m",kabl~ that migrating band. with cxpcetcd 
si"". for Iheir p,e·miRNAs (bel"",e" 60 la 150nl) .howe<! si~ · 

nilicontly mor" ahunrlance th;¡n the mature f"'gIDp.nts ",hen 
inspecting matw-c./pnecuJ'$Orband dcns.i:y latios ($e<: pixel in. 
tcnsi\y plalS in Supplement¡¡1 Figure 4B-D and hairpin "truco 
tUfes in ¡he far righl sidc) . Morrover. Ihe relativc abundance 
,.tíos .100 di~play~ sorne negree of heterageneity between 
:otal and SN fraetian., sugge.;tine local diffe rential miRNA. 
proxessing (~central pands in Suppl~ment3l FiSUfe SB-D). 
Ditfel"f!nti.1 syn.ptic: .ceumul.tian afmiRNAs in theirprec"' · 
sor (prp.·miRNA') ao<Var ma ture farm. C1n be p. xplained by 
Ihe f~et th~t !hP. p"x:essing m~ehinery fo]' miRNA maturatian 
has been recently identified;n !hesynap$e,and its function is 
modulalcd by neuron al aclivity (Lugli el aJ .. 2(05) . 
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To explore whether ¡he synaptic cnrichmcm of sclcc¡;vc 
miRNA~ corw.I~¡~$ with ;;10 incre~~d prob;lbihty of finding­
¡hei, mllNA \.1rgo:ls al tha! location, w~ used th e miR:¡nd:¡ 

A 

, B~ eb ex Hp Ob , 

Total fracti on 

, B~ eb ex Hp Ob 

SN 

algori¡hm (Betel N al. , 2008: Augusl 2010 release) !O obmio a 
li<t of po\l'ntial miRNA.' tMget!l. W., fjltered geoe< with 
kno""n C"..,ne Ontology (GO) t,1gs, induding c¡;tegoril$ nf 

e 

miR-
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ccllularcom poncnt (41 9). bio!o~kaJ (628) . and molecular rune­
tion (597), an<"l thcn comp~re<l th;~ list ~&"in5: ¡he Tal genome 
.... , ,,,f.,,,, nce, u$;ng [he rat;,,o tool (AI -Shahrnu, el al .. 2004), 
As cXf"'Ctcd, enrkhmcnt of !hc~ gl'n.,,; changed i!Jightly 
depending lIpan (he ti~ue ~MJp.ed (SupplemenUI figure 
8.0.), and ¡he num~1 and type of rnRNA -r;od;ng i:"'n", fou nd 
wcrc diffNcntially distributM a51"" ncuroanatomical region 
We found !ha! ffiOSI predicted targets belong lo genes as"",,; · 
atcd with ncuro n"l function , indudingprotcjn~ locatcd al ¡he 
post·~ynn?ti<: level . olhers ¡nvol ved in p,ocesses like ,ynaptic 
plaMicity. le;un;ng and memory, and sorne mediatofS of 
shon-¡erm adaptivc mech.misms (Sllpplcmental Figure 8A~ 
Ej. Thi , finding S\lggests tha! mM! of ¡he mjRNAs found in 

our $N prepara tions likely help in \he regu.!;1\iQn of m~ny 'pe' 
(i~);,~d 1<X:I1 mech a n;oms, e;lher a l lhe p'e· nr pnSl .• yn~pti( 

I""ds. 
In summa¡y, we found Ih al each bJain region e xploH,d di. · 

pby:; " spec:;roc: poluern of 5yn.ptic m;l!.NA.~ conlenl, di.:incI 
f,om ¡hat se<:n in \he foreb,ain and even in \he;. r(spective 
Iolal fractions. Sud. sclcclivc dislribution cannot be atlribut­
e<l lo a ~pec:;lic o;equence ;ns;de lhe m;RNA, bU I may bc 
e~pl ai ned by other mech"";sms, 5uch as \he associ3tion of 
\he mil!NA lo i: . mRNA large l and . ubs"'luenl~elecliVf: !r.no, 
port of bolh lo lhe "yMp"', among olhcr possibiliti", 

2.3. Synaptic m;RNA exp.ession in ka;n i< " cid t"",bed 
animal. 

Gi~n Ihe dilferenli~ld;olribution of muy miRNAs in " lIbrain 
regioos explored, and in particula' lhe enrichmenl of~me 
miRNAs in Ou t SN prep;l.(a lio~, we wante d 10 explore<l jf 
such rclaúvc accumulatio" waS constan! o. could be modu­
laled by neumna] activity. 

