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RESUMEN 

 
La diferenciación celular en el sistema nervioso central está regulada por un programa de 

diferenciación coordinado tanto por las señales solubles extracelulares como por las cascadas de 

señalización intracelulares. Entre las señales solubles que actúan en el desarrollo del sistema 

nervioso central se encuentran las vías de los factores tróficos como el NGF, el TGFß y Wnt, los 

cuales regulan vías de señalización intracelular que finalizan con la activación de los factores de 

transcripción. El Klf10 es un factor de transcripción con participación en la diferenciación hacia 

diferentes tipos celulares, tales como los osteoblastos y los linfocitos T reguladores. En el grupo 

nos interesa el investigar el papel de Klf10 en el desarrollo del sistema nervioso central, 

específicamente, en el desarrollo del hipotálamo. Para esto, en el presente proyecto analizamos el 

efecto de diferentes señales sobre los niveles del RNA mRNA de Klf10, al igual que iniciamos la 

caracterización del promotor de Klf10. 

 

Por medio del tratamiento de la línea celular mHypoE N1 con el DBcAMP y el TPA demostramos 

que las vías de señalización mediadas por CREB y ERK1/2 inducen la expresión del gen de Klf10. 

Para confirmar esto generamos construcciones con el gen de luciferasa bajo el control del 

promotor de Klf10. Mediante ensayos de transfección con estas construcciones demostramos que 

CREB y AP1 incrementan la actividad del promotor de Klf10, lo que sugiere que vías de 

señalización neurogénicas que impliquen a estos factores de transcripción podrían regular la 

expresión de Klf10. 
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ABSTRACT 

 
The celular differentiation in the central nervous system is regulated by a differentiat program 

coordinated by extracelular signals and by intracellular signaling cascades. Among the signals that 

act during the development of the central nervous system we find the pathways of the trophic 

factors NGF, TGFß y Wnt, which regulate intracellular signaling pathways that finalize on the 

activation of transcription factor. Klf10 is a transcription factor with participation in the 

differentiation towards different cell types, such as osteoblasts and reguatory T lymphocytes. In 

our group we are interested in investigate the role of Klf10 in the development of the central  

nervous system, specifically, in the hypothalamus. To achieve this, in this Project we analyzed the 

effect of different signals over the levels of the messenger RNA of Klf10. We also begun the 

characterization of the Klf10 promoter. 

 

With the treatment of the cell line mHypoE N1 with DBcAMP ant TPA we demonstrated that the 

signaling pathways mediated by CREB and ERK1/2 induce the expression of Klf10. With 

transfecction assays with construction of the luciferase reporter gene under the control of the Klf10 

promoter we demonstated that CREB and AP1 increase the activity of the Klf10 promoter, which 

suggests that neurogenic signaling pathways that imply these transcription factors could regulate 

the expression of Klf10. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La Regulación de la expresión génica 

 

La regulación de la expresión génica es un proceso esencial para el desarrollo y el crecimiento 

normal. Las deficiencias en la regulación de la expresión génica pueden generar anormalidades en 

el desarrollo y enfermedades [Schulze et al, 2007]. Existen varios mecanismos para la regulación 

de la expresión génica, entre los que encontramos a: el estado de la cromatina, que permite o 

impide el acceso de factores de transcripción y de la maquinaria de transcripción hacia los genes 

[Quina et al, 2006]; y los factores de transcripción, los cuales pueden activar o reprimir la 

transcripción [Spitz et al, 2012]. 

 

La transcripción es una etapa de la expresión génica y es un punto importante en el cual esta 

expresión puede ser regulada. La enzima encargada de la transcripción es la RNA polimerasa, la 

cual sintetiza el RNA a partir del DNA. En los mamíferos hay tres RNA polimerasas diferentes: la 

RNA polimerasa I está encargada de la transcripción de los RNAs ribosomales, la RNA 

polimerasa II transcribe los RNA mensajeros (mRNA), y la RNA polimerasa III transcribe los 

RNAs de transferencia [Lewin, 2008]. Los mRNA son los RNA que son utilizados en la síntesis 

de proteínas. Para que la RNA polimerasa II inicie la transcripción de un gen necesita primero ser 

reclutada al promotor del gen que se va a transcribir, este proceso es mediado por los factores de 

transcripción [Schramm et al, 2002]. 

 

Los factores de transcripción son unas proteínas que reconocen secuencias específicas del DNA 

dentro de los promotores de los genes. Al reconocer estas secuencias se unen al promotor y 

pueden activar o reprimir la transcripción [Whitfield et al, 2012]. Esto lo logran mediante el 

reclutamiento de los co-factores como por ejemplo, las metilasas de histonas, las desmetilasas de 

histonas y las acetilasas de histonas. Los cofactores pueden reclutar a la RNA polimerasa II hacia 

el promotor de un gen para que se inicie su transcripción [Thomas et al, 2006]. Los cofactores 

pueden actuar también reclutando a las proteínas remodeladoras de la cromatina [Fukuda et al, 

2006]. 
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El estado de la cromatina es una parte importante de la regulación de la expresión génica. Si la 

cromatina se encuentra firmemente empaquetada puede impedir la unión de los factores de 

transcripción al DNA y por consiguiente reprimir la expresión génica. Por otro lado, para que la 

expresión génica se lleve a cabo se requiere que la cromatina se encuentre en un estado abierto, 

que permita la unión al DNA de los factores de transcripción y de la RNA polimerasa [Schulze et 

al, 2007]. El estado de la cromatina se puede regular mediante las proteínas modificadoras de la 

cromatina entre las cuales se encuentran las acetilasas de histonas, las desacetilasas de histonas, 

las metilasas de histonas, y las desmetilasas de histonas. De manera general la acetilación de los 

residuos lisina de las histonas se relaciona con la activación génica y la metilación de estos 

mismos residuos con la represión génica [Lewin, 2008; Quina et al, 2006]. 

 

Los diversos mecanismos de la regulación génica en conjunto con las señales extrínsecas e 

intrínsecas coordinan un programa de diferenciación en diversos sistemas y tejidos celulares entre 

los que se ecuentra el sistema nervioso central.  

 
La Neurogénesis 

 

La diferenciación neuronal involucra un programa de desarrollo controlado por las señales 

extrínsecas e intrínsecas. Durante el desarrollo, las células precursoras mitóticamente activas 

localizadas en el neuroepitelio dan lugar a todas las células gliales y neuronales del cerebro 

[Kandel et al, 2000]. Este proceso depende de una serie de mecanismos, entre los cuales 

encontramos: 1) las señales que controlan la proliferación de las células precursoras, como Sonic 

Hedgehog, que regula la proliferación de los precursores de las células granulares en el cerebelo 

[Wechsler-Reya et al, 1999]; 2) las señales que controlan la transición de las células pluripotentes 

hacia las células neuronales, como el ácido retinóico, el cual induce la diferenciación de las células 

troncales neurales [Jacobs et al, 2006]; 3) las señales que guían a las neuronas hacia su apropiada 

localización, como Slit, que dirige a las neuronas generadas en la zona subventricular hacia el 

bulbo olfatorio [Wu et al, 1999]; 4) las señales que guían a los axones de las neuronas hacia los 

sitios en donde deben establecer conexiones sinápticas, como Netrin, que permite el cruce de los 

axones a hemisferios opuestos a través de las comisuras del cerebro [Chilton, 2006] ; y 5) las 

señales para el establecimiento de las conexiones sinápticas, como Efrina, que induce la formación 

de la sinapsis en el desarrollo del hipocampo [Akaneya et al, 2010].  
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Las células progenitoras pasan por un proceso de especificación celular para finalmente adquirir 

un fenotipo celular específico. El punto clave en esta especificación celular es la interacción entre 

dos conjuntos generales de factores: 1) las señales provenientes del ambiente extracelular 

(extrínsecas); y 2) los componentes de cascadas intracelulares de transducción de señales 

(intrínsecas) [Yang, 2004]. Las células progenitoras acoplan la información extracelular y los 

eventos intracelulares de fosforilación, la expresión de genes y la producción de proteínas para 

inducir respuestas tales como el crecimiento, la diferenciación y la apoptosis. En el cerebro en 

desarrollo, el coctel de señales extrínsecas e intrínsecas controla la diferenciación de los 

precursores neuronales mitóticamente activos a los diferentes tipos celulares del cerebro [Pérez-

Martínez et al, 2006]. La diferenciación de las células neuronales no termina con la salida del ciclo 

celular y la expresión de genes neuronales, un punto fundamental en esta diferenciación terminal 

es la consolidación del fenotipo, la cual consiste en la inducción de la expresión de un transmisor 

específico y el mantenimiento de esa expresión [Kandel et al, 2000]. 

 

Las señales extrínsecas durante el desarrollo del sistema nervioso 

 

Algunas de las señales extrínsecas importantes para el desarrollo del sistema nervioso son las 

neurotrofinas, Wnt y el TGFß. Un ejemplo de las señales extrínsecas lo constituye la familia de las 

neurotrofinas, formada por cuatro miembros: el NGF (factor de crecimiento neural), el BDNF 

(factor neurotrófico derivado del cerebro), la Neurotrofina3 y la Neurotrofina4. Una función de las 

neurotrofinas es el aumento de la expresión del mRNA de péptidos específicos en el sistema 

nervioso central en desarrollo. Por ejemplo el BDNF induce la expresión de la hormona liberadora 

de tirotropina y la somatostatina [Sánchez-Muñoz et al, 2011; Ubieta et al, 2007]. El BDNF 

induce la diferenciación de las células troncales hacia un fenotipo neuronal mediante la activación 

de las vías de señalización MAPcinasas/ERK y PI3K/Akt [Lim et al, 2008].  

 

Por otra parte, el NGF posee distintas funciones en el sistema nervioso central, tanto durante el 

desarrollo como en el adulto. Durante el desarrollo, el NGF promueve la diferenciación, el 

crecimiento y la supervivencia neuronal [Aloe et al, 1999]. El NGF posee dos diferentes 

receptores, TrkA, que tiene una alta afinidad para el NGF, y p75 que une al NGF y a las demás 
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neurotrofinas con baja afinidad [Holub et al, 2011]. Los efectos biológicos del NGF se han 

asociado a su interacción con el receptor TrkA. Esta interacción activa a la GTPasa pequeña Ras, 

que a su vez activa a la cinasa de serinas y treoninas Raf. Esta última activa la vía de las proteínas 

cinasa activadas por mitógenos (MAP cinasas), donde a la activación de la MAPcinasa ERK, la 

cual puede inducir la activación del factor de transcripción Proteína Activadora 1 (AP1) [Kao et 

al, 2001].  

 

La línea celular PC12 es una línea derivada de un feocromocitoma la cual se diferencia hacia un 

fenotipo neuronal en respuesta al NGF. Esta línea celular es un modelo empleado para investigar 

los mecanismos moleculares que rigen la diferenciación neuronal. En este modelo, el NGF induce 

su diferenciación hacia células neuronales con un fenotipo parecido a las neuronas simpáticas 

noradrenérgicas [Zhou et al, 2006]. También se ha encontrado que el NGF promueve la 

supervivencia de las neuronas simpáticas. En estas neuronas el NGF interacciona con el TrkA en 

las terminales sinápticas. El complejo NGF-TrkA se internaliza en la célula y se transporta hacia 

el cuerpo celular en donde induce la fosforilación y la activación de la proteína de unión al 

elemento de respuesta al AMP cíclico (CREB). CREB induce la expresión de genes de 

supervivencia como Bcl-2 [Bedogni, 2003; Riccio et al, 1999]. Estudios de ratones nulos para el 

NGF confirmaron que éste nfluye en la supervivencia de las neuronas simpáticas in vivo. Estos 

ratones presentan una pérdida severa de las neuronas simpáticas y sensoriales y mueren a las pocas 

semanas después del nacimiento [Barker et al, 2001]. Los ratones que carecen del receptor TrkA 

presentan además, una disminución en las proyecciones de las neuronas colinérgicas hacia el 

hipocampo y la corteza, lo que demuestra que el NGF juega un papel en el crecimiento axonal 

[Einarsdottir et al, 2004].  

 

Otra señal extrínseca que actúa en el sistema nervioso central lo componen la familia de proteínas 

Wnt. En los mamíferos la familia Wnt consta de 19 miembros. La función de algunos de los 

miembros es importante para el desarrollo del sistema nervioso central. Los ratones nulos para 

Wnt1 carecen del cerebelo y de una porción del cerebro medio y mueren 24 horas después del 

nacimiento, mientras que los ratones nulos para Wnt3a tienen niveles reducidos de las células 

precursoras neuronales, carecen del hipocampo y mueren en las etapas embrionarias. [Galceran et 

al, 2000; Logan et al, 2004].  
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Un ejemplo de la importancia de Wnt en el desarrollo del sistema nervioso central es Wnt7a, que 

induce la sinaptogénesis al unirse a su receptor Frizzled5 (Fz5). En el hipocampo, la expresión de 

Fz5 aumenta durante el periodo de sinaptogénesis. La proteína Fz5 se localiza hacia los sitios en 

donde se formarán nuevas uniones sinápticas. En estos sitios Fz5 se une a Wnt7a, lo que lleva a la 

represión de la cinasa GSK-3ß. Esto conduce al remodelamiento del axón y a la acumulación de la 

proteína synapsin I en ese sitio, eventos que son preliminares para la formación de la sinapsis 

[Hall et al, 2000; Sahores et al, 2010].  

 

Para que se lleve a cabo la neurogénesis del hipotálamo en el pez Danio rerio se requiere la 

señalización por Wnt8b. Wnt8b señaliza a través de ß-catenina e induce la translocación del factor 

de transcripción Lef1 al núcleo donde induce la expresión del gen Sox3 [Lee et al, 2006;]. Sox3 

participa en los procesos de la neurogénesis al activar “enhancers” (región génica encargada de la 

regulación de un grupo de genes) de algunos genes neuronales como nestina, lo que lleva a la 

generación de los progenitores neurales [Tanaka et al, 2004; Wegner, 2011].  

 

Los factores de crecimiento transformante ß (TGFß) forman una familia de citocinas 

multifuncionales. Estos factores actúan como los reguladores clave en algunos eventos del 

desarrollo. Los miembros de esta familia incluyen al TGFß1, el TGFß2, el TGFß3, la proteína 

morfogénica de hueso 2 (BMP2), BMP4, el factor neurotrófico derivado de glía, entre otros. Entre 

las funciones tisulares y celulares del TGFß encontramos el control del ciclo celular, la regulación 

del desarrollo temprano, la formación de la matriz extracelular y las funciones inmunes 

[Krieglstein et al, 2002]. Durante el desarrollo del sistema nervioso central, podemos encontrar al 

TGFß1, 2 y 3 en varias de las poblaciones neuronales, con una mayor señal en las zonas en donde 

ocurre la diferenciación neuronal y una menor señal en las zonas donde se da la proliferación 

[Krieglstein et al, 2002]. Sin emargo el TGFß también promueve la supervivencia de las neuronas 

dopaminérgicas del cerebro medio, al igual que de las neuronas ganglionares ciliadas [Roussa et 

al, 2004].  

 

El TGFß ejerce sus efectos a través de la interacción con los receptores para TGFß tipo I y II los 

cuales forman un tetrámero conformado por dos receptores tipo I y dos receptores tipo II. El 
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receptor tipo II se activa al unirse al TGFß y fosforila al receptor tipo I, el cual propaga la señal a 

través de la fosforilación de las proteínas Smad reguladas por receptor (R-Smads: Smad1, Smad2, 

Smad3, Smad5 y Smad8). Las proteínas R-Smad fosforiladas forman complejos con Smad4. Estos 

complejos se acumulan en el núcleo, donde controlan la expresión génica. Existen además 

proteínas Smad inhibitorias (Smad6 y Smad7), que antagonizan a las R-Smad y bloquean su 

señalización [Dobolyi et al, 2012]. Sin embargo, el TGFß puede señalizar por otras vías 

independientes de Smad, como por ejemplo la vía PI3K-Akt-mTOR y la vía Ras-ERK-MAPK 

[Mu et al, 2012]. 

