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Abreviaturas 

• µg: microgramos 

• µl: microlitros 

• 3’UTR: región 3’ no traducida 

• 5’UTR: región 5’ no traducida 

• AgRP: proteína relacionada a Agouti 

• AHN: núcleo hipotalámico anterior 
• ANR: cresta neural anterior 

• AN: núcleo arcuato 

• ANSC: células troncales neurales de adulto 

• aPV: núcleo anterior paraventricular  

• ARNT2: translocador nuclear de receptores de hidrocarbonos arilo 2 

• Arp2/3: proteína relacionada a actina 2/3 

• ASPM: microcefalia asociada al huso mitótico anormal 

• AVE: endodermo visceral anterior 

• AVP: vasopresina  

• BDNF: factor neurotrófico derivado del cerebro 

• bHLH; hélice bucle hélice básico 

• BMP: proteína morfogénica de hueso 

• CDCR1: antigeno 1 relacionado a degeneración del cerebelo 

• ce: cerebelo 

• CoREST: corepresor de REST 

• CREB: proteína de unión a elementos de respuesta cAMP 

• CRH: hormona liberadora de corticotropina 

• DA: dopamina 

• DLHP: punto de visagra dorso-lateral 

• DMN: núcleo hipotalámico dorsomedial 

• DNA: ácido desoxiribonucleico 

• DRG: raíz dorsal gangliónica 

• DVE: endodermo visceral distal 

• E: día embrionarío 

• EMT: transición epitelial-mesenquimal 

• ESCs: células troncales embrionarias 

• ETS: E26 específico de transformación 

• Exe: ectodermo extraembrionario 
• FGF: factor de crecimiento de fibroblastos 

• FT: factor de transcripción 

• GFP: proteína verde fluorescente 

• GHRH: hormona liberadora de hormona de crecimiento 

• GnRH: hormona liberadora de gonadotrofina 

• GO: ontología genética 

• GSK3: glucogéno cinasa 3 

• h: horas 

• Hnrpk: ribonucleoproteína nuclear heterogénea K 

• ICM: masa celular interna 

• IPs: progenitores neuronales intermedios 

• iSO: organizador del istmo 

• Itgb11: integrina beta-1 

• Klf4: factor similar a Kruppel 4 

• Klf2: factor similar a Kruppel 2 
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• Lamc1: laminina gama-1 

• lncRNAs: RNAs largos no codificantes 

• MAP: proteína de unión a microtúbulos  

• Mash1: homólogo 1 de achaete scute en mamíferos también conocido como ASCL1 

• MeCP2: proteína de unión a metil CpG 

• MENA: homológo del Drosophila enabled en ratón 

• MET: transición mesenquimal- epitelial 

• MHB: límite entre el mesencéfalo y romboencéfalo   

• MHP: punto de visagra medio 

• miRNA mimics: miRNA sintetizado de manera sintética con la misma función 

• miRNA: microRNA (hace referencia al miRNA maduro o guía) 

• miRNA*: microRNA complementario 

• mRNA: RNA mensajero 

• MSI2: homólogo de Musashi I2 

• n-Myc: intercambiable con c-Myc 

• NECs: células neuroepiteliales 

• NFIA: factor nuclear IA  

• NGF: factor de crecimiento nervioso 

• Ngn1: neurogenina 1 

• Ngn2: neurogenina 2 

• NSCs: células troncales neurales 

• NPY: neuropeptido Y 

• NT3/4: neurotrofina 3 

• nts: nucleótidos  

• Otp: ortopedia 

• OXT: oxitocina 

• p53: gen supresor de tumores p53 

• Par3: proteína de partición defectuosa 3 

• Par6: proteína de partición defectuosa 6 

• Pfn: profilina 

• PI: progenitores intermedios 

• PtdIns(4,5)P2:  fosfatidilinositol 4,5bifosfato 

• Ptbp1: proteína 1 de unión a intervalo de polipirimidinas 

• PrPc: proteína priónica celular 

• pre-mirNA: miRNA precursor 

• pri-miRNA: transcrito primario de miRNA 

• PVN: núcleo paraventricular 

• PVZ: zona periventricular 

• RE1: elemento represor 1 

• REST: factor de transcripción silenciador de RE1 

• RISC: complejo silenciador inducido por miRNAs 

• RGCs: células de la glía radial 

• RMST: transcrito 2 asociado a rabdomiosarcoma 

• RNAs: ácido ribonucleico  

• RNA Pol II: polimerasa II de ácido ribonucleico 

• RhoA: homólogo de la familia de Ras, miembro A 

• ROCK: cinasa dependiende de RhoA 

• Sp1: proteína de especificidad 1 

• SHH: Sonic hedgehog 

• Sim1: homólogo a single-minded 1 

• SCN: núcleo suprequiasmático 
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• Scp1: fosfatasa pequeña de CTD 

• Sept: septina 

• SGZ: zona subgranular 

• siRNAs: pequeños RNAs interferentes 

• SNC: sistema nervioso central 

• SST: somatostatina  

• SON: núcleo supraóptico 

• Sox2/9: caja-2/9 del gen y determinante del sexo Sry 

• STAT6: transductor de señal y activador de la transcripción 

• SVZ: zona subventricular  

• Tfcp2l1: factor de transcripción similar a cp2-1 

• TGF- β: factor de crecimiento transformante β 

• TβRI: receptor de TGFβ tipo I 

• TLX: receptor nuclear huérfano tailless 

• TPML: transcritos por millón de lectura 

• TRH: hormona liberadora de tirotropina 

• VE: endodermo visceral 

• VMN: núcleo hipotalámico ventromedial 

• VZ: zona ventricular 

• WIP: proteína de interacción con WASP 

• ZLI: zona limitante intratalámica 
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Resumen 
 
El sistema nervioso central surge durante la gastrulación, o etapa trilaminar embrionaria, a partir 
del ectodermo y forma en el adulto el cerebro y la médula espinal. El cerebro está formado por 
estructuras discretas con funciones específicas que interactúan para el correcto funcionamiento de 
este órgano. Para nuestro grupo de trabajo, el hipotálamo es una estructura de fundamental interés 
pues conecta al SNC con el sistema endócrino y es capaz de responder a diversos estímulos, para 
controlar funciones como el control de la ingesta, el peso corporal y gasto energético, el balance de 
agua, los ciclos circadianos, el sueño etc.; es decir, mantiene la homeostasis corporal. Con respecto 
al desarrollo del hipotálamo, se conocen diversos factores de transcripción importantes que son 
indispensables para la expresión de neurotransmisores y hormonas específicas. No obstante, se 
desconoce el programa de diferenciación específico que lleva al desarrollo de los fenotipos 
presentes en el hipotálamo, así como los factores que lo regulan. En este sentido, se sabe que el 
control post-transcripcional llevado a cabo por microRNAs ejerce un rol importante en la regulación 
de la neurogénesis.  
 

El citoesqueleto neuronal sufre múltiples cambios durante todas las etapas de su desarrollo 
y maduración, que le permiten cambiar la morfología redonda de un precursor a la de una neurona 
madura formada de diversas dendritas cortas y un axón largo que se dirigen a localizaciones 
específicas para hacer sinapsis y contribuir a la funcionalidad neuronal. Así pues, la regulación de 
los componentes del citoesqueleto; es decir: los microfilamentos de actina, microtúbulos, 
filamentos intermedios y septinas es de suma importancia en el desarrollo del cerebro. MiR-7 es un 
microRNA que tiene funciones relevantes en la diferenciación cortical y del bulbo olfatorio, además 
está conservado evolutivamente por lo que se considera parte de su “huella molecular”. Éste 
microRNA es relevante en el hipotálamo pues se expresa de manera importante en varios de los 
núcleos que lo conforman y en nuestro laboratorio se encontró que tiene como blanco funcional al 
factor de transcripción Klf4 importante para el desarrollo de neuronas hipotalámicas que producen 
hormona liberadora de tirotropina.  

 
Mediante la información obtenida por un ensayo de “pull-down”, o captura de blancos de 

miR-7 en una línea celular embrionaria hipotalámica se identificó un conjunto de genes importantes 
en el citoesqueleto neuronal, entre los que se encontró a Septina1, Septina8 y Profilina2, que se 
expresan enriquecidos en el sistema nervioso central, pero se desconoce su función en la 
neurogénesis hipotalámica. Se hizo uso de tres plataformas bioinformáticas TargetScan, miRanda-
miRSVR y PITA; y sé confirmó que Septina1, Septina8 y Profilina2 son blancos probables de miR-7 
por sus características termodinámicas y de conservación. Dicha interacción se validó por ensayos 
de luciferasa únicamente para Septina1 y Profilina2; y se mostró que está unión es especifica ya que 
mutaciones de la 3’UTR en el sitio de unión de miR-7 inhiben dicha interacción. A pesar de que no 
se identificó los efectos de la inhibición reflejados en una disminución en los niveles proteicos de 
ambos blancos, resulta de interés ahondar en el estudio del efecto biológico de la unión entre miR-
7 y la 3’UTR de Septina1 y Profilina2. Lo anterior, ofrece la posibilidad de conocer cómo la regulación 
del citoesqueleto neuronal impacta en la diferenciación y funcionalidad hipotalámica, así como en 
la homeostasis corporal.  
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Abstract 
 
The central nervous system arises during the gastrulation from the ectoderm, this phase is also 
known as the embryonic trilaminar stage, and forms the adult brain and spinal cord. The brain is 
formed by discrete structures with specific functions which interact for the proper functioning of 
this organ. The hypothalamus is of fundamental interest for our work group since it connects the 
CNS to the endocrine system, and it can respond to various stimuli to control functions such as 
control of ingestion, body weight and energy expenditure, water balance, circadian cycles, sleep 
etc.; in other words, it maintains body homeostasis. Regarding the developmental process of the 
hypothalamus there are several important transcription factors known to be necessary for the 
expression of specific neurotransmitters and hormones. However, the specific differentiation 
program that leads to the development of different phenotypes in the hypothalamus, as well as the 
factors that regulate it is unknown. Concerning this, it is known that the post-transcriptional control 
carried out by microRNAs plays an important role in the regulation of neurogenesis. 
 
The neuronal cytoskeleton undergoes multiple structural changes during all its developmental 
stages and maturation, shifting shape from an all rounded precursor to that of a mature neuron that 
is formed by several short dendrites and a long axon that place themselves in specific locations to 
make synapses and contribute to neuronal functionality. Therefore, the regulation of the 
cytoskeletal components; actin microfilaments, microtubules, intermediate filaments and septins, 
is of great importance in the development of the brain. MiR-7 is a microRNA with relevant functions 
in the differentiation of cortical and olfactory bulb precursors, and in addition it is considered as the 
“molecular footprint” of the hypothalamus since it is evolutionarily conserved in neurosecretory 
centers. This miRNA is relevant in the hypothalamus because it is expressed in some of its nuclei. 
Our laboratory found that the transcription factor Klf4 is a functional target of miR-7 and important 
for the development of hypothalamic neurons that produce thyrotropin releasing hormone.  
 

The information obtained by a miR-7 pull-down assay pointed out several important genes 
in the hypothalamic neuronal cytoskeleton, among which were Septin1, Septin8 and Profilin2. The 
expression of these three genes is known to be enriched in the CNS, but their function in 
hypothalamic neurogenesis is unknown. Using three bioinformatic platforms such as TargetScan, 
miRanda-miRSVR and PITA we confirmed that Septin1, Septin8 and Profilin2 are likely functional 
targets of miR-7 for its thermodynamic and conservation characteristics. The interaction between 
miR-7 and its targets Septin1 and Profilin2 was validated by luciferase assays, this was specific since 
mutations on the 3’UTR at the binding site of miR-7 inhibit such interaction. Although the effects of 
inhibition were not identified in a decrease of protein levels of both targets, we have a further 
interest in studying the biological effect of the binding between miR-7 and 3'UTR of Septin1 and 
Profilin2. The above findings offer the possibility of knowing how the regulation of the neuronal 
cytoskeleton impacts on hypothalamic differentiation and functionality, as well ascon body 
homeostasis. 
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I. Introducción 
 
I.I Desarrollo del sistema nervioso central 
 
El sistema nervioso central (SNC), formado por el cerebro y la médula espinal, surge de la capa más 
externa de la gástrula, es decir el ectodermo. El desarrollo embrionario llega a la etapa trilaminar o 
de gastrulación aproximadamente en los días embrionarios (E) 5.5 a 6.5 en el ratón y en la tercera 
semana de gestación en los humanos (Figura 1; Gilbert; 2000; Tang et al., 2016). Durante la etapa 
de preimplantación, que comprende la fertilización, segmentación y compactación; el desarrollo 
embrionario del humano y el ratón es muy similar morfológicamente a pesar de haber diferencias 
claras en el tiempo de desarrollo y la expresión genética. Por ejemplo, en la preimplantación ambos 
organismos expresan factores de pluripotencia como Klf4 (factor similar a Kruppel 4), Tfcp2l1 (factor 
de transcripción similar a cp2-1) pero difieren por ejemplo expresando Klf2 (factor similar a Kruppel 
2) en ratones, pero en humanos no (Tang et al., 2016). Posteriormente la morfología comienza a 
cambiar en el periodo de postimplantación a partir de la gastrulación. En los humanos la morfología 
es planar durante el desarrollo, el epiblasto e hipoblasto forman un disco bilaminar, o blastocisto, 
rodeado por la cavidad amniótica y el blastocele. Alrededor del día embrionario (E) 16 en el extremo 
posterior del embrión se forma la línea primitiva, que se extiende hacia la mitad de la parte anterior 
(Gilbert, 2000). Las células del epiblasto que siguen proliferando sufren una transición epitelial-
mesenquimal (EMT) y migran a través de la línea primitiva, las que migran más profundo y desplazan 
al hipoblasto forman el endodermo, las que quedan en el medio el mesodermo y las que 
permanecen en la superficie forman el ectodermo (Stiles y Jernigan, 2010). Este proceso genera un 
disco plano trilaminar con las tres capas germinales.  
 

 
 
Figura 1. El desarrollo del embrión de ratón y de humano es muy similar durante la etapa de pre-implantación. A partir de 
la fertilización el cigoto unicelular representa a la célula troncal totipotencial que puede dar origen al embrión y sus 
estructuras extraembrionarias. El cigoto se segmenta pasando por la etapa de mórula y posteriormente forma el 
blastocito. La ICM da origen al embrión, de ella se forma el disco bilaminar o blastocisto. Posteriormente el blastocisto se 
implanta y a continuación se da el proceso de gastrulación a partir de la línea primitiva se señaliza a las células que migran 
y se forman el endodermo, mesodermo y ectodermo respectivamente. En la etapa post-implantación la diferencia radica 
en que el humano forma un disco trilaminar plano y en él la línea primitiva, mientras que el ratón forma una estructura 
de copa en la cual el hipoblasto genera el VE y el trofoblasto el EXE, cuyas interacciones generan la estructura de copa. 
Después la región más distal de VE, el DVE migra anteriormente generando el AVE y en la región posterior se genera la 
línea primitiva por la cual migran las células del epiblasto en la gastrulación. AVE, endodermo visceral anterior; DVE, 
endodermo visceral distal; EXE; ectodermo extraembrionario; ICM, masa celular interna; VE, endodermo visceral. 
(Tomado de Tang et al., 2016). 
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En el ratón en la etapa de implantación las células del epiblasto forman un epitelio con forma 
de copa, mientras las células del hipoblasto se desarrollan en el endodermo viceral (VE) que recubre 
el epiblasto y las células del ectodermo extra-embrionario (EXE), de origen trofoectodermico. Por 
su parte el EXE forma una copa invertida sobre el epiblasto de tal manera que se cuenta con un 
embrión con forma de huevo (Tang et al., 2016; Riviera-Pérez y Hadjantonakis; 2014). Antes de la 
formación de la línea primitiva en el E 5.5 el endodermo viceral distal (DVE) migra hacia la parte 
anterior y forma el endodermo visceral anterior (AVE), las interacciones entre estas estructuras 
llevan a la gastrulación que inicia con la formación de la línea primitiva en el E 6.5.  De este modo 
surge en la superficie del epiblasto las células del ectodermo, después por un proceso de EMT e 
ingresión a través de la línea primitiva el mesodermo y a continuación las células del endodermo 
definitivo sufren un proceso de transición mesenquimal-epitelial (MET), egresan y se intercalan con 
el VE (Riviera-Pérez y Hadjantonakis; 2014). La principal diferencia se encuentra en la formación del 
endodermo a nivel morfológico, pero posteriormente ambos organismos se encuentran 
organizados en tres capas embrionarias y tienen un desarrollo embrionario temprano similar. 

 
El primer paso en el desarrollo del SNC posterior al surgimiento del ectodermo es la 

inducción neural en la que se bloquea la diferenciación hacia el linaje epidérmico y con ello se 
determina a las células al linaje neural formando la placa neural (Weinstein et al., 1999). La placa 
neural se forma como un ensanchamiento del ectodermo por la elongación de sus células 
distribuidas en una sola capa pseudoestratificada (Schoenwolf, 1988). Las células de la placa neural 
se dividen por mitosis y se distribuyen a lo largo del eje antero-posterior al mismo tiempo que ocurre 
un proceso llamado extensión convergente que las compacta hacia la línea media organizando la 
placa como una banda alargada y compacta (Sausedo et al., 1997; Jacobson et al., 1988). Durante la 
inducción neural en los mamíferos es importante la participación de dos centros organizadores el 
nodo y el AVE, ambos secretan sustancias inhibitorias de las proteínas morfogénicas de hueso 
(BMP), necesarias para la diferenciación epidérmica, de modo que al final de la gastrulación las 
células localizadas a lo largo de la línea media de la capa del ectodermo se han transformado en 
progenitores neurales (Stiles y Jernigan, 2010). 

 
El siguiente paso en el desarrollo del SNC es la neurulación o desarrollo del tubo neural, en 

el cual los extremos anteriores de la placa neural se engrosan, se alzan y se curvan hacia el interior 
para fusionarse y formar el tubo neural (Copp et al., 2003). La fusión inicia en el centro del tubo 
neural y después procede en dirección rostral o caudal, dando lugar a la neurulación primaria que 
genera al SNC y secundaria que genera la médula espinal (Nievelstein et al. 1993). Existen tres 
puntos que funcionan a manera de bisagra durante el doblamiento del neuroepitelio. El primero es 
el punto de bisagra medio (MHP) el cual forma el surco neural, debido a que las células epidérmicas 
laterales empujan a las células de la placa neural hacia la línea media, anclando la placa neural a la 
notocorda debajo (Schoenwolf, 1991). El segundo y tercer punto son la bisagra dorso-lateral (DLHP) 
derecha e izquierda que quedan elevadas aún en contacto con las células epidérmicas y ayudan a 
que la placa se doble hacia el centro (Smith et al., 1991). Estos dos movimientos forman los pliegues 
neurales que se elevan y conforme se acercan convergen y se fusionan el uno con el otro cerrando 
el tubo neural (Gilbert, 2000). En mamíferos, las células de la cresta neural, que forman estructuras 
del cuello y la cara, migran y dejan de formar parte del tubo neural antes del cierre de los pliegues, 
mientras que en la parte de la médula espinal migran hasta el cierre del tubo neural (Nichols, 1981).  

 
El último paso en el desarrollo del SNC es la diferenciación del tubo neural, el cual en los 

mamíferos es una estructura recta que comienza a diferenciarse inclusive antes de que se cierre el 
tubo en la parte dorsal (Gilbert, 2000). Concomitante al proceso de gastrulación inicia el desarrollo 
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del eje antero-posterior y dorso-ventral. Respecto al eje antero-posterior, dividimos al SNC en 
prosencéfalo o cerebro anterior, mesencéfalo o cerebro medio, romboencéfalo o cerebro posterior 
y medula espinal (Figura 2.A). Excluyendo a la médula espinal, consecutivamente el prosencéfalo se 
divide en dos, el telencéfalo y el diencéfalo. El mesencéfalo permanece sin dividirse y el 
romboencéfalo se divide en el metencéfalo y el mielencéfalo (Figura 2.B), mencionados en orden 
anterior a posterior; cada una de las cinco vesículas tiene diferentes derivados enlistados en la 
Figura 2.C (Sadler, 2012; Gilbert, 2000).  
 
2.A Etapa de 3 vesículas        2.B Etapa de 5 vesículas       2.C Derivados del SNC en el adulto 

Figura 2. (A) El proceso del tubo neural inicia con la diferenciación en la parte anterior de tres vesículas que dividen al 
cerebro en cerebro anterior (prosencéfalo, 1), medio (mesencéfalo, 2) y posterior (romboencéfalo, 3). (B) El prosencéfalo 
se divide a la postre en el telencéfalo y el diencéfalo y el cerebro posterior se divide en metencéfalo y mielencéfalo, 
mientras que el mesencéfalo no se divide. Además, la parte del lumen da lugar al sistema ventricular del cerebro 
generando el V. lateral, el tercer V., el acueducto cerebral, el cuarto V. y el canal central. (C) En el cerebro adulto cada 
vesícula se diferencia en las diferentes estructuras enlistadas. Abreviaciones: V, ventrículo. (A y B tomado de Kandel et al., 
2013; C tomado de Gilbert, 2000). 

 
I.II Neurogénesis  
  
La neurogénesis es el proceso por el cual se generan todas las neuronas funcionales a partir de 
células troncales neurales (NSC) y células progenitoras neurales (NPCs). Existen 5 poblaciones 
identificadas de NSC bien descritas en la revisión publicada por el grupo de Gage y colaboradores 
estas son: las células neuroepiteliales del ectodermo, los progenitores neurales tempranos 
localizados en la placa neural, los progenitores neurales tardíos localizados en el tubo neural, las 
células de la glía radial (RGC) localizadas en el lumen del tubo neural o zona subventricular (SVZ) y 
las células troncales neurales de adulto (ANSCs) localizadas en los dos nichos neurogénicos adultos 
la SVZ anterior y la zona subgranular (SGZ), que generan respectivamente, neuronas del bulbo 
olfatorio y neuronas del giro dentado del hipocampo en ratones (Altman, 1970; Luskin, 1993; 
Riquelme et al., 2008; Santa Olalla y Covarrubias et al., 1999; Gage et al., 2000). La neurogénesis se 
puede describir como una serie de cinco pasos ordenados, explicados brevemente a continuación. 
El primer paso es la adquisición de la competencia neural en la que las células neuroepiteliales 
(NECs) forman la placa neural y posteriormente el tubo neural; estas células constituyen la zona 
ventricular (VZ; Gotz y Huttner, 2005; Stiles et al., 2010). Las NECs son una población de células 
mitóticas que se dividen por división simétrica, generando dos células idénticas; y más tarde en el 
desarrollo durante el segundo paso se restringe su potencial al dividirse por división asimétrica, 
generando una célula progenitora y una neurona (Temple et al., 2001; Stiles et al, 2010). El tercer 
paso en la neurogénesis es la expresión de genes que promueven la diferenciación y regulan el 
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número de progenitores, es decir, los genes proneurales o factores de transcripción (FT) de tipo 
hélice bucle hélice básico (bHLH; Murre at al., 1998). El cuarto paso es la conversión de los 
progenitores neurales a neuronas postmitóticas, es decir, que salen del ciclo celular de modo 
irreversible (Jan y Jan., 1997). Y el quinto paso es la migración y ulterior diferenciación y maduración 
de las neuronas en su lugar de destino. El fenotipo especificado depende del programa genético de 
diferenciación de cada neurona dado por la regionalización y el momento de su nacimiento (Vetter 
y Dorsky, 2005). A continuación, se explican brevemente algunos de los pasos de la neurogénesis 
pasando por la regionalización del SNC, así como por la expresión de genes proneurales y la 
maduración neuronal.  
 

Durante la neurogénesis temprana se establecen núcleos de señalización que secretan 
morfógenos a lo largo de los ejes antero-posterior, tales como como el AVE y el nodo; y dorso-vental 
como la placa del techo o la placa del piso (Gilbert, 2000). Los núcleos de señalización son 
importantes para refinar la regionalización de la placa y tubo neural y determinar la diferenciación 
específica de las neuronas (Cavodeassi y Houart, 2011). Un morfógeno se define como una señal 
secretada capaz de establecer dos destinos diferentes en un área de células relativamente 
homogénea de manera directa, a largo plazo y dependiente de un gradiente de concentración 
(Jaeger et al., 2008; Yu et al., 2009). Los principales morfógenos del SNC son la proteína morfogénica 
de hueso (BMP), sonic hedhehoh (SHH), el sitio de integración relacionado con wingless (WNT), el 
factor de crecimiento firoblástico (FGF) y el ácido retinoico (RA; Paridaen y Huttner, 2014). Los 
morfógenos mantienen su efecto posterior a la regionalización de cada eje, ayudando a concluir los 
procesos de diferenciación por la expresión específica de FT que determinan los diferentes destinos 
celulares de las NPCs durante la neurogénesis (Martynoga et al., 2012). Los genes proneurales 
tempranos Mash1 (homólogo 1 de achaete scute en mamíferos) y Ngn1 (Neurogenina 1) 
promueven la determinación neuronal a la vez que suprimen la capacidad de diferenciación hacia 
el linaje glial (Sun et al.; 2001). Experimentos han mostrado que ratones mutantes para los genes 
proneurales Ngn1 y Neurogenina 2 (Ngn2) no pueden generar los ganglios craneales y desarrollan 
menos neuronas ventrales (Fode et al., 1998). Los genes tempranos se expresan en células que 
proliferan en la VZ; mientras que los tardíos como Ath3, Math3 y NeuroD se expresan en células que 
han salido del ciclo celular y migran hacia la periferia para diferenciarse (Lee et al., 1995; Roztocil et 
al., 1997). 

 
Los dos ejes principales son el antero-posterior y el dorso-ventral, ambos se forman a partir 

de la expresión de diferentes morfógenos y FT. La región anterior se refiere a la cabeza hasta el 
límite entre el cerebro medio y posterior; y el tronco es la región caudal contigua (Darnell, 2005). La 
determinación del eje antero-posterior se inicia por la participación del nodo que produce proteínas 
inhibidoras de BMP como Noggin, Cordina y Folistatina; y después por la participación en la parte 
anterior del AVE el cual secreta Cerberus y antagonistas de WNT que inducen la parte anterior o de 
la cabeza (Bowmeester et al., 1996; Kaznskaya et al., 2000; Mukhopadhyay et al., 2001). WNT es un 
factor de caudalización que se expresa en el tronco; además de él, también FGF induce la formación 
del tronco y ayuda en su regionalización (Lamb y Harland, 1995). Por su parte, el RA es importante 
en la región del romboencéfalo y el tronco, y participa en la señalización de los genes de homeocaja 
Hox; los Hox tienen elementos de respuesta a RA (RAREs) que responden a concentraciones altas o 
bajas de RA en la parte anterior o posterior, respectivamente (Simeone et al., 1995). Además, se 
conocen diversos FT que se expresan a lo largo del eje antero-posterior (Figura 3.A) que se 
corresponden con límites establecidos entre regiones; por ejemplo, en el organizador del istmo (iSO) 
que divide el cerebro medio y el posterior, la zona limitante intratalámica (ZLI) que divide el 
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telencéfalo y el diencéfalo y el límite mesencefálico romboencefálico (MHB) que divide la región 
media y posterior del encéfalo (MHB; Millet et al., 1999, Darnell et a., 2005; Matsunaga et al., 2000).  

 
En eje dorso-ventral se establece a partir de la región superior e inferior del tubo neural, 

llamados respectivamente placa del techo y placa del piso (Dessaud et al., 2008). SHH se expresa en 
la placa del piso y controla la regionalización ventral en cinco dominios, activando la señalización 
mediada por los FT Gli que a su vez incrementan la expresión del FT Pax6 y atenúan a Pax3 y Pax7 
(Litingtung y Chiang, 2000). Los cinco dominios comenzando de la parte más ventral son: de 
interneuronas v3, motoneuronas (MN) y después los dominios de interneuronas v2, v1 y v0 (Darnell 
et al., 2005). SHH se expresa en la placa del piso y establece el patrón de cinco dominios de 
diferenciación ventrales; el primero de interneuronas v3, después en dirección dorsal las 
motoneuronas (MN) y después los dominios de interneuronas v2, v1 y v0 (Darnell et al., 2005). SHH 
controla la regionalización ventral en cinco dominios, activando la señalización mediada por los FT 
Gli que a su vez incrementan la expresión del FT Pax6 y atenúan a Pax3 y Pax7 (Litingtung y Chiang, 
2000). En esta región ventral, SHH inhibe en un modo dependiente del gradiente de concentración 
a los FT de tipo I: Dbx1, Dbx2 e Irx3, a la vez que incrementa la expresión de los FT de tipo II como 
Nkx2.2 y Nkx6.1 (Briscoe et al., 2000). Las expresiones de estos y otros FT en cada dominio ventral 
se muestran en la Figura 3.B. Por otra parte, en la parte dorsal se expresan diversos factores de 
crecimiento de la familia de TGF-β como BMP-4, Dorsalina y Activina (Lee et al., 1998). En esta 
región, los BMP promueven la expresión de los Pax que se inhiben en la región ventral Pax3 y Pax7 
(Darnell, 2005). A diferencia de cómo actúa SHH en la parte ventral como morfógeno, se cree que 
las señales dorsales determinan áreas específicas, siendo los BMPs (4, 5 y 7), así como Wnt-1 y 
Wnt3a los encargados de determinar la región de las interneuronas más dorsales, mientras que 
Activina lo hace en la región más ventral, de modo que se determina un total de 6 dominios: dl1, 
dl2, dl3, dl4, dl5 y dl6 comenzando de la parte más dorsal (Figura 3.B; Helms et al., 2005). Y por 
último el tercer eje es el de la asimetría izquierda- derecha, este eje se establece desde la 
gastrulación pues la rotación de los cilios en el nodo embrionario crea un flujo que especifica la 
activación por medio de FGF8 de Nodal y Lefty-2 del lado izquierdo del embrión y finalmente Nodal 
activa al FT Pitx2 (Gilbert, 2000). 

 
3.A Regionalización del eje antero-posterior 

 
 
 
 
 
 



20 
 

3.b Regionalización del eje dorso-ventral 
 

 
Figura 3. Los procesos de regionalización del tubo neural inician con la expresión diferencial de morfógenos, lo cual lleva 
su vez a la expresión de FT que delimitan la expresión genética de los progenitores neurales comprometiéndolos a un 
linaje determinado. (3.A) El eje antero-posterior está determinado inicialmente por la expresión de Wnt en la parte 
posterior e inhibidores de él en la parte anterior delimitados por el MHB. Posteriormente, se establece la expresión inicial 
de los FT Otx2 y Gbx2 que en conjunto con otros determinan los límites de la ZLI y el iSO. (3.B) El eje dorso-ventral se 
determina por la expresión de factores de crecimiento de la familia de TGF-β y Shh que determinan 6 tipos de neuronas 
dorsales (dl1-dl6) y 5 ventrales (v0-v3 y MN). A la izquierda se encuentran los genes que identifican los dominios de los 
progenitores que se desarrollan en la VZ y a la derecha los que identifican a las neuronas en la capa del manto, la región 
donde se diferencian. Abreviaciones: ANR, cresta neural anterior; BMP, proteína morfogénica de hueso; ce, cerebelo; dl, 
dorsol-lateral; FGF8, factor de crecimiento de fibroblastos 8, FP, placa del piso; ht, hipotálamo; ITZ, zona limitante 
intratalámica; iSO, organizador del istmo; MHB, límite del mesencéfalo y el romboencéfalo; nc, notocorda; ot, téctum 
óptico; pcp, placa precordal; RP, placa del techo; Shh, Sonic hedhehog; te, telencéfalo. (3.A tomado de Kobayashi et al., 
2002; 3.B tomado de Wilson y Maden., 2005 y Avilez et al., 2013). 