Sine<: il ;~ known Ih;1\ neumn;)l JClivi ly m,'y aller Ihe 
tran.lational rale .,,;pccially in dendril"" (.""iewed in 
Sch.au. 2009: SleWll.d and R"""es, 1988), we explo.ed ifneu­
ronal slimulaúon mighl "líeil changes in lhe abundance of 
<yMptic millNA~ "O well_ io le<>t lhi< hypothe~i, we llo;ed sy" 
tem;e kainicacid (KA) lo induce sci~llre activilY in \he brain of 
livin~ animal5 for two hou", (Fili"' 4Al as madel for sus:" incd 
neurnn ~ ] depola riY;)lion in vivo, e<>p<:ó~lIy in Ihe h ippocam. 
pus a nd corlex giv~n lhe high abundane<: of high affin;ly KA 
ionotropie reeeptors. After lrealmem, total !\NA prepare<! 
from lotal hom08"nate and SN fra<lions from e x and Hp 
was used for NB and qPCR analysis. Based On lhe level of ex · 
pres.~ion previously observed for o;e~ral m;RNA', we .elecled 
.ix <andidal.,,; wilh robusl expr",sion in SN from lhose lWo 

ar~as (miR·9, miR·12Sa·Sp , m iR ·128, and miR· I38), and two 
olher~ lha l were signifiea n tiy deplete<l (miR· 115 and mil! · 

150) !O aSS6S me effee t of cxaccrbatro neuronal activity on 
lhe relative di <tribu~ion nf each millNA 

Th., qPc:R an alysis de mnnSlr:lted lha l sei>.ure-induc"'¡ an · 
ima!s .how<d no significanl chan8" in cx?fes.ion in bolh ex 
"nd IIp (Tig 411), ,,"eept fn, mill · 9, whien was dnwn r~gulate<l 
".,ar]y 50% .nd miR·145 which shnw"'¡ " small bu l s i¡:nifiC3nl 
rrouction in Hp (fig. 4[), 

When analyzingthe SCx fra~tion we observe<l an average 5 
fold increment for al! miRNAs tested , wilh lhe exception of 
miR.l38, ",hieh rema ined unallered " fler Ihe t'ea tmenl 
(l' i8- 1C). Mos! $urprisingly aJl miRNAS bul mil!'9 .. nd miR· 
138, we fe reducro in SH p (Fig, 4F). In particular , miR-1Sú WdS 
red"c~d 3)mn~t 5 fold when compared lo control (salin.,) 
!re J Imen l (fig_ 1F) , 

Sinee mus: mil!NAs e xplored were un a ltered in lhe lo: a l 
(e x and Hp) fraetions (figs. 4Il-E) . ihi. resull SUggcSIll a selec, 

tive modulation orlheir ,elatin concen!rations at lhe synap' 
Sfl upon exncerh3!.P.d neuron a l ae tivily in vivo , This 
observation was more "vid en \ when a naly;cing me SN/Total 
ratio lor lhe m iRNAs cxplorcd (Figs , 4D---G). 

These r,ndings were conf,rmed by t--'8 a nalY"is fo, miR·128 
and miR-125a.$p, allhoug-h cha n8es in \he malure se<;!uence 
(~2 1 nt) shnwed diffe'ent ma~nilude< (Supplemenlal Figure 
9A-[). Howeve., a do"" Iook al lhe precursor.; bands of miR· 
9, miR·125a·5p and mill ·1Sú indieate<! t hal lhe ,..,Iativ~ abun · 
da nce of eaeh eh nngp.d propnrlionalty as wen (Supplemen!al 
Figur" 9B-J), suggesling Ihal suslaine<! elcclric depolari~ation 
in vivo mi~h t also alfect pre · míRNA processin~ wilhín lhe 
syn~p""'. 

We condul.ed th;a the sho.Herm "lfect of KA treatment 
on mi!\NA e xpression in mis model js highly se!eclive and 
ússuc·spcdlk Masl importantly. Íl scems ¡hat this !realmen! 
predominantly indu<:es chaoges in millNA~ <.elect;vely al Ihe 
syn.J'M!, "aher lhan 3 11erin~ lhei. abu nd;¡nee ;n lhe reo<lof 
\he n"Ufon. MOSl inlcrcstingly, on!y a hanUul of miRNAs 
eh¡¡n~d thei. local coneen tr>t;"o , ",;th Olh~f$ Bhowing- no 
chango: with KA treatment. 

3. Discussion 

In lhe preo<enl study w., c~ rr;"d ou t an e xlenS;v., eh;"~eleri,.;¡· 

úon oflhe mi l!NAs prescn! in five regions of!he mammaJlan 
brain , We attempted a lso lo determine the relative concentra· 
~ion of ~uch miRNA~ b<!lween 101.,1 and SN fraclÍons fUf ""eh 
of lhe regions explored . The method We utihe<l al1owe<l u~ 
\Q e nrieh me SN f,,¡cúon wilh pos t·synaptíe dcnsiúes (PSDs), 
as ronlirmcd by lhe TrM analysis (Supplcmental Figure tB) 