 

Las señales intrínsecas en el desarrollo del sistema nervioso 

 

Algunos tipos celulares, como los neuronales, se vuelven progresivamente independientes de la 

señalización extrínseca al basar su desarrollo únicamente en los programas intrínsecos de 

señalización [Edlund et al, 1999]. Esto sugiere que las señales intrínsecas son las que controlan 

más finamente los programas de especificación de los diferentes fenotipos neuronales. Como 

ejemplos de las señales intrínsecas tenemos a los factores de transcripción. Estos permiten y 

controlan la transcripción y son el punto final en las cascadas de señalización iniciadas por las 

señales extracelulares. Los factores de transcripción determinan el compendio molecular que 

expresa la célula, el cual es necesario para un desarrollo apropiado y para la función de una célula 

en particular [Burbach et al, 2001].  

 

Un factor de transcripción con funciones en el desarrollo del sistema nervioso es CREB. CREB 

contiene tres dominios: un dominio C terminal básico, el cual media su unión al DNA; un dominio 

de cremallera o “zipper” de leucinas, el cual facilita su dimerización; y un dominio inducible por 

cinasas (KID). Por medio de la generación de los ratones nulos se ha identificado que CREB es 

importante para el crecimiento axonal. Los ratones que carecen de CREB mueren perinatalmente y 

presentan una disminución del corpus callosum y de las comisuras anteriores, lo que sugiere un 

defecto en el crecimiento axonal [Nonaka, 2009]. Este defecto se corroboró mediante los cultivos 

neuronales derivados de estos ratones; estas células presentan una disminución en el crecimiento 

axonal [Lonze et al, 2002]. CREB también promueve la supervivencia de las células neuronales in 

vitro [Bonnie et al, 2002; Walton et al, 1999]. 
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La actividad de CREB se regula por varias señales, tales como el AMP cíclico, el calcio y las 

MAP cinasas. La fosforilación en la serina 133 es un punto clave en la regulación de la actividad 

transcripcional de CREB. Esta fosforilación lleva a su activación [Xiao et al, 2010]. La 

fosforilación de la serina 133 puede ser regulada por diferentes señales, tales como la actividad 

eléctrica, los factores de crecimiento, algunos neurotransmisores y las neurotrofinas [Mayr B et al, 

2001]. La actividad de CREB también se regula por la fosforilación en otros sitios además de la 

serina 133, tales como las serinas 129, 142 y 143. La fosforilación de las serinas 142 y 133 por la 

cinasa dependiente de calmodulina (CaMK) conlleva a la represión de CREB [Chawla et al, 

2001]. Esta serinas se encuentran en el dominio KID, el cual contiene sitios de unión consenso 

para una variedad de cinasas, tales como: PKA, PKC, CaMK, GSK3ß, ERK1/2 y Akt; de éstas, 

PKA, PKC, ERK1/2 y Akt pueden aumentar la actividad transcripcional de CREB, mientras que 

CaMK y GSK3ß la disminuyen [Sheena et al, 2002].  

 

CREB se une a las secuencias de DNA denominadas elemento de respuesta al AMP cíclico 

(CRE). La secuencia consenso del elemento CRE es TGACGTCA, aunque existen variantes de 

esta secuencia, la mayoría conserva la secuencia núcleo CGTCA [Bonnie et al, 2002]. CREB 

transactiva al unirse con la proteína de unión a CREB (CBP). CBP activa la transcripción por 

medio de dos mecanismos diferentes: 1) en los sitios CRE ocupados por CREB, CBP recluta a la 

maquinaria de transcripción (dentro de la cual se encuentra la RNA polimerasa II), y 2) CBP 

acetila a las histonas, lo que lleva a la relajación de la cromatina volviéndola más accesible 

[Fukuda et al, 2006]. 

 

Otro factor de transcripción muy estudiado por su participación en un amplio rango de vías de 

señalización es AP1. AP1 es el término con que se denomina al heterodímero formado por las 

proteínas pertenecientes a las familias de Fos y Jun. Estas proteínas se heterodimerizan mediante 

un dominio de cremallera de leucinas y se unen al DNA por medio de un motivo bZIP [Hess et al, 

2004]. Estudios de la diferenciación de la línea celular PC12 sugieren que AP1 juega un papel en 

la diferenciación neuronal. La diferenciación de éstas células en respuesta a NGF se da por medio 

de la activación de Jun, lo cual se demostró al sobre-expresar dos versiones diferentes de Jun: una 

versión constitutivamente activa (en la cual los residuos serina 63 y 73, cuya fosforilación es 
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necesaria para la actividad de Jun, se encuentran mutados por aspartatos); y una dominante 

negativa, en la cual los mismos residuos se encuentran mutados por alaninas. La expresión de la 

versión de Jun constitutivamente activa es capaz de inducir la formación de las neuritas en 

ausencia del NGF, mientras que la expresión de la dominante negativa de Jun inhibe la formación 

de las neuritas en presencia del NGF. Estos estudios sugieren que AP1 juega un papel en la 

diferenciación neuronal. [Leppä et al, 2001]. Este grupo demostró además, que la activación de 

Jun por medio del NGF es dependiente de la MAPcinasa ERK. 

 

La actividad transcripcional de AP1 puede ser regulada por un amplio rango de estímulos 

fisiológicos y patológicos, tales como las citosinas, algunos factores de crecimiento, algunos 

estímulos oncogénicos, y algunas señales de infección y de inflamación [Hess et al, 2004]. Estas 

señales pueden regular la actividad de AP1 ya sea alterando los niveles de sus subunidades o por 

medio de la fosforilación de Fos o Jun. Una manera de regular los niveles de las subunidades de 

AP1 es por la ubiquitinación. Por ejemplo la fosforilación de Jun por MAPcinasas reduce su 

ubiquitinación, y por lo tanto, su degradación [Kim et al, 2006]. Un ejemplo de regulación por la 

fosforilación es la cinasa JNK, la cual fosforila a Jun en las serinas 63 y 73, aumentando su 

actividad [Kim et al, 2006]. Otro ejemplo de la regulación por la fosforilación es la MAP cinasa 

ERK, la cual fosforila a Fos, incrementando su actividad [Monje et al, 2005]. AP1 regula la 

transcripción de sus genes blanco a través de su unión con los elementos de DNA llamados 

elemento de respuesta a TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato), cuya secuencia consenso es 

TGACGTCA, aunque también se puede unir a los sitios CRE [Seldeen et al, 2009].   

 

Otro grupo de factores transcripcionales son aquellos que contienen el motivo de unión al DNA de 

tres dedos de zinc. Un dedo de zinc es un domino peptídico cuya estructura secundaria se 

estabiliza por un ión zinc unido a residuos cisteína e histidina dentro del mismo dominio. En los 

factores transcripcionales los residuos que se unen al ión zinc son generalmente dos residuos de 

cisteína y dos de histidina, por los que se les denomina dedos del tipo C2H2 [Luchi et al, 2001]. El 

gen Krüppel, responsable de la segmentación del embrión en Drosophila melanogaster, fue uno 

de los primeros factores de transcripción  con tres dedos de zinc del tipo C2H2 que se describió 

[Wieschaus et al, 1984]. Los factores de transcripción que contienen tres dedos de zinc se pueden 

clasificar en subfamilias basadas en sus respuestas características o en su homología de secuencia. 
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Dentro de estas subfamilias se encuentran los factores parecidos a Krüppel (Klf) y la subfamilia 

Sp1 [Christman et al, 2003]. Existen Klfs en diferentes organismos, tales como Danio rerio, Mus 

musculus, Rattus norvegicus, Xenopus, Caenorhabditis elegans, Gallus gallus, Homo sapiens, 

entre otros [Basu et al, 2004; Huber et al, 2001; Oates et al, 2001; Wieschaus et al, 1984].  

 

 
Figura 1: Diagrama de la estructura proteíca de los miembros de la familia Klf. Las proteínas están 

agrupadas de acuerdo a los dominios estructurales y funcionales comunes. La agrupación está basada 

en: 1) la habilidad de unirse a acetilasas (Klf 1, 2, 4, 5, 6 y 7), 2) la presencia de sitios de unión para 

CtBP (Klf 3, 8 y 12), y 3) la presencia de un sitio de unión para Sin3A (Klf 9, 10, 11, 13, 14 y 16). 

Todos los miembros de la familia son altamente homólogos en la región de los dedos de zinc. 

Modificado de McConnel et al, 2010. 

 

La subfamilia de los Klfs contiene 17 miembros en el humano, el dominio que contiene los dedos 

de zinc tiene un alto grado de homología entre los miembros de la subfamilia, mientras que el 

dominio N terminal es variable (Figura 1): algunos tienen dominios de activación, otros de 

represión y otros tienen dominios duales [Chen et al, 2010]. Se ha encontrado que los Klfs ejercen 

diversos papeles durante el desarrollo, tales como la diferenciación, la proliferación y el 
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mantenimiento de la pluripotencialidad de las células madre [Bieker et al, 2001]. Algunos de los 

integrantes de esta subfamilia son: Klf4, involucrado en la proliferación, la diferenciación y la 

apoptosis [Zhu et al, 2009]; Klf9, necesario para la neurogénesis hipocampal en el adulto [Scobie 

et al, 2009]; Klf10, involucrado en la diferenciación y la proliferación de los osteoblastos humanos 

[Cook et al, 2000]; Klf1, encargado de regular la eritropoyesis [Chen et al, 2003]; Klf2, Klf4 o 

Klf5 indispensables para el mantenimiento de la pluripotencialidad de las células madre junto con 

otros factores de transcripción como Sox2, Oct4 y Nanog [Jiang et al, 2008]. De acuerdo con lo 

anterior, se han identificado a Klf4 y a Klf10 como genes de respuesta temprana durante la 

diferenciación de las células PC12  [Dijkmans et al, 2009]. Adicionalmente, los estudios previos 

realizados en nuestro grupo mostraron la presencia del mRNA de Klf4 y de Klf10 en el hipotálamo 

en el desarrollo, con un perfil de expresión que coincide con el tiempo de la neurogénesis de los 

diferentes fenotipos hipotalámicos [Guerra-Crespo et al 2011; Martínez-Armenta, manuscrito en 

preparación]. 

 

El desarrollo del hipotálamo 

 

El hipotálamo es una estructura del sistema nervioso central localizada en la base del cerebro. 

Integra los procesos fisiológicos esenciales para la supervivencia y la reproducción, al tiempo que 

actúa como la interface entre los sistemas endócrino y autónomo [Michaud et al, 2001]. Regula 

varios procesos biológicos, tales como la presión sanguínea, la termorregulación, el balance 

energético y la expresión de los comportamientos sexual y maternal [Purves et al, 2004]. 

 

El hipotálamo está conformado por diferentes tipos de neuronas, las cuales, en murinos, se 

desarrollan entre los días embrionarios 10 y 16 y se agrupan en núcleos anatómicamente definidos 

[Kandel et al, 2000; Markaris 2002]. Pese a que los aspectos clínicos y fisiológicos del hipotálamo 

se han estudiado intensamente, se conoce relativamente poco acerca de los procesos moleculares 

que rigen su desarrollo [Pérez-Martínez et al, 2005; Pérez-Monter et al, 2011]. El hipotálamo 

representa un modelo de diferenciación neuronal muy interesante, ya que en una ventana de 

tiempo relativamente corta y en un área relativamente pequeña se observan los diferentes 

fenotipos neuronales [Kandel et al, 2000]. Estos diferentes fenotipos neuronales pueden ser 

identificados a través de la determinación del neuropéptido que secretan. 



17 
 

 

Entre lo que se ha descrito acerca del desarrollo del hipotálamo se encuentran los estudios acerca 

del desarrollo de tres de los núcleos hipotalámicos: el núcleo paraventricular (NPV), el núcleo 

supraóptico (NSO) y el núcleo periventricular anterior (PVA). El estudio de los ratones nulos 

permitió la identificación de los factores de transcripción Sim1, Sim2, Otp, Brn2 y Arnt2 

responsables de al menos cinco distintos fenotipos neuronales hipotalámicos. Estos factores son 

responsables de los fenotipos productores de los neuropéptidos vasopresina (VP), oxitocina (OT), 

la hormona liberadora de tirotropina (TRH), la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y 

somatostatina (SS) (Figura 2) [Michaud et al, 2001; Pérez-Martínez et al, 2006]. El factor de 

transcripción Otp se propone que está involucrado en la proliferación de los precursores neurales 

[Acampora et al, 1999]. El ratón nulo para Otp no logra generar el NPV, el NSO ni el núcleo 

PVA, y por consiguiente no genera ninguno de los neuropéptidos mencionados [Wang et al, 

2000]. Los factores de transcripción Sim1 y Arnt2 forman heterodímeros entre ellos y están 

involucrados en el programa de diferenciación del hipotálamo [Michaud et al, 1998]. Los ratones 

nulos para Sim1 y Arnt2 muestran una disminución de las neuronas en el NSO y en el NPV, y 

tampoco generan ninguno de los neuropéptidos [Michaud et al, 2000]. La expresión del gen de 

Brn2 se pierde en los ratones nulos para Sim1 y Arnt2 [Liu et al, 2003]. Ratones nulos para Brn2 

no generan el NSO ni el NPV, y no expresan VP, OT ni la CRH [Nakai et al, 1995]. Sin embargo, 

en estos ratones los niveles de la TRH y de SS son normales. El gen de Sim2, actúa río abajo de 

Sim1 y Arnt2, y se sugiere que Sim2 puede formar heterodímeros con Arnt2 [Moffett et al, 2000]. 

Los ratones nulos para Sim2 presentan menos células productoras de la TRH y de SS, y por lo 

tanto los niveles de estos dos neuropéptidos están disminuidos [Goshu et al, 2004]. Estos estudios 

sugieren que la diferenciación neuronal involucra diversas cascadas de los factores de 

transcripción. Sin embargo, se desconocen las señales que regulan la expresión de estos factores 

de transcripción. Tampoco se sabe si estos factores son parte de una vía de señalización que 

controla la expresión de los neuropéptidos o si los genes de los neuropéptidos son blancos 

directos. 
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Figura 2: La regulación de los diversos neuropéptidos por los factores de transcripción. El modelo se 

basa en los fenotipos de los ratones nulos para los genes que codifican para los factores de 

transcripción indicados. DP: área dorsal preóptica, PVA: núcleo periventricular anterior, NPV: 

núcleo paraventricular, NSO: núcleo supraóptico. Modificado de Goshu et al, 2004.  

 

El factor de transcripción Klf10 

 

Con el propósito de estudiar con mayor detalle las señales que participan durante el desarrollo 

embrionario del hipotálamo, nuestro grupo caracterizó el transcriptoma del hipotálamo de 

embriones de ratón del día embrionario 17. Este análisis mostró que, entre otros genes, Klf4 y 

Klf10 se encuentran presentes desde etapas tempranas del desarrollo. De manera interesante, la 

etapa de aparición de estos factores de transcripción coincide con la etapa de diferenciación del 

hipotálamo. Dentro del mismo hipotálamo, se observó además una mayor expresión de ambos 

factores en las neuronas responsables de la liberación de la TRH [Guerra-Crespo et al, 2011]. Otro 

estudio dentro de nuestro grupo demostró que Klf10 regula la expresión del gen de TRH 

[Martínez-Armenta, manuscrito en preparación]. 

 

Klf10 (también conocido como Gen 1 Tempranamente Inducido por TGFß, o TIEG1) se identificó 

como un factor en respuesta al tratamiento con el TGFß en los osteoblastos fetales humanos. En 

estas células, se incrementan los niveles del mRNA de Klf10 30 min después de un tratamiento 

con el TGFß1, con un máximo (10 veces por encima de los controles) a los 120 min 
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[Subramaniam et al, 2007]. En este contexto celular, Klf10 funcionó como transductor de la señal 

de TGFß  en la vía TGFß/Smad [Cook et al, 2000]. Esta transducción la logró reduciendo la 

retroalimentación negativa a través de la represión del inhibidor Smad7, a la vez que indujo la 

expresión del transductor de señal Smad2 [Subramaniam et al, 2007]. La sobreexpresión de Klf10, 

por medio de un vector de expresión para Klf10, mimetiza los efectos del TGFß en los 

osteoblastos humanos [Hefferan et al, 2000].  