  
Los genes de maduración se expresan una vez que los progenitores han salido del ciclo 

celular y se han comprometido a un destino neuronal específico. La expresión secuencial de FT se 

puede comparar con la expresión de un “código” de genes expresados por las NSCs que va a 

controlar la síntesis de neurotransmisores y sus receptores, así como moléculas para la guía axonal 

que a su vez controlarán la inervación y dependencia trófica de las neuronas (Vetter et al., 2005). 

Un ejemplo de genes de maduración son los FT de tipo POU u homeocaja que se expresan en las 

neuronas neuro-sensoriales de mamíferos. En el ratón existen 3 genes de este tipo Brn-3.0, Brn-3.1 

y Brn3.2 que regulan las proyecciones celulares; por ejemplo, con la pérdida del gen Brn-3.2 las 

células del ganglio retinal migran correctamente, pero producen proyecciones características de 

dendritas y no de axones (Erkman et al., 1996 y 2000).  Otro ejemplo, los genes E26 específico de 

transformación (ETS) también sirven para la maduración de las motoneuronas. La proteína Pea3 se 

expresa sólo si se produce factor neurotrófico derivado del cerebro (GDNF) en el músculo; en caso 

de no expresarse las motoneuronas se diferencian de manera incorrecta (Haase et al., 2002). 

Durante la maduración muchas neuronas mueren; sin embargo, aquellas que sobreviven lo hacen 

gracias al efecto de neurotrofinas, sustancias que producen las neuronas en sitios de sinapsis y son 

tomados por neuronas aferentes que hacen conexiones con ellas (Huang y Reichardt, 2001). La 

hipótesis neurotrófica establece que durante el desarrollo las neuronas compiten por las 

neurotrofinas, que son una familia de proteínas secretadas compuesta por el factor de crecimiento 

neurotrófico (NGF), factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT3) y 
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neurotrofina 4 (NT4; Hallbook, 1999). Únicamente aquellas neuronas que establecen conexiones 

con otras son capaces de obtener más neurotrofinas y sobrevivir (Oppenheim, 1989).  

I.III Rearreglos del citoesqueleto durante la neurogénesis 
 
La intrincada red de conexiones del sistema nervioso está formada por billones de neuronas 
conectadas entre sí por uniones sinápticas, esto demanda un citoesqueleto altamente desarrollado. 
El citoesqueleto está compuesto a su vez por tres componentes principales; los microfilamentos de 
actina, los filamentos intermedios y los microtúbulos que interaccionan entre sí continuamente 
(Diaz-Nido y Avila, 2007). El primer cambio del citoesqueleto se da durante la neurogénesis cuando 
una ESCs se compromete a un linaje ya sea neural o epitelial y pasa de ser una célula con morfología 
redonda a una con polaridad apicobasal (Compagnucci, et al., 2014). Posteriormente las NPCs 
rompen la simetría celular de tres modos: deciden entre la división simétrica o asimétrica, 
determinan el surgimiento de la primera extensión o neurita y orientan asimétricamente los 
microtúbulos para la determinación del axón (Compagnucci et al., 2016).  
 

 La decisión respecto al tipo de división celular depende de la orientación del huso mitótico 
y por consecuencia el plano de división en el que se realiza, si el plano es vertical (perpendicular a 
la superficie ventricular) la división es simétrica y ambas células heredan los mismos componentes 
generando dos NPCs. Si por el contrario, el plano es, en sentido general oblicuo u horizontal 
(paralelo a la superficie ventricular) las células heredan componentes diferentes y una se determina 
a diferenciarse mientras la otra permanece como NPC (Fish et al., 2006). La proteína microcefalia 
asociada al huso mitótico anormal (ASPM) tiene una función importante determinando el plano de 
división celular, pues en los ratones “knockdown” de ASPM la localización del huso mitótico cambia 
y ocurren más divisiones asimétricas, de igual modo, mutaciones de dicho gen generan microcefalia 
en humanos (Fish et al., 2006; Morin et al., 2007). 
 

Posteriormente, se genera una neurita, todas las neuritas crecen a partir de prolongaciones 
terminales llamadas conos de crecimiento (Lowery y Van Vactor., 2009). En el cono de crecimiento 
la actina controla la motilidad de las neuritas dirigiendo su forma y crecimiento, mientras los 
microtúbulos dan estructura al eje del axón y median su elongación, ambos procesos ocurren de 
manera simultánea (Bradke y Dotti, 2000). Se sabe que tanto el posicionamiento del centrosoma, 
así como la expresión de N-cadherina están relacionados con la determinación del axón (De Anda 
et al., 2005; Gärtner et al., 2012). El cono de crecimiento de la neurita que se convertirá en axón 
aumenta de tamaño y sus microfilamentos se vuelven más dinámicos, mientras los de las otras 
neuritas son más estáticos (Bradke y Dotti, 1999). Se ha propuesto un modelo de avance de los 
conos de crecimiento llamado de protrusión, engrosamiento y consolidación (Steiss et al., 2010). En 
la protrusión existe una extensión de los lamelopodios y filopodios por la polimerización de actina, 
posteriormente durante el engrosamiento, los arcos de actina condensada, producto del flujo 
retrogrado de actina y la contracción de miosina, se despolimerizan y permiten el avance de los 
microtúbulos junto con vesículas y organelos hacia el cono de crecimiento. En la fase final de 
elongación, el eje del axón se alarga por la polimerización de los microtúbulos (Steiss et al., 2010). 
Los microtúbulos que alargan el eje del axón se generan a partir del centrosoma y orientan su 
extremo “más” hacia la parte distal del axón (Gonzalez-Billault et al., 2002), mientras que los 
microtúbulos de las neuritas se generan igual, pero después son cortados por catanina y 
transportados por proteínas motoras como la dineína a las neuritas, en donde se orientan de 
manera que dirigen sus extremos “más”, o de crecimiento, tanto a la parte distal como proximal 
(Bass y Ahmad, 2001). Este proceso se conoce como descentralización y es importante para la 
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ramificación de los axones, así como la generación de dendritas y sus espinas, pudiéndose producir 
microtúbulos acentrosomales a partir de la nucleación en el Golgi (Jaworski et al., 2009; Ori-
McKenney et al., 2012). Además de su papel en la generación de microtúbulos acentrosomales, el 
aparato de Golgi es importante en el control del flujo axoplásmico, pues genera un flujo de las 
proteínas recién sintetizadas hacia el axón o las dendritas según sean necesarias (Bradke y Dotti, 
1997 y 1998). 
 

Las proteínas pertenecientes a la familia de las Rho GTPasas, CDC42, Rac1 y RhoA están 
involucradas en la transducción de señales que llevan a la remodelación de los microfilamentos en 
respuesta a señales extracelulares (Dickson, 2001). CDC42 estimula la formación de filopodios, Rac1 
la de lamelopodios y RhoA participa en la retracción del cono de crecimiento (Meyer y Feldman, 
2002). Las proteínas de unión a microtúbulos (MAP) estabilizan de manera diferencial a estos, de 
modo que la proteína tau funciona en los axones y MAP2 en las dendritas (Harada et al., 1994). 
Dicha estabilización no es permanente, pues necesita existir inestabilidad para el crecimiento y esto 
es controlado por la fosforilación de MAPs por medio de la glucogéno cinasa 3 (GSK3; Ulloa et al., 
1994; Goold et al., 1999). Por otra parte, mientras las neuritas maduran, los microtúbulos se 
estabilizan para mantener la morfología y transportar organelos (Bass et al., 1991). 
 

Los axones maduran una vez que han alcanzado sus sitios blanco y en ese momento el 
citoesqueleto del cono de crecimiento se remodela para formar el citoesqueleto de una terminal 
sináptica, en el cual ya no hay motilidad ni extensión y se observa la acumulación de sinapsina, una 
proteína que une a las vesículas con el citoesqueleto de actina (Ceccaldi et al., 1995). La 
mielinización del axón es también una señal de maduración, caracterizada por el crecimiento radial 
del axón, la cual es consecuencia de la fosforilación de los filamentos intermedios o neurofilamentos 
(Julien, 1999). El ancho radial se observa reducido en ratones con neurofilamentos mutantes o en 
ratones con mutaciones en el gen de mielina llamado “Trembler”, en los cuales los neurofilamentos 
NF-M y NF-H se encuentran menos fosforilados, lo que resulta en una separación angosta entre 
neurofilamentos similar a lo que ocurre en los nodos de Ranvier (De Waeah et al., 1992). 
 

El estudio de las neuronas hipocampales en cultivo nos permite resumir que la polarización 
neuronal se genera en cinco etapas ordenadas. Inicialmente las células extienden lamelopodios 
(etapa 1), diversas prolongaciones cortas llamadas neuritas surgen de ellos (etapa 2). 
Posteriormente, una de las neuritas comienza a alargarse más rápido que las otras y forma el axón 
(etapa 3), mientras las otras neuritas se alargan poco (etapa 3). Después de varios días, las neuritas 
restantes crecen y adquieren características de dendritas (etapa 4) y finalmente el axón y las 
dendritas maduran, forman contactos sinápticos y de este modo se propagan las señales eléctricas 
a través de la red neuronal (etapa 5; Wiggin et al., 2005; Figura 5). Existen proteínas que tienen 
distribuciones diferentes según la etapa específica de la polarización. Por ejemplo, las proteínas 
PAR3 y PAR6 (partición defectuosa) se localizan en el cuerpo de la neurona y en el extremo más 
distal de las neuritas en la etapa 2, y posteriormente sólo se localizan en el cuerpo de la neurona y 
en el axón recién formado (Wiggin et al., 2005). La etapa 3 es importante pues marca el inicio de la 
polarización, la neuromodulina se segrega al axón en donde es importante para el crecimiento de 
éste (Benowitz et al., 1987).  
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Figura 5.  Se muestran los cambios en la forma de las neuronas durante la diferenciación neuronal. Como se indica en el 

texto, este proceso consta de 5 etapas en las que un progenitor sale del ciclo celular de manera permanente y produce 

extensiones las cuales finalmente se diferencian en axón y dendritas funcionales. Las flechas indican la localización de las 

proteínas PAR3 y PAR6 (Modificado de Wiggin et al., 2005). 

I.IV Regulación de la neurogénesis 
 
Como se mencionó en el apartado anterior los morfógenos y diversos FT juegan un papel 
fundamental en la neurogénesis. La expresión de cada gen en el momento y localización específica 
se da por una por una intrincada red de regulación a nivel post-transcripcional dada por diversos 
ácidos ribonucléicos no codificantes (ncRNAs) así como remodeladores epigenéticos. 
 
I.IV.I Regulación epigenética 
 
Las modificaciones epigenéticas que involucran la metilación del DNA (ácido desoxiribonucléico) y 
la modificación de histonas, están involucradas en el control temporal y espacial de la expresión 
génica durante la neurogénesis, así como en el cambio de producción de neuronas a glía (Muhchiyic 
et al., 2013). La cromatina de los progenitores neurales tempranos se encuentra en un estado más 
abierto con respecto a los progenitores neurales tardíos (Kishi et al., 2012). Al inicio de la 
neurogénesis, la metilación de genes gliales como Gfap y genes de la vía de JAK-STAT inhibe el 
cambio de neurogénesis a gliogénesis y su consecutiva desmetilación determina el tiempo de 
diferenciación glial (Fan et al., 2005). Un ejemplo de como ocurre este proceso es la diferenciación 
de astrocitos, en la cual la vía de Notch induce la expresión del factor nuclear IA (NFIA), promoviendo 
la disociación de las metiltransferasas de los promotores de algunos de estos genes (Namihira et al., 
2009). El complejo mSWI/SNF es un remodelador de nucleosomas dependiente de ATP. Entre las 
subunidades que lo conforman se encuentran BAF155 y BAF170, los cuales interaccionan con el FT 
Pax6 (Touc et al., 2013). BAF170 compite con BAF150 y modifica la eucromatina de manera tal que 
recluta al complejo corepresor REST (factor de transcripción silenciador de RE1) al elemento RE1 
presente en la región regulatoria del gen Pax6 reprimiendo los genes que induce y evitando así la 
generación deprogenitores intermedios y progenitores corticales tardíos (Tuoc et al., 2013).  
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I.IV.II Regulación post-transcripcional 
 
El procesamiento del ácido ribonucleico mensajero (mRNAs) juega un papel importante en la 
diferenciación y desarrollo de los mamíferos, en específico es importante durante la neurogénesis 
y se puede llevar a cabo por diferentes mecanismos como son el splicing alternativo y la regulación 
ejercida por ncRNAs como los RNA largos no codificantes (lncRNAs) o micro RNAs (miRNAs; Paridaen 
et al., 2014). Estos últimos son de interés específico en el presente trabajo, por lo que se explicarán 
un poco más a fondo que los otros. El splicing alternativo de un mRNA juega un papel importante 
en la diferenciación y desarrollo, pues se refleja en la producción de diferentes proteínas a partir de 
un transcrito primario; por ejemplo, el splicing alternativo del represor transcripcional REST por el 
factor neuronal de splicing nSR100, lleva a la desrepresión de genes neurogénicos y a su vez favorece 
la diferenciación (Calarco et al., 2011; Raj et al., 2011).  

 
Por su parte, los lncRNAs tienen actividades relacionadas con múltiples funciones biológicas, 

tanto de diferenciación como en el desarrollo y se expresan en el cerebro; en este contexto 
participan en el control de la neurogénesis (Fatica et al., 2014; Mercer at al., 2008). Los loci de los 
lncRNAs codifican para transcritos de más de 200 nucleótidos que mediante modificaciones de la 
cromatina y de control post-transcripcional modifican la expresión génica (Fatica y Bozzoni, 2014). 
En el cerebro, el FT Sox2 se une al DNA de sus blancos transcripcionales y mantiene su identidad 
como células troncales; sin embargo, al inicio de la neurogénesis Sox2 interacciona con el lncRNA 
RMST (transcrito 2 asociado a rabdomiosarcoma), el cual tiene una expresión específica en el 
cerebro y al unirse a Sox2 y a la cromatina activa la expresión de genes neurogénicos como Ascl y 
Ngn (Ng et al., 2013). Por otro lado, el lncRNA Miat se expresa en células de las RGCs comprometidas 
a la diferenciación, inhibiendo la proliferación (Aprea et al., 2013).  
 
I.IV.II.I miRNAs 
 
Los miRNAs son RNAs pequeños no codificantes con una longitud promedio de 22 nucleótidos (nt) 
que se unen a la región 3’ no traducida (3’UTR) de sus mRNA blanco a través de un apareamiento 
imperfecto para reprimir su traducción o un apareamiento perfecto para mediar su degradación; lo 
primero es más común en animales y lo segundo en plantas (Bartel et al., 2004). La región de unión 
de los miRNAs a su mRNA blanco se conoce como secuencia “semilla” y se define como una región 
limitada del nucleótido 2 al 8 en la secuencia 5’ no traducida (5’UTR) del miRNA (Ghildiyal et al., 
2009). Sin embargo, también se sabe que existen algunos miRNAs en moscas y mamíferos que se 
unen a sus blancos por apareamiento casi perfecto y dirigen su escisión endonucleolítica (Ghildiyal 
et al., 2009). Respecto a su biogénesis, los miRNAs son transcritos principalmente por la RNA 
polimerasa II (RNA Pol II), generando un transcrito primario de miRNA (pri-miRNA), éste es cortado 
en el núcleo por la RNAsa tipo III, Drosha, en un miRNA precursor (pre-miRNA) con una longitud de 
60 a 70 nts, plegado a manera de una horquilla (Bartel et al., 2004). Posteriormente, el pre-miRNA 
se exporta al citoplasma por el sistema de exportina 5 y ahí es cortado por Dicer, otra RNAsa tipo III, 
en fragmentos de cadena doble, produciendo un miRNA maduro y un miRNA pasajero (miRNA *) 
(Bartel et al., 2004). El miRNA maduro se incorpora al complejo RISC, y el complejo que forman 
reconoce los mRNAs blanco, a diferencia del miRNA* que es degradado (Bartel et al., 2004). 
 

Los miRNAs han sido estudiados en mamíferos y se sabe que juegan un papel importante 
en una amplia gama de procesos, incluyendo la diferenciación celular, apoptosis, el desarrollo, el 
desarrollo de cáncer, la migración e invasión, etc. (Yu et al., 2013; Bartel et al., 2004; Kloosterman 
et al., 2006 y Krützfeldt et al., 2006). Muchos de los miRNAs neurales se expresan en patrones 
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espacio-temporales específicos, lo cual sugiere que tienen funciones en el control del desarrollo del 
SNC. Temprano en la neurogénesis, el número de NSCs producidas se determina por la proliferación 
de estas y por una fase de apoptosis (Buss y Oppenheim, 2004). MiR-29 se expresa de manera 
temprana y promueve la proliferación mediante la inhibición de factores pro-apoptóticos de la 
familia BH3, como Bim, Bmf, Puma, Bak, y Hrk (Kole et al., 2011; Figura 4). La vía de AKT y PI3K es 
importante en el crecimiento y autorenovacion de las NSC; PTEN es un regulador negativo de esta 
vía y es reprimido por el cluster miR17-92, compuesto por los miRNAs miR-17, miR-18a, miR-19a, 
miR-20a, miR-19b-1, and miR-92a; si la expresión del cluster se pierde las NSCs dejan de proliferar 
(Bian et al., 2013). Por su parte, el oncogen MYC regula positivamente a PTEN y a miR17-92 (Osella 
et al., 2011, Figura 4).  

 
En cuanto a miR-124, este es un miRNA altamente conservado, se expresa tanto en la 

proliferación como en la diferenciación neuronal y su expresión ectópica en células que no son 
neuronas lleva a la expresión de genes neurales (Li et al., 2010; Sun et al., 2014). MiR-124 promueve 
la diferenciación neuronal inhibiendo a sus blancos: PTBP1 (proteína 1 de unión a intervalo de 
polipirimidinas), SCP1 (fosfatasa pequeña de CTD), LAMC1 (laminina gama-1) e ITGB1 (integrina 
beta-1; Lyengar. et al., 2014). PTPB1 se une al pre-mRNA de Ptpb22 e induce su degradación por 
medio de mutaciones terminadoras; PTPB2 es necesario para el correcto splicing de diversos genes 
en neuronas adultas (Licatalosi et al., 2012). SCP1 y REST son represores de genes neurales en células 
que no son neuronas, SCP1 es reclutado por REST que se une a un elemento en la región regulatoria 
de los genes llamado elemento represor 1 (RE1), ambos represores deben ser inhibidos para la 
correcta diferenciación por la expresión de genes neuronales (Li et al., 2010). Existe un ciclo de 
retroalimentación entre miR-124 y REST; REST funciona como complejo junto con las proteínas 
MeCP2 (proteína de unión a metil CpG) y CoREST (corepresor de REST), ambos blancos de miR-124, 
y por otro lado existen elementos RE1 en el promotor de los tres loci de miR-124 (Conaco et al., 
2006). Además, se ha involucrado a miR-124 en el desarrollo neuronal temprano durante el 
surgimiento de neuritas posiblemente regulando al citoesqueleto y tardíamente uniéndose a RhoG, 
favoreciendo la diferenciación dendrítica y axonal pues aumenta el número de ramificaciones de 
ambas (Yu et al., 2009; Schumcher y Franke, 2013). 

 
Los miRNAs también son importantes regulando la plasticidad sináptica pues participan en 

procesos de formación y extensión de neuritas y axones, es decir regulan al citoesqueleto neuronal 
(Lyengar et al., 2014). MiR-132 y miR-134 funcionan regulando la morfología de las espinas 
dendríticas, miR-134 lo hace regulando a LIMK-1 (cinasa de dominio LIM1) durante la morfogénesis 
de las espinas dendríticas, así como su crecimiento dendrítico inhibiendo al represor traduccional 
Pumb2 (Pumilio 2; Schratt et al., 2006; Fiore et al., 2009). Por su parte, miR-132 promueve la 
extensión axonal de las neuronas de la raíz dorsal gangliónica (DRG) de ratón mediante la represión 
del activador de la GTPasa de Ras Rasa1 y en conjunto con miR-219 ha sido implicado en el control 
de los ritmos circadianos (Hancock et al., 2014; Cheng et al., 2007). En contraparte, miR-9 y miR-138 
inhiben a dos proteínas importantes para la extensión axonal, MAP1B y SIRT1 (Dajas et al., 2012; Liu 
et al., 2013). Los miRNAs también han sido implicados en la regeneración de los axones post-lesión; 
por ejemplo, en respuesta a la lesión del nervio ciático hay una sobreproducción de miR-21 y miR-
431 en las neuronas del DRG. Se ha demostrado que ambos miRNAs aumentan la extensión axonal 
en células del DRG en cultivo teniendo respectivamente como blancos a Spry2 y Kreen1 (Stricland 
et al., 2011; Wu et al., 2013). Por lo tanto, los miRNAs tienen funciones importantes tanto en etapas 
tempranas como en etapas tardías de la diferenciación neuronal y están sujetos, al igual que los 
genes, a una amplia red de regulación, lo cual los lleva a estar finamente regulados; la interacción 
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correcta de FT, sus genes blanco y sus reguladores transcripcionales como los miRNAs hace posible 
que la neurogénesis se lleve a cabo. 

 
Figura 4. Los miRNAS participan en la regulación del sistema nervioso regulando la proliferación de los progenitores 
neurales, tal es el caso del cluster de miR17-92 (miR-92). A su vez este miRNA se encuentra regulado por MYC, el cual 
también inhibe a PTEN, que es un represor de la proliferación de las células de la glía radial. Por otro lado, la regulación 
de los miRNAs también se da evitando la apoptosis de las neuronas jóvenes, miR-29 inhibe un conjunto de genes pro-
apoptóticos de la familia BH3. Abreviaciones MYC, oncogen MYC; PTEN, homólogo de fosfatasa y tensina. (Obtenido de 
Iyengar et al., 2014).  

 
II.IV.II.I.I miR-7  
 
La función e importancia de miR-7, ha quedado de manifiesto en diversas investigaciones apuntando 
a su papel fundamental en el desarrollo del SNC y la diferenciación neuronal (Pollock et al., 2014; 
De Chivigny et al., 2012; Cui et al., 2014). La función de miR-7 es esencial para que los progenitores 
neurales produzcan progenitores intermedios que posteriormente se integran a la corteza como 
neuronas maduras, y este proceso es mediado por los genes de la vía del gen supresor de tumores 
p53, Ak1 y p21 cuya expresión debe ser atenuada por miR-7 para el correcto desarrollo de la corteza 
(Pollock et al., 2014). El silenciamiento de miR-7 en esta región produce defectos cerebrales 
relacionados a la microencefalia (Pollock et al., 2014). Pax6 es un FT importante para la 
diferenciación neuronal dopaminérgica del bulbo olfatorio (De Chivigny et al., 2012). El mensajero 
de Pax6 se expresa en las regiones dorsal, dorsolateral y ventrolateral del ventrículo lateral cerebral, 
pero debido al patrón de expresión de miR-7, su proteína sólo se genera en la parte dorsal, y 
únicamente las NSCs dorsales se especifican al fenotipo dopaminérgico, generando interneuronas 
que posteriormente se integran al bulbo olfatorio postnatal (De Chivigny et al., 2012). 
Conjuntamente, miR-7 está involucrado en la regulación de la diferenciación de NSCs mediante el 
control post-transcripcional de Klf4 (factor similar a Kruppel 4); este miRNA se une tanto in vitro 
como in vivo a la 3’UTR de Klf4 (Cui et al., 2014). Lo anterior se debe a que miR-7 induce el arresto 
en la fase G1/S del ciclo celular, es decir, miR-7 inhibe la proliferación y promueve la diferenciación 
neuronal; se demostró que tal resultado es mediado en parte por la inhibición de Klf4, pues 
utilizando un siRNA de Klf4 se aumenta tanto la cantidad de células arrestadas en G1/S así como los 
marcadores de diferenciación neuronal como Tuj1 (Cui et al., 2014).  
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I.V El hipotálamo 
 
El hipotálamo controla e integra las funciones del sistema nervioso y el sistema endócrino de tal 
manera que desempeña un papel de importancia vital para el mantenimiento de la homeostasis 
corporal. El hipotálamo forma parte del diencéfalo y se localiza en su parte ventral, su límite anterior 
es el quiasma óptico y el caudal, los tubérculos mamilares. Arriba de él se encuentra el tálamo y 
forma el piso y parte de las paredes laterales del 3er ventrículo (Snell et al., 2007). Su localización lo 
hace responsivo a diversos estímulos hormonales y toxicológicos, pues en el 3er ventrículo la 
barrera hematoencefálica es permeable (Parent et al., 2011). Por sus conexiones anatómicas con la 
hipófisis, las neuronas hipotalámicas se clasifican en neuronas magnocelulares y parvicelulares 
(Pérez Martínez y Charli, 2006). Las neuronas magnocelulares proyectan fibras nerviosas que viajan 
desde los núcleos supraóptico y paraventricular hasta el lóbulo posterior de la hipófisis en donde 
liberan oxitocina (OXT) y vasopresina (AVP) directamente al torrente sanguíneo. Las neuronas 
parvicelulares se conectan con el lóbulo anterior de la hipófisis proyectando fibras nerviosas hacia 
la eminencia media y el infundíbulo, que a su vez se conectan con el sistema portahipofisiario. Estas 
neuronas secretan hormonas estimulantes o inhibidoras de 6 tipos diferentes: hormona liberadora 
de corticotropina (CRH), hormona liberadora de tirotropina (TRH), somatostatina (SST), hormona 
liberadora de hormona de crecimiento (GHRH), hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH), y 
dopamina (DA; Hall, 2007). A nivel celular el hipotálamo está compuesto por células dispuestas a 
manera de núcleos con diferentes características morfológicas y funcionales que les permiten 
controlar funciones vegetativas, endócrinas y de comportamiento; la función de dichos núcleos y su 
división en cuatro regiones a lo largo del eje antero-posterior y dos zonas medial-lateral se describe 
en la Tabla 1 (Freeman, 2003).  

 
Región Zona Núcleo (n.) / abreviación Funciones 

1. Preóptica Medial Órgano vasculoso de la lámina 

terminal / (OVLT) 

O smorecepción y quimiorecepción.  

 Órgano subfornical Centro de sed, sensible a las concentraciones de 

angiotensina.  

 N. medial preóptico / (PON) Disipación de calor. 

 N. intermedio Núcleo sexual dimórfico.  

2. Supraóptica Medial N. anterior / (AHN) Disipación de calor, excitación parasimpática.  

 N. supraquiasmático / (SCN) Reloj biológico, regulador del ritmo circadiano.  

 N. paraventricular (PVN) Secreción de hormona antidiurética (ADH) y oxitocina. 

Ambas N. supraóptico (SON) Secreción de ADH, oxitocina y osmorecepción. 

3. Tuberal Medial N. ventromedial / (VMN) Centro de saciedad, si se elimina se produce un 

comportamiento violento. 

 N. dorsomedial / (DMN) Estimulación del aparato digestivo. 

 Zona periventricular Control de la hipófisis anterior (AP). 

 N. arcuato / (AN) Control de la AP, regulación del peso y el apetito. 

Ambas N. tuberomamilar Excitación y vigilia. 

Lateral N. lateral tuberal Su función se desconoce. 

 Área hipotalámica lateral Centro del hambre 

4. Mamilar Medial Cuerpo mamilar  Memoria a corto plazo, experiencias emocionales. 

 N. posterior  Conservación del calor, excitación simpática. 

Región  

2., 3. y 4. 

Lateral Área hipotalámica lateral Diversas funciones de núcleos intersticiales del haz del 

prosencéfalo medio. 

Tabla 1. Función principal de los núcleos hipotalámicos. La tabla muestra enlistadas las principales funciones reportadas 
para cada núcleo hipotalámico en las cuatro regiones definidas del hipotálamo a lo largo del eje antero-posterior (Tomado 
de Freeman et al., 2003 y Lechan et al., 2013). 
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I.V.I Factores de transcripción en el desarrollo del hipotálamo 
 
La mayoría de las células del diencéfalo provienen de precursores que rodean la zona proliferativa 
del tercer ventrículo; sin embargo, también hay contribución de células que provienen del 
telencéfalo y contribuyen a la parte rostral del hipotálamo (Szarek et al., 2010; Tobet et al., 1995). 
Respecto al programa de expresión de genes que lleva al desarrollo, diferenciación y mantenimiento 
de las neuronas neuroendócrinas, se sabe poco; sin embargo, se conoce principalmente el 
desarrollo de las estructuras que componen el hipotálamo medial entre ellas el núcleo arcuato (AN), 
el núcleo ventromedial (VMN) y el núcleo paraventricular (PVN), así como el núcleo supraóptico 
(SON) y el área anterior del núcleo periventricular (aPV). Se conoce que hay expresión tejido-
específica de algunos FT que participan en el proceso de diferenciación de estos núcleos, tal 
conocimiento se ha adquirido por el estudio de ratones nulos para cada factor (Pérez Martínez y 
Charli, 2006; Jo y Chua, 2009). 
 

El FT de tipo homeocaja Orthopedia (Otp) se expresa inicialmente en diencéfalo de ratón en 
el E10 y al E17 se limita su expresión únicamente en la región preóptica y postóptica que generan 
tres núcleos hipotalámicos. El PVN produce las hormonas TRH, CRH, OXT y AVP; el SON: OXT y AVP; 
y el aPV: SST (Acampora et al., 1999). Los ratones “knockout” de Otp no forman ninguno de los tres 
núcleos antes mencionados, ni expresan los neuropéptidos correspondientes, y los efectos 
terminan siendo letales para el embrión (Acampora et al., 1999). La generación del “knockout” de 
Otp se hizo reemplazando el gen con un gen reportero, de tal modo que se observó que en dicho 
modelo existe una reducción en el número de células, por lo cual es posible que Otp sea necesario 
para producir factores que afecten la proliferación y mantenimiento de neuronas que generan el 
PVN, SON y aPV (Acampora et al., 1999). Por lo anterior se ha propuesto a Otp como el FT que inicia 
la neurogenesis hipotalámica al regular el estado de proliferación de las NPCs y otros FT actúan en 
etapas posteriores de la diferenciación de los diferentes fenotipos neuronales (Pérez Martínez y 
Charli, 2006). 
 