Fig. 2 _ Dilf@.-..ntial npruaion palt@mAofsynaplon@uro&omalmiemRNAAd@tivMfromfiven@uroanalomi<a l .. ¡iona of lbe 

brain. (A) Pie diagram iIlustrating lbe exdWlively eKpressed and alIarM m i .. oRN ..... in lbe five differenl una .. f lhe b •• in 
~KplorM. A ..... a are: Olfacl<><y bulb (Ob~ Cerebellum (eh), Hippocampua (Hp). COrteK (ex) and Brain . Iem (85). In a ll <a..,. lbe 
capital S bfto.~ lhe namn indioa le lbe reap""tive . ynaploneurosonuol fn<tion . Th~ Pea .. on'. <oefficien u (R"') fo. lbe numbe . 
of miRNAs e!<pressed. by hction are indieated for ""eh brain "'iÍOn. (8) Heatmap p10ttinlr .. flbe 49 mieroRNAs seleeted by 
MAANOVA (p~O.1) 54 miRNAs wilb oonsisu:nl e:rpression soro". al1 umplu fmm lbe diffe",nl "'gi"". e!<plor .. d in lhe rat 
brain. MiRNAA we'" hie.an:hica lty c1u.lered a nd ploned a. a huunap. (C) Plotting oflhe ame mimAs by ",lative abundance 
(SNITotal) 8eparnl"'¡ by aTeas oflbe brnin. Noti<e lbal ""me miRNAs are 8ekoetive for lbe olfaelOrybulb (Ob, in yellow) 5uch as 
miR·211 ftnd 2000, while orhe •• are e l«lusive fo. lh .. ~ere¡"'llum (Cb, in green) such as miR·178 ftnd 206. 
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NevNthclcss. W<! ac ~nowledge that 100% pure SN fractions 
are extremcly dilf"lCult to obUin , ~in<:e :<everal cnntnmin;lnts 
m.,y ~o·sedim~n( (ey(o<ol hom lhe ctll·body, mitochnnd63. 

or glia) . Howcver. lhe !ack of g!jal mar~ers (GFA? o. Mil? pro· 
teiM: Supp!ementnl rigure lC'rf:) , nr the sign ificont reduct ien 
(- 85%) nr nude;),· "nd som3 - r~strkled mRNA 3nd ncRNA 

A 3SD results - -

B 

--

j 

Selecled MAANOVA resulls 

" 

· ." 

I~~~~":'~~~~I 
~, .-• • • · .-: ---.. • • ,. .. ., .. 

...... I .... Hm_ ...... !") 

-. --



178

28 

A 

"' ... " .... 
B 

E 

• 

~-1 _ ..... 
~--I I 

e 

I 
1 
~ 

F 

D 

" 
fu 
L 
-,' .. 

G ." 
11::-

Fli. 4 - KA Irutment modifies Ihe aynaploneUlOl!lotn3\ ""'I'"usion of conicaland hippocampa¡ miRNAA in vivo. (A) 
SchemalÍzed protoeol of KA trutm .. nt und for .... iZUR induction. Cortical (ex) and hippocllmpa1 (Hp) miRNA nepreBsion WIllI 
aS/les""d by qPCIt on .,ilh". (panela II-E) Ihe 'oml homogenar .. _ o. (p8n .. lo C-F) th" SN tmerions. AB input, 200 ni afloral RNA 
from thr~ an¡maJE frome,"ch group was uSj!d as t"mplaleforr(!v,,~ tranocription. 111" SN(rotal ratio ofmiRNA expr~sion in 
el< (O) and Hp (G) reflecl variable abundancn aflhe m "" 8UN!d miItNAA. Significllnl diffu,"ncH w".., nkulated by a two-raíled 
5Iud"n" 8 1-1""1 analyais forpaired fl8mplea (a8Ierillks; P::;O.Ol). 

markers (snoRNA U43. NeuN. ArhGETS. ArhGErIl. Tuba!. DI 
Tubt.3: SuppkmcntaJ Figure 2B--D). indicares that thar Wc 
hay," ~ re~son~hly pUTe 5N prep~"'ltion from which conclu­
sions abouI relativc miRNAs distlÍbution can Ix: drawn. Morc· 
ove .. , e"p,es.~ion of <;eve .. al mil!NA~ previously iden t ified in 
mi!ochondria (K ren ~t al.. 2009; I.i e! al ., 2011) was vcry Iow 
in nur prepMdtinns, aS de term;ned by lhe microarray d~ta . 

Unli ke previous reporls (Schrall. 2009), we stilJ detected a 
~maH contJibution of U6 .nofu'!A in SN (Supp!ementa! Figure 
2B); however we believe thal Ihis does nOI ne,essarily retle,! 
nuclear eontamination. but rather it may support the 

obsetvation of spliceosomal activity in dendrites (Glanzer e! 
al .. 2(05) or anothn (unetion sp<:eifk lO this neRNA. although 
this deseIVes rU'lher se r,,! iny_ 

As for Ihe relativo: abundanee of synaptk miRNAs it was 
interesling 10 find t hd! m"ny or lhem d:.rl nOI depiel d signifi ­
can! enDehmen! in SN (> 2-fo!d). in contrast lo former ohser· 
vations (1."g); el ~l, 20011, Siegel el al, 2009), We bel;p.vP' lhal 
this does nOI necessarily correspond to suboptimal SN isola ­
tion butrather lO ~c!ual p/op<:rtics ofcom¡xrnent~ more tighl' 
Iy associated 10 the post -synaptic densities, considering the 
abundance of scv.:raJ synaptk prOlein and mRNA markers. 