 

El gen de Klf10 se compone de cinco exones y codifica para dos proteínas diferentes, Klf10 y 

EGRα (respuesta de crecimiento temprano α). Ambas proteínas comparten los últimos tres 

exones, usándose el exón 1 como primer exón para Klf10 y el exón 2 como primer exón para 

EGRα. Ambas proteínas tienen la misma secuencia, y se diferencían únicamente en que Klf10 

presenta 12 aminoácidos más en su extremo N terminal [Fautsch et al, 1998]. Estas dos proteínas 

se regulan por promotores alternativos, que responden diferencialmente a las mismas señales. Esto 

se demostró en osteoblastos fetales con oligonucleótidos que reconocen específicamente los 

exones 1 ó 2. En estos experimentos se encontró que el TGFß y el EGF inducen preferencialmente 

el mRNA de Klf10 y no el de EGRα [Fautsch et al, 1998]. Actualmente Klf10 y EGRα se 

consideran isoformas de un mismo gen. Hasta el momento no se han encontrado funciones 

diferenciales entre ambas proteínas. 

 

A nivel de proteína Klf10 posee tres dedos de zinc  del tipo C2H2 en su extremo C-terminal al 

igual que los demás miembros de la familia de los Klfs. El extremo N-terminal, por su parte, 

contiene tres dominios represores, uno de los cuales se ha comprobado que interacciona con el 

corepresor mSin3a [Cook et al, 1999; Zhang et al, 2001]. Otro dominio importante para la 

actividad transcripcional de Klf10 es un dominio rico en prolinas, el cual interacciona con el factor 

de transcripción Sp1 [Gunther et al, 2000]. Además de estos dominios, se ha encontrado que Klf10 

presenta un sitio de unión para la E3 ligasa de ubiquitina, SIAH. La unión de esta enzima a Klf10 

induce su degradación por el proteasoma, limitando su acción a tiempos cortos [Johnsen et al, 

2002].  

 

En las ratonas nulas para Klf10 se encontró que la densidad, el tamaño y la tasa de la formación de 

los huesos están significativamente reducidos. En los ratones machos nulos para Klf10, estas 
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afectaciones no están presentes [Subramaniam et al, 2010]. Sin embargo, desarrollan hipertrofia 

cardiaca que no se observa en las hembras [Rajamannan et al, 2007]. Estos hallazgos sugieren que 

Klf10 puede tener mecanismos de acción específicos y diferentes para cada sexo. Klf10 regula la 

osteoblastogénesis, la osteoclastogénesis, la proliferación celular en el corazón, la mama y otros 

tejidos [Subramaniam et al, 2007]. Klf10 actúa también en la apoptosis, inhibiendo la expresión 

del gen anti-apoptótico Bax Inhibitor-1 (BI-1), lo que lleva a una acumulación de la proteína pro-

apoptótica Bax, y subsecuentemente a la apoptosis [Hsu et al, 2011]. Klf10 parece jugar papeles 

en el sistema nervioso central puesto que existen estudios que muestran que Klf10 se induce en 

respuesta al factor neurotrófico derivado de glía, al BDNF, al NGF [Alme et al, 2007; Consales et 

al, 2007; Dijkmans et al, 2009];  además de que la expresión de Klf10 en el cerebro se altera tras 

una  herida experimental en el cerebro y en respuesta al estrés [Alme et al, 2007; Kobori et al, 

2002]. 

 

Los factores de transcripción de la familia Klf reconocen la secuencia CACCC o las cajas ricas en 

GC en la región promotora de sus genes blanco [Conkright et al, 1999; Cook et al, 1999; 

Tachibana et al, 1997]. Se ha reportado que Klf10 reconoce tanto la secuencia CACCC como las 

cajas GC [Bieker et al, 2001; Johnsen et al, 2002]. El reconocimiento de una u otra secuencia 

depende del contexto del promotor. En este aspecto, nuestro grupo ha demostrado que Klf10 se 

une preferencialmente a las secuencias ricas en GC en el promotor del gen de TRH, a pesar de que 

este promotor contiene también sitios CACCC [Martínez-Armenta, manuscrito en preparación]. 

Entre los genes blancos de Klf10 se han reportado Smad7, Smad2, BARD1, BI-1 y CD11d [Hsu et 

al, 2011; Subramaniam et al, 2007; Noti et al, 2005].  

 

Klf10 puede actuar como activador o como represor de la transcripción. Como ejemplos de esto 

tenemos que Klf10 induce la expresión de Smad2, mientras que reprime la de Smad7. Se ha 

demostrado, también, que reprime la expresión de Osteoprotegerina y Nmyc uniéndose e 

interrumpiendo el sitio de unión de Sp1 en el promotor de estos genes [Álvarez-Rodríguez, 2007; 

Subramaniam et al, 2010]. En los leucocitos, Klf10 lleva a la activación del promotor de CD11d, 

una integrina leucocitaria [Noti et al, 2005]. De manera interesante, el efecto de Klf10 sobre 

CD11d se reprime por otro miembro de la familia de los Klfs: Klf4. Esto se debe a que Klf4 se 
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une al mismo sitio que Klf10 en el promotor de este gen, lo cual impide la unión física de este 

último y por lo tanto evita la transactivación [Noti et al, 2004].  

  

En cuanto al mecanismo molecular por medio del cual Klf10 actúa en la célula, se ha encontrado 

que Klf10 puede interaccionar con, al menos, dos co-rrepresores transcripcionales: mSin3A y 

JARID1B [Kim et al, 2010; Zhang et al, 2001]. JARID1B ejerce función de represor mediante la 

remoción de los grupos metilo de las histonas; específicamente, los grupos metilo de la lisina 4 de 

la histona 3 [Kim et al, 2010], mientras que mSin3A ejerce su acción mediante el reclutamiento de 

las desacetilasas de histonas [Hassig et al, 1997]. Se ha propuesto que mediante su interacción con 

estas moléculas, y mediante el reconocimiento de elementos específicos del DNA es que Klf10 

tiene un efecto represor sobre genes como Smad7 o BI-1. En cuanto al mecanismo transactivador, 

se ha demostrado que Klf10 puede reclutar a la acetilasa de histonas PCAF para transactivar 

[Xiong et al, 2012]. Además Klf10 interaccciona con el factor transcripcional Sp1. Se cree que 

estas interacciones pueden llevar a la activación transcripcional de genes como Smad2 o CD11d 

[Chen et al, 2002; Gunther et al, 2000]. 

 

A pesar de que se conocen algunas de las señales que regulan a Klf10 (el TGFβ, la BMP2, el 

estradiol, entre otras [Álvarez-Rodríguez, 2007; Hsu et al, 2011, Subramaniam et al, 2010]), se ha 

descrito poco acerca de la región regulatoria del gen de Klf10. Se ha demostrado que la región de 

alrededor de 2000 pares de bases (pb) río arriba del sitio de inicio de la transcripción del gen de 

Klf10 es capaz de regular sus niveles de transcripción en respuesta al NGF [Spittau et al, 2010].  

 

El hecho de que Klf10 se encuentra expresado en el hipotálamo en el desarrollo [Guerra-Crespo et 

al, 2011], que su expresión coincide con el tiempo de la neurogénesis del hipotálamo, que tiene un 

papel en la diferenciación celular, y que regula la expresión del neuropéptido TRH [Martínez-

Armenta, manuscrito en preparación] nos lleva a sugerir que Klf10 tiene un papel importante en el 

desarrollo de las neuronas hipotalámicas y que su expresión está regulada por las señales 

neurogénicas. En el presente proyecto, demostramos que el gen de Klf10 es blanco de CREB y 

AP1, lo que sugiere que puede ser regulado por algunas señales neurogénicas como Wnt, el NGF 

y el BDNF. 
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HIPÓTESIS 

 

Para que el hipotálamo se desarrolle correctamente se requiere de la inducción del factor de 

transcricpión Klf10 en respuesta señales neurogénicas. 

 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar si las señales neurogénicas son capaces de regular la expresión de Klf10 en neuronas 

hipotalámicas embrionarias. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Identificar mediante herramientas bioinformáticas qué señales podrían regular la expresión 

de Klf10. 

2. Analizar la regulación de la expresión de Klf10 en respuesta a señales extracelulares por 

medio de RT-PCR. 

3. Analizar la regulación de la expresión de Klf10 en respuesta a señales por medio del gen 

reportero de luciferasa. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Análisis de la conservación del promotor de Klf10 

 
Primeramente se obtuvo la secuencia de 2000 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción 

del gen de Klf10 de Mus musculus de la base de datos Gene del NCBI 

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene]. Esta secuencia se utilizó en la herramienta BLAST 

[http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi] y se comparó contra la base de datos refseq_genomic. 

 

A partir de la base de datos Gene se obtuvo la secuencia de 2000 pb río arriba del sitio de inicio de 

la transcripción del gen de Klf10 de los siguientes organismos: Homo sapiens, Mus musculus, 

Rattus norvegicus, Pan troglodytes, Canis lupus familiaris, Macaca mulatta, Ailuropoda 

melanoleuca y Bos Taurus. Todas estas secuencias mostraron un alto nivel de apareamiento con la 

región de Mus musculus. Estas secuencias se analizaron después mediante la herramienta mVista 

[http://genome.lbl.gov/vista/index.shtml], para determinar el nivel de conservación entre ellas. 

 

Análisis de sitios posibles de unión para factores de transcripción sobre el promotor de Klf10 

 
Se realizó el alineamiento de las secuencias de Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus y 

Pan troglodytes previamente adquiridas mediante la herramienta Clustal X 

[http://www.clustal.org/clustal2/]. Este  alineamiento se analizó después con la herramienta 

ConTra v1 [http://bioit.dmbr.ugent.be/ConTra/index.php], usando para el análisis las bases de 

datos de matrices de sitios consenso de factores de transcripción JASPAR 

[http://jaspar.genereg.net/] y TRANSFAC [http://www.gene-regulation.com/pub/databases.html]. 

 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

 
Para las reacciones de PCR se utilizó la enzima Amplificasa de BioTecMol, la cual es provista con 

buffer de reacción 10X y solución de MgCl2 20X. 
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Para obtener los dos fragmentos de la secuencia regulatoria de Klf10 (516 y 1977 pb) se utilizaron 

los oligonucleótidos mencionados en la figura 12C, usando como templado el DNA genómico de 

la cepa de ratón C57BL/6J como el templado.  

 

Para la obtención de la región de 516 pb se utilizó el siguiente programa: desnaturalización inicial 

a 95°C por 5 min, seguida por 35 ciclos que consisten de 1 min a 95°C, 1 min a 64°C y 2 min a 

72°C; finalizando con 10 min a 72°C. Por cada microlitro de reacción se utilizaron 1 ng del DNA 

templado y 0.5 pmol de cada oligonucleótido. 

 

Para amplificar la región de 1977 pb se empleó el siguiente programa: 3 min a 95°C, seguidos por 

35 ciclos de 1 min a 95°C y 3 min a 72°C, finalizando con 10 min a 72°C. Por cada microlitro de 

reacción se usaron 1 ng del DNA templado y 0.75 pmol de cada oligonucleótido. 

 

Para amplificar el fragmento que permite la detección del mRNA de Klf10, se usaron los 

oligonucleótidos CACAGGGGAAAAACCTTTCA y ACTTCCATTTGCCAGTTTGG; utilizando 

el siguiente programa: 5 min a 94°C, seguidos por 35 ciclos que consisten en 45 s a 94°C, 45 s a 

60°C y 1 min a 72°C; finalizando con 5 min a 72°. Por cada microlitro de reacción se usaron 0.12 

µl del producto de la reacción de retrotranscripción y 0.5 pmol de cada oligonucleótido. 

 

Para amplificar el fragmento que permite la detección del mRNA de actina, que nos sirvió como 

control interno para los ensayos de RT-PCR, se usaron los oligonucleótidos 

GGGTCAGAAGGACTCCTATG y GGTCTCAAACATGATCTGG; utilizando el siguiente 

programa: 27 ciclos que consisten en 45 s a 94°C, 45 s a 60°C y 1 min a 72°C; finalizando con 5 

min a 72°C. Por cada microlitro de reacción se usaron 0.08 µl del producto de la reacción de 

retrotranscripción y 1 pmol de cada oligonucleótido. 

 

Para amplificar el fragmento que permite la detección del mRNA de cFos, se usaron los 

oligonucleótidos CTCCTTCTCCAGCATGGG y GATCTTGCAGGCAGGTCG; utilizando el 

siguiente programa: 5 min a 94°C, seguidos por 35 ciclos que constan de 45 s a 94°C, 45 s a 60°C 

y 1 min a 72°C; finalizando con 5 min a 72°C. Por cada microlitro de reacción se usaron 0.12 µl 

del producto de la reacción de retrotranscripción y 1 pmol de cada oligonucleótido. 
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Electroforesis de DNA en geles de agarosa 

 

Los productos de la PCR se separaron en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE (Tris-Boratos-

EDTA) (preparado según Sambrook et al, 2001). Como buffer de corrida se utilizó el buffer TBE 

diluido 1:1 en agua. Posterior a la electroforesis se colocó el gel en una solución de bromuro de 

etidio (1 µg/ml) durante diez min, agitando constantemente; tras los cuales se colocó por cinco 

min en agua destilada. Tras la tinción se obtuvieron las imágenes del DNA en un transiluminador 

UV (BioRad). Para saber el peso molecular de las bandas obtenidas se utilizaron los marcadores 

de pares de bases de 100 pb o de 1 kb (New England Biolabs), según se requería. 

 

Purificación del DNA 

 

Se corrieron los productos de la PCR en un gel de agarosa, se cortaron las bandas, se eluyeron y se 

purificó el DNA usando columnas (QUIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. El 

DNA obtenido se almacenó a 4°C. 

 

Digestiones y ligaciones del DNA 

 
Las regiones regulatorias del gen de Klf10 obtenidas por PCR se clonaron en el vector pGL3-basic 

(Promega) para lo cual se hizo una digestión de los productos de la PCR. Se sometieron a 

digestión usando las enzimas HindIII y XhoI (New England Biolabs). Las mezclas de la reacción 

se prepararon según el protocolo del fabricante. Se realizó una misma mezcla de la reacción para 

HindIII y XhoI junto con el DNA a digerir en el Buffer 2 (New England Biolabs), adicionado con 

albúmina de suero bovino (BSA fracción V). Posteriormente se incubaron las mezclas a 37°C 

durante toda la noche. Estas enzimas se utilizaron para digerir tanto las regiones regulatorias de 

Klf10 obtenidas por la PCR, como el vector pGL3-basic. 

 

En el caso de las digestiones diagnósticas, las construcciones se sometieron a digestión utilizando 

la enzima SalI (Fermentas), la mezcla de la reacción se realizó utilizando el Buffer O (Fermentas). 
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Posteriormente se realizó la ligación de los fragmentos de la secuencia regulatoria de Klf10 en el 

vector pGL3-basic. Se prepararon las mezclas del vector, digerido con HindIII y XhoI, ya sea con 

el fragmento de 516 pb o el de 1977 pb, también previamente digeridos. Se le añadió la enzima T4 

DNA ligasa (Fermentas) y se incubó a alrededor de 16°C durante toda la noche. 

 
Transformación de las bacterias 

 
A 100 µl de una suspensión celular de bacterias calcio competentes Escherichia coli de la cepa 

DH5α se le agregaron 10 µl del vector a integrar (Klf10-2000-Luc, Klf10-500-Luc o el vector 

vacío). Se mantuvieron en hielo por al menos 20 min para después llevar a cabo el choque 

térmico, el cual consistió en 90 s a 42°C seguidos por 2 min en hielo. Posteriormente se incubó en 

agitación a 37°C durante 1 h después de añadir 500 µl de medio LB. Las células se sembraron 

después en cajas Petri con el medio LB-agar previamente adicionado con ampicilina 100µg/ml. Se 

incubaron a 37°C por 12 h o hasta observar las colonias. Se tomó una colonia independiente y se 

pasó a un tubo de ensayo estéril con medio LB líquido adicionado con ampicilina 100µg/ml. Este 

tubo se incubó toda la noche a 37°C. 