Los FT Sim1 y Arnt2 pertenecen a la familia PAS de los bHLH y forman heterodímeros, ambos 
controlan la diferenciación de ciertos linajes neuroendócrinos en el hipotálamo (Michaud et al., 
2000). Al igual que en los “knockout” de Otp, se reemplazó cada uno de los genes Sim1 y Arnt2 con 
un gen reportero y con ellos se descubrió que en los ratones nulos para ambos FT existe un número 
disminuido de células en los núcleos PVN y SON que resulta en la ausencia de TRH, CRH, OXT, AVP y 
SST (Michaud et al., 1998 y 2000). Así pues, la deficiencia individual de cada FT permite que las 
neuronas nazcan normalmente, pero fallan en formar los núcleos, es decir, la falta de su expresión 
no afecta el número de neuronas, pero si su coalescencia y migración para formar el PVN y el SON 
(Michaud et al., 1998 y 2000). Por su parte, los ratones heterocigos del gen Sim1 desarrollan 
obesidad tempranamente debido al subdesarrollo del hipotálamo neuroendócrino (Michaud et al., 
2001). Los genes Brain-2 (Brn2) y Sim2 son blancos del FT Sim1 y sus fenotipos mutantes han sido 
descritos en ratones en los que el PVN y el SON son hipocelulares. Brn2 es un FT de tipo POU que se 
requiere para la diferenciación y sobrevivencia de tipos celulares neuroendócrinos en el PVN y el 
SON que producen AVP, OXT y CRH; sin embargo, la expresión de TRH y de SST no se ve afectada 
(Nakai et al., 1995). La expresión de Brn2 se compromete en ausencia de Otp; Sim1 y Arnt2 lo que 
indica que Brn2 media los efectos de estos FT. Sim2 es homólogo a Sim1, aunque se desconoce el 
factor con el que dimeriza, los ratones mutantes para dicho gen tienen un aPV hipocelular y son 
deficientes en neuronas productoras de TRH y SST (Goshu et al., 2002).  
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El VMN es difícil de estudiar, pues no secreta un neurotransmisor específico; sin embargo, 
se descubrió que el ratón “knockout” de SF-1 (factor esteroidogénico 1) genera animales 
hiperfágicos que no tienen un VMN definido (Majdic et al., 2002). Las neuronas con marcaje positivo 
de SF-1 también expresan el receptor de melanocortina 4 (MCR4) y BDN, si la expresión de MCR4 o 
Trk-B, el receptor de BDNF, disminuye se genera el mismo fenotipo que el “knockout” de SF-1 (Xu 
et al., 2003). Se desconoce si hay un efecto en la diferenciación en neuronas “knockout” de SF-1; sin 
embargo, se sabe con certeza que sí afecta su migración y coalescencia, pues estas neuronas se 
dispersan y no forman el VMN (Davis et al., 2004). El AN posee neuronas POMC/CART 
(proopiomelanocortina /tránscrito regulado por anfetamina y cafeína) y NPY/ AgRP (neuropeptido/ 
proteína r-Agouti) involucradas en el comportamiento de alimentación, la regulación del sistema 
nervioso autónomo y el metabolismo de sustratos (Ellacot et al., 2004; Williams et al., 2005); así 
como neuronas liberadoras de GHRH, DA y neuronas productoras de kisspeptina (Bouyer et al., 
2007; Ajika et al., 1993; Dungan et al., 2006). La mayoría de estas neuronas dependen de la actividad 
del FT proneural de tipo bHLH complejo achaete-scute 1 (Ascl1), también conocido como Mash1, 
importante para la producción de progenitores neurales (McNay et al., 2006; Horton et al., 1999). 
La pérdida de la expresión de Ascl1 causa que las neuronas AN y VMN se desarrollen como 
estructuras anatómicamente diferentes y tengan altas tasas de muerte celular (Jo y Chua, 2009). 
Con la pérdida de Ascl1 hay una reducción aproximada de 90% de las neuronas positivas para SF-1, 
POMC, NPY/AgRP y catecolaminas, pero únicamente desaparece el linaje GHRH; esto sucede debido 
a que las células “knockout” de los Ascl1-/- expresan muy poco GSH1 (genomic screen de homeocaja 
1), un FT necesario para la expresión de GHRH (Li et al., 1996).  Por último, el FT hélice-bucle-helice 
“nesciente” 2 (Nhlh2) es importante en el AN, los ratones nulos para el gen Nhlh2 presentan 
obesidad hiperfágica debido a la reducción de la expresión y actividad de la prohormona convertasa 
1 que sintetiza α-MSH (hormona estimulante de melanocitos α) a partir de POMC (Good et al., 1997; 
Jing et al., 2004). Además, el ratón “knockout” para Nhlh2 es infértil debido a que se reduce la 
migración de las neuronas GnRH a sus sitios hipotalámicos finales (Kruger at al., 2004). 

 
 

 
Figura 6. Los FT OTP y ASCL1 median la proliferación y migración de los progenitores a los núcleos mediales hipotalámicos. 
OTP y ASCL1 regulan la proliferación de progenitores de diversos tipos celulares del PVN, SON, aPV y el AN. Por su parte 
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el FT SF-1 regula la migración y coalescencia de las células del VMN que expresan BDNF.  SIM1 y ARNT2 se necesitan para 
la migración de todas las neuronas del PVN. En este núcleo se sabe que BRN2 se necesita para la diferenciación de las 
neuronas que expresan AVP, CRH y OXT, mientras que SIM2 es necesario para la diferenciación de las neuronas que 
expresan SST y TRH. El FT NHLH2 es importante para la expresión de POMC pues modula la expresión de la convertasa 1 
que produce MSH. Cabe mencionar que existe una población doble positiva para SF-1 y POMC, pero se desconocen los FT 
que la determinan. Abreviaciones: AN: núcleo arcuato; AgRP, proteína relacionada con Agouti; aPV; núcleo periventricular 
anterior; ARNT2, receptor nuclear translocador de arilhidrocarbon  2, ASCL1, complejo achaete-scute 1; AVP, vasopresina; 
BDNF, factor neurotrófico derivado del cerebro; BRN2, Brain-2; CART, transcrito regulado por cocaína y metanfetamina; 
catecol., catecolaminas; CRH, hormona liberadora de corticotropina; FT, factor de transcripción; GHRH, hormona 
liberadora de hormona del crecimiento; NHLN2, hélice-bucle-hélice nesciente 2; NPY, neuropéptido Y; OXT, oxitocina; 
POMC, proopiomelanocortina; PVN: núcleo paraventricular; SF-1, factor esteroidogénico 1; SIM1 y 2, homólogo de simple-
minded de Drosophila1 y 2; SON: núcleo supraóptico; SST; somatostatina; TRH; hormona liberadora de tirotropina; VMN: 
núcleo ventromedial (Tomado de Jo y Chua, 2009). 

 
I.V.II Función de miR-7 en el hipotálamo  
 
En una búsqueda de los miRNAs más enriquecidos en el hipotálamo adulto de rata y ratón se 
encontró que miR-7a, miR-137 y miR-153 se encuentran enriquecidos específicamente en dicha 
región, siendo miR-7a el más expresado de los tres (Herzer at al., 2012). En ratón existen 3 loci de 
miR-7, en el cromosoma 13, miR-7a-1; en el 7, miR-7a-2; y en el 17 miR-7b. Los tres tienen la misma 
semilla; sin embargo, miR-7b difiere en un nucleótido hacia la región 3’ y presenta una adenina en 
vez de un uracilo. Dadas las funciones del hipotálamo, se puso especial atención en las regiones 
hipotalámicas relacionadas con los comportamientos de la alimentación y homeostasis del peso 
corporal; en ambos organismos se encontró lo mismo, miR-7a se encuentra enriquecido SON, SCN, 
PVN, el órgano subfornical y en la parte media del AN, principalmente en la parte dorsomedial 
(DMH) y ventromedial (VMH; Herzer at al., 2012). La expresión en la región ventromedial del núcleo 
arcuato se colocaliza con la de miR-7a en las neuronas que producen NPY y AgRP, ambas neuronas 
orexigénicas y no colocalizan con las neuronas anorexigénicas POM/CART (Herzer at al., 2012). Por 
lo tanto, la función de miR-7 en esta localización específica es controlar la expresión proteica de 
genes orexigénicos y de este modo regular la ingesta de comida.  
 

Además de lo inicialmente descrito, en cuanto al papel neurogénico de miR-7 en regiones 
como la corteza o el bulbo olfatorio, estudios previos han demostrado que miR-7 se expresa 
diferencialmente en el cerebro adulto de murinos y su función es evolutivamente conservada. La 
investigación realizada en el anélido Platynereis dumerilii y en el pez cebra, identificó que la huella 
molecular que caracteriza a la región a partir de la cual se forman los centros neurosecretorios está 
formada por los FT Nk2.1 (receptor similar a lectina 3 de células nk), Rx (homeocaja retinal), Vax 
(homeocaja ventral anterior) y Otp (Tessmar et al., 2007). Similar al patrón de expresión de los FT, 
miR-7 se expresa en las mismas áreas y colocaliza con las neuronas RFamidérgicas y 
vasotocinérgicas. Dadas las características mencionadas, se propone que fueron los centros con 
funciones neurosecretorias y sensoriales los que iniciaron el desarrollo evolutivo de los centros 
neurosecretorios como el hipotálamo (Tessmar et al., 2007). 
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II. Antecedentes  
 
II.I Factores de transcripción importantes en la determinación del fenotipo neuronal TRHérgico 
 
Como se mencionó en apartados anteriores se conocen algunos de los FT fundamentales para el 
desarrollo de algunos fenotipos del hipotálamo neuroendócrino importantes para el desarrollo de 
núcleos de la zona medial del hipotálamo y se conoce que de entre ellos algunos son de expresión 
temprana como Otp y otros de expresión tardía tales como Sim1, Sim2 y Arnt2 (Michaud et al., 2001; 
Perez y Charli, 2006; Jo y Chua, 2009). Sin embargo, nuestro conocimiento de los mecanismos 
moleculares que activan y regulan tales factores de transcripción dista de estar completo y aún falta 
por conocer muchos aspectos del desarrollo embrionario y de la diferenciación neuronal 
hipotalámica. En este sentido nuestro laboratorio ha colaborado ampliando el conocimiento del 
programa de FT importantes para el fenotipo hipotalámico TRHérgico.  
 

Haciendo uso de microarreglos se obtuvo información del perfil transcriptómico de 
neuronas TRHergicas de rata del día E 17; y se identificaron tres FT cuya expresión esta enriquecida 
en este fenotipo neuroendocrino: Klf4 (factor similar a Krüppel 4), Klf10 (factor similar a Krüppel 4) 
también conocido como Tieg (gen temprano inducible por Tgf-β) y Atf3 (factor activador de la 
transcripción 3). Después se identificó que Klf4 se expresa durante el desarrollo del hipotálamo de 
rata y es fundamental para la maduración del fenotipo TRHérgico. Klf4 en conjunto con el FT Sp1 se 
une al promotor del gen de Trh regulando su expresión (Pérez-Monter et al., 2011). En contraste, 
los ratones “knockout” para Klf4 presentan una expresión disminuida de Trh y en consecuencia 
menos niveles de proteína; sin embargo, el hipotálamo no mostro cambios observables 
histológicamente (Pérez-Monter et al., 2014). Finalmente, debido a que la expresión de Klf10 se 
encuentra enriquecida en neuronas TRHérgicas fetales, se investigó cómo TGFβ2 induce la expresión 
de Trh por medio de un mecanismo dependiente de FT Klf10 y del TβRI (receptor de TGFβ tipo I; 
Martínez-Armenta et al., 2014). Además, ratones “knockout” para Klf10 presentan una expresión 
disminuida de Trh en comparación a animales silvestres; estos resultados señalan que la 
señalización de TGFβ por medio de Klf10 es importante en el establecimiento de la expresión de Trh 
en el hipotálamo embrionario (Martínez-Armenta et al., 2014). 
 
II.II Ensayo de “pull-down” para la identificación de los genes blanco de miR-7 en una línea celular 
hipotalámica embrionaria 
 
En nuestro laboratorio se demostró al igual que en el artículo de Cui et al. (2014) que Klf4 es blanco 
directo de miR-7, hecho que tiene diversas implicaciones biológicas durante el desarrollo del 
sistema nervioso central (Meza-Sosa, et al., 2014). De acuerdo con lo anteriormente publicado, se 
sabe que la disminución de los niveles proteicos de KLF4 es indispensable para la migración y 
maduración neuronal (Quin et al., 2011 y 2012). Esto indica que la expresión de Klf4 debe ser 
regulada de manera muy precisa durante las distintas etapas del proceso de diferenciación 
neuronal. Debido a que miR-7 se expresa de manera importante en el cerebro (Choudhury et al., 
2013) y tiene como blancos a genes como Klf4 con funciones en la diferenciación neuronal, es 
posible que miR-7 regule de manera muy precisa varios de los eventos necesarios para la 
neurogénesis, como la salida irreversible del ciclo celular de las NSCs, la migración y la maduración 
neuronal a través de regular diversos genes. En ese sentido, a través ensayos de RT-qPCR se 
determinó la expresión de miR-7 en diversas etapas del desarrollo hipotalámico de ratón y se 
observó que los niveles de miR-7 aumentan aproximadamente 5 veces del día E 12 al E 15, etapa en 
la cual las NSCs salen del ciclo celular, después ocurre otro aumento de 3 veces del día E 15 al E 18 
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donde hay la mayor actividad neurogénica en el hipotálamo murino y finalmente aumento 4 veces 
del díal P 7 al P 14, período en el cual sucede la maduración neuronal (Tesis de doctorado Meza-
Sosa, 2014; Figura 7). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. La expresión de miR-7 en el telencéfalo de los días embrionarios (E) 12, E15 e hipotálamo de E18, E20, postnatal 
(P) 7, P14 y adulto se determinó por ensayo de RT-qPCR. (Tomado de tesis de doctorado Meza-Sosa, 2014). 

 
Con el objetivo de identificar genes blanco de miR-7, adicionales a Klf4, en un contexto 

neuronal hipotalámico, la Dra. Karla Meza-Sosa realizó en su tesis de doctorado un análisis de “pull-
down” o captura de blancos de miR-7 siguiendo el protocolo previamente publicado (Lal et al., 
2011). Este estudio permitió identificar un total de 1,323 blancos de miR-7 en la línea mHypoE-N1, 
enriquecidos más de 2 veces (> 2 fold) y con un rango de descubrimiento falso (FDR) < de 0.0001 
(Tesis de doctorado Meza-Sosa, 2014; Meza-Sosa et al., manuscrito en preparación).  
 
II.III Identificación de blancos de miR-7 
 
A partir de la lista de los 1,323 blancos de miR-7 obtenidos por medio del ensayo de “pull-down” se 
vaciaron los blancos en dos bases de datos de enriquecimiento de vías de señalización y de creación 
de redes de interacción (Materiales y métodos). En ambos análisis surgieron más de diez genes 
blanco participantes en procesos de remodelación y regulación del citoesqueleto. Sin embargo, nos 
interesó investigar tres blancos específicos por su enriquecimiento específico en el sistema nervioso 
central, puesto que muchos otros tienen una expresión más general; y por ser blancos novedosos, 
pues no se conoce cuál es su función en el SNC pero se sabe que participan en el rearreglo del 
citoesqueleto. Estos tres blancos fueron Septina1, Septina8 y Profilina2. Aunque se conoce que la 
expresión de los tres está enriquecida en el cerebro, la función molecular de estos tres blancos no 
ha sido reportada en el desarrollo o diferenciación del hipotálamo.  Pfn2 es un gen que participa en 
la “Regulación del citoesqueleto de actina” y en la “Regulación del rearreglo del citoesqueleto”, 
indicadas respectivamente por las plataformas de enriquecimiento KEGG y Metacore. Por su parte, 
las septinas son genes cuyas funciones específicas son poco conocidas, se reportaron únicamente 
con el enriquecimiento de vías dentro de la clasificación de “Invasión bacteriana de células 
epiteliales”, indicada por KEGG; sin embargo, se sabe que las septinas interactúan con el 
citoesqueleto y la expresión de ambos genes Sept1 y Sept8 se encuentra específicamente 
enriquecida en el cerebro (Dolat et. al, 2014; Shimoyama et al., 2003; Witke et al., 1998), por lo que 
su estudio representa un área novedosa de investigación tanto en el contexto del SNC y aún más en 
el desarrollo específico del hipotálamo.  
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II.III.I Septina1 y Septina8, generalidades y función durante la neurogénesis  
 

Las septinas (Sept) se definen como una familia de guanosina trifosfatasas (GTPasas) 
conservadas en los eucariotas, funcionan como el cuarto elemento del citoesqueleto, pues tienen 
un aspecto filamentoso, interaccionan con las membranas celulares, con los microfilamentos de 
actina, los microtúbulos y además son importantes en la dinámica del citoesqueleto (Mostowy et 
al., 2012; Trimble et al., 2011).Basados en la homología con las septinas de levadura se sabe que las 
septinas de mamíferos se pliegan en complejos de octámeros para después formar filamentos 
compuestos de dos copias de una septina de cada familia del siguiente modo: SEPT9–7–6–2–2–6–
7–SEPT9; esta composición es flexible y tejido-específica debido a la redundancia de las septinas 
(Versele et al., 2005). El complejo unitario de formación de filamentos es un octámero; sin embargo, 
se sabe que las septinas también pueden intectuar formando homo u heterodímeros, o bien 
hexámeros (Dolat et al., 2014).  
 
Los estudios de secuenciación genómica han mostrado que existen 13 genes de septinas en 
mamíferos, clasificadas en base a su similitud en cuatro grupos llamados por el nombre de un solo 
miembro, como sigue (Russel y Hall, 2005; Peterson et al., 2007; Figura 8): 

• Sept2, que incluye a Sept1, Sept2, Sept4 y Sept5. 

• Sept6, que incluye a Sept6, Sept8, Sept10, Sept11 y Sept14, los miembros de esta familia son 
catalíticamente inactivos y están siempre unidos a GTP. 

• Sept7, el único miembro. 

• Sept9, que incluye a Sept3, Sept9 y Sept12. 

Estos genes pueden ser procesados por “splicing” alternativo y producir un conjunto de 
diferentes polipéptidos. El caso más llamativo es el “splicing” que se da en para el gen de Sept9, el 
cual produce 18 mRNAs y 15 polipéptidos diferentes (Mostowy et al., 2012). Cabe mencionar que 
debido a que la Sept7 es el único gen no redundante, el fenotipo de ratones nulos para Sept7 es 
letal durante la embriogénesis (Mostowy et al., 2012). Interesantemente los ratones “knockout” de 
Sept 3, 4, 5 ó 6 tienen cambios de fenotipos sutiles e inclusive los dobles “knockout” para Sept4 y 6, 
o Sept3 y 5 no tienen defectos morfológicos severos (Froese at al., 2008). En células de mamíferos 
la expresión de septinas parece ser necesaria en el proceso de división celular. De manera 
interesante, la mayoría de las septinas identificadas en mamíferos se expresan en niveles altos en 
el cerebro y en neuronas post-mitóticas, sugiriendo que su función en estos organismos se extiende 
más allá que el observado en levaduras, que es en donde se descubrieron y son más conocidas por 
su función en la citocinesis (Mostowy et al., 2012).  
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Figura 8. En la figura se muestran las 4 familias de septinas nombradas 2, 6, 7 y 9 con cada uno de sus elementos. En la 
parte superior se muestran los dominios de cada familia N- aminoterminal, PRD-dominio rico en prolina, PB-polibásico, de 
unión a GTP, SUE-elemento único de septinas, CC: hélice super-enrollada y C-carboxi terminal. De igual manera se indica 
que solo la familia 6 no tiene actividad de GTPasa (Tomado de Dolat et al., 2014).  
 

En nuestro laboratorio, se determinó que Sept1 y Sept8 son blancos de miR-7 en el contexto 
neuronal hipotalámico, dicha interacción no ha sido investigada en este contexto ni en el de 
neurogénesis en general, a pesar de que se ha reportado que ambas septinas se expresan en el SNC 
(Dolat et. al, 2014; Shimoyama et al., 2003). En cuanto a Sept1, se sabe que tanto in-vivo como in-
vitro esta interacciona con AuroraB; una de las tres cinasas Aurora, que participan en la segregación 
de cromosomas y la citocinesis en mamíferos (Qi et al., 2005). Sept1 es fosforilado en 3 residuos de 
serina (248, 307 y 315) por AuroraB y durante la citocinesis, ambas proteínas se colocalizan en el 
surco de segmentación, lo cual suguiere que AuroraB regula la dinámica del ensamblaje y 
desensamblaje de Sept1, favoreciendo la segregación de células hijas (Qi et al., 2005). La 
sobrexpresión de una AuroraB sin actividad de cinasa interrumpe las interacciones cinetocoro-
microtúbulo, la formación del surco de segmentación y la citocinesis resultando en poliploidía 
(Terada et al., 1998). Se piensa que la fosforilación de Sept1 por AuroraB tiene el mismo efecto de 
la fosforilación de las proteínas vimentina, desmina y GFAP de los filamentos intermedios por 
AuroraB y ROCK; por lo que pierden la capacidad de formar filamentos, lo cual permite el 
desensamblaje de estos y el progreso de la citocinesis (Kosako et al., 1997; 1999; 2000 y Qi et al., 
2005). La función biológica de Sept8 también se desconoce, pero se sabe que está enriquecida en 
las presinápsis y que interactúa con diversas proteínas de vesículas sinápticas; por lo tanto, Sept8 
podría estar involucrada en la liberación de neurotransmisores (Shiryaev et. al, 2012). Por otro lado, 
se ha demostrado que Sept8 es capaz de interactuar con Sept5 (o CDCrel-1) la cual se expresa 
principalmente en el sistema nervioso e interactúa con la proteína sintaxina, uniéndose 
directamente vía su dominio SNARE (Blaser et al., 2004). Además, la sobreexpresión de Sept5 inhibe 
la exocitosis en células HIT-T15 (insuloma de hamster), mientras que mutantes negativas de Sept5 
aumentan la tasa de exocitosis (Beites et al., 1999). 

 
Además de la función anterior, se conoce que la expresión desregulada de las septinas se 

relaciona con el desarrollo de enfermedades y tumores en varios tejidos (Hall et al., 2005). Sept1 se 
relaciona con el desarrollo de cáncer colorectal y oral; en este último se sabe que su elevada 
expresión contribuye a la progresión del cáncer (Kato et al. 2007). Igualmente, se le relaciona con el 
desarrollo de carcinomas de células escamosas (SCC) del cuello y cabeza. En tal contexto es probable 
que Sept1 participe en el contacto entre células o las células y sus substratos, pues se encuentra 
enriquecida en los lamelopodios junto con Sept4 y Sept5, siendo que normalmente se localiza 
difusamente en el citoplasma (Mizutani et al., 2013; Squire et al., 2002). Igualmente, existe una alta 
expresión de Sept1 en cáncer de mama, en donde se le llama serológicamente antígeno de cáncer 
de mama NY BR 24 (Russell y Hall, 2005, Singh et al., 2011). El único hallazgo reportado hasta el 
momento respecto a Sept1 y su función en el contexto neuronal indica que Sept1 se expresa en los 
ovillos neurofibrilares de los cerebros post mortem de pacientes con enfermedad de Alzheimer, 
junto con Sept2 y Sept4. Debido a esta asociación con la proteína tau hiperfosforilada, es posible 
que estas tres septinas sean constituyentes integrales en la formación de los ovillos neurofibrilares 
(Kinoshita et al., 1998). Por último, también se sabe que Sept8 y Sept5 se expresan en el ojo y la 
expresión de Sept8 es alta en las membranas retinales patológicas con dos retinopatías 
proliferativas que forman membranas fibrosas como cicatrices; por lo tanto, se piensa que Sept8 
juega un papel importante en la patogénesis de proliferación y migración retinal (Pache et al. 2005; 
Xin et al., 2007). Al igual que para Sept1, se conoce una función para Sept8 en el contexto de 
Alzheimer, puesto que la sobrexpresión de una variante transcripcional de Sept8 relacionada con la 
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enfermedad es capaz de aumentar la vida media de BACE1 mediante la prevención de su 
degradación (Kurkinen et al., 2016). 
 
II.III.II Profilina2, generalidades y función durante la neurogénesis  
 
En la actualidad sabemos que las profilinas se expresan en animales, plantas, levaduras y amibas, e 
inclusive algunos virus codifican una proteína similar a profilina (Witke et al., 2004). La principal 
función descrita para las profilinas es su unión a los monómeros de actina-G de modo 1:1; sin 
embargo, existen otras proteínas en la célula con la misma función (Witke et al., 2004). Las profilinas 
tienen una mayor afinidad por actina-ATP (Kd=0.1 µM) que por actina-ADP (Kd=0.5 µM; y funcionan 
como intercambiador de nucleótidos aumentando en 1,000 veces la velocidad en la cual actina-G 
intercambia ADP por ATP (Paavilainen et al., 2004; Witke at al., 2004). Estructuralmente además del 
sitio de unión a actina las profilinas tienen otros dos dominios, uno de unión a fosfoinositoles, 
principalmente PIP2 y PIP3, que se sobrelapa parcialmente con el sitio de unión a actina, por lo que 
los fossolípidos previenen la unión de actina a profilina; y un tercer dominio de unión a intervalos 
de poli-L-prolina (Figura 9; Lambrechts et al., 2006). 
 

 
Figura 9. Las profilinas tienen tres dominios de unión. En rojo se muestra el de unión a actina, en amarillo el de unión a 
intervalos de poli-L-prolina o proteínas ricas en prolina y en gris el de unión a fosfoinositoles entre ellos PtdIns (4,5) P, el 
cual se sobrelapa con los dos dominios anteriores y por eso tiene una función regulatoria. Se muestran también la 
estructura de la actina y de PtdIns (4,5) P unidos a sus respectivos dominios (Tomado de Paavilainen et al., 2004). 

 
Existen cuatro genes de profilina en mamíferos, uno de ellos con dos variantes por “splicing” 

alternativo lo cual genera 5 isoformas. Pfn1 expresada ubicuamente y está relacionada con 
funciones de generales de motilidad como citocinesis y migración y adhesión (Jockusch et al., 2007). 
Está función se ve reflejada en que el ratón “knockout” de Pfn1 es letal en la etapa de 
preimplantación embrionaria (Witke et al., 2001). Pfn2 expresada principalmente en el SNC, Pfn3 
expresada en el riñón y testículos y Pfn4 expresada únicamente en testículos (Witke et al., 1998; Hu 
et al., 2001; Obermann et al., 2005). Pfn2a, la principal variante por “splicing”, se expresa 
mayormente en el cerebro y su expresión se encuentra regulada a lo largo del desarrollo 
embrionario; mientras que Pfn2b se identificó en el riñón (Lambrechts et al., 2000). Por lo tanto, en 
el cerebro de mamíferos se expresan sólo Pfn1 y Pfn2a y ambos se producen diferencialmente 
durante el desarrollo; a pesar de que se conoce su función en la regulación de la dinámica de actina, 
su función específica en las neuronas se desconoce (Michaelsen et al., 2010). 

 
 El modelo “knockout” de Pfn2 es viable y no presenta ningún defecto del desarrollo en 

corteza, hipocampo o cerebelo; las pruebas de memoria muestran que no hay afectación en la 
potenciación a largo plazo (LTP) o la memoria y en cuanto a estructura, las sinapsis de estas tres 
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regiones y del núcleo estriado son iguales en número y morfología in vivo (Boyl et al., 2007). Sin 
embargo, en las neuronas hipocampales de los ratones “knockout”, se presenta una mayor 
excitabilidad y exocitosis de neurotransmisores debido a un aumento en el anclaje de vesículas 
presinápticas y una hiperactivación del núcleo estriado que se refleja como un aumento en el 
comportamiento de búsqueda de novedad o “novelty seeking” (Boyl et al., 2007). Pfn2 juega un 
papel importante en el proceso de neuritogénesis; el grupo de Boyl et al. (2007) reportó que, a pesar 
de no haber cambios en el número y morfología de las sinapsis de la corteza, el hipocampo y el 
cerebelo de los ratones Pfn2-/-, si hay un aumento en el número de neuritas producidas por las 
neuronas hipocampales in vitro, durante las primeras 24 h, pero este efecto se pierde a las 48 h. 
Esto coincide con la investigación realizada previamente por el grupo de Da Silva et al. (2003), que 
indica que la inhibición de cualquiera de los tres componentes de la vía de señalización de RhoA, 
(homólogo de la familia de Ras, miembro A), ROCK (cinasa dependiente de RhoA), Pfn2 produce un 
aumento en el número de neuritas y en la longitud de éstas (Da Silva et al., 2003). Por el contrario, 
la sobrexpresión de Pfn2 disminuye el número y longitud de neuritas aún cuando las células se 
siembren en presencia de neurotrofinas como BDNF, NGF, NT3, o en cajas cubiertas con laminina, 
las cuales promueven el crecimiento de neuritas (Da Silva et al., 2003). Los efectos observados en 
las neuritas son producto de cambios en la estabilidad de actina, en el caso de la sobreexpresión de 
Pfn2, ésta causa un aumento en la actina-F estabilizando más a los microfilamentos de actina y eso 
impide el surgimiento y extensión de neuritas. Contrariamente, en la inhibición o disminución de 
Pfn2 se reduce la actina polimerizada y entonces se producen más neuritas y de mayor longitud 
(Wolven et al., 2000; Da Silva et al., 2003). 

 
Más tarde en el desarrollo, la Pfn2 también juega un papel importante relacionado con la 

morfología de las dendritas y sus espinas. Mediante el uso de RNA de interferencia (RNAi) se produjo 
un “knockout” de Pfn2 y se estudiaron sus efectos en neuronas del hipocampo, demostrando que 
en dicho modelo hay una reducción significativa en la complejidad de las dendritas (determinada 
por su longitud y ramificaciones) y el número de espinas; la sobreexpresión de Pfn1 en dichos 
ratones previene la pérdida de espinas, pero no restaura la complejidad dendrítica (Michaelsen et 
al., 2010). Probablemente las diferentes funciones de las profilinas se deben a diferentes afinidades 
por los efectores que también se encuentran involucrados en la dinámica de actina, la proteína Pfn1 
se une preferentemente con PIP2, mientras Pfn2 se une con la formina mDia2 (Lambrechts et al., 
1997; Michaelsen et al., 2010). Ambas vías estimulan el ensamblaje de filamentos de actina, pero 
en diferentes compartimentos neuronales; Pfn1 en el compartimento de las espinas y Pfn2a en el 
compartimento de las dendritas (Michaelsen et al., 2010). Además, la sobreexpresión del receptor 
de pan-neurotrofina p75NTR causa una reducción de la complejidad dendrítica que es rescatada a 
niveles similares a los controles por la sobreexpresión de Pfn2 (Zagrebelsky et al., 2005; Michaelsen 
et al., 2010).  
II.IV Análisis transcriptómicos de RNAseq y miR-seq en el hipotálamo 
 
En seguimiento al ensayo de captura de miR-7, durante su tesis de doctorado la Dra. Karla Meza-
Sosa determinó el perfil de expresión de miRNAs y el transcriptoma del hipotálamo en desarrollo. 
Para ello, disectó el diencéfalo al día E 12 y los hipotálamos en los días E 15, E 18, E 20, postnatal (P) 
7 (P 7), P 14 y adulto (A). Este estudio permitió en primera instancia, corroborar observaciones 
previas de nuestro grupo (Tesis de doctorado Meza-Sosa, 2014) al determinar que la expresión de 
miR-7 se regula de manera diferencial durante el desarrollo del hipotálamo. Todos los resultados 
fueron expresados en número de transcritos por millón de lecturas o TPML (Figura 10). El transcrito 
de miR-7 aumento progresivamente, del día E 12 al E 15 aumentó un 19%, en este periodo los NPCs 
salen del ciclo celular, después del día E 15 al E 18 aumentó un 14%, estos días tienen la mayor 
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actividad neurogénica en el hipotálamo y por último del día E 18 al P 7 aumentó un 7%, en este lapso 
las neuronas se encuentran en la etapa de diferenciación y maduración. Finalmente, en el último 
periodo de P 7 a adulto, en donde la mayoría de las neuronas han madurado y establecido 
conexiones sinápticas con múltiples otras, hubo una disminución mínima del 1% (Figura 10.A).  
 

Para el caso del transcrito de Sept1 hubo una disminución gradual conforme progresa el 
desarrollo de -17% del E 12 al E 15, un -45% del E 15 al E 18 y -215% del E 18 al P 7. En contraste, al 
final del P 7 al adulto, hubo un aumento del 54% (Figura 10.B). Observando ambos patrones 
podemos decir que hay una correlación inversa entre los transcritos de miR-7 y Sept1. En cuanto al 
transcrito de Sept8 hubo un aumento mínimo del día E 12 al E 15 del 1%, seguido de una disminución 
del -20% del E 15 al E 18, del E 18 al P 7 hubo un aumento de 21% y finalmente del P 7 a adulto un 
aumento de 15% (Figura 10.C); por consiguiente, observamos que el patrón de expresión en el E12, 
E15 y el P7 es muy similar y hay una sola disminución en el día 18. Por último, para el transcrito de 
Pfn2 existe un aumento del 8% del E 12 al E 15, seguido de un 9% del E 15 al E 18 y un 5% del E 18 
al P 7, y del P 7 a adulto una disminución de -17% (Figura 10.D); es decir, en relación con miR-7 tiene 
el mismo patrón, aumentos graduales en días embrionarios y hasta P 7 y una disminución en adulto. 