Flg_ 3 - ~Ia,;ve e:q.ression and d iffe rential procel!(ling cifmiRNAs derived from d il'l,;ncl areas oC Ihe bnrin and Ihei, 

synaptoneura.omal fnletiona . (A) Nonnalized e:q.re!aion of total homogenate SN fraction of62 miRNM (3SD resulta) arbitraJÜY 
aelected by rel""",nce with previous/y publil'lhed data for comparillon purpo"f!B_ Data """" computed mlting n 100% Ihe total 
IlUIn ofnormalized fluor .... cence inlen8ity mean for SN and total. (Bl Normalized expr .... sion of rniRNAfr sel",led by MAANOVA 
analY"is. Length of Ihe bu il'I C3libraled r" 100% afler summation of miRNA e:q.ress ion valueB ob5erved by lÍr;¡¡ue sample. 

Thelle miRNAII sbowed consistent e:q.retlsion Otross all lis9ueB onalyzed, for both SN and total fmction8. (e) Differential 
proc .... sing of leader and sta r sm.ndll "f miRNAIi whOlle precuIIIor gives ri..., lo slable mature sequen(l's (-21 nI), which have 
differenl abundances according ro rhe !Íl'Isue of origin. lIaIII repre .... nr m e mtio leaderlslar of signa] inrensity ob5erved in Ibe 

microarray data in both fmedon •. All valueB were exprel6ed in LOllo seale. 
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He NMOAR1. P!;O-9S aod Ihe neRNA Bel. ",hose abundan(e 
",as approximatcly 90% !he ooe seco io Ihe total fmetion 

(sef: S"pp!f:menL~1 ' ig"r"$ 2C-4I1) , 
runnermore, Ihe ,e!ative abuodance of sixteen miRNAs 

obscrvcd in our SN fractions are also comparable lo Inosc de­
s(rihe<l in laser-.,x<;Íse<! d.,od '-¡I.,S of cu!:ur.,d hipp~.J mp.11 
neurOnS or by ISII (Kye el al " 2007; Pe na el al .• 20(9). support· 
ing Ihat these miRNAs al!KI d isplay a similar 50mato·dendritic 
expression in Ihe adult ral brain as well. 

The rclative enrkhment ofmiRNAS in our SN prcpo.ration, 
ca nno t be explained by simple diffllsion from Ihe soma, and 
may be Ihe resull of aClive lransport In Ihis rcgard. sorne au· 
thon< have propo"",d thal oom:l\o·¿.,ndri tic tran~loc;¡tion of 
mill.o"<As may comprise severa l hypolheses, all-non mutually 
e"du~iv., (Km; ik. 200(i, S<:h,att. 20(9), Som., iod udo: lhe eO' 
transport of mat ure miRNAs along ",ilh Iheir mRNA targets 
as part of neuronal granules cargo and the selective prc · 
m;RNA tr~ns1OCM;on by altaehment lO I ~gg.,d dend ritie pro­
te.ins that are aetively tTanslocated 10 the synaptic contaets vi· 
dnily (ie. FMRP !'amily) , 

In l he presen t s ludy "'~ d¡d 001 a(lempt 10 demo nsl ra te a 

particular mechanism. bu t our data do nOI support Ihesimple 
diITusion hypolhesis as a main SOu,ce for synaptie locali~a · 

tion. given that severa! miRNAs ",ilh c1evated exprcssion 
val",..; in the lot.,) fr." tioo "'~r., 001 found .1 mong me mm;¡ 
highly express~d miRNAs in the SN. 

Our in silico analysis d id not find any consensus sequence 
()( s ignal ¡ h~ t m.ly expl ;¡ in synap!.ic eori<:hment of miRNAs 
(Supplemental riRUfe 7). thus sUj¡Restinj¡ Ihat the mech~nism 
may nO I iovnlve a ta rge !.i ng sequen<:e 

A feasible mechanism for synaptic translocation may in­
volve ~55oci .1 tion of t he miRNAS lO Ih., ir mRNA t.1rgels. func _ 
tioning as passive cargo of dend,itica Uy locali~ed mRNAs, The 
lalter idea mighl be supportcd by Ihe ¡inding Ihal i) Ihe se· 
quen(e ~ n.,1ys¡~ of th ~ mo~ t ~ buodant m iRNAs io SN l .. de<! 
an obvious conseos"s signal \hat could des<:ribe a dendrilk 
Io<:~ li~alion mot if (Supplemeotal figure 7) . ;¡ od iij ou, :\nal)"'is 
10 identify putative mRNA targelS sho",! Ihat such possible 
targets produce proto:ins ",ith functions tightly associalcd 
.... ilh syn:\J>Se ac!.i v; ly (Supplemen t.11 Tigure 8) . and io faet, 
many of Ihem have already becn found in isolatcd PSD-rich 
SN in Ihe rodcnt br;lin (Su7.uki et al., 2007) , 

Onp. ioteres tiog ospect of eu,ren t re~"'ch is ¡he quest ioo 
of ",heth ~r m iRNA5 ",e detected ;~ SN belong lO Ihe pre _ or 
Ihe posl ·synaptie oompartmer.ts. It is now becomingly ae · 
ccptcd Ihat in Ihe ¡dult CNS o.xons m~y display protein syn­
th~i5 .1ct ivity, iodepe nden tl y f,om the cel! '>Oma (G¡ uditt~ el 
al. . 20(8). ",hieh altO appear to eo-exist ",ith RNAi aet ivi ty. 
as documented in severa! S)"Ito:ms. including the adul l pe­
riph .. ".1 nerve endings (Mu rashov et al. . 2007) , and ;n ¡he de­
veJoping growlh cones of (u1tllr.,d hippocampal n.,urnno;, 
",here RISC proleins Ago2, rMRP. Gemin3 helicase a nd ;>100 
nuc!ease had been identilicd as well (Hengst el al.. 2006). 