 

Purificación de DNA a partir de bacterias 

 

Se tomaron fracciones consecutivas del cultivo bacteriano en un tubo Eppendorf y se centrifugó 

20 s a 15,000 rpm, esto con el fin de precipitar las células en suspensión en el tubo Eppendorf. 

Posteriormente se realizó el protocolo GeneJET Plasmid Miniprep kit (Thermo Scientific) según 

el fabricante. El DNA obtenido se cuantificó utilizando un NanoDrop (Thermo Scientific). 

 

Cultivo de líneas celulares 

 

Las líneas celulares que se utilizaron en este proyecto fueron: HEK 293, que proviene de riñón de 

embrión humano, y mHypoE-N1, que son neuronas derivadas de hipotálamo embrionario de 

ratón. Ambas líneas celulares se cultivaron en las mismas condiciones. Con medio de cultivo 

DMEM (Gibco) adicionado con penicilina 100 unidades/ml, estreptomicina 0.1 mg/ml, glutamina 

2 mM y 10% suero fetal bovino (SFB) (Biowest). Las células en cultivo se mantuvieron a 37°C en 

una atmósfera con 5% CO2. Para el mantenimiento y expansión de las líneas celulares, se 
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sembraron a una densidad de 3,500 células por cm2. Para las condiciones de cultivo y el número 

de células sembradas en cada experimento, ver la sección correspondiente. 

 

Una vez que las células en cultivo llegaron a 80-90% de confluencia se realizó el pase. 

Primeramente se retiró el medio de cultivo y se lavó la caja Petri con 1 ml de PBS (preparado 

según Sambrook et al, 2001). Posteriormente se retiró el PBS y se añadió el volúmen necesario de 

tripsina 0.5% (Gibco) (500 µl para las cajas Petri de 35 o 60 mm de diámetro o 1 ml para las cajas 

Petri de 100 mm de diámetro). Se incubaron las cajas de 2 a 6 min a 37°C hasta observar 

desprendimiento de las células. Se añadió el mismo volúmen del medio de cultivo (adicionado con 

10% SFB) que el volúmen de tripsina usado. Se tomó una alícuota para contar las células como se 

describe a continuación y se sembraron 3,500 células por cm2 en cajas Petri nuevas. Las células se 

incubaron a 37°C en una atmósfera con 5% CO2. Todas las soluciones que se utilizaron se 

atemperaron previo a su uso. 

 

Conteo celular 

 

Para el recuento de células se empleó una cámara de Neubauer, también llamada hematocitómetro. 

En un tubo Eppendorf de 0.5 ml se añadieron 20 µl de azul de tripano y 20 µl de la suspensión 

celular a cuantificar. Con el uso de un microscopio óptico se contaron todas las células que se 

encontraron dentro del cuadrante central de ambas cámaras de conteo. La sumatoria de ambas 

cuentas se multiplicó por un factor de 10, lo que nos dio el número de células por microlitro de 

suspensión celular. 

 

Congelación de líneas celulares 

 

Para su preservación, las líneas celulares se congelaron a -70°C en crioviales. Para congelar las 

células a partir de los cultivos celulares, primeramente se retiró el medio de cultivo a las cajas 

Petri y se lavó con 1 ml de PBS. Se retiró el PBS y se añadió el volúmen necesario de tripsina 

0.5% (500 µl para cajas Petri de 35 o 60 mm de diámetro y 1 ml para cajas Petri de 100 mm de 

diámetro). Se incubaron de 2 a 6 min a 37°C hasta observar desprendimiento celular. Se añadió el 

mismo volúmen de medio de cultivo (adicionado con 10% SFB) que el volúmen de tripsina usado 
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y se tomó una alícuota para el recuento de las células. Posterior a ésto, la suspensión celular se 

colectó en un tubo Falcon de 15mL y se centrifugó por 5 min a 1,200 rpm. El sobrenadante se 

descartó y las células se resuspendieron en el volumen necesario de medio de congelación (1 ml 

por cada criovial a congelar). El medio de congelación consiste de SFB con dimetíl sulfóxido al 

8%. Se pasó la suspensión a los crioviales y se congelaron a -70°C. Se congelaron 

aproximadamente 1,000,000 de células en cada criovial. Todas las soluciones que se utilizaron se 

atemperaron previo a su uso. 

 

Descongelación de líneas celulares 

 

Para la descongelación de las líneas celulares primeramente se pusieron 4 ml de medio de cultivo 

en un tubo Falcon de 15 ml. Los crioviales se descongelaron hasta tener un hielo pequeño (los 

crioviales se mantienen en hielo seco hasta el momento de descongelarlos). Se vertió todo el 

contenido del criovial al interior del tubo Falcon. El criovial se lavó una vez con medio de cultivo 

con el fin de recuperar el mayor número de células posible. La suspensión celular se centrifugó 

durante 7 min a 1,500 rpm. Se retiró el sobrenadante y las células se resuspendieron en 1ml de 

medio de cultivo. Se pasó la suspensión celular a una caja Petri con medio de cultivo y se incubó a 

37°C en una atmosfera con 5% de CO2. Todas las soluciones que se utilizaron se atemperaron 

previo a su uso. 

 

Tratamiento de células en cultivo con moléculas señalizadoras 

 

Para los diversos tratamientos con moléculas señalizadoras se utilizaron las líneas celulares 

mHypoE N1 y HEK 293. Se sembraron 200,000 células en cajas Petri de 35 mm, se mantuvieron 

de 6 a 8 h con medio DMEM suplementado con 5% SFB. Transcurrido este tiempo se retiró el 

medio y se añadió DMEM suplementado únicamente con 0.5% SFB. Tras 12 a 14 h, se retiró el 

medio y se añadió medio DMEM suplementado con 0.5% SFB y con la concentración necesaria 

de la molécula a probar. Como control se usó medio DMEM suplementado con 0.5% SFB. Para el 

caso del NGF, se añadió además albúmina de suero bovino a una concentración final de 0.1% 

como acarreador. En el caso del TPA, al control se le añadió PBS con 0.1% de etanol. El NGF se 
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usó a una concentración final de 100 ng/ml; el Dibutiril AMP cíclico (DBcAMP) a una 

concentración final de 1 mM; y el TPA a una concentración final de 100 µM. 

 

Transfección de células en cultivo 

 

Para las transfecciones de células en cultivo se sembraron 220,000 células en las cajas Petri de 35 

mm y se mantuvieron en medio DMEM suplementado con 5% SFB durante 12 a 14 h. Al menos 1 

h antes de la transfección se retiró el medio a las cajas y se colocaron 600 µl de medio DMEM no 

suplementado. En un tubo Eppendorf se colocaron 3 µl de lipofectamina 2000 (Invitrogen) y se 

llevó a 50 µl. En otro tubo Eppendorf se colocó el DNA a transfectar y se llevó a 50 µl; a menos 

que se indique lo contrario, se utilizaron 800 ng del plásmido a transfectar, además de 80 ng de 

plásmido pRL-CMV (Promega) (donado por el Dr. Félix Recillas), el cual nos sirve como control 

de transfección ya que permite la expresión de la proteína luciferasa de Renilla bajo un promotor 

activo constitutivamente. Se dejó reposar la lipofectamina al menos 5 min a temperatura ambiente, 

tras los cuales se mezclaron la lipofectamina y el DNA a transfectar. Se incubó durante 25 min 

para después agregar la mezcla a la caja Petri. Las células se incubarion con la mezcla de 

transfección a 37ºC en la incubadora durante 4 h. Transcurrido este tiempo se retiró la mezcla de 

transfección y se añadió medio DMEM suplementado con 5% de SFB. Las células transfectadas 

se incubaron durante 48 h y después se realizó la extracción de proteínas totales. En los casos en 

que las células transfectadas se trataran además con las moléculas señalizadoras, el medio se retiró 

8 h después del a transfección y se añadió medio DMEM suplementado con 0.5% SFB. Tras 12 a 

14 h, se retiró el medio y se añadió medio DMEM suplementado con 0.5% SFB y con la 

concentración necesaria de la molécula a probar. 48 h después se realizó la extracción de proteínas 

totales. 

 

Purificación de RNA 

 

La extracción de RNA se realizó a partir de las células en cultivo. Para este protocolo las muestras 

se mantuvieron en hielo en todo momento, a menos que se especifique lo contrario. Todas las 

soluciones para este protocolo se prepararon con agua con dietilpirocarbonato (DEPC). 

Primeramente se retiró el medio de cultivo y se lavó la caja Petri dos veces con PBS (en este punto 
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se puede congelar la caja Petri a -70°C si se desea detener el protocolo). Se agregaron 400 µl de 

Solución D (tiocianato de guanidina 4 M; citrato de sodio 25 mM a pH 7.0; sarcosil, 0.5%; β-

mercaptoetanol 0.1 M) a la caja de cultivo, se raspó la caja con el émbolo de una jeringa estéril. Se 

pasó todo el líquido a un tubo Eppendorf de 1.5 ml previamente etiquetado. Se agregaron 40 µl de 

acetato de sodio 2 M a pH 4 y se agitó en vórtex. Se agregaron 400 µl de fenol saturado en agua 

DEPC y se agitó en vórtex. Se añadieron 100 µl de una mezcla de cloroformo-acohol isoamílico 

49:1 y se agitó en vórtex por 1 min hasta obtener un aspecto lechoso. Se mantuvo la muestra en 

hielo por 15 min, posteriormente se centrifugó a 13,000 rpm por 17 min a 4°C. Se retiró el tubo a 

temperatura ambiente y se pasó la fase cristalina superior a un tubo Eppendorf previamente 

etiquetado que tubo se volvió a poner en hielo. Se agregaron 450 µl de isopropanol, se agitó en 

vórtex y se incubó 30 min en hielo seco humedecido con etanol (alternativamente se puede 

incubar por 2h a -20°C). Posteriormente se descongeló la muestra en hielo, se agito en vórtex y se 

centrifugó a 13,000 rpm por 22 min a 4°C. Se retiró el sobrenadante, y se deó cerca de 50 ul para 

evitar perturbar el precipitado. Se añadieron 300 µl de solución D y 300 ul de isopropanol, se agitó 

en vórtex y se incubó toda la noche a -20°C (en este paso se puede mantener  32h). Posteriormente 

se descongeló en hielo, se agitó en vórtex y se centrifugó a 13,000 rpm por 22 min a 4°C. Después 

se retiró el sobrenadante dejando alrededor de 50 ul, se añadieron 400 µl de etanol 70% 

previamente enfriado en a -20°C, se dejó reposar 1 min, se agitó en vórtex y se centrifugó a 

13,000 rpm por 22 min a 4°C. Posteriormente se retiró todo el sobrenadante y se secó la pastilla a 

temperatura ambiente. Se resuspendió la pastilla en 12 a 17 µl de agua DEPC y se almacenó a -

70°C. Al día siguiente se cuantificó el RNA en Nanodrop y se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa al 0.7% para analizar la integridad del RNA (se espera una relación 2:1 entre las bandas 

correspondientes a los RNA ribosomales 28 S y 18 S). 

 

Reacción de la retrotranscripción (RT) 

 

Para la reacción de retrotranscripción se tomó 1 µg de RNA y se llevó a 12 µl con agua DEPC. La 

mezcla de reacción se preparó en un tubo Eppendorf. La mezcla de reacción se compone de 8.9 µl 

de agua DEPC, 6 µl de buffer RT, 3 µl de DTT 0.1 M, 0.6 µl de dNTPs, 1 µl de oligo dT, y 0.5 µl 

de la enzima RT. El RNA se descongeló en hielo, después se calentó a 65°C por 5 min, 

posteriormente se enfrió en hielo por 5 min. Se añadieron los 20 µl de mezcla de reacción al tubo 
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con el RNA y se incubó a 37°C por 2 h. El cDNA obtenido se almacenó a 4°C si se usó ese mismo 

día, o a -20°C si se requirió almacenarlo por más tiempo. 

 

Extracción de proteínas totales 

 

La extracción de proteínas se realizó a partir de células en cultivo. Se retiró el medio de cultivo y 

se lavó la caja Petri dos veces con PBS. La caja Petri se puede guardar a -70°C en este paso. Se 

agregaron 100 µl de buffer pasivo de lisis (Promega) a la caja Petri y se raspó el fondo de la caja 

con el émbolo de una jeringa estéril. Se recuperó el líquido en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se 

incubó en hielo por 15 min. Se centrifugó a 14,000 rpm a 4°C por 10 min y se recuperó el 

sobrenadante en un tubo Eppendorf. Las proteínas se pueden almacenar a -70°C. Se determinó la 

concentración de proteínas por el método de Bradford preparando una curva estándar con 

albúmina de suero bovino (BSA) al momento de la cuantificación. En los casos en que las 

proteínas se destinaron a ensayos de Western Blot, se concentraron a la mitad de su volumen 

inicial en un SpeedVac. 

 

Análisis tipo Western Blot (WB) 

 

Para los ensayos tipo WB se tomó el volumen necesario del extracto celular para tener de 25 a 30 

µg de proteína y se llevó a 20 µl con agua estéril, se añadieron 4 µl de buffer de carga. Las 

muestras se hirvieron durante 5 min y se mantuvieron en hielo o a 4°C hasta el momento de 

cargarse en el gel de acrilamida. Se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 10% 

corriendo las proteínas a 35 mA hasta que se observó que el marcador de peso molecular 

(Prestained Protein Ladder Plus de Fermentas) se separó. Las proteínas se transfirieron después a 

una membrana de nitrocelulosa usando una corriente de 100 V durante 90 min. A la membrana se 

le añadió rojo de Ponceau para poder visualizar las proteínas transferidas y se cortó el trozo de 

membrana en el cual se espera ver las proteínas de interés. Después de esto se bloqueó la 

membrana con TBS-T (Buffer de Tris salino con 0.05% de Tween)  con 5% de leche sin grasa o 

con TBS-T con 5% de BSA durante 1 h a temperatura ambiente. Una vez bloqueada la membrana, 

se incubó la membrana con el anticuerpo primario diluido en TBS-T con 5% de leche o de BSA, 

según el anticuerpo utilizado, a 4°C durante toda la noche. Después de esto se lavó la membrana 
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tres veces manteniéndola 5 min en agitación en TBS-T. Se incubó el anticuerpo secundario diluido 

en TBS-T con 5% de leche a temperatura ambiente durante 1 h. Se lavó la membrana tres veces 

con TBS-T manteniéndola en agitación durante 5 min. Se preparó una mezcla 1:1 de luminol y de 

agente oxidante (kit Western Lightning Plus-ECL de PerkinElmer). Se incubó la membrana en la 

mezcla de reacción durante 1 min bajo la luz roja, después se colocó la membrana entre dos 

plásticos. Dentro del cassette para autoradiografias se puso un trozo de film de autoradiografía 

sobre la membrana (este paso se repitió a diferentes tiempos de exposición para obtener una señal 

ideal de las proteínas). El film de autoradiografía expuesto se sumergió en solución reveladora 

(Kodak) por 1 min, se lavó con agua y se sumergió en solución fijadora (Kodak) 1 min. Los films 

de autoradiografía se escanearon después para obtener las imágenes usadas en las figuras. 

 

Lectura de actividad de luciferasa 

 

Para leer la actividad de luciferasa se utilizó el kit Dual-Luciferase Reporter Assay System 

(Promega) conforme instrucciones del fabricante. Se utiliza la actividad de luciferasa de Renilla 

provista por el vector pRL-CMV como control interno para normalizar los datos. Se determinaron 

las señales de luciferasa de luciérnaga y de Renilla de cada muestra y se realizó una relación 

luciérnaga/Renilla. Esta relación se usa para comparar los datos ajustando el control a un valor de 

1. 

 

Análisis de densitometría de geles de DNA 

 

El análisis densitométrico de los geles de electroforesis de los productos de RT-PCR se realiza con 

el software ImageJ 1.45s (http://imagej.nih.gov/ij/). Se obtuvo el valor de densidad de las bandas 

de los productos de PCR y se hizo una relación gen de interés (Klf10 o cFos) entre gen control 

(actina). Esta relación se usó para comparar los datos de cada experimento, normalizando el 

tratamiento control a un valor de 1. 