 

 
 

Figura 10. Esquematización del nivel de los transcritos de miR-7 (A), Sept1 (B), Sept8 (C) y Pfn2 (D). Los niveles de transcrito 
de los genes de interés se obtuvieron por duplicado analizando las muestras obtenidas de los diencéfalos de los días 
embrionarios E12, E15 y los hipotálamos del día E18 postnatal 7 y adulto. Número de experimentos n=2. TPML: transcritos 
por millón de lectura. 
 
 

            miR-7        Sept1 

            Sept8        Pfn2 
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III. Justificación 
 
La neurogenesis embrionaria es un proceso altamente regulado en el que la correcta activación de 
programas genéticos y el control de la expresión de estos en tiempos y localizaciones específicas es 
de suma importancia para el correcto desarrollo del SNC. Respecto al control de la expresión génica 
se sabe que específicamente en el SNC el control post-trascripcional de los miRNAs es de suma 
importancia, pues 70% de los miRNAs conocidos se expresan en el cerebro; es decir, mucho más 
que cualquier otro órgano en vertebrados (Yoguita et al., 2014). El miRNA que despertó nuestro 
interés fue miR-7, que participa regulando la salida del ciclo celular de las NSCs favoreciendo la 
diferenciación neuronal, su expresión es fundamental para la correcta diferenciación de la corteza 
cerebral y el bulbo olfatorio (Cui et al., 2014; Pollock et al., 2014; De Chivigney et al; 2012). Además, 
miR-7 forma parte de la “huella molecular” evolutiva de los centros neurosecretorios y se encuentra 
enriquecido específicamente en diversos núcleos que conforman al hipotálamo.  
 

Conocer más acerca de los factores de transcripción y sus mecanismos de regulación 
durante el desarrollo embrionario y diferenciación del hipotálamo es de suma importancia pues se 
sabe muy poco acerca de ellos y los programas genéticos necesarios para la determinación de los 
diferentes fenotipos hipotalámicos. En este sentido en nuestro laboratorio se ha colaborado 
ampliando el conocimiento de los factores de transcripción importantes para el fenotipo 
hipotalámico TRHergíco y se ha encontrado que dos factores de transcripción de la familia de los 
KLFs; Klf-4 Y Klf-10 así como el FT Atf3, son importantes para el desarrollo de este fenotipo. 
Identificar que un miRNA tal como miR-7 se une a la 3’UTR del FT Klf4 abre un abanico de 
posibilidades en cuanto a que miR-7 puede tener otros blancos en el contexto celular analizado que 
sean de fundamental importancia para el desarrollo del hipotálamo. Entre los blancos obtenidos del 
“pull-down” de miR-7 en una línea celular hipotalámica embrionaria de ratón surgieron tres blancos 
novedosos: Sept1, Sept8 y Pfn2, los cuales codifican proteínas del citoesqueleto neuronal y cuya 
expresión se encuentra enriquecida en el cerebro (Dolat et. al, 2014; Shimoyama et al., 2003; Hu et 
al., 2001). 

 
 La remodelación del citoesqueleto neuronal es fundamental durante la neurogénesis, para 

la polarización, proliferación, migración, diferenciación y maduración neuronal, así como la 
plasticidad neuronal postnatal. Por lo tanto, el citoesqueleto neuronal es la base de la conectividad 
y por consiguiente de la funcionalidad cerebral. No hay información concerniente a la función 
hipotalámica de los tres blancos publicada hasta el momento; sin embargo, se ha relacionado a 
ambas septinas, Sept1, Sept8 con los procesos patogénicos que llevan al desarrollo de la 
enfermedad de Alzheimer (Kinoshita et al, 1998; Kurkinen et al., 2016) y se sabe que Pfn2 es 
importante en la citoarquitectura de las dendritas de neuronas del hipocampo (Michaelsen et al., 
2010). Conocer si los genes Sept1, Sept8 y Pfn2 son blancos funcionales de miR-7 y a su vez 
determinar si su inhibición es necesaria para la diferenciación neuronal, nos ayudará a entender a 
nivel molecular cuál es la posible función de estas proteínas en el citoesqueleto neuronal 
hipotalámico. Esta información contribuirá a conocer más del desarrollo del hipotálamo, lo cual es 
importante desde el punto de vista clínico pues diversos defectos en el desarrollo de éste llevan a 
padecimientos tales como diabetes insípida, hipogonadismo, defectos en el nervio óptico, obesidad, 
retraso mental y otros padecimientos (Michaud, 2001).  
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IV. Hipótesis 
 
MiR-7 controla la dinámica del citoesqueleto durante el proceso de diferenciación neuronal a través 
de regular post-transcripcionalmente a Sept1, Sept 8 y/o Pfn2. 
 
V. Objetivos 
 
V.I Objetivo general 
 
Demostrar que miR-7 controla el grado de diferenciación celular mediante el control post-
transcripcional de los genes que codifican a las proteínas del citoesqueleto SEPT1, SEPT8 y PFN2. 
 
V.II Objetivos particulares 

1. Corroborar que Sept1, Sept8 y Pfn2 son blancos de miR-7. 
2. Demostrar que miR-7 regula la diferenciación neuronal a través de controlar los niveles 

de proteína de SEPT1, SEPT8 y/o PFN2. 

VI. Materiales y métodos 
 
VI.I Cultivo celular 
 
Las células embrionarias hipotalámicas mHypoE-N1, mHypoE-N46 y mHypoA-NPY, así como las 
células de riñón embrionario humano HEK-293 se cultivaron en medio DMEM (Medio Eagle 
modificado por Dulbecco) suplementado al 10% con suero bovino fetal (SFB), 50 U/mL de penicilina 
50 µg/mL de estreptomicina y glutamina al 2 mM, que se mantuvieron en una atmósfera de cultivo 
a 37° C, 5% de CO2 y 90% de humedad. Una vez el cultivo llegó a confluencia, se hizo un pase seriado, 
las células se lavaron con 1 ml de tampón fosfato salino (PBS) y se tripsinizaron durante uno o dos 
minutos a 37°C, tiempo en el que se despegaron del fondo de la caja. Después se añadió un volumen 
de medio DMEM igual al de tripsina para detener la acción de la enzima, se resuspendió la mezcla y 
se obtuvo una alícuota para realizar el conteo celular, utilizando la cámara de Neubauer y el método 
de tinción por exclusión de azul de tripano para contabilizar únicamente células vivas. En base a 
curvas de crecimiento de cada línea celular se determinó la cantidad de células necesarias para 
obtener confluencia en 24 ó 48 h y sembrar las células a dicha densidad. Dicho cultivo fue 
considerado como el pase seriado consecutivo de la línea celular. Para preservar la línea celular se 
congelaron los viales de células, siguiendo el procedimiento de lavado y desprendimiento celular 
por tripsinización antes mencionado, después el contenido total de la caja de cultivo se centrifugó 
y se depositó en un criotubo resuspendiéndose en 10% de DMSO y 90% de SFB. Los criotubos se 
depositaron inmediatamente en hielo seco, se trasladaron a -70°C y a las 48 h a nitrógeno líquido. 
 

También se utilizaron ESCs de ratón llamadas ES-R1, para la obtención de proteína de 
estadios de proliferación y diferenciación. Dichas células fueron diferenciadas a motoneuronas por 
un periodo de 9 días. Las ESC fueron donadas por el Dr. Iván Velasco del Instituto de Fisiología Celular 
de la UNAM. Inicialmente las ESCs fueron mantenidas brevemente en condiciones de proliferación, 
en medio KO DMEM suplementado al 15% con suero fetal de ternera (SFT), 1% de aminoácidos no 
esenciales, 2 mM de glutamax, 55 µM de β-mercaptoetanol y 50 U/mL, de penicilina estreptomicina 
en una incubadora a 37°C, 5% de CO2 y 90% de humedad. Para diferenciarlas se pasó el cultivo a 
cajas de Petri no adherentes, condición bajo la cual las ESCs se diferencian a cuerpos embrioides 
(EBs). Del día 2 al 6 los EBs se cultivaron en presencia de 2 μM de ácido retinoico y 10 μM de 
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purmorfamina, después, en el día 6 se disociaron los EBs y se sembraron sobre cubreobjetos 
cubiertos con poli-L-ornitina y fibronectina en medio neurobasal suplementado en medio N2B27, 
compuesto de medio DMEM-F12 suplementado con N-2 y B-27 y penicilina estreptomicina, en una 
incubadora a 37°C, 5% de CO2 y 90% de humedad por tres días más (Cortes et al., 2016). 
 
VI.II Análisis bioinformático de sitios de unión a miR-7  
 
Se hizo un análisis inicial de los blancos de miR-7 obtenidos por el ensayo de “pull-down” utilizando 
3 herramientas bioinformáticas: miRanda-miRSVR, PITA y TargetScan. MiRanda-miRSVR 
(http://www.microrna.org; Bertel et al., 2010) y PITA (https://www.genie.weizmann.ac.il/pubs/ 
mir07; Kertesz et al., 2007), éstas coinciden en que para su análisis toman en cuenta la unión con la 
semilla, la accesibilidad del sitio en el mRNA y la conservación y la energía libre, pero además PITA 
toma en cuenta la abundancia del sitio de unión, por lo tanto, es la herramienta de análisis más 
completa. Por su parte TargetScan Mouse 7.1 (http://www.targetscan.org/mmu_71/; Lewis et al., 
2005) toma en cuenta la unión con la semilla y la conservación (Peterson et al., 2014). Y miRanda-
miRSVR muestra en su portal dos scores, el primero Phast Cosns que muestra el grado de 
conservación del sitio de unión en la 3’UTR , el cual omitimos pues para esto se utilizó TargetScan, 
y el segundo el miRSV score que es representativo de la fuerza del efecto regulatorio de un miRNA 
en una determinada 3’UTR , y está creado en base a un algoritmo de nueve transfecciones hechas 
en células HeLa que se correlacionan con otros parámetros del contexto en el cual se une el miRNA 
(Bertel et al., 2010). En el programa sólo se introduce el gen blanco y la especie en que se busca; es 
decir, en ratón o Mus musculus. 
 

En el caso de PITA, éste otorga datos termodinámicos de ΔGopen, ΔGduplex y ΔΔG que son 
valores de la accesibilidad del sitio blanco y la unión del miRNA, así como la posición de unión de 
miR-7 a la 3’UTR y el tipo de semilla dado en un formato x:y:z, en el que “x” es el tamaño de la 
semilla, “y” los mismatches y “z” los tipos de unión G:U o wobble. En el programa se introdujo la 
longitud completa de la 3’UTR obtenida de ENSEMBL (http://www.ensembl.org/index.html, versión 
87), así como la de miR-7 obtenida de mirbase (www.mirbase.com, versión 21) y se seleccionó la 
opción de ratón para el organismo analizado. Por último, para el caso de TargetScan Mouse7.1, éste 
muestra sitios blancos conservados buscando regiones conservadas de tipo 8mer, 7mer o 6mer, que 
se unen en las posiciones 2 a 8 de la semilla del miRNA, añadiendo una A en la posición 1 de la 
semilla, es decir en un total de 8 nts y para el 7mer y para 6mer un total de 7 ó 6 nts. Así mismo, se 
muestran algunos sitios poco conservados. Además, TargetScan provee otros datos importantes 
como el score acumulativo llamado context++ referente a la eficacia de unión entre el miRNA y el 
blanco, así como también el PCT que se refiere a la probabilidad de que los blancos estén 
conservados. Para el análisis se introdujo únicamente el nombre del gen de interés en formato de 
ID de gen y por último la familia de miRNAs conservada que se busca, en este caso la familia de 
mmu-miR7-5p, es decir, el miR-7 maduro.  
 
VI.III Análisis del enriquecimiento de vías de señalización en blancos de “pull-down” 
 
El análisis de captura de blancos de miR-7 en la línea celular hipotalámica N1 consistió en el método 
que usa oligonucleótidos de miRNA biotinilados y el uso de perlas cubiertas con estreptavidina para 
la captura del complejo de miR-7 y sus blancos (Lal et al., 2011, Tesis de doctorado Meza-Sosa, 
2014). En este “pull-down” se identificaron un total de 1,323 blancos de miR-7 en el contexto Gene 
SeT AnaLysis Toolkit (www.webgestalt.org) versión 2015 (Zhang et al., 2005) haciendo un análisis 
de vías de enriquecimiento, para la cual se hizo uso de las vías de la Enciclopedia de Kyoto de genes 
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y genomas (KEGG pathways) basándonos en la base de datos para ratón, dándole como entrada los 
registros de Entrez que codifican para proteína. Además, el programa realizó una prueba estadística 
hipergeométrica, que es la prueba por default que el portal realiza para el enriquecimiento y 
ajustando los múltiples valores de p por el método de Benjamini y Hochberg (1995). Finalmente, se 
utilizó un valor de significancia de p>0.5 y se consideró a una vía representativa con un mínimo de 
dos genes por categoría. Los datos analizados arrojan las vías más enriquecidas en orden ascendente 
según su valor p ajustado (adjP) por la prueba de Benjamini y Hochberg, así como el valor crudo de 
p antes del ajuste (rawP). Los otros datos que ofrece el análisis son el número de genes de una 
categoría (C), genes en el conjunto insertado y en la categoría (O), el número esperado en la 
categoría (E) y el grado de enriquecimiento (R). 
 
VI.IV Análisis de enriquecimiento de vías para generar redes de interacción en citoesqueleto 
 
Se utilizó la plataforma para análisis de enriquecimiento de vías llamada Metacore que es parte de 
las herramientas del portal en línea de ThomsonReuters (https://portal.genego.com). En dicha 
plataforma se hizo un análisis de ontología de genes (GO) para generar redes de interacción directa 
entre proteínas a partir de los blancos de miR-7 relacionados con el citoesqueleto. El valor de p 
determinado para la significancia fue de p>0.001. La vía utilizada como base para la red de 
interacción fue la vía de “Citoesqueto- Regulación de rearreglos del citoesqueleto” que fue la 11va 
con valor más alto de p, de los genes que se dieron como entrada 24 son elementos de dicha red y 
únicamente 8 interaccionaron entre sí. Debido a esto se tomó como referencia la red anteriormente 
generada por Webgestalt de modo que por medio de un análisis combinatorio se generó la red final 
de interacción, que fue menor a 50 elementos, generando 28 elementos que interaccionaron entre 
sí (exceptuando Sept1 y Sept8 que se añadieron porque son el objeto de estudio de la presente 
investigación). Si bien la red generada hace interaccionar a los elementos directamente, no todos 
ellos fueron introducidos como “input” o entrada, es decir no todos son blancos de miR-7, 
solamente aquellos que tienen un punto rojo del lado derecho son los que se introdujeron por el 
usuario. Es importante mencionar que la vía de “Citoesqueto- Regulación de rearreglos del 
citoesqueleto” se compone en total de 183 elementos y aquellos elementos de la red que no fueron 
blancos de miR-7, se encuentran incluídos dentro del total de la vía de señalización “Citoesqueto- 
Regulación de rearreglos del citoesqueleto”. El enriquecimiento de vías despliega un total de hasta 
100 vías enriquecidas con los datos introducidos y además otorga datos de el –log(p-value), el valor 
de p, el valor del enriquecimiento de descubrimiento falso (FDR) y un enriquecimiento de los genes 
que uno introduce en el análisis y los genes totales involucrados en una vía. 
 
VI.V Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
VI.V.I 3’UTRs nativas 
 
Una vez que se determinó el sitio de unión de miR-7 a cada uno de nuestros blancos Sept1, Sept8 y 
Pfn2 se diseñaron primers para la amplificación de las 3’UTR en el vector psiCHECK-2; las enzimas 
de restricción utilizadas para clonar las regiones seleccionadas de las 3’UTR fueron XhoI (CTCGAG, 
rojo) sentido y PmeI (GTTTAAAC, rojo) antisentido. El siguiente listado muestra los primers, la 
longitud del primer y del amplicón de cada 3’UTR, y la temperatura específica de amplificación:  

• Sept1  Sentido:  TATTCTCGAGTACCGCCTGTCCTCG   Longitud: 25 nts 

Antisentido:  CGGTTGTTTAAACGGAGGCTTTTCTTGGAG  Longitud: 30 nts 

Amplicón:  217 nts      Temperatura: 64°C  
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• Sept8.1 Sentido: ACACCTCGAGACCCTTCTCCCATAAC  Longitud: 26 nts 

Antisentido: AAAAGTTTAAACAGAGAGGAACCAGGCGAA  Longitud: 30 nts 

Amplicón:  405 nts          Temperatura: 60°C  

• Sept8.2 Sentido: CAACCTCGAGTAGCCAATATATTATTCCA  Longitud: 29 nts 

Antisentido: TCATGTTTAAACTGCACAACAGAGATTAAT Longitud: 30 nts 

Amplicón: 353 nts      Temperatura: 60°C  

• Pfn2 Sentido: GCTACTCGAGCTGTTAAGTATTAGGGGAAA Longitud: 30 nts 

Antisentido: GAAAGTTTAAACGTACAGAGGCATGCACTT Longitud: 30 nts 

 Amplicón:  542 nts     Temperatura: 60°C  

Los oligonucleótidos para Sept8 fueron dos pares para amplificar semillas separadas por 
aproximadamente 2000 nts por lo cual se llamaron Sept8.1 y Sept8.2. Para las reacciones de PCR se 
utilizó 1.25 unidades de la amplificasa de BioTecMol, 1x del buffer de reacción y 1x de MgCl2, 1 
pimol/µl de oligonucleótidos sentido y antisentido y utilizando como templado base para la 
amplificación 100 ng de DNA genómico de ratónes adultos C57BL/6J en un volumen de 25 µl de 
reacción. El programa para la amplificación en el termociclador fue el siguiente: 

• Desnaturalización inicial de 95°C durante 5 min 

• Denaturalización de 95°C durante 45 seg 

• Alineamiento específico para cada 3’UTR durante 30 seg                por 35 ciclos 

• Extensión de 72°C durante 1 min por un total de 35 ciclos  

• Extensión final de 72°C durante 7 minutos.  

Las temperaturas de alineamiento de las 3’UTR se determinaron a partir de hacer una 
estandarización con un gradiente de temperatura de 58°, 60°, 62°, 64°, 66° y 68°C, a partir de esto 
se observó en cuál temperatura la amplificación fue mejor y en base a ello se fijó el alineamiento 
para cada producto. 
 
VI.V.II 3’UTRs mutagénicas 
 
Para determinar la especificidad de la unión de miR-7 a la 3’UTR nativa de los mensajeros de Sept1, 
Sept8 y Pfn2 se generaron 3’UTRs mutantes. Se diseñaron oligonucleótidos para introducir 
mutaciones en el sitio de la 3’UTR en donde se une la semilla de miR-7, siguiendo las instrucciones 
del fabricante del kit “QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit” (Agilent Technologies). Se 
mutaron 2 nucleótidos de un codón, de modo que la complementariedad entre la 3’UTR y el miR-7 
se modificó, apareándose menos nucleótidos entre ambos, interrumpiendo de este modo la 
interacción del miRNA y la 3’UTR correspondiente. A continuación, se enlistan los oligos 
mutagénicos con el prefijo MUT, los dos nucleótidos mutados señalados en rojo, la región de la 
semilla subrayada en amarillo y se la longitud de ambos:  

• MUT-Sept1  Sentido:         CCATCCGACTTCGTCACCCGCGCGGCTCTAAG  

Antisentido: CTTAGAGCCGCGCGGGTGACGAAGTCGGATGG   

Longitud: 32 nts 

• MUT-Sept8.1  Sentido: TCCAGAGCCGGTGGCTGAACTTCCATTTACAGTGTC       
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Antisentido: GACACTGTAAATGGAAGTTCAGCCACCGGCTCTGGA     

 Longitud: 36 nts 

• MUT-Sept8.2  Sentido:   TGCAATTTCTAGAGTTTAAGATCGACCCATCGGCTGTGGCAA      

Antisentido: TTGCCACAGCCGATGGGTCGATCTTAAACTCTAGAAATTGCA    

Longitud: 42 nts 

• MUT-Pfn2 Sentido: TCCTTGGCTCATCTAGTCTGTCTTTTGTAGCGCATGGTTG               
  Antisentido: CAACCATGCGCTACAAAAGACAGACTAGATGAGCCAAGGA    

 Longitud: 40 nts 

VI.VI Electroforesis de DNA en gel 
 
Los productos de PCRs y digestiones diagnósticas se separaron en un gel de agarosa al 1% en buffer 
TBE (Tris-boratos- EDTA) 0.5x o bien en buffer TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA) diluidos en agua destilada 
(preparados según Sambrook et al., 2001) utilizando como buffer de corrida el mismo buffer 1x y 
corriendo el gel en un voltaje de 100 volts. Para visualizar el DNA se tiñó el gel en una solución de 
Bromuro de Etidio en una concentración de 1 µg/µl durante diez minutos, para posteriormente 
obtener la imagen del gel mediante un transiluminador de luz UV (BioRad).  
 
VI.VII Purificación de DNA 
 
Después de realizar la tinción y visualización de las bandas del DNA de interés, éstas se cortaron 
tratando de minimizar el volumen del gel y se introdujeron en tubos eppendorf con buffer especial 
para disolver el gel. Posteriormente, se siguió el protocolo para la purificación del DNA utilizando el 
kit “GeneJET Gel Extraction Kit”. El DNA final se eluyó en el buffer proporcionado por el kit y 
posteriormente se cuantificó lo obtenido por medio de nanodrop.  
 
VI.VIII Obtención de clonas  
 
VI.VIII.I Obtención de clonas recombinantes nativas (digestión, ligación y transformación) 
 
El vector que se utilizó para clonar fue psiCHECK-2 (Promega), este vector permite ligar la 3’UTR de 
interés río abajo del gen de luciferasa de Renilla, por lo cual, la actividad bioluminiscente de dicha 
enzima es tomada como el valor de lectura de actividad de luciferasa experimental, y en otro marco 
de lectura se encuentra el gen de luciferasa de Firefly que se considera un control interno de 
transfección. Además, el vector cuanta con el gen de ampicilina Amp como antibiótico de selección 
de clonas y diversas enzimas que cortan dejando extremos cohesivos (Figura 11.A). Se usaron las 
enzimas XhoI y PmeI (New England Biolabs) para digerir el vector y las 3’UTRs utilizando para ambas 
digestiones un mismo buffer compatible sin actividad estrella por un lapso de 2 h en un baño maría 
a 37°C, siguiendo las instrucciones del fabricante (New England Biolabs). 
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11.A       11.B 

 

 
Figura 14. Vector psiCHECK-2 para clonación de 3’UTRs nativas. (A) Se muestra esquematizado el mapa del vector 
psiCHECK-2 cuya longitud es de 6,237 pb, haciendo énfasis en los sitios de restricción utilizados, es decir, XhoI y PmeI 
(recuadro rojo). (B) Vector circular y linearización por digestión doble del vector psiCHECK-2 con las enzimas XhoI y 

PmeI. 

 
Después de cada digestión los productos se corrieron por electroforesis en un gel de agarosa 

al 1% para rectificar la linearización del vector (Figura 11.B) y para confirmar la calidad de las 
digestiones revisando no haya degradación de los productos. Cuando se tuvieron los insertos y 
vector digeridos adecuadamente se procedió a la ligación de los productos de las 3’UTRs de Sept1, 
Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2 con el vector utilizando una relación 5:1 inserto:vector y haciendo uso de la 
T4 DNA ligasa (Fermentas) e incubando toda la noche a temperatura ambiente. Cada 3’UTR ligada 
al vector generó un tamaño diferente al vector vacío, según el tamaño del inserto (Figura 12). El 
vector vacío tiene un tamaño de 6,273 nts, mientras que psiCHECK2 ligado a Sept1 tiene un tamaño 
de 6,461 nts (Figura 12.A), ligado a Sept8.1 de 6,645 nts (Figura 12.B), a Sept8.2 de 6,593 nts (Figura 
12.C) y a Pfn2 de 6,782 nts (Figura 12.D).  

 
 La transformación de colonias se hizo en cepas quimiocompetentes de E. coli DH5α de las 
cuales se utilizaron 100 µl, se les agrego 5 µl de vector con inserto ligado (psi-Sept1, psi-Sept8.1, psi-
Sept8.2 y psi-Pfn2). Los controles para las transformaciones fueron el vector vacío con y sin ligasa, 
controles positivo y negativo respectivamente. Dichos tubos se incubaron por 20 min en hielo, 
inmediatamente después se les dio un shock térmico de 45 seg, seguido por 2 min en hielo. 
Posteriormente se incubó la alícuota de transformación con 900 µl de medio LB (Luria-Bertani) 
líquido a 37°C en agitación constante durante 1 hora. Una vez transcurrida la hora de recuperación 
se plaquearon 200 µl de la transformación del vector con el uso de perlas de vidrio en cajas de LB 
adicionado con ampicilina 100 µg/ml para la selección de las colonias. Dichas cajas se incubaron 
toda la noche en el horno a 37°C. A la mañana siguiente se seleccion 3 colonias de cada 3’UTR 
transformada, cada una de las cuales se inoculó en 5 ml de medio LB adicionado con ampicilina (100 
µg/ml) y se dejó crecer toda la noche. Al día siguiente a partir de este inóculo se hizo una miniprep 
y a partir de ella se siguieron dos estrategias para corroborar la presencia del inserto en el vector. 
La primera fue tomar 1 ng de DNA plasmídico y a partir de este amplificar la 3’UTR por PCR y la 
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segunda fue hacer una restricción diagnóstica de dicho producto amplificado para revisar la 
identidad del inserto. Cuando se amplificó el producto del tamaño adecuado y la restricción 
diagnóstica resultó correcta, los insertos se mandaron a secuenciar para confirmar la presencia del 
inserto de la 3’UTR de Sept1, Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2 en el vector psiCHECK-2. 

 
 
12.A Sept1     15.B Sept8.1 

 
15.C Sept8.2     15.D Pfn2 

 
Figura 12. Se muestra el mapa del vector psiCHECK-2 con cada uno de los fragmentos de 3’UTR nativas Sept1 (A), Sept8.1 
(B),  Sept8.2 (C) Pfn2 (D), clonadas en amarillo río abajo del gen de luciferasa de Renilla (morado); también se muestra 
esquematizado el promotor SV40 y T7, el sitio de poliadenilación de SV40 SV40pA, el gen de resistencia a ampicilina, el 
origen de replicación Col E1 y el gen de luciferasa de Firefly (morado), así como los sitios de restricción utilizados XhoI y 
Pme en azul y por último la longitud de cada vector en pares de bases (pb). 
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VI.VIII.II Obtención de clonas recombinantes mutantes 
 
Inmediatamente después de haber realizado la PCR mutagénica, el producto se digirió con 1 µl de 
la enzima DpnI, como indicó el fabricante del kit mutagénico, durante 1 h en un baño maría a 37°C; 
dicho procedimiento tiene el propósito de digerir ADN parental metilado o hemimetilado que se 
usó como templado, de manera que únicamente queda integro el ADN que contiene las mutaciones 
que se diseñaron. Después de la digestión, transformamos el vector del mismo modo que el vector 
de las 3’UTR nativas (Figura suplementaria 4). 
 
VI.VIII.III Obtención de clonas con vector de disrupción de gen letal 
 
Inicialmente no se pudo clonar el gen de Sept1 en el vector psiCHECK-2, por lo que se clonó como 
DNA pasajero en el vector pJET1.2/blunt de 2,974 pb (Figura 13), en el cual se utiliza el método de 
interrupción de un gen letal. Con este método, solo las bacterias transformadas con plásmidos 
recombinantes pueden formar colonias. Y aquellas moléculas del vector que no disponen de inserto 
de la 3’UTR de Sept1 son letales para la bacteria E. coli. Es decir, el gen letal proporciona una 
selección positiva del vector con inserto; por lo tanto, en este método no es necesario utilizar 
controles de ligación. El mapa del vector muestra que el inserto de Sept1 (Figura 13.A) se introduce 
en el sitio de clonación múltiple que cuenta con diversos sitios de restricción. Los plásmidos que se 
obtuvieron de la ligación de Sept1 en el vector pJEt1.2/blunt se caracterizaron por digestión con la 
enzima de restricción BglII para liberar el fragmento de 3’UTR ligado y confirmar que la ligación fue 
exitosa (Figura 13.B). Estos fragmentos fueron purificados del gel y posteriormente fueron digeridos 
con las enzimas de restricción XhoI y PmeI para ser clonados dentro del vector psiCHECK-2, 
siguiendo la estrategia utilizada para los vectores de Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2. Se caracterizó que la 
ligación dentro del vector psiCHECK-2 fuese correcta mediante una digestión diagnóstica con la 
enzima BamHI que genero dos fragmentos de tamaños 2,913 y de 3,548 nt (Figura 13.C, carril 1 y 
2), mientras que en el último carril (Figura 13.C), se observa el vector psiCHECK-2 vacío que se corta 
solo en un sitio con la enzima BamHI y por lo tanto sólo se lineariza. Al igual que con las previas 
clonas, habiendo confirmado la presencia del inserto se mandó a secuenciar el plásmido 
recombinante a la Unidad de Síntesis y Secuenciación del IBt. La secuencia obtenida se alineó con la 
secuencia esperada para el respectivo gen de Sept1 usando ClustalX y la alineación fue perfecta 
incluyendo el sitio semilla (Figura suplementaria 4, recuadro rojo). 
 
13.A      16.B     16.C 
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Figura 13. (A) Se muestra el mapa del vector pJET1.2/blunt esquematizado que muestra el promotor T7, el sitio, el origen 
de replicación Col E1 y el gen de resistencia a ampicilina y en naranja los dos sitios de restricción utilizados para constatar 
la presencia del inserto de la enzima BglII así como la longitud del vector que es de 3,205 pb. (B) Digestión con enzima 
BglII del vector vacío V o Ctrl- linearizado y colonias recombinantes de Sept1 de la A a la F. (C) En los dos primeros carriles 
del gel de agarosa se pueden observar las colonias recombinantes R o F que se digirieron con BamHI generando los 
fragmentos de 2,913 y de 3,548 nt, mientras que en el último carril V se observa el vector psiCHECK2 vacío que se corta 
sólo en un sitio con la enzima BamHI y por lo tanto sólo se lineariza. Los productos se resolvieron en geles de agarosa al 
1% y fueron teñidos con BrEt. PM, peso molecular; Col, colonias y V, vector vacío. 

 
VI.VIII.IV Restricción diagnóstica  
 
Para identificar los fragmentos clonados dentro de los vectores se llevaron a cabo restricciones 
diagnósticas, que cortaran en algún punto medio los insertos de tal manera que antes de la 
secuenciación se tiene una certeza de que el fragmento clonado es el adecuado. Para dichas 
restricciones se utilizaron diferentes enzimas,  se digirió un total de 2 µg de DNA plasmídico en un 
volumen total de 30 µl con una concentración de 1x de buffer y 1 µl de la enzima correspondiente 
durante 2 h en baño maría a 37°C. Posteriormente se revisó la identidad de los fragmentos por 
medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1% y se comparó contra un marcador de peso 
molecular. Posterior a este paso se purificó y secuenció el vector con el inserto deseado. 
 