f.ven lhollgh the e xp""s~ion of m iRNAS showed Oe ufO.1n a­
tomiea) specifieity. as previouslydocumented (lIak et a l. . 2008; 
Lugli et al" 2(l()3; Olsen el aL. 20(l9). "'e found \hat not a ll miR­
NA!; abfoye<! Ih~ sam., d is¡,ibu!.ioo in Ih .,if SN f,,,e tiaos. For in­
S1anee. Ihe hippocampus and corlex displayed more miRNAs 
",; th highe, abuod anc~ io SN lhan aoy other region a naly-.ted 
here (l'ig. 2,0,). even more t han \he (erebellum . ...,hich h"s 

signifkantJy hi!!her number of synapsC5 per n~uron Ihan 
;l ny olher braio struclurc 

lo!e,.,s!.iogly. ",e fauod (ha! M:v~ra l p'e·miRNA.~ w."., 

highly eOJiched in Ihe SN fmetion as ",ell, as it ",as the case 
for miR·<¡. miR-12Sa-5p and miR-1SO. Sin(e recen t studies 
have id., ntif,ed Ih., presente of Dieer <l nd RISC membe,s al 
the synapse (Lugli et al.. 2005, 2008). it is feasible Iha t sorne 
local miRNA processing may take place This hypothais de­
serves futuJ"l! studies_ 

Summari'l-ing. in t he presenl work "'e demons tro. ted not 
oo)y !ha! mommnlian miRNAs a,e synaptie eonstituen ts, bu l 
<lIso Ih,,! Ihey have a differenliaJ dislribution aemss Ihe 
br"in r.,gion~ ~"Pl or.,d. Moreover, ~nm~ of these m;RNA5 un ­
dergo local regula tion of Iheir abundanee ",ilhin the synapse. 
fol!owiog ex ~c."ba (ed neumoal a( tivity io vivo. Thes., riod · 
ings ~how fo, ¡he fina ti m., local modulalion of lhe eoo O'! otra· 
lion of selec tive miRNAs by in vivo cpikptogenic activi ty, 
ind icatiog tha t Ihe Je l:\ t;ve miRNA abund~nc., nI ¡h., synap-;e 
may be dynamieally modulated. 

4. Experimental proc:edures 

4.1. Animal. 

Three monl hs-old adult male Long·Evans (LI.) falS weighing 
- 200 g "'ere anClithe ti~ed wilh isoHurane (5% v/v) and Sieri­
rieed by decapit at ioo , follo",ing pmlocols fOf an;ma1 (Me ap ­
proved by the Animal Care Committee from Rut¡;:ets 
University , Br;I;os "'ere "'3shed in ice-cold. nuc!case -free 
PRS. "nd dis~cted on i( e ",¡ th I\NAse Znp_ lfealed IOOls 
(AmbionJApplied lI im;y5tem~. Au ~tin . TX USA) . On wP.r:'lgP., 

hip;:¡oca mpi and co, liees from eaeh hemisphere ...,ere 
obtained in )ess Ihan six miou tes per animal lo mioimize 
RNA degr~d;ltion 

4.2. Synaploneurosomes isolation 

Pure synaptoneurm;omal frac tions ",ere obtained by diITeren · 
tia l i!KIpycnic cen trifugation (modilkd from Carlin et 0.1..1980) 
throllgh ~ucr""" grto dien l.s, App,oximalely 1 g of t;ssue f,om 
three animals (ei ther forebrain, olfactory bulb, co,.....,". hippo · 
campus. cercbellum or brain 5tem) "'aS placed in a motoriv:d 
TeflonJglass homogcnizer (0_25 mm c!earan(e space) and 
fklmplp.s "'ert pmc.,ssed by giving lw.,lve s¡mk~S.11 mtdium 
speed in ice·cold Solution A (0,32 M suerose plus 1 mM 
NaHCO, . 1 mM MgCh . 0.5 mM CaCl, . 25 U/mL RNase OUT 
(lnvi tmgen. C;).¡'I~bad , C.A. USA,)), and 1% Halt p rol~ina "", in­
hibitor cocktail (Pierce ·ThennoScientifie. Wal tharn, MA USA). 
Al this s ta ge one aJiquot "'as removed (named Tota l Fraction) 
for protein and RNA analysis. The homogenale ",as centri · 
fugcd t",ice for 10 min al 1400><9 in a }A-17 rotor (&ckman 
Coulte ,- loc_. ruJle' IOO. CA USA) to ~p~J'Ote cell nuclp.¡ " od de­
b,is (fra(tion P1) . and the superna ta nl (S1) ",as further centri­
fuged fo r 10min al 13. Soo ~ g. Th~ resul l;ng peJlet "'.15 r., ­
suspended (52) in 2 mL of Solution 11 (0,32 M sucrose plus 
1 mM NaHCO,) "nd poured onlo a buITered d iscon ti nuous su­
errn;e grad i.,n t (f10m 10p to bollam. 032MJO_II$ MI1 M/1 ,2 M). 
(onta ining 1 mM NaHCo. (PH 7,2). o. nd ultra-centrifuged at 
S2.SOO xg io 3 SW4Q-Ti rotor (lIeckm;¡ o). The io t .. ,fae<: band 
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between I:o.Y"'5 1M nnd 1.2M (syn~ptone"msom~1 f~~ct;on) 
",as removed and adjustcd lo 3-4 mL with Solution B, thcn 