 
Análisis estadístico 
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La significancia estadística de los ensayos se determinó mediante el análisis estadístico de t de 

Student pareado, utilizando la herramienta web QuickCalcs de GraphPad 

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1.cfm). 
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RESULTADOS 

 
El promotor del gen de Klf10 está conservado entre los murinos y los primates 

 

Para identificar las posibles señales que podrían regular al gen de Klf10 nos apoyamos 

inicialmente en las herramientas bioinformáticas. Nuestro primer enfoque fue el análisis de la 

secuencia de las 2000 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción (la cual ha sido propuesta 

como el promotor) del gen de Klf10 de ratón (Mus musculus) [Spittau et al, 2010]. El análisis de 

esta secuencia por medio de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) mostró que varios 

organismos poseen secuencias homólogas río arriba del gen de Klf10, entre estos organismos se 

encuentran: el humano (Homo sapiens), el chimpancé (Pan Troglodytes), la rata (Rattus 

norvegicus), el macaco (Macaca mulatta), el toro (Bos taurus), el orangután (Pongo abelli), el 

perro (Canis lupus domesticus), el jabalí (Sus scrofa), el caballo (Equus caballus), el elefante 

(Loxodonta africana) y el panda gigante (Ailuropoda melanoleuca). Después decidimos hacer un 

alineamiento del promotor de Klf10 de los organismos con los valores más altos de similitud. Los 

organismos cuyas secuencias se utilizaron en este alineamiento fueron: el ratón, la rata, el humano 

y el chimpancé.  

 

Antes de realizar un análisis en busca de los posibles sitios de unión para los factores de 

transcripción, decidimos analizar el nivel de la conservación de esta región. Para ello utilizamos el 

software mVista (http://genome.lbl.gov/vista/index.shtml). Este software nos permite comparar las 

diferentes secuencias homólogas y nos indica de una manera gráfica el grado de la conservación 

entre estas secuencias. La figura 4 muestra los esquemas de la conservación obtenidos con el 

software mVista. En la figura 4A se utilizó como referencia el promotor de Klf10 del humano y se 

comparó con la secuencia homóloga en el ratón, la rata y el chimpancé. Se puede apreciar que 

existe casi el 100% de conservación entre las secuencias del humano y del chimpancé, y que existe 

alrededor del 50% de conservación en varias zonas a lo largo de la secuencia entre el humano y el 

ratón, y entre el humano y la rata. En la figura 4B se utilizó como referencia el promotor de Klf10 

de ratón y se comparó con la secuencia homóloga en el humano, la rata y el chimpancé. En este 

caso podemos observar que existe aproximadamente el 90% de conservación entre las secuencias 

del ratón y de la rata, y que también existe alrededor del 50% de conservación a lo largo de varias 

zonas de la secuencia entre el ratón y el humano, y entre el ratón y el chimpancé. El hecho que 
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exista un grado relativamente alto de la conservación entre estas secuencias nos sugiere que se 

trata de una secuencia funcional. Esto también nos sugiere que la regulación del gen de Klf10 es 

similar entre el ratón y el humano, por lo que decidimos trabajar con el promotor de Klf10 de 

ratón, ya que nuestro modelo de estudio serán células de ratón. 

 

En el promotor del gen de Klf10 existen sitios de unión para una variedad de factores de 

transcripción que participan en diversas vías de señalización 

 

El alineamiento generado anteriormente lo analizamos en busca de los sitios posibles de unión 

para los factores de transcripción. Para esto utilizamos el software ConTra v1 

(http://bioit.dmbr.ugent.be/ConTra/index.php). Los factores de transcripción con sitios putativos 

de unión conservados entre las cuatro especies son: AP-1, Arnt, c-Ets, c-Myc, CREB, HIF1α, 

Krox, Lef1, Myb, MyoD, NFAT, NF-κB, BRCA1, HSF, p53, Smad3, Sox10, Sp1, ER y STAT1, 

entre otros (Apéndice 1). El apéndice 2 muestra las secuencias consenso para los diversos factores 

de transcripción. 

 

Posteriormente, hicimos una revisión bibliográfica de las vías de señalización activadas por las 

señales neurogénicas en las cuales participan algunos de estos factores de transcripción. En esta 

búsqueda encontramos que Wnt, el TGFβ, el NGF y el Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), 

entre otras, activan vías de señalización que posiblemente regulen al gen de Klf10. La vía de Wnt 

finaliza en la translocación al núcleo de β-catenina, la cual se une después con TCF y Lef1 

[Alberts et al, 2008; Angers  et al, 2009]; la del TGFß implica al factor de transcripción Smad2/3 

[Dobolyi et al, 2012]; el NGF puede activar tanto a CREB como a AP-1 [Segal et al, 1996]; el 

EGF señaliza mediante STAT1, a la vez que puede activar a Akt, la cual puede activar tanto a  

CREB como a NFκB [Jorinsen et al, 2004; Karin et al, 1995; Song et al, 2005]. La figura 5 

muestra un esquema de estas vías de señalización. 
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Figura 4: El análisis de la conservación de la secuencia del promotor de Klf10. Se muestran las 

gráficas de la conservación obtenidas con la herramienta mVista. El relleno gris indica que se trata de 

una secuencia anotada como no codificante. Se muestra la conservación de secuencia entre H. sapiens, 

M. musculus, R. norvegicus y P. troglodytes, usando como referencia la secuencia de H. sapiens (A) o 

de M. Musculus (B). 

 

El NGF no altera los niveles del mRNA de Klf10 en las células N1 

 

El NGF induce la expresión de Klf10 en la línea celular PC12 [Dijkmans et al, 2009; Spittau et al, 

2010], además de que nuestro análisis bioinformático indica la presencia de sitios de unión para 
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los factores de transcripción que participan en la vía del NGF (CREB y AP1) en el promotor del 

gen de Klf10. Por lo tanto decidimos determinar el efecto del NGF sobre la expresión del gen de 

Klf10 en el hipotálamo embrionario. Para este estudio utilizamos la línea celular mHypoE N1 

(N1), ya que se trata de neuronas hipotalámicas embrionarias las cuales fueron inmortalizadas 

mediante la inserción del oncogén del virus SV40. 

 

 

 

Figura 5: Las vías de señalización de las diferentes moléculas señalizadoras que podrían actuar 

sobre el promotor del gen de Kfl10. El signo de interrogación denota que no se ha reportado que esa 

vía regule al gen de Klf10. El ángulo denota que hay reportes previos de que esa vía regula al gen de 

Klf10. Figura diseñada a partir de: Alberts et al, 2008; Angers  et al, 2009; Dobolyi et al, 2012; 

Jorinsen et al, 2004; Karin et al, 1995; Segal et al, 1996; Song et al, 2005 
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Previo al tratamiento con el NGF se privó a las células N1 del suero con el propósito de disminuir 

a los niveles basales cualquier vía de señalización que pudieran ser inducida los componentes del 

suero [Yue et al, 2002]. Las células fueron tratadas con el NGF durante diferentes tiempos y 

después se purificó el RNA total para determinar el grado de expresión de Klf10 a través de 

ensayos de RT-PCR. Las figuras 6A y 6B muestran que el NGF no tuvo efecto sobre los niveles 

del mRNA de Klf10 en ninguno de los tiempos ensayados.  

 

Estudios previos han mostrado que el NGF aumenta los niveles del mRNA de Klf10 en las células 

PC12 [Dijkmans et al, 2009; Spittau et al, 2010], por lo que nos preguntamos si las células N1 

estaban respondiendo a este factor trófico o no. El NGF activa la vía de las MAP cinasas. La 

activación de esta vía se puede determinar por los niveles de la fosforilación de ERK1/2, los 

cuales se aumentan cuando la vía está activa [Leppä et al, 1998]. Para esto repetimos el 

tratamiento pero esta vez a tiempos más cortos, ya que la fosforilación de ERK1/2 en respuesta a 

NGF se ve más claramente a los 30 min del tratamiento. Tras el tratamiento de las células N1 con 

el NGF extrajimos las proteínas totales y realizamos un ensayo de WB con anticuerpos contra la 

forma fosforilada y no fosforilada de ERK1/2. Como control positivo utilizamos a las células 

PC12, en las cuales el NGF induce la fosforilación de ERK1/2 [Leppä et al, 2001]. La figura 6C 

muestra que en la células N1, el NGF no afectó los niveles de la fosforilación de ERK1/2; 

mientras que en las células PC12, el NGF induce la fosforilación de ERK1/2. En conclusión, estos 

experimentos nos indicaron que en las células N1 la vía de las MAP cinasas no se activó en 

respuesta al NGF (figura 6C). 

 

Las células N1 sí son capaces de responder a los estímulos extracelulares 

 

Ya que las células N1 no respondieron al NGF, antes de probar otros estímulos decidimos analizar 

si estas células son capaces de responder a los estímulos extracelulares. En las células HEK 293 se 

induce la fosforilación de las tirosinas en algunas proteínas en respuesta a un tratamiento con el 

SFB [Morla et al, 1986]. Por lo que tratamos a las células N1 con SFB y analizamos la 

fosforilación en tirosinas. Para estos ensayos privamos las células del suero previo a los 

tratamientos con el SFB al 10% o con el NGF (100ng/ml). Después del tratamiento se obtuvieron 

las proteínas totales y se realizó un ensayo de WB utilizando un anticuerpo que reconoce las 
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tirosinas fosforiladas. La figura 7 muestra que el tratamiento de las células N1, así como el de las 

células HEK 293, con SFB indujo la fosforilación de algunas proteínas. Esto se observa 

claramente en una banda de alrededor de 43kDa que no se observó en el extracto de las células sin 

tratar (punta de flecha en figura 7). Este ensayo también nos permitió comprobar que las células 

N1 no respondieron al tratamiento con el NGF, ya que no hubo cambio apreciable en el patrón de 

la fosforilación de las proteínas. Estos ensayos nos indican que las células N1 sí son capaces de 

responder a los estímulos extracelulares. 

 

 
Figura 6: Los efectos del tratamiento con el NGF sobre las línea celular hipotalámica mHypoE N1. 

En (A) se muestra un gel representativo de los ensayos de RT-PCR. Se usaron las células no tratadas 

como control. Se utilizó el mRNA de actina como control de carga. (B) muestra la cuantificación de la 

densitometría de estos ensayos, se determinó el índice de la señal de Klf10 sobre la señal de actina  

normalizando el control al 100%. En (C) se muestra que NGF no induce la fosforilación de ERK1/2 en 

las células N1, mientras que en las células PC12 sí lo hace. Se usó la proteína total de ERK2 como 

control de carga. 

 

Activar a CREB o a AP1 no altera los niveles del mRNA de Klf10 en las células N1 

 

Ya que demostramos que las células N1 son capaces de responder a estímulos extracelulares, 

analizamos la señalización por el NGF pero esta vez río abajo de su interacción con el receptor 

TrkA. Para esto analizamos el papel de dos factores de transcripción que participan en la vía de 



40 
 

señalización de NGF: CREB y AP1. Según nuestro análisis bioinformático, el promotor de Klf10 

posee dos sitios posibles de unión para AP1 y uno para CREB (Apéndice 1). Para analizar el 

efecto de estos factores de transcripción sobre la expresión del gen de Klf10 tratamos las células 

con el DBcAMP o con el TPA. El DBcAMP es un análogo del AMP cíclico que activa a PKA, 

que a su vez activa a CREB al fosforilarlo en la serina 133 [Routes et al, 2000]. El TPA mimetiza 

al diacilglicerol, lo que conlleva a la activación de PKC y subsecuentemente, a la fosforilación y 

activación de ERK1/2. ERK 1/2 activado induce la transcripción del gen de cFos y la formación 

de AP1 [Cohen et al, 2006]. (Ver figura 5) 

 

 
Figura 7: El suero fetal bovino (SFB) induce la fosforilación de las tirosinas en las células N1. Se 

muestra un WB usando un anticuerpo que reconoce las tirosinas fosforiladas. Se puede apreciar el 

cambio del patrón de la fosforilación en las células N1 tras un tratamiento de 10 y 15min con el SFB, 

mas no tras el tratamiento de 15 y 30min con el NGF. La punta de flecha denota las bandas en donde 

se aprecia el cambio del patrón en la fosforilación de las tirosinas. Como control positivo se 

incluyeron las células HEK 293 tratadas 10 y 15min con el SFB. Como control de carga se usó ERK 2.  

NT = no tratadas.  

 

El DBcAMP induce la fosforilación de CREB, mientras que el TPA induce la fosforilación de 

ERK1/2 [Cohen et al, 2006; Routes et al, 2000].  Antes del análisis del efecto del DBcAMP y del 
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TPA sobre los niveles del mRNA de Klf10, realizamos los ensayos de WB para determinar si las 

células N1 respondían a estas dos señales. Con este fin se analizó la fosforilación de CREB y 

ERK1/2 en las células N1 en respuesta a DBcAMP y TPA en ensayos WB. Como control positivo 

se utilizaron a las células HEK 293 ya que se sabe que en estas células el DBcAMP induce la 

fosforilación de CREB y el TPA induce la fosforilación de ERK1/2[Gavala et al, 2008; Herbert et 

al, 2010]. Para estos ensayos privamos a las células del suero, tras lo cual las tratamos con los 

compuestos mencionadas durante 30 y 60  min. Después del tratamiento se prepararon los 

extractos de las proteínas totales y se realizaron los ensayos de WB con anticuerpos específicos 

contra las formas fosforiladas y no fosforiladas de CREB y ERK1/2. En ambas líneas celulares el 

tratamiento con el DBcAMP  indujo la fosforilación de CREB a los 30 min, la cual se mantuvo 

hasta los 60 min (Figura 8A). De manera similar, en ambas líneas celulares un tratamiento de 30 

min con el TPA indujo la fosforilación de ERK1/2, manteniéndose esta fosforilación hasta los 60 

min en las células N1 pero no en las células HEK 293 (Figura 8B). Estos resultados nos indican 

que los tratamientos con el DBcAMP ó con el TPA activan a sus moléculas blanco en nuestro 

modelo de estudio. 

 

 
Figura 8: El efecto del DBcAMP y el TPA sobre la activación de CREB y ERK1/2, respectivamente. 

A) el tratamiento con el DBcAMP induce la fosforilación de CREB en la serina 133 tanto en las células 

N1 como en las HEK 293. Como control de carga se utilizó CREB. B) el tratamiento con el TPA induce 

la fosforilación de ERK1/2 en la treonina 202 y la tirosina 204 tanto en las células N1 como en las 

HEK 293. Como control de carga se usó ERK2. Los números debajo de los carriles representan la 

cuantificación de la densitometría utilizando los niveles del control de carga para normalizar los datos 

y ajustando los controles correpondientes a un valor de 1. 

 

Una vez que determinamos que las células N1 sí responden al DBcAMP y al TPA, se analizaron 

los niveles del mRNA de Klf10 en células N1 tratadas con estos compuestos desde 1 hasta 72 h. 
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Después del tratamiento se extrajo el RNA total y  se realizaron los ensayos de RT-PCR para 

determinar los niveles del mRNA de Klf10. Los resultados muestran que los niveles del mRNA de 

Klf10 no cambiaron tras el tratamiento con el DBcAMP en ninguno de los tiempos analizados, al 

igual que con el tratamiento con el TPA (Figuras 9C y 9F). 

 

Como control positivo del efecto del DBcAMP y el TPA en las células N1 se analizaron los 

nieveles del mRNA de cFos, ya que este gen se induce en respuesta a los tratamientos con el 

DBcAMP y el TPA [Maruoka et al, 2010; Ying-Tang et al, 2000]. Con este fin se llevaron a cabo 

reacciones de RT-PCR con oligonucleótidos que amplifican específicamente una región que 

corresponde al mRNA de cFos. Los resultados muestran que el DBcAMP y el TPA no alteran los 

niveles del mRNA de cFos (Figura 10A). Existen reportes en los cuales demuestran que los genes 

cuyos promotores poseen sitios de unión para CREB y para AP1, necesitan de ambos factores de 

transcripción para inducir sus niveles en respuesta a los estímulos; un ejemplo es el gen de la 

tirosina hidroxilasa [Nagamoto-Combs et al, 1997]. Con esto en mente, decidimos co-tratar a las 

células N1 con el DcAMP y el TPA. La figura 10B muestra que el co-tratamiento con el DBcAMP 

y el TPA durante 24 h sí tuvo efectos significativos sobre los niveles del mRNA de cFos. 