VI.IX Purificación y secuenciación 
 
Para mandar a secuenciar cada inserto clonado en el vector psiCHECK-2, ya sea una 3’UTR nativa o 
una 3’UTR mutagénica se hizo una miniprep utilizando el kit Gene Jet Plasmid Miniprep Kit (Thermo 
Scientific). Se cuantifico el DNA plasmídico limpio y se resuspendieron 300 ng de éste en 15 µl de 
agua MilliQ. A esta alícuota se le añadierón 1 µl de oligo sentido o antisentido a una concentración 
10 pimol/µl para su secuenciación. Una vez secuenciadas, cada secuencia se alineó con la secuencia 
teórica diseñada utilizando el programa ClustalX y se comprobó que las secuencias enviadas para 
cada 3´UTR eran correctas. 
 
VI.X Transfecciónes 
 
VI.X.I Cotranfección de miRNAs, 3’UTRs y ensayos de luciferasa 
 
Las transfecciones para lectura de luciferasa fueron todas cotransfecciones de miRNAs clonados en 
el vector pcDNA3.1 (Invitrogen) y 3’UTRs nativas o mutantes clonadas en el vector psiCHECK-2 
(Promega). Para las cotransfecciones se sembró en cajas Petri de 35 mm un total de 375mil células 
mHypoE-N1; para cada condición de cotransfección se sembraron dos cajas Petri.  Dicha cantidad 
de células llegó a confluencia de 80 a 90% después de 48 h de haber sido sembradas. Una vez en 
dicha confluencia las células se lavaron con 500 µl de PBS 1x y el medio de cultivo se cambió por el 
mismo medio DMEM, pero sin suplementar. Para cada caja de Petri se prepararon: 

• 3 µl de lipofectamina más 47 µl de medio DMEM no suplementado, que se dejó incubar 5 
min a temperatura ambiente.  

• 100 ng de vector vacío psiCHECK-2, o de las 3’UTRs nativas correspondientes más una 
cantidad creciente de 200, 400, 800 y 1000 ng de pcDNA3.1, miR-7 o miR-881.  
Dependiendo de la cantidad de µl que sumaran ambos vectores en cada caso se completó 
el volumen a 50 µl de la mezcla de ambos vectores con medio DMEM no suplementado y 
se dejó incubar 20 min a temperatura ambiente.  
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La mezcla total de 100 µl de transfección fue agregada a cada caja de cultivo identificada con 
los vectores correspondientes y se incubó durante 4 h en la incubadora a 37°C, 5% de CO2 y 90% de 
humedad. Una vez que transcurrió el tiempo se quitó el medio de cultivo DMEM no suplementado 
y se agregó medio DMEM suplementado al 10% y adicionado con antibióticos y glutamina como se 
indica en el apartado de cultivo celular. Dos días después de la transfección, al cumplirse 48 h, las 
células se lavaron con 500 µl de PBS y consecutivamente se cosecharon agregándoles 100 µl de 
buffer de lisis y raspando el contenido de cada caja. Siguiendo las instrucciones del kit de “Dual-
Luciferase Reporter Assay System” el contenido de cada tubo se centrifugó para separar únicamente 
a las proteínas de la lisis celular, y con 5 µl de dicho lisado y 15 µl del buffer lisis se procedió a leer 
cada luciferasa en el luminómetro, cada una con 100 µl de su respectivo buffer. Para calcular las 
RLUs se utilizó la siguiente formula:  

 

RLUs=
MUESTRA∗miRX(Renilla/Firefly)/MUESTRA∗pcDNA(Renilla/Firefly)

CONTROL∗miRX(Renila/Firefly)/CONTROL∗pcDNA(Renilla/Firefly)
 

 
En la cual “MUESTRA” se refiere a una 3’UTR ya sea Sept1, Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2, y 

“CONTROL” a psiCHECK2 vacío y se normalizaron tomando los valores de pcDNA vacío como 1. Este 
diseño inicial se hizo para estandarizar en que concentración de miR-7 las unidades relativas de 
luciferasa disminuyen más. Una vez teniendo los resultados se fijaron las dos mejores cantidades de 
miR-7 para cada 3’UTR: 

• Pfn2: 400 y 800 ng de miR-7. 

• Sept1, Sept8.1 y Sept8.2: 800 y 1000 ng de miR-7. 

A partir de dichas concentraciones se hicieron los experimentos por triplicado para determinar la 
significancia estadística de cada cotransfección y adicionalmente se agregó la 3’UTR mutante a cada 
experimento para determinar la especificidad de la respuesta de cada 3’UTR y medir las unidades 
relativas de luciferasa de cada caso.  
 
VI.X.II Tranfección de miRNAs y 3’UTRs para ensayos de Western-blot 
 
El otro experimento de transfección realizado fue una transfección únicamente con pcDNA3.1, miR-
7 en cantidades crecientes y miR-881 bajo las mismas condiciones de las cotransfecciones. El 
objetivo de este experimento fue realizar la transfección de miR-7 y ver su efecto a nivel de 
traducción mediante el análisis de estas por Western-blot. A diferencia del apartado anterior, las 
proteínas de dichos experimentos se extrajeron en otro buffer de lisis indicado en el apartado de 
Western-blot. Las concentraciones utilizadas para el vector fueron las siguientes: 

• pcDNA3.1: 200ng 

• miR-7:250, 500, 1000 y 2000ng 

• miR-881: 1000ng 

Las concentraciones cambian respecto a las de los ensayos de luciferasa para representar un 
aumento en múltiplos de 250ng. 
 
VI.XI Extracción de proteína y Western-blots 
 
Se hicieron Western-blots extrayendo proteína de diferentes líneas celulares, una vez teniendo un 
90% a 100% de confluencia, se quitó el medio de la caja y se lavó con 500 µl de PBS, después se 
retiró el PBS la caja y se le agregó 200 µl de cocktail de extracción de proteínas compuesto de: 
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inhibidor de proteasas Complete 10x (Roche), suplementado con Ortovanadato 100mM, PMSF 1 
µM, y DTT 0.1M, y diluído en medio TLB (Triton Lysis Buffer). Cada caja de cultivo se raspó con un 
cosechador de células, se centrifugó su contenido y se recuperó únicamente el sobrenadante de la 
lisis celular. Mediante una curva estándar de BSA se determinó la concentración de proteínas de 
cada sobrenadante por el método de Bradford y se hicieron cálculos para obtener los µg de proteína 
necesaria para el ensayo. 
 

Las proteínas fueron resueltas en geles de 12.5% de acrilamida y un amperaje de 35mA por 
gel. Después se hizo una transferencia húmeda a membranas de nitrocelulosa usando un voltaje de 
100 volts durante 90 min. Después de la transferencia la membrana de nitrocelulosa se tiñó con rojo 
de Ponceau para observar las proteínas y la calidad de la transferencia; posteriormente la 
membrana se dejó bloqueando en leche baja en grasa al 5% en TBS 1x y Tween-20 0.1% durante 1 
h. Pasado esto, la membrana se incubó con los anticuerpos primarios, SEPT1 (T-16, goat), SEPT8 (C-
5, mouse), PFN2 (4K-6, mouse) y ACTINA (I-19, goat) todos de Santa Cruz, durante toda la noche a -
4°C. Al siguiente día la membrana se incubó con el anticuerpo secundario durante 1 hora a 
temperatura ambiente. La membrana se reveló utilizando los sustratos Western Lightning Plus-ECL 
(Perkin Elmer Inc) y films radiográficos (Kodak Films). Para hacer el análisis por densitometría en el 
experimento de las transfecciones de miR-7, se utilizó el software de Image Lab (Bio Rad) para 
obtener los valores de intensidad de cada banda que generaron las proteínas analizadas SEPT1, 
SEPT8 y PFN2 y su respectiva ACTINA. El cálculo se hizo dividiendo la intensidad de la banda de 
proteína entre su respectivo control de carga y normalizando a 1 los valores de las células 
transfectadas con el vector vacío, es decir, pcDNA3.1. 

 
VI.XII Extracción de RNA, transcripción reversa y qPCR de miR-7 
 
Se extrajo RNA de células embrionarias hipotalámicas mHypoE-N1 y mHypoE-N46, células 
hipotalámicas adultas mHypoA-NPY, dos líneas de neuroblastoma de ratón N2A y de humano 
SYHY5Y, así como células embrionarias humanas de riñon HEK-293. La extracción se hizo siguiendo 
un método modificado de Chomczinski y Sacchi (1987), utilizando tiocianato de guanidina y 
extracción con fenol cloroformo. El RNA extraído se cuantificó por nanodrop, para tomar 
únicamente 1 µg de RNA de cada línea celular el cual fue poliadenilado y retrotranscrito por medio 
del kit NCode miRNA First-Strand cDNA Synthesis siguiendo las instrucciones del fabricante 
(Invitrogen). Como control de la retroranscripción se utilizó unicamente1 µg de RNA, pero no se le 
agrego retrotranscriptasa. A partir del cDNA generado se tomó 1 µl y se le añadió 300 nM de oligo 
sentido y 200 nM de antisentido. El oligo antisentido lo provee el kit Ncode antes mencionado y se 
considera un oligo universal (Invitrogen), el oligo sentido se diseñó así: 

• miR-7a   Sentido:  TGGAAGACTAGTGATTTTGTTGT   Longitud: 23 nts 

Universal: GTGCAGGGTCCGAGGT     Longitud: 16 nts 

Además, se usó a la proteína del spliceosoma U6 como control interno de la amplificación, para lo 
cual se usaron los oligos reportados previamente por Visionte y colaboradores (2006): 

• U6   Sentido:  TGGAAGACTAGTGATTTTGTTGT   Longitud: 23 nts 

Universal: GTGCAGGGTCCGAGGT     Longitud: 16 nts 
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El qPCR se realizó siguiendo las instrucciones del kit Maxima SYBR Gren/ROX qPCR Master Mix 
2x (Thermo Scientific) y utilizando el siguiente programa:  

• Desnaturalización inicial de 95°C durante 10 min 

• Denaturalización de 95°C durante 15 seg 

• Alineamiento a 62°C durante 30 seg                   por 40 ciclos 

• Denaturalización de 95°C durante 15 seg 

• Curva de fusión de 60°C a 90°C aumentando en 0.5°C 

Los resultados de la expresión de miR-7 se reportaron en términos de 2-ΔΔCt, usando al RNA pequeño 
U6 como control interno y a HEK-293 como muestra calibradora ajustada a 1. 
 

VI.XIII Análisis estadístico 

En aquellos resultados en los que la n es mayor a uno (n=2 o n=3) presentan sus datos como 
promedio ± error estándar (SEM). Se hicieron pruebas estadísticas para determinar la significancia 
de las medias. La prueba de Tukey para las lecturas de luciferasa en donde *p≤0.05, **p≤0.01 y 
***p≤0.0001. Y para los Westen-blots se utilizó la prueba de t de Student en donde *p≤0.05. Las 
gráficas y los análisis se hicieron utilizando el software de estadístico de Prisma.  
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VII. Resultados  
 
VII.I La regulación del citoesqueleto es una vía representativa de los genes blanco de miR-7 
 
El análisis de “pull-down” realizado en un contexto neuronal hipotalámico embrionario dio como 
resultado un total de 1,323 genes blanco de miR-7, los cuales se introdujeron en dos plataformas de 
análisis diferentes para determinar de qué procesos o vías de señalización forman parte. El primer 
análisis realizado fue un enriquecimiento de vías de señalización por medio del uso de la 
Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas (KEGG) utilizando el software en línea de Webgestalt 
(www.webgestalt.org). Este programa analiza un conjunto de genes y los incluye en diferentes vías 
de señalización acorde a su anotación. Introduciendo el total de genes se obtuvo que estos 
participan en un total de 28 vías (Tabla 2). El análisis de KEGG proporciona los siguientes datos: 
número de genes de una categoría (C), genes en el conjunto insertado y en la categoría (O), el 
número esperado en la categoría (E), el grado de enriquecimiento (R) y el valor de p crudo sin ajuste 
para los múltiples análisis (rawP) y los de p ajustados (adjP) para integrar los valores de significancia 
de los diferentes grupos por el método de Benjamini y Hochberg (Tabla 2). El valor estadístico de p 
se ajustó a un valor de p>0.05, los resultados se encuentran en el orden del menor al mayor valor 
de p ajustado (adj p). Notablemente, en los resultados se observó enriquecida una vía del 
citoesqueleto, el cual es de nuestro interés específico. Además, entre las primeras tres vías con 
mayor valor de significancia se encuentran respectivamente la vía de señalización de insulina, la vía 
de señalización de MAPK (proteínas cinasas activadas por mitógenos) y un tipo de cáncer (Figura 
11). De entre las primeras 10 vías señaladas la “Vía de señalización de neurotrofinas“ muestra la vía 
más relacionada con la neurogénesis representada en el total de los 1,323 blancos, puesto que éstas 
son indispensables en el desarrollo por su papel en favorecer la sobrevivencia de las neuronas 
(Oppenheim, 1989); ninguno de nuestros blancos se incluye en esta vía, pero sus resultados llevan 
a la modificación del citoesqueleto de actina pues las neurotrofinas favorecen el crecimiento y 
direccionamiento axonal así como la sinapsis (KEGG). 

 
La vía de interés principal que apareció en el enriquecimiento de las vías de KEGG 

relacionada con la diferenciación neuronal por medio de cambios del citoesquelet,o fue la 
“Regulación del citoesqueleto de actina”, la cual contiene a las profilinas incluída Pfn2 y está 
localizada por sus valores de significancia en el lugar 23 (Tabla 2), con un valor de p crudo de 5.2X10-

3  y de p ajustado de  0.033, con 19 miembros distribuidos en 13 elementos de la vía (Figura 
suplementaria 1) dentro de un total de 215 genes. Dentro de la vía de señalización se muestran en 
rojo los genes que resultaron blancos de miR-7 en el ensayo de “pull-down” y forman parte de la 
regulación del citoesqueleto de actina (Figura 14), según la anotación de KEGG. Ahora bien, dentro 
de cada elemento en la vía hay diferentes miembros y sólo algunos son parte del conjunto 
introducido de genes blanco de miR-7; por ejemplo, dentro del elemento de profilina se encuentran 
las cuatro formas de profilina, pero sólo la Pfn2 resultó ser blanco de miR-7 en el ensayo de “pull-
down” (Figura suplementaria 1). Las septinas no se encontraron mencionadas en la vía de 
remodelación de actina anotada por KEGG, pero modificando el valor de significancia de p a p>0.1 
se volvió a realizar el análisis y se encontró a Sept1 dentro de la vía llamada “Invasión bacteriana de 
células epiteliales” (Figura 15) en la posición 37 (no mostrado). Como se ha mencionado antes, el 
hecho de que las septinas no se hayan encontrado en la vía de “Remodelación de la actina” no 
quiere decir que no tengan función en esta vía, sólo que específicamente se desconoce la función 
de ambas, Sept1 y Sept8, en el funcionamiento de los microfilamentos y por lo tanto no se 
encuentran aún anotadas específicamente en esta vía. Si se observa la Figura 15 se puede identificar 
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que la Sept1 se encuentra relacionada en ese contexto con la polimerización de actina; lo cual ha 
sido demostrado solo en el contexto de la infección por Listeria monocytogene (KEGG).  

 
 

# Nombre de la vía C O E R rawP adjP 

1 Vía de señalización de insulina 137 20 6.31 3.17 4.88E-06 0.0005 

2 Vía de señalización de MAPK 268 30 12.35 2.43 7.22E-06 0.0005 

3 Cáncer de próstata 89 14 4.10 3.41 5.44E-05 0.0028 

4 Proteólisis mediada por ubiquitinas 139 17 6.40 2.65 2.00E-04 0.0043 

5 Cáncer de células no-pequeñas de pulmón 55 10 2.53 3.95 2.00E-04 0.0043 

6 Cáncer de células pequeñas de pulmón 86 13 3.96 3.28 2.00E-04 0.0043 

7 Fagocitosis mediada por F gamma R 90 13 4.15 3.14 2.00E-04 0.0043 

8 Vía de señalización de neurotrofinas 130 16 5.99 2.67 3.00E-04 0.0057 

9 Biosíntesis de glicosaminglicanos - keratán 

sulfato 

15 5 0.69 7.24 4.00E-04 0.0068 

10 Vía de señalización de quimiocinas 183 19 8.43 2.25 8.00E-04 0.0101 

11 Glioma  66 10 3.04 3.29 8.00E-04 0.0101 

12 Vía de señalización del receptor de células B 76 11 3.50 3.14 7.00E-04 0.0101 

13 Factores de transcripción basales 35 7 1.61 4.34 9.00E-04 0.0105 

14 Vías relacionadas con cáncer 322 28 14.83 1.89 1.00E-03 0.0109 

15 Endocitosis 219 21 10.09 2.08 1.30E-03 0.0132 

16 Vía de señalización de Jak-STAT 153 16 7.05 2.27 1.90E-03 0.0181 

17 Vía de señalización de ErbB 87 11 4.01 2.74 2.10E-03 0.0181 

18 Cáncer colorectal 63 9 2.90 3.10 2.30E-03 0.0194 

19 Cáncer endometrial 52 8 2.40 3.34 2.50E-03 0.0200 

20 Reparación de escisión de nucleótidos 43 7 1.98 3.53 3.30E-03 0.0251 

21 Leucemia aguda mieloide 57 8 2.63 3.05 4.40E-03 0.0318 

22 Cáncer pancreático 71 9 3.27 2.75 5.20E-03 0.0329 

23 Regulación del citoesqueleto de actina 215 19 9.90 1.92 5.20E-03 0.0329 

24 Biosíntesis de glicosilfosfatidilinositol 25 5 1.15 4.34 5.10E-03 0.0329 

25 Uniones gap 88 10 4.05 2.47 7.20E-03 0.0421 

26 Guía de axones 130 13 5.99 2.17 7.00E-03 0.0421 

27 Vía de señalización de VEGF 76 9 3.50 2.57 8.10E-03 0.0456 

28 Vías metabólicas 1175 72 54.13 1.33 8.60E-03 0.0467 

Tabla 2. Vías de señalización enriquecidas en blancos de miR-7 analizadas con KEGG. Haciendo uso de la Enciclopedia de 
Kyoto de genes y genomas se analizó el total de blancos de miR-7 que resultó en 28 vías de señalización las cuales se 
encuentran ordenadas tomando en cuenta su valor de p crudo (rawP) y ajustado (adjP). Además, se proporcionan el 
número de genes de una categoría (C), después los números de genes en el conjunto dado y en la categoría (O), el número 
esperado en la categoría (E), el grado de enriquecimiento (R). 
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Figura 14. Elementos de la vía de “Regulación del citoesqueleto de actina” obtenidos por KEGG pathways, en rojo se 
muestran los elementos que son parte de los 1,323 blancos del “pull-down” de miR-7. 
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Fig 15. Vías de enriquecimiento “Invasión bacteriana de células epiteliales”. Elementos de la vía “Invasión bacteriana de 
células epiteliales” obtenidos por KEGG pathways, con el texto en rojo se muestran los elementos que son parte de los 
1,323 blancos del pull-down de miR-7. Los demás valores obtenidos en dicha vía fueron C=70; O=8; E=3.22; R=2.48; 
rawP=0.0149; adjP=0.0612, donde C es el número de genes de una categoría, O el número de genes en el set dado y en la 
categoría, E el número esperado en la categoría, R el enriquecimiento, rawP el valor crudo de p antes del ajuste y adjP el 
valor de p ajustado por la prueba de Benjamini y Hochberg. 

Tomar en cuenta sólo una base de datos para el enriquecimiento de blancos es inadecuado, 
puesto que revisando otras bases se pueden encontrar anotaciones diferentes; por dicha razón 
decidimos usar la plataforma de Metacore disponible en el portal online de ThomsonReuters 
(https://portal.genego.com). El valor estadístico de p se ajustó a un valor de p>0.001, es decir, un 
valor con mayor significancia que el obtenido por KEEG, bajo el cual la vía “Citoesqueleto, regulación 
de rearreglos del citoesqueleto” (Tabla 3) apareció enriquecida en la posición número 11. Arriba de 
dicha vía hay diversos procesos relacionados con la transición de G1 a S del ciclo celular (Tabla 3), 
esta etapa es importante en la neurogénesis, pues en ella se arrestan los NPCs que son células 
postmitóticas para de tal modo dejar de dividirse, quedar en G0 e iniciar su diferenciación (Cui et 
al., 2014). La expresión de interleucina 2 (IL-2) se relaciona con los procesos de neurogénesis del 
hipocampo y el septum, pues ratones “knockout” para IL-2 muestran defectos en la citoarquitectura 
de esas dos regiones del cerebro, así como una reducción en los niveles de BDNF y un aumento de 
NGF (Beck et al., 2005). Igualmente, arriba de la posición 11 se encontraron vías relacionadas con 
genes antiapoptóticos como las MAPK que se asegura de que los NPCs postmitóticos no mueran y 
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por lo tanto puedan seguir el programa de diferenciación al cual se han comprometido y la 
señalización mediada por JAK/STAT que además de ser antiapoptótica es importante en el SNC pues 
participa en procesos de proliferación neuronal, como en el caso de JAK2 o de diferenciación en el 
caso de JAK3 (Lu et al., 2006; Nicolas et al., 2013).  

 
La vía de enriquecimiento “Citoesqueleto, regulación del rearreglo del citoesqueleto” se 

compone por un total de 183 genes, dentro de los que sólo 24 son parte de los 1,323 blancos de 
miR-7. Esta vía tiene un valor de p de 2.22X10-4, un FDR de 3.732X10-3 y un –log(p-value) aproximado 
de 3.7 (Tabla 3). Para su mayor estudio, la vía se analizó utilizando el enriquecimiento de vías y 
formación de redes con interacciones directas, a partir de ellas se generó una red (Figura 16), en la 
que se observa que los 24 genes se establecen como 17 elementos en la interacción y no todos estos 
interaccionan directamente. Únicamente ocho genes situados dentro del citoplasma interactuaron; 
por otro lado, también lo hicieron dos localizados en el citoplasma y la membrana (Figura 16). La 
lista de los 24 genes y los elementos que representan en la red se enlista en la Figura suplementaria 
2 con números romanos. 

 
# Nombre de la vía p-value FDR Set / Total 

1 Ciclo celular G1-S, regulación de factores de 

crecimiento  

1.39 E-07 2.18 E-05 32/195 

2 Desarrollo hematopoyesis, vía de la eritropoyetina 4.94 E-06 2.38 E-04 23/136 

3 Regulación del inicio de la traducción 

 

5.30E-06 2.38 E-04 22/127 

4 Ciclo celular G1-S, regulación de interleucinas 6.05 E-06 2.38 E-04 22/128 

5 Inflamación, señalización de IL-2 

 

1.06 E-05 3.32 E-04 19/104 

6 Apoptosis, anti-apoptosis mediada por señalización 

externa vía de MAPK y JAK/STAT 

2.09 E-05 5.46 E-04 26/179 

7 Apoptosis, mitocondria apoptótica 4.13 E-05 9.26 E-04 15/77 

8 Transducción de señales, señalización de CCK 5.02 E-05 9.85 E-04 18/106 

9 Inflamación, señalización de TREM1 1.36 E-04 2.36E-03 21/145 

10 Desarrollo, regulación de la transición epitelio 

mesenquimal 

1.69 E-04 2.66 E-03 28/225 

11 Citoesqueleto, regulación del rearreglo del 

citoesqueleto 

2.22 E-04 3.73 E-03 24/183 

 
Tabla 3. Vías de señalización enriquecidas en blancos de miR-7 con Metacore. Resultado del enriquecimiento de vías en 
los 1,323 blancos de miR-7, resultando en más de 50 vías de señalización de las cuales únicamente se encuentran 
enlistadas las primeras once. El p-value, muestra resultados menores al fijado de p>0.001, el FDR refleja la probabilidad 
de que un dato sea falso, entre este valor más se aproxime a cero menos probabilidad hay de que eso suceda. El coeficiente 
de Set/Total habla del número de genes dentro de la vía que fueron introducidos en el conjunto inicial, es decir, son 
blancos de miR-7 entre el total de genes que componen la vía. 
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Figura 16. Resultado de la red de interacción generada por la vía “Citoesqueleto, regulación del rearreglo del 
citoesqueleto” que representa a 24 genes como 17 elementos en la red, de los cuales sólo ocho interactúan directamente. 
Estos ocho se muestran en la parte inferior de la red unidos por flechas en las cuales las flechas verdes indican activación 
y para las flechas grises no se especifica la función de la interacción. En el recuadro se muestra el tipo de objeto que 
aparece en la red.  

 
Para entender mejor las interacciones entre nodos revisamos la literatura para esclarecer la 

interacción entre cada proteína y su relevancia en el contexto de la neurogénesis y el SNC. Las 
proteínas que están unidas por una línea se relacionan con los microtúbulos, pues la proteína 14-3-
3 se une a la tubulina alfa, y PKC es e capaz de fosforilarla y esto está relacionado con favorecer el 
crecimiento de los microtúbulos y disminuir las catástrofes (De et al., 2014). Junto con Par6, Par3, 
aPKC forma un polímero que participa en la determinación de la polaridad celular en los eucariotas 
(Betschinger et al., 2003). Por su parte Rac1 y Vav-2, se relacionan más con los microfilamentos de 
actina, específicamente Vav-2 es un factor intercambiador de guanina (GEF) de Rac1 que provoca 
su activación y Rac-1 promueve la formación de lamelopodios (Abe et al., 2000; Meyer y Feldman, 
2002). Por último, la proteína CRK es capaz de activar a Rac cuando las proteínas Sos y Dock1, ambas 
GEFs, se unen a su dominio SH3N (Birge et al., 2009). Además, CRK se relaciona con la motilidad 
celular porque interactúa con proteínas ERM, tales como ezrina, radixina y moesina, activando RhoA 
y promoviendo la motilidad hacia el ácido hialurónico (Tsuda et al., 2004). De entre las 8 proteínas 
que interaccionaron únicamente la proteína 14-3-3 se expresa de manera enriquecida en el cerebro 
y las demás tienen una expresión más bien ubicua (Pozuelo et al., 2004; Sluchanko y Gusev, 2010). 
En resumen, los blancos que interaccionan entre sí tienen funciones relacionadas a la polaridad 
celular, el crecimiento de microtúbulos y las modificaciones del citoesqueleto mediadas por Rac1. 
Con base en el análisis de KEGG y Metacore, identificamos que en el conjunto total de genes blanco 
de miR-7, obtenidos por “pull-down”, se encuentran enriquecidas las vías relacionadas con la 
regulación del citoesqueleto. 

 
Para integrar la información de ambas plataformas se realizó una red de interacción conjunta 

(Figura 17) haciendo uso de todos los blancos de miR-7 señalados por los análisis bioinformáticos 
de KEGG y Metacore, permitiendo al programa de metacore añadir proteínas que no sean blancos 
bioinformáticos, pero sí proteínas que hagan interactuar nodos. De tal manera que, por ejemplo, si 
se añade la proteína actina se unen 5 nodos. La red se limitó a un número máximo de 50 proteínas 
para limitar su tamaño y ser más especifícos, lo cual dio como resultado la siguiente figura: 
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Figura 17. Red de interacción conjunta entre KEGG y Metacore. Esta red fue generada por la vía “Regulación del 
citoesqueleto de actina” y la vía “Citoesqueleto, regulación del rearreglo del citoesqueleto”, creadas respectivamente por 
KEGG y Metacore. La vía se compone de 35 elementos, los que son blanco de miR-7 tienen un círculo rojo en su parte 
superior derecha. En el recuadro se muestra el tipo de objeto que aparece en la red. Las flechas de color significan en 
verde activación, en rojo inhibición y en gris función no determinada.  

 
La clasificación de los componentes que son y no blancos de miR-7, es la siguiente:  

• Veinte genes blanco de miR-7, identificados en el análisis de enriquecimiento de vías 
relacionadas al citoesqueleto por KEGG o Metacore, con un punto rojo en la esquina 
superior derecha: 
14-3-3, ARPC1A (parte de Arp2/3), CAPZA, c-Raf1, CRK, ERM protein (Mylip), PARD6, PDGF 
receptor (Pdgfra), PDGF-B (Pdgfb), Profilin (Profilin2), PKC, PKG, PIP5KI, Rac1, VAV2, Sept1, 
Sept8, SLC9A1, Tubulin-alpha, y WASP-IP.   

• Quince genes que no son blancos de miR-7 en el pull-down, pero agregan elementos que 
son nodos en la red y hacen que diversos elementos interactúen entre sí:  
Actin, Arp2/3 (el complejo completo), Cofilina, CDC-42, LIMK, N-WASP, PAK1, PIP2, RhoA, 
ROCK, Sept2, Twinfilina, WASF1 (WAVE1) y WASP. 
 
Dentro de este conjunto de 35 genes los únicos que han sido reportados como blancos 

biológicos funcionales de miR-7 son Pfn2, Mylip y c-Raf-1 (Latreille et al., 2015; Liu et al., 2014). En 
cuanto a otros posibles blancos de miR-7 en la red se muestran las proteínas WaspIP (Wipf1) y 14-
3-3η (eta) que, aunque no han sido reportadas en la literatura, si lo han sido sus proteínas parálogas 
Wipf2 y 14-3-3ζ (zeta; Latreille et al., 2015; Wu et al., 2013). En caso de que haya una conservación 
en la secuencia de sus genes y específicamente tengan una 3’UTR similar, WaspIP y 14-3-3η (eta) 
pueden ser probables blancos de miR-7. De los blancos en la red podemos observar que los que se 
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conectan con más nodos son las tres Rho GTPasas Rac1, Cdc42 y RhoA, actina, Profilina, PAK1, 
WASP, N-WASP y c-Raf-1; pues cada uno de ellos interactúa con más de tres elementos. De manera 
interesante, ninguna de las dos septinas, Sept1 o Sept8 interactuaron con otra proteína; pero sí lo 
hizo Sept2. Cabe mencionar que Sept2 forma parte de las septinas más estudiadas pues se conoce 
su estructura cristalográfica, tiene una expresión ubicua, se ha comprobado su unión a actina y 
funciona como proteína de andamiaje durante la citocinesis (Dolat et al., 2014; Beise y Trimble, 
2014). Interesantemente Sept2 es una proteína redundante y pertenece a la misma familia de Sept1.  

VII.II Características termodinámicas y de conservación de Sept1, Sept8 y Pfn2 los hacen ser 
candidatos blancos de miR-7 
 
El algoritmo de PITA determina tres valores termodinámicos; el primero el ΔGopen, que es la energía 
libre de Gibbs que se necesita para dejar accesible el sitio de unión en el mRNA, es decir, que éste 
pierda su conformación secundaria y se abra. El segundo o ΔGduplex, que es la energía necesaria 
para formar el dúplex entre el mRNA blanco y la semilla del miRNA. Finalmente, el valor del ΔΔG, 
que toma en cuenta a ambos y se computa del siguiente modo ΔΔG=ΔGduplex-ΔGopen (Kertesz et 
al., 2007). El hecho de que la predicción bioinformática de la unión entre un miRNA y una 3’UTR 
tenga un valor de ΔΔG <-10 muestra una alta probabilidad de que esa unión sea funcional a nivel 
endógeno. Al inicio del proyecto se analizaron los genes de interés Sept1, Sept8 y Pfn2 de ratón 
usando diferentes bases de datos, entre ellas Ensembl y NCBI (Tabla 4.A). Sept1 se localiza en el 
cromosoma 7, tiene 11 exones y presenta 10 variantes de splicing, pero produce sólo un mensajero 
que codifica una proteína. Sept8 se localiza en el cromosoma 11, tiene 10 exones, presenta 7 
variables de splicing y tres mensajeros que codifican proteínas. Por último, Pfn2 se localiza en el 
cromosoma 3, tiene 3 exones, y 4 variables por splicing que producen un mensajero que codifica 
para una proteína. Esto es según lo publicado por NCBI; sin embargo, por lo publicado en la literatura 
sabemos que existen dos isoformas Pfn2 a y b, que generan dos proteínas diferentes, por lo que 
enunciamos en la tabla que son dos isoformas (Di Nardo et al., 2000). 
 