l~yp.rM nnto ~ 1 M ~U(fO!;f: ~ u~hion . dnd c.,ntlifuged aga;o d¡ 
82.500~g for I h. Samples from me upper interfacjaJ bands. 
narncly myelin and microsomcs, were ana)yzcd for protejo 

(nnlcM as w~lI. p.,l1et.~ from this ~t.,p wp'r~ re·suspeoded in 
nudease-free ice-cold PBS. All steps were carried out at 4 ·C. 

4.3. RNA ""tractlan <l.nd 'I""orijic<zdol1 

RNA from both total and $)'1'IaptoncurosomaJ fu.ctions W<:fC 

extHICte<l "o¡jngTózo] reJgP.nt pnvitro~n) according tn m~nuf:lc· 

turer's guidelines, exc.,P! tha! at leas! m volumes of isopropanol 
and 10--15)1& of linea, ae'yl"mide werP. used for preópiwting 
RNA, and 80% cthanol was uscd forwashing!he n=tltingpcllct 
Rp.<ldting :s<lmp)e< "'ere r"'~u"pended ;n nuc:Ie.J"e- fre .. w:ller and 
q"antif.ed in a Nanodrop spectrophotometer rrhermoScientifIC. 
Waltham, MA USA). QualityofRNA was a>;S<:~ by usinga Bioa· 
nalp.el (Agilenll.l!J.;, S . .1nL1 d.1l~, CA USA) , 

4.4. Microarray lalleling an.t hybrid.i2ation 

Th~ mulli'~pe<:i~~ NC-<Xl~'" micrMrr:ly p]alform dlip v2.0 
from lnvitrogen, containing al! miRNA probes released in 
miRlla<ev9.0, ",,,$ use<! ro' !his study. ro' lhe total brain (Ce) 
;nd ilS synaptoneurosomal lraetion (SCc) experimento 2 Pg of 
tOI~1 RNA from Ihre~ diffe'enl anim"l~ ",''s I,,~l~d ~ith~r 
WI!h Cy3 or Cy5 fl uoJOphores with a TlashTag'" T4 RNA 
ligasc·based method (Genisphe,e, HatflCld. FA USA). ro COmo 
p<':nsale fM dye l~~ling effici~ncy and ~"mpl~ bias, six chips 
wcre use<I. We appUed loop d.,,;ign on two'channe! arrays. 
dye -~"'~pping b;ologic~l r~plk~le~. rO l th~ bra;n r~gioM 

array aoalysis, both total aoe syoaptooeurosomal RNA sam· 
pi.,,; from olfactory bulb (OB). cortex (Cx). hippo<:ampus (Hp). 
cerebellum (Cb), and bra;n ~tem (I!S) ",ere t;¡ ken from thre~ 
animals, and sampl.,,; fmm the same ti,su<: ",ere pooled to· 
gether. ror Ihj~ aoalysi5 w~ ~pplied Ihe 5;mc de5ign U 
aboYe, using teo chips. 

4.5. Microarray s tatistir.al analysis 

Tbe Biocondu~tor ¡¡mma ""d MAANOVA packag<:s from IV 
1I;<><:<>nducto, (www.b;<><:<>nduetor.nrg) ",~5 u~ed for li('".,.". fit­
ting and statistical comparisons. respectively. Dala were ;na· 
Iyzed by boots:rapping r-$Iatistk~ (Altman and Hila, 2006: 
Keff and Chu ,chill , 2001~ , 2OO1b), re·f.t ... ilh Of wi!.hou¡ VGef. 
fects aod new r ·values were calcl.llated ane eompared lO orig· 
inal cakulation. P.vallles represcnl !he p'obahílity of 
obtaining higher F·statistics vallles alter comparing data 
~gainM 10.000 random p<':rmlllJI"'ns . Re,;ults w~r~ ~djllS led 

for multiple testing using!he Benjamini-l lochbergconection. 
Significant miRNk; were seleeted on a P-value thJes.hoki of 
P~O.01 for Fl te.:~, and P~O.OS for n and h tests for Ce v~. 
5Ce stl.ldy and P .. O.l for T1 tests, aod 1' .. 0.05 for rJ and Ts 
te3L~ fo, mllltiple b,ain regian~ nnalysi~ 