 

Posteriormente se analizaron los niveles de mRNA de Klf10 en respuesta al co-tratamiento con el 

DBcAMP y el TPA. De manera interesante, un co-tratamiento durante 24 h indujo un aumento 

significativo en los niveles de mRNA de Klf10 (figura 11).  
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Figura 9: El DBcAMP y el TPA no alteran los niveles del mRNA de Klf10 en las células N1. (A) y 

(B) muestran los geles representativos de los ensayos de RT-PCR tras el tratamiento de células N1 con 

el DBcAMP. La densitometría de estos ensayos se muestra en (C), donde se calculó el índice de la 

señal de Klf10 sobre la señal de actina y se normalizó el control al 100%. (D) y (E) muestran los geles 

representativos de los ensayos de RT-PCR tras el tratamiento de células N1 con el TPA. La 

densitometría de estos ensayos se muestra en (F ), el índice de la señal de Klf10 se calculó sobre la 

señal de actina y se normalizó el control al 100%. 
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Figura 10: El co-tratamiento con el DBcAMP y el TPA por 24 h aumenta los niveles del mRNA de 

cFos. (A) muestra un gel representativo del ensayo de RT-PCR tras el tratamiento de las células N1 

con el DBcAMP o con el TPA, mientras que (B) muestra un gel representativo del tratamiento con el 

DBcAMP y el TPA. En ambos geles se usó actina como control de carga. (C) muestra la cuantificación 

de estos ensayos, se calculó el índice de la señal de cFos sobre el índice de la señal de actina y se 

normalizó el control al 100%. * indica un valor de p<0,05 comparado contra su control. 
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Figura 11: El co-tratamiento con el DBcAMP y el TPA induce un aumento en los niveles de mRNA 

de Klf10. (A) muestra un gel representativo del ensayo de RT-PCR tras el tratamiento de las células 

N1 con el DBcAMP, el TPA o ambos. Se usó actina como control de carga. (B) muestra la 

cuantificación de este ensayo, se calculó el índice de la señal de Klf10 sobre el índice de la señal de 

actina y se normalizó el control al 100%. * indica un valor de p<0,05 comparado contra su control. 

 

Generación de las construcciones del promotor del gen de Klf10 de ratón 

 
El hecho de que los niveles del mRNA de Klf10 y cFos se incrementaron en respuesta al co-

tratamiento con el DBcAMP y el TPA nos hace suponer que en esta línea celular un solo estímulo 

no es suficiente para poder observar sus efectos, si no que se necesita de ambos estímulos. Es por 

esto que decidimos utilizar un método más sensible para analizar los efectos de CREB y AP1 

sobre el promotor de Klf10. Para esto generamos construcciones con el gen de luciferasa bajo el 

control del promotor de Klf10 

 

En primera instancia, amplificamos por PCR la región de 1977 pb río arriba del sitio de inicio de 

la transcripción del gen de Klf10 a partir del DNA genómico de ratón (Figura 12Ay 12B). Esta 

región fue previamente descrita como la región regulatoria del gen de Klf10 en respuesta al NGF 

[Spittau et al, 2010]. En este mismo reporte se encontró que de los 1977 pb, la región comprendida 

hasta 516 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción confiere la responsividad a NGF para 

la actividad transcripcional de Klf10. Por lo tanto, para tener una versión truncada del promotor 

también amplificamos la región de las 516 pb río arriba al sitio de inicio de la transcripción 

(Figura 12A y 12B). Tomando en cuenta que estas regiones serían posteriormente clonadas en el 
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vector pGL3-basic, a los oligonucleótidos se les añadieron sitios de restricción específicos para las 

enzimas HindIII y XhoI (Figura 12C). Nos referiremos de aquí en adelante a estas construcciones 

como Klf10-Luc-2000 y Klf10-Luc-500 (Klf10-Luc en conjunto).  

 

 
Figura 12: La amplificación de la región regulatoria del gen de Klf10. En (A) se muestran las bandas 

correspondientes a 516 y 1977 pb obtenidas por la PCR a partir del DNA genómico de ratón 

C57BL/6J. En el carril de la izquierda se corrió el marcador de peso molecular de 1kb. El diagrama 

(B) representa el promotor de Klf10 (2000 pb); la flecha denota el sitio de inicio de la transcripción; 

las líneas representan las regiones clonadas en las construcciones Klf10-Luc-2000 y Klf10-Luc-500. 

La tabla (C) muestra los oligonucleótidos utilizados para la obtención de estas regiones. 

 

Con el fin de confirmar que las clonaciones se realizaron correctamente, llevamos a cabo 

digestiones de las construcciones con la enzima de restricción SalI. El vector tiene un sólo sitio de 

corte para esta enzima, mientras que el inserto contiene dos sitios de corte cerca de su extremo 3’. 

El patrón de digestión con SalI para las dos construcciones fue el esperado. Estos patrones así 

como los sitios de corte de Sal Identro del vector se muestran en la figura 13. Posterior a estos 

cortes diagnósticos, se secuenciaron ambas construcciones usando los oligonucleótidos que fueron 

diseñados para los ensayos de la PCR. Debido a las limitantes intrínsecas de la técnica de la 

secuenciación, no es posible secuenciar más de 1000 nucleótidos con fidelidad, por lo que para 

obtener la secuencia completa del inserto de 1977 pb se diseñaron además oligonucleótidos que 

permitieran iniciar la secuenciación desde un punto aproximadamente a 900 nucleótidos del sitio 

donde se unen los oligonucleótidos anteriormente mencionados. Los ensayos de secuenciación 

corroboraron las construcciones. 
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Figura 13: Los cortes diagnósticos de las construcciones Klf10-Luc. En (A) y (B) se muestran los 

mapas de Klf10-Luc-500 y Klf10-Luc-2000, respectivamente. Los sitios de corte con las enzimas 

HindIII, XhoI y SalI se encuentran anotados al igual que los diversos elementos génicos. (C) y (D) 

muestran los patrones de corte con SalI de Klf10-Luc-500 y Klf10-Luc-2000, respectivamente. Estos 

patrones fueron obtenidos con la herramienta NEBcutter v2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/). En 

(E) se muestran las bandas obtenidas tras digerir Klf10-Luc-500 y Klf10-Luc-2000 con SalI. Los 

carriles 1 y 7 contienen las construcciones sin digerir; los carriles 2, 3, 5 y 6  contienen las 

construcciones digeridas con SalI; y el carril 4 contiene el marcador de peso molecular de 1 kb. 

 

El DBcAMP y el TPA aumentan la actividad del promotor de Klf10 

 

Las construcciones Klf10-Luc se transfectaron en las células N1 a una confluencia del 80-90%. 

Después de la transfección las células fueron mantenidas en ausencia de suero para después 

tratarlas con las diferentes moléculas señalizadoras. Al final del tratamiento se prepararon los 

extractos protéicos y se midió la actividad de luciferasa. En todas las transfecciones incluimos 
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como control de transfección al vector pRL-CMV, el cual expresa la luciferasa de Renilla bajo el 

promotor del citomegalovirus. 

 

El tratamiento de Klf10-Luc-2000 con el DBcAMP durante 48 h aumentó 2.1 veces la actividad 

transcripcional del promotor de Klf10, mientras que el TPA la aumentó 2 veces (Figura 14). 

Ninguna de las dos moléculas utilizadas alteró significativamente los niveles de luciferasa en el 

vector vacío (pGL3) (Figura 14). Cabe resaltar que los niveles relativos de luciferasa de Klf10-

Luc-2000 son cinco veces mayor a los dados por el vector vacío (Figura 14), lo que nos indica que 

la secuencia que clonamos en el vector pGL3-basic es transcripcionalmente activa. 

 

 

 
Figura 14: El DBcAMP y el TPA incrementan la actividad transcripcional del promotor de Klf10. Se 

muestra la cuantificación de la actividad de luciferasa de los tratamientos con DBcAMP y TPA de las 

células N1 transfectadas con pGL3 o con Klf10-Luc-2000. Se calculó el índice de la actividad de 

luciferasa de luciérnaga sobre la actividad de luciferasa de Renilla, normalizando Klf10Luc2000 a 1. 

Se ilustra además la actividad del vector vacío (pGL3). * indica una p<0,05 comparada contra 

Klf10Luc2000; # indica una p<0,05 comparada contra pGL3. 
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CREB y AP1 incrementan la actividad del promotor de Klf10 

 

Ya que observamos que tanto el DBcAMP como el TPA pueden aumentar la actividad 

transcripcional del promotor de Klf10, decidimos probar si este aumento se debe a los factores de 

transcripción CREB y AP1. Cabe recordar que en el promotor de Klf10 encontramos sitios 

posibles de unión para ambos factores de transcripción (apéndice 1). Para probar esta hipótesis, 

co-transfectamos las células N1 con Klf10-Luc-2000 junto con los vectores de expresión para 

CREB o para cFos y cJun (las proteínas que dimerizan para formar AP1 [Hess et al, 2004]). En 

este ensayo realizamos una de curva dosis-respuesta utilizando diferentes dosis de los vectores de 

expresión. La figura 15 muestra que tanto CREB como AP1 aumentan la actividad transcripcional 

del promotor de Klf10. El efecto es dependiente de la dosis del vector de expresión utilizada. 

También se muestra que la co-transfección con CREB y AP1 (800 ng de cada uno) tiene un efecto 

sinérgico sobre la actividad transcripcional del promotor de Klf10. 

 

  
Figura 15: CREB y AP1 incrementan la actividad transcripcional del promotor de Klf10. Se muestra 

la cuantificación de la señal de luciferasa de las cotransfecciones con Klf10-Luc-2000 junto con CREB 

o AP1 (cFos y cJun). Se calculó el índice de la actividad de luciferasa de luciérnaga sobre la actividad 

de luciferasa de Renilla, normalizando Klf10Luc2000 a 1. * indica una p<0,05 comparada con 

Klf10Luc2000; ** indica una p <0,01 comparada contra Klf10Luc2000; #  indica una p<0,05 entre 

los grupos marcados. 
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Un enfoque diferente para corroborar las observaciones anteriores fue el transfectar las células con 

los vectores de expresión para los factores de transcripción, y tratarlas con el DBcAMP en el caso 

de la transfección con CREB o con el TPA para la transfección con AP1. Si el aumento 

transcripcional causado por el DBcAMP se debe a la activación de CREB, el tratamiento con el 

DBcAMP de las células transfectadas con CREB deberá potenciar la actividad transcripcional de 

Klf10-Luc-2000. El mismo razonamiento es válido en el caso del tratamiento con el TPA en las 

células transfectadas con AP1. La figura 16 muestra que el tratamiento con el DBcAMP fue capaz 

de potenciar los efectos de CREB sobre el promotor de Klf10, mientras que el TPA no tuvo ningún 

efecto sobre la transfección con AP1. Estos resultados indican que el aumento de la actividad 

transcripcional causada por CREB puede ser dependiente de los niveles de la fosforilación de 

CREB. 

 

 
Figura 16: El DBcAMP potencia el efecto de CREB sobre el promotor de Klf10, mientras que el TPA 

no tiene ningún efecto sobre AP1. Se muestra la cuantificación de la señal de luciferasa del 

tratamiento con el DBcAMP o el TPA de células co-transfectadas con Klf10-Luc-2000 y CREB o AP1. 

Se calculó el índice de la actividad de luciferasa de luciérnaga sobre la actividad de luciferasa de 

Renilla, normalizando la señal de Klf10Luc2000 a 1. * indica una p<0,05 comparado con 

Klf10Luc2000; ** indica un valor de p<0,01 comparado con Klf10Luc2000; *** indica una p<0,001 

comparado con Klf10Luc2000; ## indica una p<0,01 entre los grupos marcados, n.s. indica una 

diferencia no significativa entre los grupos marcados. 
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El promotor de Klf10 tiene dos sitios posibles de unión para AP1 y sólo un sitio de unión para 

CREB. Como una aproximación para identificar el papel de estos sitios, utilizamos la construcción 

Klf10-Luc-500, la cual incluye el sitio de CREB y sólo uno de los dos sitios para AP1. Cabe 

recordar que la construcción Klf10-Luc-2000 contiene el sitio CREB y los dos sitios AP1. Al 

comparar los niveles de la inducción de Klf10-Luc-500 con los de Klf10-Luc-2000 en respuesta a 

CREB y a AP1 observamos que no hay una diferencia significativa entre el efecto de CREB o de 

AP1 (Figura 17). Tampoco vemos una diferencia significativa entre la actividad basal de Klf10-

Luc-500 y la de Klf10-Luc-2000. Estos experimentos sugieren que en la región que comprenden 

las 516 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción se encuentran los sitos de unión de 

CREB y AP1 responsables de la regulación mediada por CREB y AP1. Sin embargo no 

descartamos que el efecto sinérgico cuando CREB y AP1 actúan juntos pueda depender de otros 

sitios. Estos resultados también sugieren que esta región es la responsable de los niveles basales de 

expresión de Klf10. 

 

 
Figura 17: CREB y AP1 inducen la actividad transcripcional de Klf10-Luc-2000 y Klf10-Luc-500 a 

niveles similares. Se muestra la cuantificación de la señal de luciferasa de las co-transfecciones con 

Klf10-Luc-500 o Klf10-Luc-2000 junto con CREB o AP1. Se calculó el índice de la actividad de 

luciferasa de luciérnaga sobre la actividad de luciferasa de Renilla, normalizando la señal de 

Klf10Luc2000 a 1. ** indica un valor de p<0,01 comparado contra Klf10Luc2000; *** indica un valor 
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de p<0,001 comparado contra Klf10Luc2000; # indica un valor de p<0,05 comparado contra 

Klf10Luc500; ### indica un valor de p<0,001 comparado contra Klf10Luc500, n.s. indica una 

diferencia no significativa entre los grupos marcados.. 
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DISCUSIÓN 

 

Diversos grupos han reportado que los niveles de expresión de Klf10 se inducen en respuesta al 

TGFß, BMP2, el EGF, el estradiol y el NGF. El TGFß actúa a través de Smad3; BMP2 señaliza 

por medio de Smad1; el EGF puede señalizar por medio de STAT1, STAT3, Elk1, CREB o 

NFκB; el estradiol se une al receptor de estrógenos, facilitando su translocación al núcleo; el NGF 

señaliza a través de CREB y AP1. [Álvarez-Rodríguez et al, 2007; Álvarez et al, 2006; Booy et al, 

2011; Chen et al, 2004; Dahlman-Wright et al, 2006; Dijkmans et al, 2009; Dobolyi et al, 2012; 

Hsu et al, 2011; Jorinsen et al, 2004; Karin et al, 1995; Segal et al, 1996; Song et al 2005; 

Subramaniam et al, 1995]. En este trabajo encontramos que el promotor de Klf10 contiene sitios 

posibles de unión para todos estos factores de transcripción. Estos resultados sugieren que el 

TGFß, BMP2, el EGF, el estradiol y el NGF podrían activar directamente la transcripción del gen 

de Klf10, además que corroboran los resultados generados por Subramaniam et al en 1995, quien 

demostró que el aumento en los niveles de expresión de Klf10 mediada por el TGFß no requiere 

de la síntesis de proteínas, lo que sugiere que es a través de la acción directa de las proteínas Smad 

sobre el promotor de Klf10. 

 

Diversos grupos han demostrado que durante el desarrollo del ratón, Klf10 se expresa en el 

sistema nervioso central. Nuestro grupo identificó por medio de los ensayos de la PCR 

cuantitativa que el mRNA de Klf10 se expresa en el hipotálamo en el día embrionario 15 

disminuyendo sus niveles en los días posteriores [Armenta-Martínez, manuscrito en preparación]. 

El grupo de Nathaniel Heintz encontró por medio de los ensayos de hibridación in situ realizados 

en cortes de cerebros de embriones de ratón del día embrionario 15.5 que el mRNA de Klf10 se 

encuentra localizado en el tálamo y en el cerebelo durante el desarrollo 

[http://www.gensat.org/index.html]. Cabe recordar que durante los días embrionarios 12 y 17 se 

da la neurogénesis en el hipotálamo [Markaris, 2002].  