Para cada gen se escogió la variante de splicing más larga de cada gen y se analizó usando 
PITA revisando la 5’UTR, la secuencia codificante (CDS) y 3’UTR de cada gen en búsqueda de sitios 
de unión a miR-7 (Kertesz et al., 2007). En cuanto a la CDS, en el caso del gen de Sept1 miR-7 la 
predicción bioinformática indica que se une en el exón 2 con un valor de ΔΔG de -8.27 y para el gen 
de Sept8 en el exón 5 con un valor de ΔΔG de -5.1, en cada caso con una unión de tipo 8:1:1. Esto 
significa que es con menor afinidad que en la 3’UTR y por lo tanto tiene una menor probabilidad de 
ser funcional. En el caso del análisis del gen de Pfn2, miR-7 por predicción bioinformática se une 
únicamente a su 3’UTR. Dado que el mecanismo más conocido de acción de un microRNA sobre un 
mensajero es por la interacción con su respectiva 3’UTR, trabajamos sólo con dichas regiones, 
prefiriendo uniones 08:00:00, 08:00:01 u 08:01:00 (Tabla 4.B). 

 
 

4.A  
 
 
 
 
 
 
 

Gen NCBI 

status 

Cromosoma Variantes 

por splicing 

(ENSEMBL) 

Mensajeros Exones 

(NCBI) 

3UTR (nt) 

Sept1 Validado 7 10 1 11 316 

Sept8 Validado 11 7 3 10 3060 

Pfn2 Validado 3 4 2 3 1322 
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4.B  
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4. Características de los genes de Sept1, Sept8 y Pfn2. (A) Descripción de los genes obtenidos a partir de diferentes 
bases de datos como NCBI Gene o ENSEMBL, señalando la localización en los cromosomas, variantes de splicing, 
mensajeros reportados, número de exones y tamaño de las 3’UTRs. (B) Datos de unión de miRNA: 3’UTR determinados 
por medio de PITA con valores de ΔΔG y tipo de semilla, así como con miRanda y el valor del score miRSVR. ND, no 
determinado. ** El valor de ΔΔG de Sept8.2 sólo se había determinado para el ΔGduplex por lo que globalmente era de -
11, pero posteriormente se determinó su valor de ΔGopen reduciendo el score a un valor de ΔΔG de 4.83. 

 
La 3’UTR de Sept1 tiene una longitud de 316 nts (Tabla 4.A), dentro de la cual existen 3 sitios 

de unión al sitio semilla de miR-7. Tomando en cuenta el tipo de unión y los valores termodinámicos 
se decidió amplificar por PCR esta región de unión al miRNA que inicia en la posición 163 respecto 
al inicio de la 3’UTR, puesto que es el que tiene un ΔΔG más negativo de -6.24 y además presenta 
una unión al miRNA de tipo 08:01:00, es decir más favorable, mientras las otras dos son 08:01:01 
(Figura suplementaria 3.A). A pesar de los datos de PITA, el software de miRanda-miRSVR no 
determinó que exista una unión favorable entre miR-7 y Sept1.  

 
La 3’UTR de Sept8 es la de mayor longitud entre los tres genes estudiados en este trabajo 

de investigación siendo de 3,060 nts (Tabla 4.A) y presentó 6 sitios de unión a la semilla de miR-7 
(Figura suplementaria 3.B). Inicialmente, se decidió clonar los dos sitios con mejores valores 
termodinámicos de unión con miR-7; estos fueron los sitios situados en la posición 450 y 2,245 
respecto al inicio de la 3’UTR, los cuales llamamos Sept8.1 y Sept8.2 que inicialmente presentaron 
valores de ΔΔG de -10.22 y -11, respectivamente (Tabla 4.B). El valor de la ΔΔG de Sept8.2 
originalmente había sido determinado únicamente para el ΔGduplex cuyo valor es de -11, pero en 
la última actualización de la plataforma se determinó el valor de ΔGopen en -6.16, el cual se resta 
como valor absoluto al valor del ΔΔGduplex y lo disminuye hasta -4.83 (Tabla 4.B). Esto hace a 
Sept8.2 menos probable de ser blanco de miR-7; sin embargo, decidimos amplificar y trabajar con 
esta región para comparar ambos sitios y el efecto post-transcripcional de diferentes semillas de 
miR-7. Por otro lado, el análisis por miRanda-miRSVR encontró que existe una unión fuerte en la 
posición correpondiente a la Sept8.1 con un valor de -0.278, reforzándolo como blanco más 
probable de miR-7. 

 
Para finalizar, la 3’UTR de Pfn2 tiene una longitud de 1322 nts (Tabla 4.A) y presenta 4 sitios 

de unión a miR-7 (Figura suplementaria 3.C), dentro de los cuales se decidió amplificar por PCR el 
sitio en la posición 480 respecto al inicio de la 3’UTR,  pues tiene una unión muy favorable debido a 
su unión de tipo 08:00:00, el valor negativo más alto de ΔΔG entre los tres blancos de -8.85 y un 
score de miRAnda-miRSVR de -0.936, es decir mejor que el de la 3’UTR de Sept8.1. Los análisis 
realizados por PITA y miRanda-miRSVR coinciden al indicar que tanto Sept8 como Pfn2 son blancos 
probables de miR-7, dados sus valores termodinámicos de ΔΔG, siendo Pfn2 el mejor candidato. 
Además del contexto termodinámico, también se tomó en cuenta el grado de conservación entre 
diferentes especies que existe entre cada gen blanco estudiado mostrado en el siguiente apartado 
(Tabla 5). 

 

miR-7a en gen Posición Semilla ΔGduplex ΔGopen ΔΔG  miRSVR  

score 

Sept1 163 08:01:00 -13.4 -7.15 -6.24 ND 

Sept8.1 450 08:00:01 -22.65 -12.42 -10.22 -0.278 

Sept8.2 2245 08:01:01 -11 -6.16** -4.83** ND 

Pfn2 480 08:00:00 -19 -10.14 -8.85 -0.936 
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VII.III miR-7 reconoce sitios de unión altamente conservados en la 3’UTR de Sept8 y Pfn2  
 
La conservación del sitio de unión a miR-7 en la 3’UTR de un gen entre diversas especies es un 
indicador de la función o relevancia del control post-transcripcional del miRNA sobre el mRNA en 
cuestión. El análisis realizado en TargetScanMouse7.1 mostró que entre especies sólo se encuentran 
conservados el sitio de Sept8 localizado entre la posición 450 y 460 respecto al inicio de la 3’UTR, 
así como el sitio de Pfn2 localizado entre la posición 480 y 490 respecto al inicio de la 3’UTR (Tabla 
5.A, recuadro rojo). Ambos sitios se amplificaron por PCR para su posterior clonación y 
corresponden a los fragmentos aquí llamados Sept8.1 y Pfn2. En el caso de Sept1, este se encuentra 
determinado por el software como poco conservado, como lo muestra el valor de PCT <0.1; el valor 
llamado PCT oscila entre 0 y 1 y corresponde a una estimación Bayesiana de probabilidad de que un 
sitio conservado en una rama de un árbol filogenético se encuentre conservado debido a que se le 
une un miRNA, entre más se aproxime este valor a 1 más conservado se encuentra (Friedman et al., 
2009). Comparando únicamente las 3’UTRs de Sept1 de ratón y de humano se identificó que el sitio 
donde se une miR-7 en humano se encuentra recorrido hacía el extremo 3’, pues respecto al inicio 
de la 3’UTR se encuentra en la posición 233 a 240, en vez de 164 a 170 (no mostrado). En el caso de 
Pfn2, el PCT tiene un score alto de 0.68, con Sept8 el valor no se encuentra determinado a pesar de 
su conservación aparente y el score de PCT de Sept1 es muy pequeño, pues es menor a 0.1. 
 

Cabe mencionar que los sitios de unión de miR-7 con la 3’UTR de Sept1, Sept8 
(específicamente con Sept8.1) y Pfn2 coinciden entre bases de datos, por lo que una vez habiendo 
hecho los tres análisis bioinformáticos se comprobó que los mejores sitios fueron los reportados en 
la Tabla 5.B. Como se mencionó anteriormente, los tres transcritos de miR-7 tienen la misma 
semilla; no obstante, el miRNA mostrado en la unión con las 3’UTRs es miR-7a, pues éste es el más 
expresado en el hipotálamo de ratón y rata adulta (Herzer et al., 2012). 

 
5.A  

 
 
 
 
 
 
 

Especie Abreviatura  Sept1 Sept8 Pfn2 

   ..160.......170… 450...........460. ...480.......490.. 

Humano Hsa  ACACCGCCCACUUC G---GUCUU-CCAUUUAC UUAGUCUUCCUUUU 

Ratón Mmu  UUCGUCUUCCGCGC G---GUCUU-CCAUUUAC CUAGUCUUCCUUUU 

Rata Rno  UCCGCCUUCUAUAC G---GUCUU-CCAUUUAC UUAGUCUUCCUUUU 

Conejo Ocu  U--GCCUCUCCCCCG .- - - - - - - - - - - - - - - - - - UUAGUCUUCCUUUC 

Chimpancé Ptr  CACCGCCCACUUCCC G---GUCUU-CCAUUUAC UUAGUCUUCCUUUU 

Rhesus Mml  CACCGCCCACUUCCC G---GUCUU-CCAUUUAC UUAGUCUUCCUUUU 

Perro Cfa  GCCACGCCC--------- G---GUCUU-CCAUUUAC- UUAGUCUUCCUUUU 

Gato Fca  GCCACGCCC--------- G---GUCUU-CCAUUUAC- UUAGUCUUCCUUUU 

Conservación  Poco conservado G...GUCUU.CCAUUUAC UUAGUCUUCCUUUU 

   miR-7a/b  miR-7a/b  miR-7a/b 
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5.B  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 5. Conservación de sitio blanco de miR-7 en 3’UTR de Sept1, Sept8 y Pfn2 obtenida por TargetScan Mouse 7.1 (A) 
Conservación del sitio de unión a miR-7 en diversos organismos, el rectángulo en rojo marca los sitios conservados y la 
secuencia consenso se muestra en color rojo en la parte inferior de cada tabla. (B) Predicción bioinformática del sitio de 
unión a miR-7 que muestra la secuencia y posición del gen en donde se aparea miR-7, el tipo de unión de la semilla. El 
score PCT indica cuanto la probabilidad de que el blanco del miRNA sea conservado, y el score de contexto ++ la 
probabilidad de eficiencia de unión del microRNA con la 3’UTR.  
 

VII.IV En cada familia de clasificación Sept1 y Sept8 tienen la más alta probabilidad de ser 
blancos de miR-7  
 
Debido a la poca bibliografía disponible respecto a las septinas Sept1 y Sept8, y a que estas son 
redundantes entre ellas, decidimos analizar bioinformáticamente, utilizando PITA, los datos de la 
unión termodinámica ente las septinas en estudio y miR-7 comparándolas con los miembros de 
sus respectivas familias mostradas a continuación:  

• Sept2, que incluye a Sept1, Sept2, Sept4 y Sept5. 

• Sept6, que incluye a Sept6, Sept8, Sept10, Sept11 y Sept14. 

El análisis mostró que no todos los miembros de las familias se unen a miR-7, en el caso de la familia 
Sept2, Sept4, y en el caso de la familia Sept6, Sept10 y Sept14, no se unen. Interesantemente, los 
datos mostraron que de entre los miembros de cada familia, Sept1 y Sept8 tienen los ΔΔG más altos 
para la unión con miR7 (Tabla 6.A y 6.B). Esta información es de suma importancia pues apoya el 
hecho de porqué estas septinas fueron las únicas que se obtuvieron por el “pull-down” de miR-7 
hecho en células mHypoE-N1, indicando que el ensayo es sensible y preciso. Cabe mencionar que 
estos valores de ΔΔG son diferentes a los dados en la Tabla 4, puesto que estos scores son los totales 
de todos los sitios de unión a miR-7 en cada 3’UTR correspondiente.  
 
6.A 
 
 
 
 
 
 
6.B 
 
 
 
 
 

Unión de mmu-miR-7 

y 3’UTR 

Posición predicha de unión  Unión a 

semilla 

Score de 

contexto ++ 
PCT 

164-170 of Sept1 3' UTR 

mmu-miR-7a 

5'    ...GGCCCAUCCGACUUCGUCUUCCG... 

                        |||||||  

3'       UGUUGUUUUAGUGAUCAGAAGGU 

7mer-m8 -0.21  <0.1 

 

448-455 of Sept8 3' UTR 

mmu-miR-7a 

5' ...CAGAGCCGGUGGCUGGUCUUCCA... 

                     |||||||  

3'    UGUUGUUUUAGUGAUCAGAAGGU  

8mer -0.09  NA 

482-488 of Pfn2 3' UTR 

mmu-miR-7a 

5' ...UCCUUGGCUCAUCUA--GUCUUCCU... 

                |||    |||||||  

3'      UGUUGUUUUAGUGUUCAGAAGGU  

7mer-m8 -0.43  0.68 

Blancos Predichos de 

Familia 2 

microRNA Sitio Score 

ΔΔG 

Sept1_3utr_296mmu mmu-miR-7a 3 -8.52 

Sept2_3utr_2039mmu mmu-miR-7a 5 -2.69 

Sept5_3utr_957mmu mmu-miR-7a 2 5.41 

Blancos Predichos de 

Familia 6 

microRNA Sitio Score 

ΔΔG 

Sept8_3utr_3060mmu mmu-miR-7a 6 -10.25 

Sept6_3utr_1902mmu mmu-miR-7a 3 -6.99 

Sept11_3utr_6018mmu mmu-miR-7a 15 -6.54 
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Tabla 6. Valores promedio de ΔΔG para la unión de miR-7 a la 3’UTR de diferentes miembros de las familias de septinas. 
(A) Valores de ΔΔG correspondientes a la familia 2 de septinas, la Sept1 tiene el valor más alto de ΔΔG -8.52, seguido de 
Sept2 -2.69 y por último Sept5 5.41. (B)  Valores de ΔΔG correspondientes a la familia 6 de septinas, la Sept8 tiene el valor 
más alto de ΔΔG -10.25, seguido de Sept6 -6.99 y Sept11 -6.54. 

 
VII.V Obtención de construcciones recombinantes nativas y mutantes de Sept1, Sept8 y Pfn2 
 
Se generaron clonas recombinantes de las 3’UTRs de Sept1, Sept8 y Pfn2 para cotransfectarlas con 
miR-7 y poder validar la interacción de la semilla del microRNA con la 3’UTR nativa. Esto se logró 
mediante la clonación de las regiones de la 3’UTR donde se une el miR-7 en el vector psiCHECK-2. 
Todas las clonas se caracterizaron por PCR a partir de una cantidad mínima de plásmido, es decir 1 
ng y mediante digestión diagnóstica (Figura 18); previo a mandarse secuenciar. Las clonas de Sept1, 
Sept8.1, Sept8.2 y Pfn se alinearon perfectamente con las respectivas secuencias diseñadas, y 
específicamente en el sitio de unión de miR-7. Por su parte las clonas mutagénicas se clonaron en 
el mismo vector, es decir psiCHECK-2, pero no se obtuvo la clona mutante para la 3’UTR denominada 
Sept8.1. Al igual que en el caso de las 3’UTRs nativas estas clonas se analizaron por PCR y digestión 
diagnóstica previo a secuenciarse. Todas las clonas nativas y mutantes (exceptuando Sept8.1) se 
generaron exitosamente.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tabla 7. Fragmentos producidos por las digestiones diagnósticas de los plásmidos a utilizar. Estos fragmentos son los 
diferenciales producidos por la digestión de la 3’UTR de Sept8.1, Sept8.2, Pfn2 y KLF4 y los miRNAs100 y 881 así como 
los vectores en los que están clonados. 
 

En la Figura 18 se muestra el gel de la restricción diagnóstica de los dos vectores utilizados 

es decir psiCHECK-2 y pcDNa 3.1, así como la digestión de todos los insertos clonados en estos 

vectores y utiizados en las cotransfecciones. Para el caso de los fragmentos ligados en psiCHECk-2 

hay dos fragmentos comunes de tamaño de 338 nt y 3,747 nt (Figura 18.A). Para el caso de los 

fragmentos ligados en el vector pcDNA3.1 los fragmentos comunes son de 1,096 nt y 1,091 nt que 

se identifican como una única banda en el gel (Figura 18.A). Las construcciones de los miRNAs 

utilizados ya se encontraban clonadas en el laboratorio previo a este trabajo y fueron usadas por la 

Dra. Meza-Sosa (2014). Por la anterior razón y porque las 3’UTRs clonadas no presentan unión a 

miR-881 o lo hacen, pero con un score termodinámico desfavorable, se determinó usar el miR-881 

como control negativo de transfección para todas las transfecciones. Por lo tanto, en adelante no 

se volvió a trabajar con la 3’UTR de miR-100. De la misma manera se hizo una restricción diagnóstica 

para miR-7, el cual se encuentra ligado en el vector pcDNA 3.1, utilizando las enzimas HindIII y PstI 

produciendo 4 fragmentos de 4,022 nts, 1,421 nts, 302 nts y 10 nts (no mostrado; Figura 18.B). 
 
 
 
 
 

Carril 3’UTR Tamaño Carril miRNA Tamaño 

3 psiCHECK2 2,188 11 pcDNA 3,326 

4 Sept8.1 2,560 12 pcDNA 3,326 

5 Sept8.2 2,508 13 miR-100 5,660 y 166 

6 Pfn2 2,697 14 miR-881 3,470 

7 KLF4a 1,461 y 1,667    

8 KLF4b 1,461 y 1,667    
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18.A          18.B 

 
Figura 18. Caracterización de plasmidos por restricción diagnóstica. (A) Gel de la restricción diagnóstica de los 
plásmidos a transfectar que muestra los tamaños de cada fragmento de digestión diagnóstica. En gris se muestra el 
vector circular, en rojo la digestión hecha con XhoI y PmeI, en negro PvuII y en azul HindIII. (B).  Fragmentos generados a 
partir de la digestión de miR7 con las enzimas HindIII y PstI. Los productos se resolvieron en geles de agarosa al 1% y 
fueron teñidos con BrEt. PM, peso molecular. 
  

VII.VI Expresión de miR-7 en líneas celulares mHypo-N1 y HEK-293 
 
Es necesario proceder a hacer experimentos in-vitro después de hacer los análisis bioinformáticos 
correspondientes. Debe existir expresión tanto de miR-7 como de los genes de Sept1; Sept8 y Pfn2 
para analizar los efectos post-transcripcionales del miRNA. Como se menciona en los antecedentes, 
la Dra. Meza-Sosa comprobó la expresión diferencial de los transcritos de miR-7 y de los blancos 
Sept1, Sept8 y Pfn2 en el desarrollo del diencéfalo e hipotálamo de ratones.  

 
 

Figura 19. Patrón de expresión de miR-7 en líneas celulares embrionarias y adultas. Se muestra la expresión diferencial 
de miR-7 en tres líneas celulares hipotalámicas, dos embrionarias N1 y N46; y una adulta NPY en comparación con la 
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muestra calibradora HEK-293. Los resultados se expresaron en términos de 2-ΔΔCt, usando como control interno el RNA 
pequeño nucleolar U6. Número de experimentos n=1, sin estadística. RLUs: unidades relativas de luciferasa.  

 

Sin embargo, en esta investigación se trabajó con dos líneas celulares, por lo que conocer el 
patrón de expresión de los transcritos del miR-7 y sus blancos del citoesqueleto resultan 
fundamentales. La confirmación de la expresión se realiza por medio de ensayos de northern blot, 
hybrydación in-situ o qPCR, nosotros usamos esta última técnica como experimento preliminar para 
determinar los niveles de expresión de miR-7 en células embrionarias hipotalámicas mHypoE-N1 y 
mHypoE-N46, células hipotalámicas adultas mHypoA-NPY, así como dos líneas de neuroblastoma 
de ratón N2A y de humano SYHY5Y (no mostradas en la gráfica) y HEK-293. El análisis de la expresión 
del transcrito de miR-7 se determinó en términos de 2-ΔΔCt, utilizando el valor de HEK-293 como 
muestra calibradora ajustada a 1 y usando al RNA pequeño U6 como control interno.  

En comparación con la muestra calibradora HEK-293, la expresión del transcrito de miR-7 es 
menor en un 76% en células mHYpoE-N1 y 33% en células mHYpoE-N46, mientras que en células 
hipotalámicas adultas mHypoA-NPY es mayor en un 40% (Figura 19). En contraste, la expresión del 
transcrito de miR-7 en neuroblastomas es mucho mayor, pues N2A y SYHY5Y expresan un aumento 
de 55 y 33 veces 55 (550% y 330%, no mostrado) respectivamente. Por consiguiente, pueden ser 
modelos adecuados para el estudio de la inhibición de miR-7 por uso de una esponja específica del 
mismo miRNA. A pesar de que este es un resultado preliminar, valida el estudio de miR-7 en ambas 
líneas celulares, en las que miR-7 se expresa menos en el contexto de la línea celular de mHypoE-
N1 que en HEK-293. En contraste, no se analizó la expresión de los transcritos de Sept1, Sept8 y Pfn2 
en las dos líneas celulares usadas, por lo cual, medirlos queda como una perspectiva pendiente a 
realizarse también por qPCR; sin embargo, al contar con los anticuerpos específicos se realizaron 
Western-blots que confirmaron la expresión de los tres transcritos y su respectiva proteína.  

VII.VII Ensayos de transfección y actividad de luciferasa 
 
VII.VII.I Cotransfección de células mHypo-N1 con la 3’UTR de Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2 
 
El primer experimento de transfección se realizó en células mHypoE-N1 pues en este contexto se 
realizó el ensayo de “pull-down” de miR-7 (Tesis de doctorado Meza-Sosa, 2014). Al momento de 
realizar dicha prueba se contó exclusivamente con las 3’UTRs obtenidas directamente por la 
transformación en el vector psiCHECK-2; es decir, no se utilizó la 3’UTR de Sept1, pero sí las de 
Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2. Para todas las transfecciones realizadas en esta investigación se decidió 
mantener fija la concentración de cada 3’UTR en 100 ng y se trabajó con un gradiente de 
concentración de miR-7. Para el experimento de cotransfección en células mHypoE-N1 las 
concentraciones crecientes de miR-7 fueron de 100 ng, 200 ng y 400 ng. Los datos obtenidos se 
normalizaron tomando como referencia equivalente a 1 el valor de las RLUs de la cotransfección del 
vector vacío pcDNA (400 ng) y la 3’UTR en cuestión. La interacción de miR-7 y Sept1, Sept8 y Pfn2 se 
validó inicialmente por medio del ensayo de “pull-down”, por lo cual el propósito de la transfección 
en células mHypo-N1 sólo fue de reconfirmar tal interacción mediante un método diferente. 
Además, el antecedente del “pull-down” establece que la interacción no se dio de manera aleatoria, 
sino que una proteína Ago2 cargada con un miR-7 maduro se unió in-vitro a la 3’UTR en cuestión.  
 

Los resultados obtenidos de la cotransfección son interesantes, con la 3’UTR de Sept8.1 se 
disminuyó la actividad del gen reportero en un 14% con 100 ng de miR-7 únicamente (Figura 19.A); 
con Sept8.2 disminuyó en un 16% con 200 ng y un 20% con 400 ng de miR-7 (Figura 19.B). Y por 
último la única 3’UTR que respondió de manera creciente y gradual a todas las concentraciones de 



65 
 

miR-7 fue Pfn2, que disminuyó la actividad del gen reportero en un 16% y 20% y 30% con 100 ng, 
200 ng y 400 ng de miR-7, respectivamente (Figura 19.C). El resultado obtenido para dicha 3’UTR no 
nos sorprendió, puesto que en el contexto β-pancreático se ha demostrado que Pfn2 es un blanco 
funcional de miR-7, involucrado en la exocitosis de las vesículas de insulina (Latreille et al., 2014). Es 
notorio que con 100 ng de miR-7 la respuesta de inhibición post-transcripcional para los tres genes 
es similar; por consiguiente, está concentración de miRNA no sirve como buen referente y en 
adelante se trabajó a partir de 200 ng de miR-7. Los resultados sugieren que ambas 3’UTRs, Pfn2 y 
Sept8, son blancos de miR-7 en el contexto de la línea celular hipotalámica mHypoE-N1, esto a su 
vez valida, los resultados del ensayo de “pull-down” de miR-7 en el contexto embrionario 
hipotalámico de ratón.  
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Figura 19. Cotransfección de células mHypoE-N1 con la 3’UTR de Sept8.1(A), Sept8.2 (B) y Pfn2(C) y miR-7. Los resultados 
se normalizaron tomando a pcDNA (y psicCHECK 3’UTR) con el valor de 1. RLUs, unidades relativas de luciferasa. Número 
de experimentos n=1, sin estadística. RLUs: unidades relativas de luciferasa.  

 
VII.VII.II Cotransfección de células HEK-293 con la 3’UTR de Sept1, Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2 
 
Dado que contamos con un indicio de que en las células mHypoE-N1 las 3’UTRs de Sept8.1, Sept8.2 
y Pfn2 son probables blancos de miR-7, decidimos realizar más ensayos de transfección con todas 
las 3’UTRs, incluyendo la de Sept1. Una práctica común en los ensayos de validación de blancos de 
miRNAs es llevar a cabo los ensayos de cotransfección y lectura de la actividad de luciferasa en líneas 
celulares caracterizadas por su alta eficiencia de transfección, por lo cual decidimos llevar a cabo los 
ensayos usando la línea celular HEK-293 (embrionaria de riñón humano), utilizada rutinariamente 
en nuestro laboratorio para validación de blancos de miRNAs. Por lo tanto, el propósito de ambas 
cotransfecciones en diferentes líneas celulares es el mismo, queremos validar que las 3’UTRs 
obtenidas por medio del ensayo de “pull-down” son blancos funcionales de miR-7 en un contexto 
biológico embrionario. Cambiar de línea celular asegura una alta eficiencia de transfección y 
resultados confiables.  
 

En todos los experimentos de transfección se puso una cantidad fija de 100 ng de vector 
psiCHECH-2 o de los plásmidos recombinantes que contienen la 3’UTR de interés clonada y un 
gradiente de concentración de miR-7 creciente de 200 ng, 400 ng, 800 ng y 1,000 ng. Comenzamos 
a transfectar miR-7 a partir de una concentración de 200 ng, pues se determinó en la cotransfección 
en mHypoE-N1 que los efectos con 100 ng de miR-7 son muy poco perceptibles (Figura 19). 
Tomando en cuenta que Klf4 es un blanco comprobado de miR-7 (Cui et al., 2014), se incluyó su 
3’UTR con el control positivo de miR-145 (Meza-Sosa et al., 2014); este control sirvió para validar la 
transfección y replicar los resultados previos de la Dra. Meza-Sosa.  El control negativo fue miR-881 
con la 3’UTR correspondiente al experimento. Finalmente, para graficar los datos, estos fueron 
normalizados a 1 con el valor de la transfección del vector vacío pcDNA (en la concentración más 
alta de 1,000ng) y psiCHECK-2. 

 
Los resultados de la inhibición de la actividad de luciferasa transfectando Sept1 fueron los 

siguientes: 45% con 200 ng, 34% con 400 ng, 65% con 800 ng y 63% con 1000 ng de miR-7; con miR-
145, como control positivo, y la 3’UTR de Klf4 una disminución de 28%, por lo cual este control es 
adecuado pues inhibe al gen reportero (Figura 20.A). Para el caso de la cotransfección con Sept8, 
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los resultados fueron que para Sept8.1 una disminución de la actividad de luciferasa de 9% con 200 
ng, nada con 400 ng, 15% con 800 ng y 40% con 1000 ng de miR-7 (Figura 20.B). El efecto del control 
positivo y la 3’UTR de Klf4 fue adecuado pues inhibió a la luciferasa en un 28% (Figura 20.B). En 
cuanto al sitio de Sept8.2 transfectado con concentraciones crecientes de miR-7, los valores de la 
inhibición del gen reportero fueron los siguientes: ningún cambio con 200 ng, un 6% con 400 ng, 
20% con 800 ng y 15% con 1000 ng de miR-7 (Figura 20.C). Mientras que el control negativo 
funcionó, pues la actividad de luciferasa fue mayor a 100%, particularmente un 11%, es decir no 
induce inhibición de Sept8.2. Por último, la cotransfección de Pfn2 con diferentes concentraciones 
de miR-7 dio como resultado una inhibición de 46% con 200 ng, 52% con 400 ng, 44% con 800 ng y 
58% con 1000 ng (Figura 20.D). El control negativo funcionó, pues no inhibió la actividad del 
reportero y fue mayor por un 55% (Figura 20.D). En resumen, en el contexto de las células HEK-293 
parece haber una mayor inhibición de miR-7 sobre a 3’UTR de Sept1, seguida de Pfn2 y por último 
de Sept8.1 más que Sept8.2 (Figura 20).  
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Figura 20. Cotransfección de células HEK-293 con la 3’UTR nativa de Sept1 (A), Sept8.2 (B) y Pfn2 (C) con miR-7 como miR 
experimental, miR-145 y miR-881 como controles positivos (C+) o (C-) negativo con la 3’UTR de KLF4. Los resultados se 
normalizaron tomando pcDNA con el valor de 1. RLUs, unidades relativas de luciferasa. Número de experimentos n=1, sin 
estadística. RLUs: unidades relativas de luciferasa. 

 
Los resultados obtenidos de las cuatro transfecciones anteriores (Figura 20) sentaron las bases 

para diseñar los experimentos de cotransfección (por triplicado) de las 3’UTR nativas y mutagénicas 
diseñadas. A partir de este experimento, además del control del vector vacío, usamos únicamente 
miR-881 como control negativo (C-) y descartamos el posterior uso de miR-145. No nos fue posible 
generar la 3’UTR mutagénica de Sept8.1, por lo tanto, los resultados y las conclusiones obtenidas 
de dicha 3’UTR fueron únicamente obtenidas de la 3’UTR nativa en la Figura 20. A partir de estos 
resultados de cotransfección (Figura 20), se escogieron las dos concentraciones de miR-7 más 
eficientes para inhibir la actividad del gen reportero de luciferasa, las cuales fueron las siguientes 
para cada 3’UTR: 

• Para Pfn2: 400 ng y 800 ng de miR-7 y 

• Para Sept1 y Sept8.2: 800 ng y 1000 ng de miR-7 

Al igual que en los experimentos previos, las 3’UTRs nativas y mutantes se transfectaron en una 
concentración fija de 100 ng, por su parte tanto el vector vacío pcDNA como el C- se transfectaron 
en una concentración de 1000 ng.  
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La cotransfección de la 3’UTR nativa de Sept1 realizada por triplicado mostró un aumento 
estadísticamente significativo de la actividad de luciferasa en un 53% y 60% con 800 ng y 1000 ng 
de miR-7, en comparación con el vector vacío (pcDNA, Figura 21.A). Esta inhibición fue menor en la 
3’UTR mutante, o Sep1Δmut, con valores de inhibición menores 18 y 21% con 800 ng y 1000 ng de 
miR-7.  Las mutantes rescataron la actividad de luciferasa, en comparación a las 3’UTRs nativas, y 
este rescate fue estadísticamente significativo en la cotransfección con 1000 ng de miR-7 (Figura 
21.A). Respecto al control negativo, este mostro una tendencia a disminuir la actividad de luciferasa 
un 26%, contrario a lo que se predecía, por lo cual no es un control negativo óptimo para Sept1. 