4.6. mRNA Fl!'ld miRNA qllFlnlÍlF1ll ........ F>l-IÍm. PCR (qPCR) 

ro)' mRNA expre$.~ion assessment ",e designed pr;me .. ~ us¡ng 
Primer Express'" software (Applied Biosystems, roster City, 

o al op 

CA, USA.) to obtain loo-mer amplicons for caeh gene. Reve'sc 
transcription ",as C3,ried out by using ,aodom hexamcr 
primers .1nd SlIp<':,Se ript 11 f~v~rs~ tran~er;pL'~ (lnvilmgen). 
ror qPCR we "sed SyBR Green'" blIfrer (Applied Biosystems). 
ror miRNA expression measllrements, ",e lIsed either Taq' 
man'" miRNA qPCR aS!k'y~ (Applied lI iosystem~) or NCode'" 
miRo"A first strand cDNA synthesis aod qPCR ki:s (lovitrogen) 
for miRNA revcrsc tran!KJÍption and PCR amplilication, fol­
lowing manufactl.lrer's guid~lioes. Al! oligool.lcleotides used 
",ith ¡he me!hod from InviUog<:n were custom·made and 
lheir "'qllence corresponded lO ¡he exact mature millNA 
sense scqllence. AH assays were quantilicd in either an AHI 
7S00 F~~l mod~1 or in.1n Mil 7900HT rr..1I·lime PCII th~rmal 
cyc!er (Applied Biosystems). Data ..... ere analy¿ed witll SOS 
v2 ,3 .1nd RQ manager "1 .2 ~orlware (Appl;~d lIiosy$l~ms) , Av­
eraged Delta Cycle !hreshald values (eCJ from!.hree lO six ao · 
imals "'ere independently compared between pairce sampks 
(Tolal V$. SN), 2nd diffeJF~nces weJ'r. ~naly7.ed by llsing lhe 
two· tailed 5tl.ldent's (· test for statistical va lidation. We com· 
putcd the pe'centag<: of SN/Total vah.le (l'S/T) as che ratio 
[(2'" n' ." '"'<'''"/1''' 0' ,.."., ' .-:1""")(100)1 lO exp.-""s of the 
amolln l of template r~l~ined in !he SN fr~etóon ~ftp.r 

isolalion. 

41 Seizure induction by ~Flinic Flcid. (KA) Ireatment 

Male Long·t:vaos rats wi!h !he same age and weight as de · 
~e,ibed befOfr. wp're pre'l,~at~d wit.h melhyl·s.:opolaminp. 
(1 mglkg. s.e .. Sigma·Aldrich. 5L Louis, MO. USA) 10 inhibic pe­
ripbe ral convulsions, according to the animal eare guidcJines 
of Ihe N1I1 and !.he 1<><:21 ethi<:s ~ommiueP. . Afte,..lO min, ao ;­
mals ",ere iojeeted wi!h KA (10 mglkg. i.p), orsaline as a eoo· 
trol. No noxiO\l' g<:neraliu:d myotonic·donic events ",cre 
allserve<l after ¡,-e~l menl ".,.i!h KA. After two hOlIrs, 10 mglkg 
diazepam (Henry Sehein, Mdville. NY) and phenytoin 
(50mglkg, i.p., Sigma) were injected 10 stop seizure activity, 
and animal!; were immediatdy s;crificcd by decapitation. 

SupplemenlJry m~t~rial5 related to !his :J,ticl~ e:Jn ~ 
fouod online at doi:l 0.1016lj.brainres.2011.12.001. 
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Additional methods 

Tl'ansmission e1ectron minoscopy ( I"LM) 

Synaptoneurosomal peHets were resuspended in PBS and 
li""d for 2 h in Karnovsl<y's Fintive (combination o( low con­
e~ntrat;on of bolh rOlmaJdehyrle anrl glu:.1Ialdehyrlt in 0.1 M 
Millonio¡ts Phosphate bufferpI17.3). f'ost·fixation was carried 
out in 1% O$mium Tctroxidc blllfcr for 111. followed by dchy· 
dration in graGed elhanol series and embedded in Eron­
Araldit<: cocktail . Sections were done using a diamond bife 
by l.KB·20&8 U!tramicJotome (In - Prooukter AB , S-161 25 

Bromma 1. Swedcn). Thin scctions we,e s!ainro wilh 5% (w/v) 
" ranyl ac~tate s~tur~tr;d solutlon in SO% r.th~nol fo, 15 min .t 
rnom tempernture, and then with 0,5% Ie;>d citrate '>Qlu tion in 
ah-free doublc-distiJlcd water (Rcynold's Lcad Citratc Stain) 
for 2 mino Observation aod micrographs were made wilh a 
ItM·lO)CXIJ Elcctron Micro:;copc. ¡¡roL LTI). Tokyo,Japan) , 