 

Para determinar si Klf10 podría tener un papel en la neurogénesis realizamos un análisis in silico 

del el promotor en busca de los sitios de unión para los factores de transcripción con funciones en 

procesos neurogénicos. Los factores de transcripción CREB, AP1, Lef1, Arnt y Smad1 surgieron 

como candidatos en este análisis. CREB promueve la supervivencia y proliferación de los 



54 
 

precursores neuronales [Bonnie et al, 2002; Walton et al, 1999]; AP1 está involucrado en la 

diferenciación y la supervivencia de las células PC12 [Leppä et al, 2001]; Lef1 actúa bajo la vía de 

Wnt y es necesario para la neurogénesis en el hipotálamo [Lee et al, 2006]; Smad1 forma parte de 

la vía de BMP2, que es necesario para la diferenciación de los precursores de las neuronas 

granulares cerebelares durante el desarrollo [Álvarez-Rodríguez et al, 2007]; Arnt2 es 

indispensable para la generación las neuronas hipotalámicas responsables de la liberación de la 

TRH y de la somatostatina [Hosoya et al, 2001]. 

 

Tanto el tratamiento con el DBcAMP como el tratamiento con el TPA incrementan la tasa 

transcripcional del promotor de Klf10. Con una construcción que contiene al gen reportero de 

luciferasa bajo el control del promotor de Klf10 (Klf10-Luc) determinamos experimentalmente 

que tanto CREB como AP1 incrementan la actividad del promotor de Klf10 en las células N1. 

Esto mismo observamos al transfectar las células N1 con la construcción Klf10-Luc y tratándolas 

con DBcAMP o con TPA. Tanto el tratamiento con el DBcAMP como el tratamiento con el TPA 

incrementan la tasa transcripcional del promotor de Klf10. De manera interesante la actividad del 

promotor de Klf10 se incrementa en mayores niveles en el cotratamiento con ambas moléculas que 

cuando se trata con una sola molécula, es decir el efecto del DBcAMP y el TPA es sinérgico. Este 

hecho se evidenció en los ensayos de RT-PCR. En estos ensayos únicamente el co-tratamiento con 

los dos compuestos incrementan los niveles del mRNA de Klf10, mientras que en los tratamientos 

con los compuestos por separado no observamos cambio significativo de estos niveles. En 

conclusión, estos experimentos indican que CREB y AP1 son capaces de incrementar la actividad 

transcripcional del promotor de Klf10; a la vez que sugieren que este incremento puede darse de 

forma sinérgica. 

 

Existen datos en la literatura que sugieren que CREB y AP1 pueden actuar sinérgicamente para 

inducir la transcripción. Tal es el caso del gen de la tirosina hidroxilasa (TH), enzima clave en la 

biosíntesis de los neurotransmisores del tipo catecolaminas [Nagatsu et al, 1964]. El gen de TH 

contiene sitios de unión para CREB y para AP1. Los niveles de expresión de TH se aumentan tras 

un flujo entrante de Ca2+. Por medio del uso de construcciones génicas que contienen el promotor 

de TH y en el cual los sitios de unión para CREB y para AP1 no son funcionales, se encontró que 

el incremento causado por Ca2+ requiere de ambos sitios intactos [Nagamoto-Combs et al, 1997]. 
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Además, mediante ensayos de retardo electroforético EMSA se comprobó que ambos factores de 

transcripción pueden unirse a este promotor [Lim et al, 2000]. Nuestros resultados sugieren que 

Klf10, de manera similar que TH, puede ser regulado de manera sinérgica por CREB y AP1. 

Existen reportes que muestran que la acetilación de histonas incrementa la actividad 

transcripcional de AP1, tal es el caso del gen de la interleucina-8. En este gen, la acetilación el 

promotor, regulada por CREB, favorece la transactivación por acción de AP1 [Rahman et al, 

2002]. Es posible que el efecto sinérgico de CREB y AP1 sobre el promotor de Klf10 se deba al 

reclutamiento de CBP por CREB al promotor de Klf10, y que una vez ahí, CBP acetile  algunas 

histonas en este promotor. Lo que conlleve al incremento de la actividad transcripcional de AP1, y 

finalmente a un incremento en la expresión de Klf10. 

 

CREB desempeña varios papeles en el desarrollo del sistema nervioso central. En los ratones 

nulos para CREB se ha demostrado que este factor de transcripción es esencial para la 

supervivencia de las neuronas. Los ratones nulos para CREM (otra proteína de la familia CREB) y 

que además carecen de CREB específicamente en el sistema nervioso central muestran una 

inducción de la apoptosis en neuronas postmitóticas, estos ratones mueren perinatalmente. Si en 

cambio se remueve CREB del sistema nervioso central postnatalmente en los ratones nulos para 

CREM el resultado es una neurodegeneración progresiva que continúa hasta el adulto 

[Mantamadiotis et al, 2002]. Se ha propuesto que CREB favorece la supervivencia neuronal 

mediante a regulación de la transcripción de genes pro-supervivencia como Bcl-2 [Riccio et al, 

1999]. Esta propuesta se ve apoyada por el hecho de que la pérdida de CREB induce la apoptosis 

dependiente del gen pro-apoptótico Bax [Lonze et al, 2002], lo que sugiere que CREB favorece la 

supervivencia neuronal mediante la regulación del balance entre Bcl-2 y Bax. 

 

Además de este papel en la supervivencia neuronal, CREB juega un papel en el crecimiento 

axonal. En las neuronas corticales derivadas de los ratones nulos para CREB se encontró que el 

crecimiento axonal está comprometido. Este efecto es independiente de los defectos en la 

supervivencia causados por la carencia de CREB hecho que se demonstró en los cultivos de las 

neuronas derivadas de los ratones dobles nulos para CREB y Bax, el cual es el efector de la muerte 

neuronal en los ratones nulos para CREB. En estos cultivos celulares, el crecimiento axonal se ve 

reducido sin afectarse la supervivencia. Resultados similares se observaron en los cultivos 
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celulares de las neuronas derivadas de los ratones nulos para CREB en presencia del inhibidor de 

la apoptosis BAF [Lonze et al, 2002]. Las neuronas de los ganglios dorsales de los ratones nulos 

para CREB muestran proyecciones cortas y no logran innervar sus tejidos blanco. Este fenotipo es 

similar al observado en los ratones nulos para NGF o TrkA. Por lo tanto se ha propuesto que el 

papel de CREB en el crecimiento axonal está ligado a su papel en la vía de señalización del NGF 

[Patel et al, 2000]. 

 

Entre las señales neurogénicas con la capacidad de regular la activiad de CREB encontramos a 

Wnt y al NGF. La vía clásica de señalización del NGF se da a través de la MAPcinasa ERK, la 

cual regula positivamente la expresión de cFos y por consiguiente la formación de AP1 [Matsuoka 

et al, 2012]. No obstante, el NGF también es capaz de señalizar a través de CREB. Esto se 

determinó mediante el uso de dos versiones CREB dominantes negativas, una de ellas (A-CREB) 

impide la unión a DNA del CREB silvertre mientras que la otra se trata de una versión de CREB 

en la cual la serina 133 se encuentra mutada por una alanina por lo se puede unir al DNA pero no 

es capaz ejercer su función. En los eperimentos realizados con estas versiones mutantes de CREB 

el NGF no logró promover la supervivencia de las neuronas simpáticas [Riccio et al, 1999]. Por lo 

que se propone que el efecto del NGF sobre la supervivencia de las neuronas simpáticas depende 

de CREB. Se ha reportado que el NGF es capaz de aumentar los niveles del mRNA de Klf10 

efecto mediado por el receptor TrkA. Sin embargo no se ha descrito la vía de señalización por la 

cual el NGF ejerce este efecto [Spittau et al, 2010]. Nuestros resultados sugieren que el aumento 

de los niveles del mRNA en las células que sí responden al NGF podría ser regulado por CREB y 

AP1.  
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Figura 18: Modelo propuesto de la regulación de Klf10 por medio del NGF. En este estudio 

probamos que tanto CREB como AP1, por sí mismos o activados por el DBcAMP o el TPA,  pueden 

regular la actividad transcripcional del promotor del gen de Klf10. 

 

La vía clásica de Wnt señaliza por medio del factor de transcripción Lef1. La unión de Wnt con el 

receptor Frizzled lleva a la translocación al núcleo de la proteína ß-Catenina, en donde se une al 

factor de transcripción Lef1 y permite la regulación de sus genes blanco [Alberts et al, 2008]. Wnt 

puede también señalizar a través de CREB mediante la activación de PKA. Los ensayos de sobre-

expresión con una versión de CREB dominante negativa, así como los embriones de los ratón 

carentes de CREB demostraron que CREB se necesita para la inducción de los genes miogénicos 

que son activados por Wnt, siendo esto independiente de Le1 [Chen et al, 2005]. Nuestro análisis 

muestra que el promotor de Klf10 presenta un sitio de unión para el factor de transcripción Lef1, 

lo que indica que Klf10 puede ser blanco de regulación de la vía canónica de Wnt. Los estudios en 

el pez Danio rerio demostraron que la vía de señalización de Wnt es importante para la 

neurogénesis del hipotálamo. En estos estudios demuestran que la pérdida de la función de Lef1, 

por medio del uso de los morfolinos (compuestos usados para inhibir la traducción de mRNAs), 

causa una reducción en la expresión de algunos genes proneurales en el hipotálamo como Sox3 y 
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la Neurogenina [Lee et al, 2006]. Nosotros proponemos que Wnt favorece la neurogénesis en el 

hipotálamo a través de promover la expresión de Klf10. Cabe recalcar que el ratón nulo para Klf10 

no presenta defectos anatómicos evidentes en el hipotálamo [Martínez-Armenta et al, manuscrito 

en preparación] y esto parece indicar que los procesos de proliferación no están afectados en estos 

ratones. Esta observación apoya la hipótesis de que Klf10 está involucrado en los pasos finales de 

la diferenciación que incluirían la expresión de algunos neuropéptidos específicos y la 

consolidación del fenotipo de neuronas hipotalámicas. Para probar esto haría falta analizar la 

expresión de los diversos neuropéptidos hipotalámicos o marcadores de diferenciación en los 

ratones nulos para Klf10. 

 

Nuestros resultados muestran que Klf10 es un blanco de la regulación de CREB y AP1, los cuales 

participan en una variedad de vías de señalización, tales como el BDNF, el TGFß, Wnt, Ca2+, el 

NGF, entre otras. Existen varios reportes que demuestran que Klf10 es importante en procesos de 

la diferenciación celular, tales como la diferenciación de los osteoblastos y de los linfocitos T 

[Cao et al, 2009; Subramaniam et al, 2007]. Con esto en mente, y teniendo en cuenta que Klf10 se 

expresa en el sistema nervioso central en los periodos embrionarios; proponemos que Klf10 puede 

ser una molécula con participación en la neurogénesis. Esta propuesta se ve apoyada por los 

resultados generados en nuestro grupo que demuestran que Klf10 se expresa en el hipotálamo en 

los días embrionarios 15-17 [Martínez-Armenta, manuscrito en preparación], que es el periodo en 

que se da la consolidación del fenotipo neuronal en el hipotálamo. Se requiere de estudios que 

definan las vías neurogénicas que pudieran regular al gen de Klf10, así como identificar genes 

neurogénicos cuya expresión sea regulada por Klf10. Para analizar el papel de Klf10 en diferentes 

vías neurogénicas proponemos analizar los niveles del mRNA de Klf10 en los tratamientos de los 

cultivos primarios neuronales de embriones de ratón con señales neurogénicas como Wnt, el 

BDNF o las neurotrofinas. En el caso de la búsqueda de los genes neurogénicos regulados por 

Klf10 proponemos realizar ensayos de ChIP-seq (Inmunoprecipitación de cromatina – 

Secuenciación) con un anticuerpo específico para Klf10 a partir de cultivos primarios de neuronas 

derivados de hipotálamos de embrionesde ratón.  
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Con base en los resultados generados en este proyecto de maestría podemos concluir que Klf10 es 

un blanco de la regulación de CREB y AP1, aunque queda pendiente determinar cuáles son los 

sitos exactos necesarios para esta regulación. 
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PERSPECTIVAS 

 

• Caracterizar los sitios de unión para CREB y AP1 en el promotor de  
Klf10 por medio de ensayos de ChIP y de mutaciones sobre el promotor. 

• Determinar el efecto de otras señales, como Wnt, estradiol, TGFß ó EGF sobre la actividad 
transcripcional del promotor de Klf10. 
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APÉNDICE 
 
1. Sitios putativos de unión de factores de transcripción sobre el promotor de Klf10 

 

 

MUS 

    tccaggtcaccactacccagtttctcctacccctttctctcctctttcctgctgt-gatcactc---caa

RATTUS     --------------------------------------------------------------------ag

HOMO     ----------------------------------ttctcttttctttcctgttttgaatcactctcacaa

PAN     ---------------------------------tttctcttttctttcctgttttgaatcactctcacaa
position in block: -

2140 to -2075   

MUS     gtcccaaacgctccttacaactcagcctgcagagtg----ggtgtgggggcaccacg--ccag-------

RATTUS     gtcctgaatgctccctacaactcggtctgcagggtg----ggtgtgggggcaccaca--ccagcaggccc

HOMO     gtcaagaccgctccctgcttcttagcccgctggggagccaggccagcaggccccacattcctgagg----

PAN     gtcaagaccgctccctgcttctcagcccgctggggagccaggccagcaggccccacattcctgagg----
position in block: -

2074 to -2018  

 

MUS     -------------acacagggttcaggcttggtgggtctggctgtgacctctcccggaggcggctccctg

RATTUS     cacattctcgaacgcacagggttcaggcttggtgggtttggctgtgacctctccaggaggcggctccctg

HOMO     ----------aagggacagggttctggcctggagggtctagcagaagccaccccaggggaggg---cccg

PAN     ----------aagggacagggttctggcctggagggtctagcagaagccaccccaggggaggg---cccg

position in block: -
2017 to -1961 

  

MUS     acaggaaggcaggcaggcaggcctgccactgggcacacacaagagcttcctgcgctgcagcaggtgccca

RATTUS     acaggaaggcaggcag----gcttgccgctgggcacacacaagagcttcctgcgctgtagcaggtgccca

HOMO     acaggaaggaaggtag----gcctgccggaggg-gcatacaggagcttcctctcccgccacagtgtccag

PAN     acaggaaggaaggtag----gcctgccggaggg-gcatacaggagcttcctctcccgccacagtgtccag

position in block: -
1960 to -1891  

 

MUS     ggccagctgctccagcccttcagactcagatcaacaggatgggccagcccaagcggaaggaagcctgcag

RATTUS     ggccagctgctccaacccttcagattcagatcaacaggatgggccagcccaagcggaaggaagcctgcag

HOMO     ggccaactgctccagccct-caggctgg-gtcaacaggatgggacagcccaggcggaaggaaacctgtgg

PAN     ggccaactgctccagccct-caggctgg-gtcaacaggatgggacagcccaggcggaaggaagcctgtgg
position in block: -

1890 to -1821  

 

MUS     ggaaggacactcctgcagacagaagcaggg-caccgggtggagagaggcaggaagagctgcctgggttgc

RATTUS     ggagggacactcctgcagacagaagcaggggcaccgggtggagggaggcaggaagagctgcctgggttgc

HOMO     ggagggacaccccg-cagacagaagcagggacatggggtggggagaggcaggaagagctgccggg-ctgc

PAN     ggagggacaccccg-cagacagaagcagggacatagggtggggagaggcaggaagagctgccggg-ctgc

BRCA1 

Klf4 

NFAT NFAT 

NFAT NFκB 

STAT3 

Stat3 

STAT3 

Elk1 

NFAT 

STAT5 

STAT5 

STAT5 

Ets 

Ets 

Ets 

Myb 
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position in block: -
1820 to -1752 

 
  

MUS     tgagttggcgctcctccagcggattcagagcaggcagtgacaggaggccattcagtcat----------c

RATTUS     tgagttggcgctcctccagcggattcaaagctggcagtgacaggaggccattcagtcatacccccacccc