 
Respecto a la cotransfección de la 3’UTR nativa de Sept8.2 con miR-7, se inhibió la actividad 

de luciferasa a un 10% y 12% con concentraciones de 800 ng y 1000 ng de miR-7, respectivamente.  
Contrario a lo esperado la cotransfección de Sep8.21Δmut alcanzó un 22% y un 2%, con de 800 ng y 
1000 ng de miR-7; es decir, con 800 ng de miR-7 Sep8.21Δmut alcanzó una mayor inhibición que 
ambas 3’UTR nativas; sin embargo, ninguno de los datos fue estadísticamente significativo y el 
experimento sólo muestra tendencias (Figura 21.B). En el caso del control este se comportó de 
manera adecuada, pues no inhibió la actividad del gen reportero. Por lo tanto, para Sept8.2 miR-
881 es un buen control negativo.   
 

Finalmente, en la cotransfección de la 3’UTR nativa de Pfn2 con miR-7 se inhibió la actividad 
de luciferasa un 52% con 400 ng y 54% con 800 ng (Figura 21.C). En el caso de la cotransfección de 
Pfn21Δmut la inhibición fue menor, pues tuvo valores de de 11% y 8% con 400 y 800 ng de miR-7, 
respectivamente (Figura 21.C). La disminución de la actividad de luciferasa fue estadísticamente 
significativa para las dos concentraciones diferentes de 3’UTR nativa, comparadas con el control del 
vector vacío, así como las dos concentraciones comparando 3’UTR nativas y mutantes (Figura 21.C). 
De tal modo que nuestro hallazgo coincide con lo públicado por Latreille et al., (2014); señalando a 
Pfn2 como un blanco funcional de miR-7; pero en esta ocasión en un contexto hipotalámico en vez 
de pancreático. Por su parte el control negativo inhibió a la luciferasa en el triplicado, más no de 
modo significativo Figura 21.C). 

 
Los experimentos de cotransfección de miR-7 y las 3’UTR de estudio llevados a cabo por 

triplicado en células HEK-293, (Figura 21) indican que Pfn2 y Sept1 son blancos directos de miR-7; 
pues en respuesta a dos concentraciones crecientes de miR-7 se observó una disminución 
estadisticamente significativa de la actividad del gen reportero de luciferasa. Analizando 
detenidamente la estadística de ambas gráficas se puede señalar que la disminución para Pfn2 es 
estadísticamente significativo con una p>0.0001 y en el caso de Sept1 con una p>0.01. Además, las 
concentraciones de cotransfección de miR-7 y Pfn2 son menores que las del miRNA y Sept1, por lo 
tanto, Pfn2 es un mejor blanco de miR-7 que Sept1. Por último, cabe mencionar que en cuanto a los 
resultados de la cotransfección de miR-7 con Sept8.2 se puede descartar a esta región de la 3’UTR 
de Sept8 como blanco de miR-7 y en el futuro será mejor trabajar con la 3’UTR denominada Sept8.1. 
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Figura 21. Cotransfección de células HEK-293 con la 3’UTR nativa y mutante de Sept1 (A), Sept8.2 (B) y Pfn2 (C) con miR-
7 y miR-881 como control negativo. Los resultados se normalizaron tomando pcDNA con el valor de 1. Número de 
experimentos n=3. RLUs, unidades relativas de luciferasa. Prueba estadística de Tukey, *=P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01 y ****P ≤ 
0.0001. 

 
VII.VIII Western-blot de células mHypoE-N1 transfectadas con miR-7 
 
Con el objetivo de determinar si la interacción determinada por los ensayos de luciferasa entre miR-
7 y la 3’UTR de Sept1, Sept8 y Pfn2 impacta sobre sus niveles proteicos, se realizaron ensayos tipo 
Western-blot usando anticuerpos específicos. Para ello, las células mHypoE-N1 fueron transfectadas 
con distintas concentraciones de miR-7 (0.5 µg, 1 µg y 2 µg) y se analizaron los niveles proteicos de 
Sept1, Sept8 y Pfn2, 48 h post-transfección. Los valores proteicos se determinaron por 
densitometría, en términos de valores relativos, es decir corregidos contra su respectiva cantidad 
de proteína actina y normalizando a 1 el valor del vector vacío (pcDNA). 
 

En el contexto de las células embrionarias hipotalámicas los niveles de la proteína de Sept1 
no se ven disminuÍdos por miR-7 (Figura 22.A), pues los niveles de proteína Sept1 no se redujeron 
en respuesta a ninguna de las concentraciones crecientes de miR-7 por debajo del control del vector 
vacío. Por su parte, la proteína de Sept8 si mostró una tendencia a disminuir de manera inversa a la 
concentración de miR-7, pues los valores de disminución fueron de un 3% con 0.5 µg de miR-7, 7% 
con 1 µg y 20% con 2 µg (Figura 22.B). En el caso de Pfn2 la transfección de miR-7 mostró una 
tendencia a aumentar los niveles proteicos en un 20% con 0.5 µg, y a disminuir con concentraciones 
mayores, un 49% con 1 µg y 34% con 2 µg; los cuales fueron mayores a la inhibición proteica de 
Sept8 (Figura 22.C). En los recuadros negros a la derecha de cada inciso de la Figura 22 se muestra 
un inmunoblot representativo a partir del cual se hizo la densitometría de cada proteína y la 
respectiva detección de actina. Cabe recalcar que los efectos de inhibición de miR-7 en los niveles 
proteícos de Sept8 y Pfn2 en este contexto son sólo tendencias, pues el experimento fue realizado 
una sola vez; sin embargo, coinciden con los resultados de la inhibición de la actividad del gen 
reportero de luciferasa, pues en ellos se mostró que por la disminución significativa de la actividad 
de luciferasa Pfn2 es un blanco funcional de miR-7 (Figura 18). El Westen-blot de Sept1 y Sept8, se 
hizo por duplicado y el de Pfn2 una sola ocasión.  
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Figura 22. Densitometría y Western-blot de proteínas obtenidas células mHypoE-N1 en la cotransfección de miR-7 y miR-
881 como control negativo con la 3’UTR de Sept1 (A), Sept8 (B) y Pfn2 (C).  Se muestra gráficamente la densitometría de 
cada Western-blot obtenida a partir de la división del valor de densitometría experimental/el valor de densitometría de 
actina normalizando a 1 el valor del vector vacío y se muestra el inmunoblot correspondiente del lado derecho. ACT, 
actina. Número de experimentos n=2 para Sept1 y Sept8 y n=1 para Pfn2. Sin estadística.  

 
VII.IX Western-blot de células HEK-293 transfectadas con miR-7 
 
Los experimentos de cotransfección realizados en la línea celular HEK-293 se realizaron por 
triplicado y permitieron identificar que la interacción entre Sept1 yvPfn2 con miR-7 es 
estadísticamente significativa. Se decidió complementar la información y analizar el efecto de la 
sobreexpresión de miR-7 en los niveles proteicos de Sept1, Sept8 y Pfn2. Al igual que las células 
mHypo-N1, la línea celular HEK-293 se transfectó con distintas concentraciones de miR-7 (0.5 µg, 1 
µg y 2 µg) y 48 h después se hizo un Western-blot con anticuerpos específicos para las tres proteínas 
de estudio. Los valores proteicos se determinaron por densitometría, en términos de valores 
relativos, es decir cada uno fue corregido con su respectiva cantidad de la proteína actina y 
normalizando a 1 el valor del vector vacío (pcDNA). 
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La transfección de miR-7 en células HEK-291 mostró una tendencia a inhibir el nivel proteico 
de Sept1 únicamente usando 1 µg del miRNA reduciéndose un 14% en comparación con el control 
del vector vacío; para el caso del control negativo, éste funcionó bien pues no inhibió el nivel de 
proteína de Sept1 y aumento un 37% (Resultados 23.A). En el caso de la proteína Sept8, ésta no 
mostró ninguna inhibición en respuesta a la sobreexpresión de miR-7; los niveles de su proteína se 
mantuvieron estables y muy similares tanto entre muestras experimentales como con el control 
vacío (Resultados 23.B). El control negativo funcionó correctamente en la transfección de Sept8, 
pues no inhibió la proteína y aumentó un 8% (Resultados 23.B). Para terminar, la proteína Pfn2 fue 
la más sensible a la sobrexpresión de miR-7 disminuyendo 5% con 0.25 µg, 11% con 0.5 µg, 16% con 
1 µg y 17% con 2 µg (Figura 23.C). Mientras que el control negativo disminuyó un 12% el nivel 
proteico; por lo que niveles debajo de 16% no son representativos de inhibición, además los datos 
sólo fueron tendencias no significativas. 

 
Con base en los ensayos de luciferasa (Resultados 21) y sus respectivas disminuciones 

estadísticamente significativas, se esperaba que la sobrexpresión de miR-7 disminuyera los niveles 
proteicos de Sept1 y Pfn2; pero no fue el caso. Cabe mencionar que los experimentos de Western-
blot mostraron tendencias a disminuir a partir de 1 µg de miR-7 para Sept1 y Pfn2 (Figura 23.A y 
23.C). Interpretar los datos del efecto de la transfección de miR-7 en la traducción proteica resultó 
difícil, por esa razón decidimos hacer el mismo ensayo de Western-blot, pero a diferentes tiempos, 
es decir más cortos. Acortar el tiempo de análisis nos permitirá determinar si lo que ocurrió es que 
los cambios proteicos no se pudieron detectar en el tiempo de 48 h post-transfección o, si los 
tiempos menores; es decir 24 y 36h, son mejores mostrando la disminución proteica post-
transcripcional ejercida por miR-7. La respuesta es la segunda posibilidad planteada anteriormente, 
tiempos más cortos, específicamente 24 h post-transfección muestran una mayor inhibición 
proteica (Figura suplementaria 6 y 7). Dicho efecto se puede explicar de modo que, aunque miR-7 
regula post-transcripcionalmente al mensajero de dichos genes, lo hace de un modo reversible, es 
decir que el efecto de la inhibición se ve tan pronto el mensajero se produce (lapso comprendido 
en 24 h, Figura suplementaria 6) y posteriormente se pierde tal regulación. Por lo tanto, si la célula 
necesita de la proteína que codifica el gen, está debe tener mecanismos distintos al control del 
miRNA que promuevan la transcripción del mRNA blanco por encima de los niveles de miR-7, de tal 
manera que este miRNA no puede contender con el aumento del transcrito blanco y no disminuyan 
los niveles de proteína en tiempos más prolongados (36 y 48 h). También existe la posibilidad de 
que la transcripción de miR-7 podría estar siendo inhibida conforme pasa el tiempo y por lo tanto 
su efecto post-transcripcional se pierde. Es necesario realizar más Westen-blots a distintos tiempos 
y en intervalos más cortos para determinar si miR-7 regula los niveles proteicos de Sept1 y Pfn2.  
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Figura 23. Densitometría y Western-blot de proteínas obtenidas de células HEK-293 en la cotransfección de miR-7 y miR-
881 como control negativo, con la 3’UTR de SEPT1 (A), SEPT8 (B) y PFN2 (C).  Se muestra gráficamente la densitometría 
de cada inmunoblot obtenida a partir de la división del valor de densitometría experimental/el valor de densitometría de 
actina normalizando a 1 el valor del vector vacío y debajo se muestra el inmunoblot correspondiente. Número de 
experimentos n=3. Prueba estadística t-sudent *p<0.05. 

 
VII.X Niveles proteicos de SEPT1, SEPT8 y PFN2 en la línea celular ESC-R1  
 
La Dra. Meza-Sosa determinó los niveles del transcrito de miR-7 en la ontogenia de ratón y observó 
que estos aumentan en etapas importantes como lo son, la salida del ciclo celular, el periodo de 
mayor actividad neurogénica en el hipotálamo y finalmente en la maduración neuronal. La línea 
celular con la que se trabajó en el “pull-down” es una línea celular embrionaria que representa un 
“pool” o mezcla de los días 15, 17 y 18, es decir coincide con el período de mayor actividad 
neurogénica en el hipotálamo, por lo que el estudio de nuestros blancos realizado en esta línea es 
específico de esta etapa. En el contexto del desarrollo embrionario, también resulta interesante 
conocer la expresión de los blancos en etapas más tempranas; de este modo, decidimos monitorear 
la expresión proteica de nuestros blancos en una línea de células troncales embrionarias en estado 
de proliferación y diferenciación neuronal. El Dr. Ivan Velasco donó células congeladas ESC-R1, de 
ratón, en etapa de proliferación y de diferenciación para analizar los niveles de proteína de Sept1, 
Sept8 y Pfn2 en ambas etapas del desarrollo neuronal. Esta línea celular de células troncales 
embrionarias ESC-R1 se diferenció según lo publicado por Córtes et al. (2016) durante 9 días con 
ácido retinoico.  

 
De las células en ambas condiciones se prepararon extractos proteicos y se determinaron 

los niveles específicos de Sept1, Sept8 y Pfn2 en etapa de proliferación y diferenciación por Western-
blot. Estos resultados se normalizaron a 1 con el nivel proteico en la etapa de proliferación y se 
expresaron como valores relativos dividiendo el valor experimental entre el del control de carga. 
Como se muestra en la Figura 24.A. Sept1 se expresa mayormente durante la etapa de proliferación, 
y disminuye en un 99.9% en la diferenciación, es decir tiene una expresión extremadamente baja 
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en esta etapa. En cuanto a la proteína de Sept8, ésta disminuyó en un 13% durante la diferenciación 
(Figura 24.B) mientras que, en contraste, los niveles de Pfn2 aumentaron de manera drástica en 
esta etapa, expresándose 5.9 veces (590%) más que en la proliferación (Figura 24.C). 
 

 

 
 

 

 
Resultados 24. Densitometría y Western-blot de los niveles proteicos de los genes de interés en una línea celular de ESC-
R1 diferenciada hacia neuronas dopaminérgicas con ácido retinoico durante 9 días. Los valores densitométricos se 
normalizaron a 1 respecto al valor en la proliferación. Número de experimentos n=1, sin estadística.  
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VIII. Discusión 

Los miRNAs son pequeños RNAs endógenos que cumplen una función crítica en diversos procesos 
biológicos, regulando post-transcripcionalmente múltiples mRNAs blanco y por consecuencia sus 
niveles proteicos (Bartel et al., 2004). Dicho de otro modo, un miRNA puede tener varios cientos de 
genes blanco y a su vez un sólo gen puede ser blanco de múltiples miRNAs, creando una intrincada 
red de regulación (Krek et al., 2005). Aproximadamente un 70% de los miRNA conocidos en 
vertebrados se expresan en el cerebro, señalando que su función es fundamental en este órgano 
(Yoguita et al., 2014). Se sabe que miR-7 se expresa de modo enriquecido tanto en el páncreas como 
en el cerebro (Choudry et al., 2013). 

Estudios previos han puesto en evidencia que miR-7 es importante en la diferenciación de 
la corteza cerebral de ratón, ya que disminuye la expresión de los genes de la vía de p53, Ak1 y p21, 
permitiendo que los NPCs produzcan progenitores intermedios que migran y se integran como 
neuronas maduras en la corteza (Pollock et al., 2014). Este miRNA es igualmente importante en el 
desarrollo del bulbo olfatorio, pues miR-7 regionaliza a las interneuronas de la parte dorsal del 
ventrículo lateral, limitando la región de expresión del FT Pax6 a sólo dicha región y únicamente 
tales interneuronas se integran al bulbo; contrario a las de las regiones ventral y ventrolateral (de 
Chevigny et al., 2012). En el contexto hipotalámico se sabe que miR-7 forma parte de la “huella 
molecular” del hipotálamo, su expresión se encuentra conservada en anélidos y vertebrados, tales 
como pez cebra, ratón e inclusive en humanos (Tessmar et al., 2007; Berezikov et al., 2006).  

La expresión de miR-7 se encuentra enriquecida en diversos núcleos del hipotálamo adulto 
de ratón y rata, tales como el núcleo supraóptico, supraquiasmático, paraventricular, la parte 
ventromedial y dorsomedial del núcleo arcuato y en el órgano subfornical (Herzer et al., 2012). Si 
bien la expresión de miR-7 es importante tanto en el desarrollo de la corteza y el bulbo olfatorio, 
hasta el momento se desconoce su participación en la diferenciación neuronal hipotalámica. Se sabe 
que en cultivos de NSCs la expresión de miR-7 aumenta conforme estas células se diferencian, lo 
cual provoca que disminuyan los niveles proteicos de sus blancos como klf4, favoreciendo la 
diferenciación neuronal (Qin et al., 2011). klf4 es uno de los cuatro factores de reprogramación 
somática utilizado en la generación de células troncales pluripotentes inducidas o iPSCs; en el 
contexto del desarrollo del SNC se sabe que los niveles proteicos de Klf4 cambian dinámicamente 
siendo altos en las NSCs, bajando en la diferenciación neuronal y aumentando de nuevo durante la 
diferenciación glial para dar origen a los astrocitos y oligodendrocitos (Qin et al., 2012; Takahashi et 
al., 2007).  

La sobreexpresión de Klf4 en ratones transgénicos reduce la autorenovación de los NPCs de 
la zona subventricular y atenúa la autorenovación de NSCs en cultivo; además, en dichos ratones 
transgénicos se observan efectos característicos de hidrocefalia, como ventrículos agrandados y 
cilios ependimales defectuosos o fusionado, de este modo el correcto desarrollo de los cilios 
relaciona a Klf4 con la regulación del citoesqueleto neuronal (Qin et al., 2011). Esto fue comprobado 
por Qin et al. (2012), quienes mostraron que la sobrexpresión de Klf4 en NPCs inhibe la formación 
de neuritas y la migración neuronal, favoreciendo la diferenciación glial. Lo anterior demuestra 
como un blanco funcional de miR-7, con una función importante en la diferenciación neuronal, se 
encuentra involucrado en la regulación del citoesqueleto neuronal. 

El ensayo de “pull-down” de miR-7 realizado en la línea mHypoE-N1 arrojó un total de 1,323 
genes blanco (Tesis de doctorado Meza-Sosa, 2014), los cuales fueron analizados usando las 
plataformas KEGG y Metacore para determinar las vías de señalización en las cuales participan, 
entre ella vías relacionadas con procesos de regulación y remodelación del citoesqueleto. En el 



78 
 

contexto de los procesos del citoesqueleto el resultado de ambos análisis de enriquecimiento nos 
permitió generar una red de interacción conjunta, que mostro que los genes que interactúan con 
más nodos son las tres Rho GTPasas Rac1, Cdc42 y RhoA, actina, Profilina, PAK1, WASP, N-WASP y 
c-Raf-1; pues cada uno de ellos interactúa con más de tres elementos. Además, comparando los 
elementos de ambas vías individualmente, hay cinco genes comunes: ARPC1A (Arp2/3), CRK, Profilin 
(Profilin2), Rac1 y Vav2, esto valida la funcionalidad de ambos análisis, que a pesar de posicionar las 
vías relacionadas con la regulación del citoesqueleto en diferentes posiciones, coinciden en señalar 
los mismos genes como posibles blancos de miR-7 importantes en tales vías. Es decir, el número de 
interacciones y los genes en común entre las vías señalan a Rac1 y Pfn2, como blancos tentativos de 
miR-7 con funciones de importancia en el citoesqueleto de actina.  Por último, de entre los 20 genes 
blanco de miR-7 en la vía conjunta se analizó la conservación del sitio de unión a miR-7 a través de 
diferentes especies: CRK, con un PCT de 0.71, es decir, mayor al de Pfn2 de 0.68, y al de CAPZA1 y c-
Raf, ambas con un PCT de 0.67. Es decir, diversas estrategias bioinformáticas, así como el análisis de 
interacciones proteicas señalan a Pfn2 como clave en la regulación del citoesqueleto neuronal; lo 
cual no confirma su participación en la regulación, pero si lo hace un mejor probable blanco que 
otros candidatos. La interacción de miR-7 con la 3’UTR de Pfn2 ha sido reportada en el contexto β-
pancreático, lo cual apoya la hipótesis que señala que miR-7 regula a la proteína del citoesqueleto 
Pfn2 en un contexto embrionario hipotalámico. 

La estrategia inicial por seguir cuando se estudia la posible unión de un miRNA a un mRNA 
blanco es hacer un análisis bioinformático de los sitios de unión del miRNA a la 3’UTR. Esto se hace 
mediante una revisión de sus parámetros termodinámicos y de conservación de su semilla (Kuhn et 
al., 2008). Las 3’UTRs de cada gen se analizaron usando las plataformas de miRanda-miRSVR, PITA y 
TargetScan, teniendo en cuenta que si por lo menos dos de estas herramientas señalan que 
teóricamente miR-7 se une a la 3’UTR, éste es un buen blanco por estudiar. En base a este análisis 
los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

Gen  miRanda 
miRSVR 

PITA 
ΔΔG                Semilla 

TargetScan 

PCT     Score de C++ 

Sept1 ND -6.24 08:01:00 -0.21 <0.01 
Sept8 -0.2781 -10.221 

-4.832 
08:00:011 
08:01:012 

-0.091 ND 

Pfn2 -0.936 -8.85 08:00:00 -0.43 0.68 
*Los índices superiores en Sept8 indican si nos referimos al sitio clonado como Sept8.1 u Sept8.2.  

Por lo tanto, Sept1 fue sugerida como posible blanco por PITA y TargetSCan, mientras que 
Sept8.1 y Pfn2 fueron indicados por las tres herramientas. Cada herramienta utilizada puede diferir 
encontrando o no a un cierto gen como blanco; sin embargo, es notable que para los tres casos Pfn2 
es el mejor blanco probable de miR-7, mientras Sept8.2 parece el peor. Observando estos 
parámetros no se recomendaría clonar el sitio de Sept8.2; sin embargo, la decisión se hizo cuando 
sólo se contaba con un valor de ΔΔG de -11, el cuál era entre las cuatro 3’UTRs el más negativo. Ese 
valor cambio con la actualización de PITA a un valor de -4.83; y haberlo clonado nos permitió trabajar 
los 4 posibles tipos de semillas, y aprender que en caso de tener una unión con un ΔΔG mayor a -5 
y semilla desfavorable, no vale la pena clonar y es mejor buscar otro sitio de unión u otro blanco. En 
este caso se contó con la 3’UTR de Sept8.1 y ambos bloques se unen al miRNA de modo diferente. 
En nuestra experiencia es mejor clonar sitios con semillas tipo 08:00:00, seguidos de los 08:01:00 y 
los 08:00:01, con valores favorables de ΔΔG. 
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Como parte de la aproximación inicial al estudio de un miRNA, la interacción de éste y la 
3’UTR puede ser validada por medio del diseño de un ensayo de gen reportero. En el caso de este 
trabajo se utilizaron dos vectores para a cotransfección; pcDNA3.1, en el que se tiene la clona de 
miR-7, y el vector psiCHECK-2, en donde se clonó la 3’UTR nativa y mutante de cada gen Sept1, Sept8 
(1 y 2) y Pfn2, río abajo del gen de luciferasa para transfectar de manera transitoria las líneas 
celulares m-HypoE-N1 y HEK-293. La racionalización de tal experimento es que la unión de miR-7 a 
la 3’UTR blanco va a reprimir la producción de la proteína reportera reduciendo su actividad, lo cual 
puede ser cuantificado. Los experimentos de expresión de luciferasa realizados en las células 
mHypoE-N1 sirvieron para comprobar lo obtenido en el “pull-down” de miR-7 en esta línea celular, 
señalando una tendencia que Sept8 y Pfn2 sean posibles blancos de miR-7, por la inhibición de la 
actividad de luciferasa.  

La línea celular HEK-293 fue la elegida para realizar los ensayos por triplicado debido a su 
alta eficiencia de transfección. Analizando los resultados obtenidos se obtuvo que en este contexto 
Sept1 y Pfn2 son blancos probables de miR-7. En contraste, Sept8.2 parece no ser un blanco de miR-
7, lo cual era previsible por su poca accesibilidad termodinámica y su falta de conservación. En el 
caso de Sept8.1 no se generó su clona mutante, pero el indicio de un experimento preliminar mostró 
que es probable que también sea blanco de miR-7 pues cuenta con mejores predicciones 
bioestadísticas de unión reflejadas en un único experimento de luciferasa. Entre las perspectivas del 
proyecto se encuentra generar dicha mutante y repetir las cotransfecciones con miR-7 en este 
contexto celular. Integrando la información obtenida de la validación de los blancos observamos 
que hay similitudes pues en amabas líneas celulares Pfn2 es el mejor blanco para la inhibición de 
miR-7; pero en el caso de las septinas, Sept1 es un buen blanco de miR-7 en células HEK-293, 
mientras Sept8 es un mejor blanco de miR-7 en células mHypoE-N1.  

El paso de validación de la unión del miR-7 a la 3’UTR de Sept1, Sept8 y Pfn2, establece el 
punto de partida para investigar la función de la unión del miRNA al trascrito blanco, para lo cual es 
necesario responder tres interrogantes diferentes (Kuhn et al., 2008): 

1. ¿El miRNA y el mRNA se coexpresan?  
2. ¿Cuál es el efecto del miRNA en la proteína blanco? 
3. ¿Qué efecto tiene la expresión del miRNA en una función biológica determinada? 

La primera pregunta se respondió por medio de un qPCR de miR-7 comparando la expresión de miR-
7 en células HEK-293 normalizada a 1, y tres líneas celulares hipotalámicas; dos de origen 
embrionario, una adulta y dos líneas de neuroblastoma. En cuanto a la expresión más alta, ésta se 
dio en las líneas de neuroblastoma N2A y SYHY5Y, lo cual se relaciona bien con el antecedente que 
señala que miR-7 tiene funciones de oncomiR (miRNA promotor de tumores), favoreciendo la 
proliferación e invasividad de los tumores cerebrales (Visani et al., 2015). Respecto a las células 
hipotalámicas la expresión de miR-7 fue mayor en células de adulto mHypoA-NPY, después en 
mHypo-N46 y por último en mHYpo-N1, con respecto a células HEK-293. Este experimento confirmó 
que miR-7 se expresa en las dos líneas celulares de nuestro interés. Aunado a esto, el antecedente 
del “pull-down” y los primeros Western-blots realizados para estandarizar el uso de los anticuerpos 
nos permitieron saber que también los tres blancos del citoesqueleto se expresan en células mHypo-
N1 y HEK-293.  

La segunda interrogante por investigar es el efecto del miRNA en la proteína blanco, pues si 
un blanco predicho es un “verdadero blanco”, dicha proteína disminuirá su concentración conforme 
la expresión del miRNA se aumente. Esto se analizó, mediante la transfección transitoria de miR-7, 
en las dos líneas celulares utilizadas, mHypoE-N1 y HEK-293, analizando los niveles proteicos 
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posterior a 48 h de transfección. En el contexto de la línea celular mHypo-N1, el análisis de Western-
blot se llevó a cabo sólo una vez y mostró que en respuesta a miR-7 existe una tendencia a que los 
niveles proteicos de Sept8 y Pfn2 disminuyan. Notablemente, esto coincide también con una 
tendencia de disminución de la actividad del gen reportero de luciferasa en esta línea celular.  

Por su parte, los ensayos de Western-blot realizados en HEK-293 se hicieron por triplicado 
y se analizaron estadísticamente. En estos ensayos se observó una tendencia de disminución de los 
niveles de las proteínas Sept1 y Pfn2 en respuesta a 1 µg de miR-7, esto se aproxima a las 
concentraciones que generaron la mayor inhibición de actividad del gen reportero de luciferasa para 
cada una; es decir, 1000 ng para Sept1 y 800 ng para Pfn2. Sin embargo, dichos resultados no son 
estadísticamente significativos, por lo cual sugerimos realizar más experimentos de Western-blot 
en intervalos de tiempo más cortos que 48 h. El tiempo de análisis de los niveles de proteína se debe 
tener en cuenta, pues hicimos experimentos preliminares que mostraron que si los niveles de 
proteína se analizan 24 h post-transfección los efectos de inhibición son mayores, por ejemplo: 
transfectando 2 µg de miR-7 los niveles de proteína de Sept1 disminuyen un 37%, los de Sept8 un 
45% y los de Pfn2 un 19%. Tales niveles no se observaron en 36 ni 48 h post-transfección; en este 
caso es necesario realizar la extracción de proteína y Western-blot por triplicado y analizar de nuevo 
si la inhibición es estadísticamente significativa, inclusive en 12 h post-transfección.  

A continuación, explicaremos una situación del desarrollo embrionario que podría provocar 
que Pfn2 no sea inhibida por miR-7 durante la neurogénesis hipotalámica. Un análisis de la  totalidad 
de la 3’UTR de Pfn2, tanto de ratón como de humano, mostró que en el área contigua al sitio de 
unión de miR-7 se unen seis miembros de los siguientes tres clusters parálogos marcados con un 
asterisco: miR-17-92 (miR-17*, miR-18a, miR-19a, miR-19b-1, miR-20a*, miR-92a-1) , miR-106a-363 
(miR-106a*, miR-18b, miR-19b-2, miR-20b*, miR-92a-2, miR-363) y miR-106b-25 (miR-106b*, miR-
93*, miR-25). Estos miRNAs están separados del sitio de unión de miR-7 por menos de 40 o 30nt en 
ratón y humano, respectivamente, lo cual puede provocar que la unión de un miRNA del cluster con 
la 3’UTR interfiera con la unión de miR-7 a la misma. El principal cluster de nuestro interés es miR17-
92; el cual puede actuar como miRNA supresor de tumores u oncomiR dependiendo del contexto 
celular (Khuu et al., 2016). Este cluster de seis miRNAs se expresa de manera alta al principio del 
desarrollo embrionario y su “knockout” es letal, provocando la muerte de los ratones por defectos 
en los pulmones y el corazón (Ventura et al, 2008).  

Es importante tener en cuenta que la regulación de los miRNAs sobre sus genes blanco 
puede ser directa por la unión del miRNA con la 3’UTR y ocurrir a nivel post-transcripcional, o puede 
ser indirecta, por la inhibición de un FT que se una a la región promotora del blanco, y la regulación 
sucedería a nivel transcripcional. Sin embargo, en ambos casos el resultado es el mismo, el nivel de 
proteína se reduce (Cloonan et al., 2015). Por lo tanto, al actuar en conjunto con otros procesos 
reguladores de la expresión, como pueden ser FT, los miRNAs pueden actuar en múltiples niveles y 
con mayor eficiencia (Tsang et al., 2007). Lo anterior genera dos opciones de interacción entre 
miRNAs y FT: que la transcripción del miRNA y el gen blanco sean co-reguladas positivamente por 
un FT río arriba de ambos; lo que generaría circuitos conocidos como tipo I. O que tal FT río arriba 
reprima la transcripción del gen blanco y simultáneamente active la transcripción del miRNA, que a 
su vez inhibe la traducción del gen blanco, generando circuitos conocidos como tipo II (Tsang et al., 
2007). Los circuitos tipo II son más prevalentes en las células, pues los transcritos blanco de varios 
miRNAs con expresión tejido-específica tienden a disminuir en donde se expresan los miRNAs que 
los regulan (Farj et al., 2005; Sood et al., 2006). En contraste, existe poca evidencia de circuitos de 
tipo I; sin embargo, un buen ejemplo es el mediado por miR-17 que reprime al factor de 
transcripción E2F1, y a su vez ambos son activados transcripcionalmente por c-Myc en células 
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humanas (O’Donnnel et al., 2005). A pesar de que los circuitos de tipo I parecen incoherentes a 
primera vista, son importantes pues proporcionan funciones regulatorias necesarias para el 
mantenimiento de la expresión estable de proteínas (Tsang et al., 2007). Como se comentó 
anteriormente, se encontró por un análisis bioinformático que miR-17 tiene una alta probabilidad 
de unión a la 3’UTR de Pfn2, si tal interacción es funcional biológicamente, c-Myc podría estar 
generando un circuito tipo I favoreciendo la transcripción de miR-17 y de uno de sus blancos, y los 
niveles altos de miR-17 interferirían con la unión de miR-7 a la 3’UTR de Pfn2, y los niveles de 
proteína de Pfn2 se mantendrían estables.  