Westem bloc 

.r;.,mples from all r",ctionn tion step~ were colJecled ano mixed 
wilh ice·cold Iysis buffer (pH 7_S) containing ~ mM Tris-HCI. 
lSOmM N.C.I, 1% (v/v) Nonidet 1'.40, 0.5% SDS, anrl 1% 
Halt protease inhibjtor cocktail fThermo&ientific) . Protejn 
concentration w~s rletermined by the BC'.A method (!>ierce· 
Thermo&ientific) , 10-25 mg of protein were used and ana · 
iyzcd by PAGE (4:12%) and Plotcins trans(cm:d to a PDVF 
membran~. AII m.,mb",nes were blncked w;th lX PIIS, con· 
taining 1% (v/v) Tween·20. and 10% noo·fat miJk for at least 
2 h nt 4 "C. Monodonal antibodies lJsed in this stlJdy were 
mousc anti -SV2 (done SP'2/1J, 1:1000) de""lol"'d by Dr. Kath· 
!<:cn M. Bu~kley, Harvard Medical Sehnol, MA; rat anti. FMR!> 
(done 7Gl·l: 15(0) developt'd by Dr. Stepheo T. Warren , 
EmOly Unjvernity &hool of Medicine, GA; mousc anti· 
Tubulin.al (clon~ AM.3; 1:1000) dev.,loped by Dr. Ch.u'les 
Walsh. University of!>ittsburgh, PA; mouse anti ·Synapw.agmin 

(clone asv'l8; 1:5(0) develop<>d by Dr. 1l)U;5 Reichardt, ucsr, CA, 
all from !he lJcvclopmental Sturucs Hybridoma Bank. University 
of lowa, lA; r"bbit anti·TuJlI tubu)in.b3 (don., ron 1-15· 
79;1:1000) was obtained from Covance lne .. mouse anti-Agol-'1 
(done 4f'9; 1:1000) waS from Santa Cruz Biotcchnology. Ine.. 
(S.an\.' c:ru~, ,A USA); mouse anti·h.a~tin (~Ione mAoc,1m 8226; 
1:10,O'JO) was from Abcam (Cambridge, MA USA,): mouse anti · 
NeuN {1:~ was from Chcmicon (Milliporc. BiUerita. MA USA.): 
mouse anti ·PSD·9S (clon", 7B· 1BS; 12000) was fmm Affinity 
B!<Jf~agr::nts loc. (Rockford. Il USA,): and polyc!<Jnal antib<x1ics 
were mbbit .1nt;·NMQARl (l :11XXl) was from Chemicon (c~ ~ I 

ab5046p. Millipore); and ",bbit anti-Agü2 (1 :11XXl) was tmm 
Up.a.OIe (c"L f 1)1--612, MiJlipore). AIJ primaY)' antibodies were 
diluted in IX PBS (eontaining 1% (v/v) of TWef:n -20 plus 0 ,02% 
ofNaN;¡), ;Inri incub"ter! forS---16 h at 4 · C. lIand$ Wtle rev~..;""d 
by ECL Plus chemilumine:;cent detection kit (Amersham-GE) 
lI$Íng eilhcr anti·mousc OT anti·rabbit IgG sccond.ry antit>odics 
c(O.Jpled to HR P (Am~r~h.1m - GF., Pi!"oCat,.W.1y, NJ. USA)_ lmag<:s 
were acquired on film (I1yperfilm ECL AmelSham·GE). OT by 
CCD camera (Gel Logic: 2200 Image Station. Kodak lne,). 

Nart~1!m blot 

Tot¡¡J RNA from aH samp)es was co!lImn·purified and sizc· 
f,action.,d (<200 nt) by paJlial p,~ipit,'lion ae<:ord;ng to 
gui'::elines ofthe miRvana miRNA isolation kit (Ambion·Ap· 
plied Biosyst<:ms. Austin. TX. USA)_ Dcnaturcd OS to 1 )Ig of 
purifi.,d RNA {n·c, 2 min} w.1s resolver! by PAGf. (15%; 19:1; 
8 M Urea). samples were Ihen transferred ooto a positively 
~h"rged nylon membrane (Amershnm-Gt., Eud;nh.1mshire, 
England) on a scmi·dry appar~tlls (Biorad. Hereules. CA. 

USA), llV-crrn;s linker! , ;¡nd pre - hybrirli~erl with 6X sse, 10X 
Denha,dt's buffe r and 0,2% SOS (pI! 7.2). App,oximately 
25-SOpmol of DNA (Sigma·Aldrich) or!.NA plObes comp!e· 
menL'!)' to lh~ m.1tur~ miRNA «equences (txiqon, v er!b"p.k, 
D~nmark) were lab<:led wilh T4 polynud::otide kinase (Tnvi­
uogen), u5ing "'P·"t·AT!> as dono)' (!>""kin·fJmet. Wa!tham, 
MA. USA.), foUowed by sepharose G·25 or G·SO coJumn purifi · 
tation (Amefflham'GE U(e $cienccs) Hybridintion was taro 
r;ed out for a l least ah at 37....¡S ·C (in 2ve"'ge 12 · C below 
the Tm of DNA plObcs. 01 Tm min"" 25"C for !.NA probcs)_ 
AII membranc$ w~re w.Nhed twice with 6X SS('JO_2% SDS, 
.1nd ex¡>OSed (_, 10 g h) to nn iotensifying Phosphorimag<:T 
screen and scanned on ~ Typhnon d~viee (Ame",h~m -Gr. 

tife Seienees) , Most membranes were re ·blotted up lO fiv'" 
time~ fo!lowing stlÍpping (2X in 1% SDS al 95 ' C fo, 30 mio) 
w;lh no signifrc.'lnt Ir><~of~ignal between blots_ Den$itometr;c 
analysis was carried out wilh NU]"s ImageJ software (Rasband. 
W ,S_.1997_2(09) . 
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