HOMO     tgagctggcgcctctccagcagactcaggaggggcggtgacaggaggccattccctcct----------c

PAN     tgagctggcgcctctccagcagactcaggaggggcggtgacaggaggccattccctcct----------c

position in block: -
1751 to -1692  

 

MUS     ttcccccactcccacccccacccagggcttctctggcccacg---ttattatcattacatttgttgctg-

RATTUS     cacccccgctcccacccctacccagggcctctctggcccgtgg--gtactgtcattaagtttgttgctg-

HOMO     atccccgcagccctgggcctctctgg----tcctggccaacagtattactatcattattattgctgttgt

PAN     atccccgcagccctgggcctctctgg----tcctggccaacagtattactatcattattattgctgttgt
position in block: -

1691 to -1626   

MUS     --gctggctttaggtata---ccagaaggaaccatcagatagatgttg---gtagagctggaggcctcta

RATTUS     --gctggctttaggtata---ccagaaggaaccatcagatagatgctgctagtagagctagcggcctcta

HOMO     tcgctagcctgggccttagatacattagaaaaaaaccatcggaagatacgcatagcattggcagtttcta

PAN     tcgctagcctgggccttagatacattagaaaaaaaccatcggaagatacgcatagcattggcagtttcta
position in block: -

1625 to -1564   

MUS     aaacaaa----ttccctcctttacctagtctgtggtgactg----agaaagggcacctgctttagcc-ct

RATTUS     aagctat----tcccctcctttacccagtctgg------------------------tgctttagca-cg

HOMO     aaagaattaattcccttcctgtgttcattctgtgattactgggatagaaatgctatttgcattaccagcc

PAN     aaacaattaattcccttcctgtgttcattctgtgattactgggatagaaatgctatttgcattaccagcc
position in block: -

1563 to -1503  

 

MUS     tttagcccag---cagg-ctgaaaaagcccacaggagg-gcagtgacttttgtctcatgatctgcctgtc

RATTUS     tctagctcgg---cagg-ctgaaaag-cccataggagg-gcagtgacttttgtctcatgatccgcctgat

HOMO     tttcattcagttacagagacgtgagtgctcgaaggagagacagtgatttttgccttaaattcagcctgtc

PAN     tttcattcagttacagagacgtgagtgctcgaaggagagacagtgatttttgccttaaattcagccg-tc
position in block: -

1502 to -1438  

 

MUS     ccagggagaagataaaaatctctagtttgctttaagccccgttatcactccctccggctccaacag---c

RATTUS     ccaagagagacgataaaatctctagtttgctttaagccccgttatcactgcctccggctccaacag---c

HOMO     caaatcg----gataagatctccgatttgctttaagccccgttatcactgccttcctctccaacaacagc

PAN     caaatcg----gataagatctccgatttgctttaagccccgttatcactgccttcctctccaacaacagc

AP1 

SP1 Oct 

Otp 

Pax2 

Pax2 

Pax2 

HoxA5 

HSF Ets 

Ets 

Myb 
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position in block: -

1437 to -1371 
 
 
 

  

MUS     tgccgtgaacccgcacaaacgggcgagggggcggggcaatagggcgccaacgaggagccaagagctctca

RATTUS     tgctgtgaacccgcacaaacgggcaagggggtggggcaatagggcgccaacgaggagccaagagctctgg

HOMO     tgctgtgatcacgcacaaacggccaaacg---ggggcaaatccgtgccaaagcagggccatgggctttcc

PAN     tgctgtgatcgcgcacaaacggccaaacg---ggggcaaatccgtgccaaagcagggccatgggctttcc

position in block: -
1370 to -1301  

 
 
 
 

MUS     gactaggaggctacagcctcag-ccg-ggctgctgcacccacaag-ctggcttccct-aagaagctcagc

RATTUS     gtctaggaggctacagcctcag-ccctggctgctgcacacagaaggctggcttcctt-aagaagctcagc

HOMO     tgatcagaaggcctagccccagcccccaggcgcagcacacgggcg----gcttcctttcagaaacccagc

PAN     tgatcagaaggcccagccccagcccccaggcgcagcacacgggcg----gcttcctttcagaaacccagc
position in block: -

1300 to -1235 

  

MUS     ttgccctcaatcc-ctggagcgg-tggaggggg-cagggacaggaactcgatgtttgaccgggtcaggaa

RATTUS     ttgcccccaatcc-ctggagtgg-tgaagggggacagggacaggaactcggtgtttgagccagtcaggaa

HOMO     ctgcctcccaccagctggagtgggtgggtgggg--cggtagtggtgccagtttcagggaacggccggcaa

PAN     ctgcctcccaccagctggagtgggtgggtgggg--cggtagtggtgccagtttcagggaacggccggcaa
position in block: -

1234 to -1168  

 

MUS     tcccacctgcaagcatgct--------ttcct---caccc---------catcccctcaagcggtttctt

RATTUS     tcccaccaataaacatgct--------ttctt---caccc---------catccccacaagcggtttctt

HOMO     acccacctccaggcgtgctccagcgggagcctggagaccctaggagagccctccccacaagcggcttcca

PAN     acccacctccaggcgtgctccagcgggagcctggagaccctaggagagccctccccacaagcggcttcca
position in block: -

1167 to -1118  

 

MUS     ggtagggcgtcggcgaagactgtggtcccgcgg-gtgggggaagtggagtccaccttggaaatagctcga

RATTUS     ggcggggcgtcggcgaagactgtggtcccgcgg-gtgggggaagtggagtccaccttagaaacagctcga

HOMO     ggcaggacgcttccagaggtcttggtccaggggtgggggtgaggtggggtctacctttgaaacagcta--

PAN     ggcaagacgcttccagaggtcttggtccaggggtgggggtgaggtggggtctacctttgaaacagcta--
position in block: -

1117 to -1049  

 

MUS     acattgtattttaaacttcaactacatcaaactcaaactcgattctgccaccgag---------------

RATTUS     acactgtattttaaacttgaactacaccaaactcaaactcgattctgccaccgag---------------

HOMO     ------caatttaaacttcagctacaccgagctcaaactcgattccgcagccgagtgtcggcgccagaga

PAN     ------caatttaaacttcagctacaccgagctcaaactcgattccgcagccgagtgtcggcgccagaga

SP1 

NFAT 

SRY 

Sox10 

STAT5 

STAT5 

Smad1 

 

p53 

p53 

HSF 

HSF 

Ets 
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position in block: -
1048 to -994  

 
 
 
 
 
 

MUS     --------cg-tcgggtctggggctccctgccacgccactagctctttggtaccggcttcccttagtccc

RATTUS     --------cactcgagtctagggttcccggccacgccactagccctaaggtaccagcttcccgtagtccc

HOMO     aggataaaaactcgggtctacggctccccaccacgcccctggtccggtcctctgggcttccaggagtcct

PAN     aggataaaaactcgggtctacggctccccaccacgcccctggtccggtcctctgggcttccaggagtcct
position in block: -

993 to -933   

MUS     cactccaaccgcccagaaggacgggagggacgcgcagaggcgggccctgctgctagtgcctgtgctgcag

RATTUS     cacaccaaccgcccagaaggacgggagggacgcgcagaggcgggccctgctgccagtgcctgtgctgcag

HOMO     cacgccatcctctgggttgcccaggagg---aaggatgggcggggcgggcaggcgctgcgggcgctgcag

PAN     cacgccatcctctgggttgcccaggagg---aaggatgggcggggcgggcaggcgctgcgggcgctgcag
position in block: -

932 to -863  

 

MUS     atggg-aggacgagccagcgcctgccgccttgggcgtgggcggtgagtgcgagcaggtgtctgttccgtg

RATTUS     atggg-aggacgagccaacgcctgccgcct-gggcgtgggcggtgagtgcgagcaggtgtctgttccgtg

HOMO     atggggagggcgagcccgcggca--cggcgtgagcgggggagaggcgcgcgagcaggtgtcggctccgtg

PAN     atggggagggcgagcccgcggca--cggcgtgagcgggggagaggcgcgcgagcaggtgtcggctccgtg
position in block: -

862 to -794 

  

MUS     acagggctcccgccgccaccatctcgccctggttctccccagtcctc-cggcttagagtgacaaaacccg

RATTUS     acagggctcccgccgccaccacctcgccctggttctccccagtcctcacggtttagagtgacaaaatccg

HOMO     acaggg-tcccccatcc-----cgcgccccagtgctccccg-------aggcttagtgaggcaaaaccca

PAN     acaggg-tcccccatcc-----cgcgccccagtgctccccg-------aggcttagcgaggcaaaaccca
position in block: -

793 to -725  

 

MUS     gcaaatgct-cagaaatgccgctcagtggttcatccatcccttgcttccacgcaagacccacgaga--ac

RATTUS     gcaaatgct-cagaaatgccactcagtggttcacccggctcttgcctccacgcaagacccacgaga--ac

HOMO     gcaaatgcttcagaaatgcagctcagtcggtcaccgggttct-gcttcctcatcagacgcgcaagaggat

PAN     gcaaatgcttcagaaatgcagctcagtcggtccccgggttct-gcttcctcatcagacgcgcaagaggat
position in block: -

724 to -658   

MUS     cacgctgccaaagaacgtctggtggctcggagccg—cgctcgcagcctccgcctccgcctcctgctcgg 

RATTUS     cgcgcttccaaagaacgtctggtggccaggagccg--cgcctgcagcctccgccttc------tgctcgg

HOMO     Ggcgcttccaatgcaaatctcttggctccggccccttggctggcagccgccgcgtcccccgcctgcctgg

PAN     Ggcgcttccaatgcaaatctcttggctccggccccttggctggcagccgccgcgtcccccgcctgcctgg

NFAT 

NFAT 

Pax2 

 

HoxA5 

HoxA5 

HoxA5 

STAT1 

STAT5 

MyoD Krox 

Ets 
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position in block: -
657 to -590  

 
 
 
 
 
 
 

MUS     ggtcccgcccactccctggcgggcccagacgctgtg-ggcgcgaaggggactgggcggagcgggcttccc

RATTUS     ggtcccgcccactccctggcgggcccagacgctgcg-ggcgcgaaggggactgggcggagcgggcttccc

HOMO     Cgtcccgcccactccgtggcgggctgagacgaggcccggcgcggaggggacggggcggagcgggcatccc

PAN     cgtcccgcccactccgtggcgggctgagacgaggcccggcgcggaggggacggggcggagcgggcatccc

position in block: -
589 to -521 

 

 
 
 

MUS     ttcccaccccccacgtggggccggctctccgcaaagcctagtcgccgccaccgcgcctcccagctatgcc

RATTUS     tccccaccccccacgtggg-ccggctctccgcaaagcctggtcgccgccaccgcgcctctcggctatgcc

HOMO     tccccaccccccacgtggggctggccctccgcagtgcctgggcg-cgctgcag----tcgccgcgcctcc

PAN     tccccaccccccacgtggggctggccctccgcagtgcctgggcg-cgctgcag----tcgccgcgcctcc

position in block: -
520 to -451  

 
 
 
 

MUS     ccgccgccggcgccgcccccg--ggcatgggcggaggactgaaggctagggttgggcgaggg--------

RATTUS     ccgccggcggcgccgcctccg--ggcatgggcggggtactgaagacttgg-----gcgaggg--------

HOMO     ccggccgcggcaccgcctctctaggcaggggcgggggacgaggggcaaggagtgggcgaggggtgggcga

PAN     ccggccgcggcaccgcctctctaggcaggggcgggggacgaggggcaaggagtgggcgaggggtgggcga

position in block: -
450 to -391  

 

MUS     ----------gcgtcacggagtcaggtggtccccggagttccccggggctggaccgagggaacacggtgc

RATTUS     ----------gcgtcacggagtcaggtggtccccgtagttcccccgggctggacggagggaacacggtgc

HOMO     ggggcggggggcgtcactcaatcaggtggcctctggagttccccggggcagggcagagggaacacgctgc

PAN     ggggcggggggcgtcactcaatcaggtggcctctggagttccccggggcagggccgagggaacacgctgc

position in block: -
390 to -331  

 

MUS     ctcgggttgtgtacacgctccactgacag-agcctcttgcagccgggcagccgctgatcacgcgtggctc

RATTUS     ctcgggttgtgtacacgctccactgacag-agcttcttgcagccgggcagccgctgatcacgcgtggccc

HOMO     cggggattgtgtacacgctccactgacaccagcttcacgctgccgggcagtcgccgatcacgcgtggccc

PAN     cggggattgtgtacacgctccactgacaccagcttcacgctgccgggcagtcgccgatcacgcgtggccc
position in block: -

330 to -262   

AP1 

CREB 

SP1 

SP1 

SP1 

Klf4 

Klf4 

Myc 

Myc 

NFAT NFAT NFκB 

NFκB 

Pax6 

Pax2 

Pax2 

SRY 

HIF1α 

Arnt 

Egr1 

Sox10 

STAT5 ATF 

Krox 

VDR 

VDR 

Ets 

Ets Ets 
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MUS     tgccagctcattggctgaggcctcacacacctttgccgctgattggtcgacactaggccccgccctctac

RATTUS     cgccagcccattggctgaggcctcacacacctttaccgctgattggtcgataccacgccccgccttccac

HOMO     cgcgagcccattggccggcgcctcacacacctttgccgttgattggccggcctcaggctccgcccccacc

PAN     cgcgagcccattggccggcgcctcacacacctttgccgttgattggccggcctcaggctccgcccccacc

position in block: -
261 to -192  

 
 
 

MUS     cccgcccgcggcgcggggcaggcagagcggctacctgcacggggaggggggcagacagcgcggagcgcgg

RATTUS     Cccgcccgcggcgcggggcaggcagagcggctacctgcatggggaggggggcagacagcgcggagcgcgg

HOMO     cccgcccgcggcgcggggcaggctgagcggctacctgaatggggaggggg-cagacggcgctgagcgcgg

PAN     cccgcccgcggcgcggggcaggctgagcggctacctgaatggggaggggg-cagacggcgctgagcgcgg
position in block: -

191 to -122   

MUS     tggcgtcg------acgtctagtgtctcagtgctcccgtctgtggctaactaagcagccagcagccaggc

RATTUS     tggcgtcg------acgtctagtgtctcagtgctccg-tctgtg----gctaggcagccagcagccaagc

HOMO     cggcggcgggagcggcgtcgagtgtctccgtgcgcccgtctgtg----gccaagcagccagcagcctagc

PAN     cggcggcgggagcggcgtcgagtgtctccgtgcgcccgtctgtg----gccaagcagccagcagcctagc
position in block: -

121 to -58   

MUS     agctcgcgacctgcggccaggcagccaaccatgctcaacttcggcgcttctctccag-------------

RATTUS     Agctcgcgacctacggccaggcagccaaccatgcttaacttcggcgcttctctccagcaagcttcggtaa

HOMO     ag--------------ccagtcagcttgccg---------ccggcgg-----------------------

PAN     ag--------------ccagtcagcttgccg---------ccggcgg-----------------------
position in block: -

57 to -1   

MUS     ------------------------------------------------------ 

RATTUS     Gttacctggagatgctggtcctttcctcctgctgtgtccgggagccagccgaag 

HOMO     ------------------------------------------------------ 

PAN     ------------------------------------------------------ 
position in block: 0 

to -1   

 

SP1 

Klf4 

Klf4 

Klf4 

Lef1 

Smad3 p53 

Krox 

nanog 
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2. Secuencias consenso de factores de transcripción 

Obtenidos de la bases de datos JASPAR 
 
 
 
 

AP1 Arnt ATF 

  

 

 

BRCA1 CREB CTCF 

 
 

 

 

Egr1 Elk1 ER 

 
 

 

 

Ets HIF1α HoxA5 

 

 
 

 

 
 

 
HSF Klf4 Krox 

 

 

 

 

 

 



68 
 

Lef1 Myb Myc 
 

  

 

 

MyoD Nanog NFAT 
 

 

 

 
 

NFκB Oct Otp 
 

  
 

p53 Pax2 Pax6 

 

 

 

 

SMAD1 SMAD3 Sox10 
 

 

 

  
Sp1 SRY STAT1 
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STAT3 STAT5 VDR 
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