También la regulación de los miRNAs es un proceso importante durante el desarrollo. Como 
se comentó en la introducción en ratón existen 3 loci de miR-7: miR-7a-1, miR-7a-2 y miR-7b, 
transcritos de los cromosomas 13, 7 y 17; los cuales comparten la secuencia de la semilla, pero miR-
7b difiere en un nucleótido (Pollock et al., 2014), mientras en humano se nombran a los genes  miR-
7-1, miR-7-2, y miR-7-3 y todos tienen la misma secuencia (Martinez-Sanchez  et al., 2016). MiR-7a-
2 y miR-7b, son transcritos de locis intergénicos, mientras que miR7a-1 se localiza en un intrón del 
gen de la ribonucleoproteína nuclear heterogénea K (Hnrpk; Martinez-Sanchez et al., 2016). La 
expresión de miR-7a se encuentra enriquecida en el hipotálamo, así como en los islotes 
pancreáticos, la hipófisis, y las glándulas suprarrenales de ratones y humanos (Landgraf et al., 2007). 
En el contexto de los islotes pancreáticos miR-7 se transcribe gracias a la expresión de dos FT de tipo 
bHLH Ngn3 y NeuroD (Kreddo-Russo et al., 2012). Como se mencionó en la introducción durante la 
neurogénesis NGN es un gen proneural temprano expresado en células en proliferación y NeuroD 
uno tardío expresado en células que han salido del ciclo celular (Lee et al., 1995; Roztocil et al., 
1997).  

Se conoce que hay una regulación a nivel post-transcripcional del transcrito de miR-7 
generado a partir del locus de la proteína Hnrpk en células no neuronales para que el miRNA se 
encuentre enriquecido únicamente en células neuronales. Esto ocurre en humanos y ratones gracias 
a dos proteínas HuR (antígeno de Hu, R) que funciona como adaptador para la proteína MSI2 
(homólogo de Musashi I 2), la cual se une al bucle terminal del pri-miR estabilizándolo y evitando su 
procesamiento (Choudhury et al., 2013). Además, recientemente se describió un nuevo mecanismo 
de control post-transcripcional mediado por un RNA circular llamado ciRs-7, enriquecido en el 
cerebro, que contiene un total de 73 sitios de unión a miR-7 y actúa como esponja o secuestrador 
de miR-7 (Hansen et al., 2013; Memczak et al., 2013). La expresión de ciRS-7 coincide entre los 
islotes pancreáticos y las neuronas (Xu et al., 2015). Interesantemente ciRS-7 se encuentra 
enriquecido en el cerebelo, y se expresa mayormente en neuroblastomas que no se adhieren al 
sustrato. Cabe mencionar que la proteína priónica celular (PrPc) induce la expresión de ciRS-7 y no 
de su gen huésped CDR1, en células HEK-293 (Satoh y Yamamura, 2004). En este contexto, es 
probable que la regulación de HuR y MSI2 pueda estar inhibiendo la maduración del miR-7 
transfectado en células HEK-293, debido a que estas no son de origen en neuronal, y ello también 
correlaciona con el antecedente que relaciona a la PrPc con la inducción de ciRS-7 en células HEK-
293. Es decir, ambos mecanismos post-transcripcionales pueden influir en los resultados obtenidos. 
Cabe mencionar que la función de ciRs-7 no es sólo como esponja y también puede funcionar como 
amortiguador o repositorio de miR-7 dependiendo de los estímulos celulares; por lo que su 
regulación es fina y especifica. En caso de una sobrexpresión lo más probable es que ciRS-7 actué 
como esponja para atenuar el exceso del miR-7. 

Recapitulando la información previa, para determinar por qué las proteínas del 
citoesqueleto no fueron inhibidas por miR-7 tenemos que realizar una transfección transitoria de 
miR-7 en células HEK-293 para extraer, analizar y comparar las proteínas a las 12, 24, y 36 y 48 h en 
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experimentos realizados por triplicado. Si estas replicas mostraran ser estadísticamente 
significativas podríamos avanzar a la tercera interrogante de investigación: ¿Qué efecto tiene la 
expresión del miRNA en una función biológica determinada? Si no, entonces podríamos detectar la 
expresión de MSI2 y HuR, o ciRS-7 en las células HEK-293 y compararlo con los niveles en las células 
neuronales hipotalámicas para determinar si la expresión de tales inhibidores de miR-7 tienen un 
efecto global reflejado en la taza de inhibición post-transcripcional y los niveles proteicos. 

Por último, la interrogante de investigación más importante es: ¿Cuál es la función del 
miRNA en una función biológica determinada? En este sentido, es prudente sintetizar las funciones 
conocidas de nuestros tres blancos Sept1, Sept8 y Pfn2 y tratar de proponer en base a los resultados 
obtenidos una posible función, la cual a pesar de ser una predicción, puede guiar las perspectivas 
para resolver la pregunta de investigación a futuro. En el caso de las septinas, Sept1 y Sept8, la falta 
de bibliografía relativa a su papel en el SNC presenta una complicación, así como un área de 
oportunidad. Ambas septinas se expresan de manera enriquecida en el SNC y han sido relacionadas 
con la enfermedad de Alzheimer (Dolat et al., 2014; Shimoyama et al., 2003; Kinoshita et al., 1998; 
Kurkinen et al., 2016). Por lo tanto, se sabe de antemano que su expresión existe en el SNC adulto, 
pero no se conoce en la embriogénesis. En ese sentido nuestro trabajo aporta una nueva perspectiva 
a la función de la regulación del citoesqueleto en los procesos de diferenciación neuronal 
hipotalámica. Un artículo recientemente publicado señala que la expresión de Sept1 no es capaz de 
rescatar un defecto en las ramificaciones de las dendritas hipocampales causado por el 
“knockdown” de Sept5 con un RNA de interferencia (shRNA); sin embargo, la expresión ectópica de 
Sept2 y Sept4, rescata el defecto y colocaliza con Sept7 en las dendritas (Kaplan et al., 2017). Lo 
anterior a pesar de que todas las septinas antes mencionadas pertenecen a la misma familia, de 
Sept2, y son consideradas redundantes. Es posible que la función biológica de Sept1 este más 
orientada a la citocinesis por su interacción con AuroraB en el surco de segmentación y porque el 
“knockdown” de Sept1 en oocitos de ratón causa defectos en el huso mitótico y una incorrecta 
segregación de cromosomas (Qui et al., 2005; Zhu et al., 2011). Está función en la citocinesis encaja 
muy bien con los datos de RNA-seq y el inmunoblot en células ESC-R1, puesto que la expresión de 
Sept1 es alta al inicio de la neurogénesis y disminuye conforme se diferencian las células. Es posible 
que miR-7 regule post-transcripcionalmente a Sept1, dada la significancia estadística de los ensayos 
de luciferasa y las tendencias de disminución proteica obtenidas en células HEK-293. 

Sept8 forma parte de la familia de Sept6, compuesta por Sept6, 8, 10, 11 y 14; por medio de 
RNA de interferencia y experimentos de sobrexpresión se conoce que Sept6 es importante tanto en 
la formación de espinas dendríticas como en la arborización axonal (Tada et al., 2007; Hu et al., 
2012). Las funciones de Sept8 reportadas en la literatura están poco relacionadas con las dendritas 
o los axones, y más bien se relacionan con las membranas y vesículas.  Sept8 está enriquecida en las 
presinápsis e interactúa con diversas proteínas para formar los complejos SNARE (receptores de 
proteínas de fijación soluble de NSF) y la liberación de neurotransmisores; interactúa con Sept5; 
cuyo “knockout” tiene defectos en la secreción de serotonina (Blaser et al., 2004). Dicha interacción 
también es importante en las retinopatías proliferativas que se caracterizan por una alta expresión 
de Sept8 (Ito et al., 2009; Beites et al., 1999; Blaser et al., 200). No hay modelos reportados de un 
“knockout” de Sept8; sin embargo, por sus interacciones en el SNC es probable que en hipotálamo 
también regule procesos relacionados con exocitosis de vesículas y neurotransmisores, por lo que 
tentativamente su expresión es más importante en neuronas diferenciadas. Los datos de RNA-seq 
y el inmunoblot en células ESC-R1, muestran que Sept8 se mantiene expresándose de manera 
relativamente estable al inicio de la neurogénesis, disminuyendo notablemente en el E 18 mostrado 
en el RNA-seq, después estabilizándose y aumentando en adulto. Está disminución nos llama la 
atención puesto que el conjunto de progenitores a partir del cual se genera la línea celular mHypoE-
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N1 con la que trabajamos es de los días 15,17 y 18. Es probable que en esta etapa de mayor actividad 
neurogénica en el hipotálamo las funciones celulares de exocitosis no sean tan importantes y 
aumenten en adelante en la medida que las células se diferencian. Por lo tanto, dado que Sept8 
aumenta su expresión a la par que lo hace miR-7, y no se ve inhibido es probable que no sea un 
buen blanco de miR-7. Cabe mencionar también que las septinas son genes que sufren “splicing 
alternativo, y a pesar de haber escogido la variante transcripcional más larga, nuestros resultados 
se encuentran limitados a que trabajamos únicamente con una sola variante que puede, o no, 
reflejar lo que sucede in-vivo. 

Respecto a Pfn2 se sabe que tiene una función importante en el desarrollo temprano 
inhibiendo la neurogénesis (Da Silva et al., 2003) y juega un papel importante en la citoarquitectura 
de las dendritas de neuronas del hipocampo (Michaelsen et al., 2010). Además, éste es un blanco 
comprobado de miR-7 en un contexto pancreático (Latreille et al., 2014); sin embargo, se desconoce 
su función en el desarrollo neuronal hipotalámico. Dado que éste fue el mejor blanco bioinformático 
y en la validación de la unión de miR-7 por ensayos de gen reportero, se decidió analizar más a fondo 
la extensión completa de su 3’UTR por medio de miRanda-miRSVR. Este análisis mostró que existen 
más de 45 miRNAs que se unen a la 3’UTR de Pfn2 con un buen score de conservación, parte del 
cluster miR17-92, que se expresa de manera alta al principio del desarrollo embrionario, su 
“knockout” es letal (Ventura et al, 2008).  

Estos datos muestran que entre la diversidad de miRNAs que se unen a Pfn2 existen varios 
que tienen una expresión importante durante el desarrollo temprano, por ejemplo, miR-17 y miR-
20a en conjunto con la expresión de miR-7, estos miRNAs pueden estar participando de manera 
sinérgica en el control postranscripcional de Pfn2; o bien competir entre ellos por el sitio de unión 
a la 3’UTR por impedimentos estéricos durante el desarrollo del hipotálamo. Se observó mediante 
RNAseq que el transcrito de Pfn2 se comporta de la misma manera que el transcrito de miR-7 en el 
desarrollo neuronal hipotalámico, aumentando progresivamente del día E 12 al P 7 y se atenúa 
ligeramente en adulto. La expresión proteica de Pfn2 se correlaciona directamente con la tendencia 
de aumento en el transcrito en el contexto de la línea celular ESC-R1, pues el nivel de proteína de 
Pfn2 es bajo en proliferación y aumenta en la diferenciación. Por lo tanto, es probable que por el 
número de miRNAs que se unen en la proximidad del sitio de unión de miR-7, que este miRNA sea 
necesario más no suficiente para logar disminuir los niveles proteícos de Pfn2.  
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IX. Conclusión 

MiR-7 es un miRNA conservado evolutivamente que está circunscrito a todos los controles 
transcripcionales y post-transcripcionales. Sin embargo, sorprende su enriquecimiento en el 
hipotálamo, un centro neurosecretotio compuesto por cerca de 300 o más fenotipos neuronales y 
con funciones fisiológicas muy variadas; desde regular la ingesta o gasto de energía, hasta las 
conductas de vigilia, conducta sexual y de enojo, a través de su comunicación con el sistema 
endócrino mediante la hipófisis. De manera interesante este miRNA cuenta con regulador post-
transcripcional tan específico como lo es CiRS-7, enriquecido en el cerebro con funciones de 
esponja, repositorio o amortiguamiento de miR-7.  

Interesantemente miR-7 es regulado y a la vez regula, en el contexto del hipotálamo 
embrionario. MiR-7 cuenta con tres blancos del citoesqueleto novedosos por tener enriquecimiento 
específico al SNC; específicamente el más interesante es Pfn2, pues existe una publicación que 
confirma que es un blanco de miR-7 en otro contexto celular. No se tiene ninguna idea de la función 
que puedan tener estos genes del citoesqueleto en la neurogénesis; sin embargo, este trabajo 
amplía nuestro conocimiento de ellos, identificando a Pfn2 y Sept1 como blancos de interacción con 
miR-7. Es probable que Sept8 no sea un buen blanco de miR-7, pero en caso de resolver con certeza 
estadística el efecto del miRNA en la proteína blanco de los otros dos genes, es muy probable que 
Sept1 y Pfn2 sean inhibidas por miR-7. Ahondar en el estudio de sus funciones y el efecto post-
transcripcional de miR-7 sobre estos blancos del hipotálamo no sólo es completamente novedoso 
sino muy interesante; y en la medida que se trabaje con las 3’UTR completas, alguna variante 
transcripcional y un sistema in-vivo ad hoc se puede descubrir si miR-7 controla la dinámica del 
citoesquelto durante el proceso de diferenciación neuronal hipotalámico regulando post-
transcripcionalmente a los genes de Sept1 y Pfn2.  

Un concepto emergente en el campo de la neurogénesis plantea que las neuronas que 
tienen sistemas de neurotransmisores comunes, por ejemplo noradrenérgicas, usan un mismo 
programa principal de diferenciación génica y reclutan componentes específicos para su fenotipo. 
Poder descubrir que alguna de nuestras proteínas es parte del programa principal de diferenciación 
de algún fenotipo hipotalámico específico sería muy enriquecedor, pues el conocimiento se podría 
extrapolar a programas de diferenciación ya conocidos por sus interacciones con otras proteínas y 
ellonos acercaría a conocer la función de nuestros genes de interés. El conocimiento generado 
aporta nuevas bases para continuar la investgación con la certeza de que estudiar más a fondo estos 
tres blancos en el cerebro expandirá nuestro entendimiento limitado de los mecanismos 
moleculares de diferenciación neuronal hipotalámica.  
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X. Perspectivas 

 

• Clonar la 3’UTR mutante faltante de Sept8, es decir Sept8.1 y repetir las transfecciones en 
la línea celular HEK-293 con la 3’UTR nativa y mutante, así como realizar los ensayos de 
Western-blot por triplicado para confirmar si la interacción entre miR-7 y Sept8.1 es 
biológicamente funcional.   

• Medir por qPCR los transcritos de Sept1, Sept8 y Pfn2 en mHypoE-N1 y HEK-293. 

• Cotransfectar miR-7 y el cluster de miR-17-92 en células HEK-293 para investigar si el efecto 
sinérgico de estos miRNAs es capaz de disminuir los niveles proteicos de PFN2. Cabe 
mencionar que se cuenta con dicha construcción (miR17-92) en el laboratorio pues fue 
clonada para investigar su función en el desarrollo neuronal hipotalámico (Tesis de 
licenciatura Ortega-Gurrola, 2017). 

• Confirmar en HEK-293 la funcionalidad de una esponja de miR-7 (generada en el laboratorio) 
con 7 sitios de unión consecutivos a miR-7, de modo que la actividad de la luciferasa se 
rescate por medio de la inhibición de la represión post-transcripcional de miR-7. 

• Realizar ensayos de análisis por hibridación fluorescente in situ para caracterizar la 
expresión de Sept1, Sept8 y Pfn2 en el hipotálamo en desarrollo y adulto.  

• Estandarizar una técnica para la generación de neuroesferas hipotalámicas, entre el periódo 
de los días E 15 y E 18 de mayor neurogénesis en el hipotalámo y establecer estas células 
como el modelo experimental biológico en el cual se pruebe el efecto de la transfección de 
miR-7 o de su inhibición por medio de la esponja. Esto supondría no tener que trabajar con 
construcciones de las 3’UTRs y sólo modificar los niveles endógenos de tales proteínas. 
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XII. Figuras suplementarias 

Figura suplementaria 1 

# Gen Incluído 
en 

# Elem. Nombre del gen 

1 Arpc1a ARP2/3 I Complejo de la subunidad 1A de la proteína relacionada con actina 2/3 

2 Crk CRKII II Homólogo del oncogen CT10 de virus de sarcoma v-crk  

3 Pdgfb GF III Polipéptido beta del factor de crecimiento derivado de plaquetas 

4 Slc9a1 NHE1 IV Cargador de solutos de la familia 9 

5 Pik3cb PI3K V Polipéptido b-catalítico de la fosfatidilinositol-3 cinasa 

6 Pik3r2 PI3K V Subunidad regulatoria, peptido 2 de fosfatidiinositol-5-fosfato-4-cinasa  

7 Pip4k2a PI4P5K VI Fosfatidilinositol-5-fosfato-4 cinasa tipo II alfa 

8 Pip4k2b PI4P5K VI Fosfatidilinositol-5-fosfato-4 cinasa tipo II beta 

9 Pip4k2c PI4P5K VI Fosfatidilinositol-5-fosfato-4 cinasa tipo II gamma 

10 Pip5k1b PI4P5K VI Fosfatidilinositol-4-fosfato-5 cinasa tipo I beta 

11 Pfn2 PFN VII Profilna 2 

12 Rac1 RAC VIII C3 substrato botulínico 1, relacionado a RAS 

13 Raf1 RAF IX Oncogen viral 1 v-raf de leucemia 

14 Rras RAS X Oncogen del subrupo R de sarcoma de rata Harvey 

15 Rras2 RAS X Homólogo 2 del oncogen viral relacionado a RAS (r-ras) 

16 Mras RAS X RAS de músculo y microespínas 

17 Pdgfra RTK XI Alfa polipéptido del receptor de factor de crecimiento derivado de 
plaquetas 

18 Ssh1 SSH XII Homólogo de slingshot (Drosophila) 

19 Vav2 Vav/ XIII Oncogen Vav2 

 

Fig S1. Genes que participan en la vía regulación del citoesqueleto de actina. Elementos de la vía de regulación del 
citoesqueleto de actina obtenidos por KEGG pathways. El total de genes que participan en la vía “Regulación del 
citoesqueleto de actina” son 19, como se muestra en la lista. De estos genes, algunos se encuentran en la misma 
clasificación en números romanos, de tal manera que aparecen como 13 elementos en la vía.  
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Figura suplementaria 2 

Los siguientes 24 genes conforman la red llamada “Citoesqueleto, regulación del rearreglo del 
citoesqueleto” y se muestran como 17 elementos en la red de interacción generada por la vía. En 
números romanos se muestran los elementos que conforman cada nodo en la red de manera que 
en Metacore la anotación toma como gen la clasificación principal y después señala la variante del 
gen, bajo una misma clasificación.  

 

# Símbolo de gen Incluído en # Elem. Nombre del gen 

1 14-3-3 14-3-3 I Proteína de activación tirosina 3-monooxigenasa 
/triptófano 5-monooxigenase 

2 14-3-3 eta 14-3-3 I Proteína de activación tirosina 3-monooxigenasa/triptófano 
 5-monooxigenase, polipéptido eta 

3 ARF3 ARF3 II Factor 3 ADP-ribosilación  

4 ARPC1 ARPC1 III Subunidad 1, complejo de la proteína relacionada con actina 2/3  

5 ARPC1A ARPC1 III Subunidad 1A, complejo de la proteína relacionada con actina 2/3  

6 CAPZA CAPZA IV Proteína de capping (filamentos de actina) de la línea del músculo z, alfa  

7 CAPZA1 CAPZA IV Proteína de capping (filamentos de actina) de la línea del músculo z, alfa 1 

8 CRK CRK V Homólogo del oncogen CT10 de virus de sarcoma v-crk  

9 ERM proteins ERM proteins VI Proteína de interacción con la cadena lregulatoria lugera de miosina  

10 G-protein 
alpha-i family 

G-protein alpha-i family VII Proteína de unión a nucleótido de guanina (proteína G), alfa inhibitoria 2  

11 Galpha(i)-
specific amine 
GPCRs 

Galpha(i)-specific amine 
GPCRs 

VIII Receptor adrenérgico alfa 2 

12 PARD6 PARD6 IX Par-6 (partición defectuosa 6)  

13 PARD6B PARD6 IX Par-6 (partición defectuosa 6) homólogo beta (C. elegans) 

14 PKC PKC X Proteína cinasa C 

15 PKC-
lambda/iota 

PKC X Proteína cinasa C, iota 

16 Profilin Profilin XI Profilina 

17 Profilin II Profilin XI Profilina 2 

18 Protein kinase 
G 

Protein kinase G XII Proteína cinasa dependiente de cGMP, tipo II 

19 Rac1 Rac1 XIII C3 substrato botulínico 1, relacionado a RAS 

20 Tubulin alpha Tubulin alpha XIV Tubulina, alfa 1B 

21 Tubulin alpha 1A Tubulin alpha XIV Tubulina, alfa 1A 

22 Tubulin gamma Tubulin gamma XV Tubulina, gama 2 

23 VAV-2 VAV-2 XVI Oncogen Vav2 

24 WaspIP WaspIP XVII Miembro 1 de la familia de proteínas de interacción con WAS/WASL  

 

Fig S2. Genes que participan en la vía de enriquecimiento “Citoesqueleto, regulación del rearreglo del citoesqueleto”. 
Elementos que conforman los 24 genes como 17 elementos en la red de interacción generada por la vía “Citoesqueleto, 
regulación del rearreglo del citoesqueleto”. En números romanos se muestran los elementos que conforman cada nodo 
en red de manera que en Metacore la anotación toma como gen la clasificación principal y después señala la variante del 
gen, bajo una misma clasificación. 
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Figura suplementaria 3  

 

3.A.  

 

 

 

Región amplificada de 217nt, a partir del nucleótido 1 al 217 de la 3’UTR de Sept1, semilla marcada 
en amarillo. 

1 

61 

121 

181 

 

tattccccaa taccgcctgt cctcgcctct gctcaccgct aatcggctat cccatccccg  

cgctggacag cccagcgccc aatccgggga tccagagggt aggcctgccc ttgcacttaa  

accagatccc tccaatccgg aagtttaagg cccatccgac ttcgtcttcc gcgcggctct  

aagaggaccg cactccaaga aaagcctccc caccact  

 

3.B.  

 

 

 

 

 

Región amplificada de 405nt, a partir del nucleótido 241 al 646 de la 3’UTR de Sept8 denominada 
Sept8.1, semilla marcada en amarillo. 

      241 -acaccttgt gacccttctc ccataacatg gtgtgaggac ggactgggag ccggtacaga 

      301 ctccagtgtt tacagctttg ccatgtcccc acctgctggc ctcaggctgc ctgggcctgg 

      361 ccagctatcc ttctctatgc aaatgcgtca aagccatgac tgctggaacc caaaactgac 

      421 aaggtttatt ttttccagag ccggtggctg gtcttccatt tacagtgtca ctattccttg 

      481 atggagcagt tatgtgcccg ctctggtgat ggccccagcc agtgatgcta ggcctaattg 

      541 ttcatcatca agccggcgac tcatgtggtg cctgccctag gcgtggcctg cggtctggca 

      601 gatccgtgct acagaattcg cctggttcct ctctatttta attttt 

Región amplificada de 353nt, a partir del nucleótido 1981 al 2346 de la 3’UTR de Sept8 denominada 
Sept8.2, semilla marcada en amarillo 

     1981 caacctct cctagccaat atattattcc agagaccagg atgacctagc 

     2041 aggcaggtcc actggttgta taaaagacag gattgcaggc tcacaatcca tgcagagaac 

     2101 tctgaagcca gcaaattgta ccaccatccc ccgctgctca ccaaacatgg gcgtactgga 

     2161 aggctgttat actcagtgcc cgcctttgac ctaaagctgg ccagcatccc tggggaaacc 

     2221 tgacttgcaa tttctagagt ttaagatctt cccatcggct gtggcaagct cttcccctgt 

     2281 gtggaatttt gttatcttta tttagctgag gttaaattaa tctctgttgt gcaagaaaaa 

     2341 catga 

 

 

Gen microRNA Posición Semilla ΔGduplex ΔGopen ΔΔG 

Sept1 mmu-miR-7a 238 08:01:01 -10.8 -2.64 -8.15 

Sept1 mmu-miR-7a 277 08:01:01 -8.8 -2.01 -6.78 

Sept1 mmu-miR-7a 163 08:01:00 -13.4 -7.15 -6.24 

Gen microRNA Posición Semilla ΔGduplex ΔGopen ΔΔG 

Sept8 mmu-miR-7a 450 08:00:01 -22.65 -12.42 -10.22 

Sept8 mmu-miR-7a 2437 08:01:01 -13.4 -6.55 -6.84 

Sept8 mmu-miR-7a 2245 08:01:01 -11 -6.16 -4.83 

Sept8 mmu-miR-7a 2268 08:01:01 -11.2 -11.13 -0.067 

Sept8 mmu-miR-7a 213 08:01:01 -10.2 -10.22 0.022 

Sept8 mmu-miR-7a 2866 08:01:01 -9.2 -10.2 1 
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3.C 

 

 

 

 

Región amplificada de 542nt, a partir del nucleótido 3 al 544 de la 3’UTR de Pfn2, semilla marcada 
en amarillo. 

        1 --gctaggca gactgttaag tattagggga aaattgctct taaattttcc tagctgtaag 

       61 cttaagtctc ctttgtatcc ctctgttggt ggggaaaggt gtctttcttt ctgccccttc 

      121 cccttaaata attgtgttca tttttgtttt gtttccttgt gtactccagc attggttata 

      181 gtcatgggaa aggaaggtgt ccacgcaggc acaattaaca agaaaacata tgaactcgct 

      241 ttatacctga agaggtctgt aaccaacctt tatctggcat cataattgca gcacaataat 

      301 gatttgcatg atatcttgaa actgggggaa gggggcatgc caagttgggc atcacttcgt 

      361 cttagcagtt agtggattac tgattactaa aataggttaa tagtaagcaa ggtgccggtg 

      421 tacagtctct aactcgatca gtgtcttttc agcactttgg agcatttcct tggctcatct 

      481 agtcttcctt ttgtagcgca tggttgggag gaaaaagtgc atgcctctgt acgtcacacc 

      541 tttc 

 
Fig S3. Características de 3’UTR de clonas y amplicón clonado en psiCHECK-2. (A) Sitios de unión de miR-7 sobre la 3’UTR 
de Sept1 (A), Sept8 (B) y Pfn2 (C) amplicón clonado en psiCHECK-2. 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gen microRNA Posición Semilla ΔGduplex ΔGopen ΔΔG 

Pfn2 mmu-miR-7a 480 08:00:00 -19 -10.14 -8.85 

Pfn2 mmu-miR-7a 42 08:01:01 -11.2 -10.55 -0.64 

Pfn2 mmu-miR-7a 64 08:01:01 -9.86 -10.15 0.29 

Pfn2 mmu-miR-7a 99 08:01:01 -9.2 -17.79 8.59 
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Figura suplementaria  
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4.D  

 

 

 

 

4.E 
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4.G 

 

 

 

Fig S4. Resultados del alineamiento de la secuenciación de las clonas recombinantes de Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2 en el 
vector psiCHECK-2. (A) Secuencia sentido de la 3’UTR de Sept8.1 y (B) secuencia antisentido de Sept8.1. (C) Secuencia 
sentido de la 3’UTR de Sept8.2 y (D) secuencia antisentido de Sept8.2. (E) Secuencia sentido de la 3’UTR de Pfn2 y (F) 
secuencia antisentido de Pfn2. Recuadro rojo marca sitio de unión a miR-7 para cada secuencia sentido. (G) Muestra la 
secuencia sentido de la 3’UTR de Sept1 después de haber sido sacada del vector pJet1.2/blunt. En el recuadro rojo se 
muestra el sitio de unión a la semilla de miR-7. 
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Figura suplementaria 5 
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5.B 
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Fig S5. Alineamiento y secuenciación de 3’UTRs mutantes. Secuencia sentido de la 3’UTR mutante de Sept1 (A), Sept8.2 
(B) y Pfn2 (C). En el recuadro rojo se muestra el sitio de unión a la semilla de miR-7. 
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Figura suplementaria 6 
 

Fig S6. Efecto de la transfección de  miR-7 en la traducción de las proteínas SEPT1, SEPT8 y PFN2 en células HEK-293 en 
24 hrs (A, C, E) y 36hrs (B, D, F) A partir de la transfección de miR7 en concentraciones de 250ng, 500ng, 1000ng y 2000ng 
se hizo un Western-blot en tiempos diferentes del triplicado, disminuyendo en dos intervalos de 12 htrs cada uno es decir 
en 36hrs y 24 hrs. para monitorear el efecto del miRNA sobre la producción de proteína de SEPT1, SEPT8 y PFN2.  Los 
valores fueron obtenidos a partir de la división del valor de densitometría experimental/ el valor de densitometría de 
actina normalizando a 1 el valor del vector vacío. Número de experimentos n=1. Ud: unidades densitométricas. 
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Figura suplementaria 7 
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Fig. S7 Densitometría de la transfección de miR-7 en la traducción de las proteínas SEPT1, SEPT8 y PFN2 en células HEK-
293 en 24 hrs (A, C, E) y 36hrs (B, D, F). Tabla con los valores densitométricos del Western-blot de la transfección de miR-
7 en células HEK-293, la tabla (A) y (B) corresponden a la SEPT1 de 24 y 36 hrs; la tabla (C) y (D) corresponden a SEP8 de 
24 y 36 hrs y la tabla (E) y (F) a PFN2 de 24 y 36 hrs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3' UTR Sept1 Ud 

pcDNA  1.00 

pc miR-7 [250ng] 1.13 

pc miR-7 [500ng] 0.81 

pc miR-7 [1000ng] 0.82 

pc miR-7 [2000ng] 0.63 

3' UTR Sept8 Ud 

pcDNA  1.00 

pc miR-7 [250ng] 0.85 

pc miR-7 [500ng] 0.48 

pc miR-7 [1000ng] 0.84 

pc miR-7 [2000ng] 0.55 

3' UTR Pfn2 Ud 

pcDNA  1.00 

pc miR-7 [250ng] 1.46 

pc miR-7 [500ng] 0-87 

pc miR-7 [1000ng] 0.93 

pc miR-7 [2000ng] 0.81 

3' UTR Sept1 Ud 

pcDNA  1.00 

pc miR-7 [250ng] 1.07 

pc miR-7 [500ng] 0.93 

pc miR-7 [1000ng] 1.14 

pc miR-7 [2000ng] 1.11 

3' UTR Sept8 Ud 

pcDNA  1.00 

pc miR-7 [250ng] 1.02 

pc miR-7 [500ng] 1.08 

pc miR-7 [1000ng] 0.86 

pc miR-7 [2000ng] 1.04 

3' UTR Pfn2 Ud 

pcDNA  1.00 

pc miR-7 [250ng] 1.62 

pc miR-7 [500ng] 1.38 

pc miR-7 [1000ng] 1.45 

pc miR-7 [2000ng] 1.25 
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