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RESUMEN

La clonacion de la subunidad o de los canales de Ca®* dependientes de voltaje ha permitido
identificar por lo menos 10 genes; en base a la similitud de sus secuencias se dividen en 3
familias: Cayl, Cay2 y Cay3. En el caso de la familia Cay2 estd compuesta por las
isoformas P/Q, N y R. En general, existen diferencias funcionales entre los miembros de las
subfamilias de los canales de Ca*" debido, en gran parte a la variabilidad estructural en los
interdominios. Entre los dominios que se ha reportado a lo largo de la subunidad o, en los
Cay?2 se encuentran: el dominio AID, sitio de interaccion con las subunidades Gy y el de
interaccion con proteinas sindpticas (synprint), el dominio CDB y el PDZ. Su funcion
principal es la liberacion de neurotransmisores, por lo que se expresa preponderante en el
sistema nervioso de los cordados. Un grupo de cordados en los que se ha venido
incrementado su uso como modelo de estudio en el sistema nervioso, es el caso de las
tortugas, especialmente Trachemys scripta elegans, por su alta resistencia a la anoxia. La
estructura del sistema nervioso de las tortugas, aunque en términos generales es similar al
de los mamiferos, muestra diferencias tanto macroscopicas como microscopicas, como se
pudo observar en el andlisis de la regulacion de la liberacion del neurotransmisor en la
sinapsis cortico-estriatal, en el que los canales involucrados son los tipo P/Q y N. Sin
embargo, a diferencia de la rata, en la tortuga el canal modulado por la accion del bacoflen
es el canal tipo N en lugar del tipo P/Q. Estos datos no pueden ser comprobados debido a la
falta de secuencias codificantes de estos canales en la tortuga. Por lo tanto, el objetivo del
este presente estudio fue clonar el extremo 3" terminal del canal de calcio dependiente de
voltaje tipo P/Q (a14) a partir del cerebro de la tortuga 7. scripta elegans. Los amplificados
de los extremos 3" terminales se realizaron para las isoformas P/Q, N y R con la técnica de
amplificacion rapida de los extremos de ADNc (RACE). Para ello se disefiaron
oligonucledtidos especificos en secuencias consenso de clonas parciales obtenidas
anteriormente. Los amplificados se clonaron en bacterias Echerichia coli, se analizaron por
enzimas de restriccion y posteriormente se mandaron a secuenciar. De las tres isoformas
solo se pudo clonar el extremo 3 terminal para el canal tipo P/Q, obteniendo sélo 37 aa de
los ~690 aa que componen el COOH terminal en esta isoforma. Al realizar un analisis por
BLAST se encontr6 que coincidia en un 99% con el transcriptoma del embrion de

T. scripta, por lo que puede ser explicado como una variedad predominante de splicing

Xi



alternativo de la isoforma P/Q. El resultado de presentar un COOH terminal tan corto seria
la pérdida de varios dominios de regulacion importante para este canal. Por lo tanto, es
necesario llevar a cabo la clonacién completa de la subunidad o de esta isoforma, para que
asi, realizar estudios que permitan identificar si este canal presenta cambios

electrofisiologicos y/o funcionales.
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I. INTRODUCCION

1. CANALES IONICOS

Las células estan siempre limitadas de su medio circundante por una membrana superficial,
llamada membrana plasmatica. Unas de las propiedades mas sobresalientes de las
membranas es su capacidad para actuar como barreras de permeabilidad selectiva y
controlar la cantidad de sustancias que la atraviesan. La permeabilidad de la membrana
varia ampliamente, y por su naturaleza hidrofébica no son permeables a moléculas polares
como los azlicares, los aminodcidos o las particulas cargadas como los iones, por lo cual el
transporte de estas sustancias hacia dentro y fuera de las células, o entre diferentes
compartimentos intracelulares, se lleva a cabo a través de distintas proteinas de membranas

que funcionan como bombas, transportadores o canales idnicos (Richter y Brisson, 2003).

En el caso de los canales i6nicos €stos son proteinas que atraviesan la membrana, estan
formados de una molécula proteica unica o de varias de ellas que constituyen complejos
moleculares. Su funciéon es facilitar la difusion de iones a través de las membranas
bioldgicas. Estructuralmente, los canales conforman un poro que provee de un ambiente
energéticamente favorable para que los iones atraviesen la membrana. Estan constituidos
por regiones hidrofobicas en contacto con las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos, y
regiones hidrofilicas, aisladas del ambiente hidrofobico, que interaccionan con los iones,
permitiendo asi el paso de los mismos a un lado y otro de la membrana. Las regiones

hidrofilicas conforman lo que se conoce como el poro del canal.

Los canales i6nicos se localizan en la membrana externa y en las membranas internas que
rodean a los organelos, como por ejemplo el reticulo endopldsmico (RE) y las
mitocondrias. El flujo de iones se lleva a cabo a una gran velocidad, de hasta 10° iones/s,
considerandose el sistema de transporte mas eficiente. Esta eficiencia se da gracias a que
los iones fluyen pasivamente en favor de su gradiente electroquimico, sin gasto de energia
metabolica, siendo esto una caracteristica muy importante para los procesos excitables

(Stein, 1984).



El flujo de iones estd determinado por factores que influyen en el movimiento idnico a
través de la membrana, como son el gradiente de concentracion, el gradiente quimico y la

permeabilidad de la membrana.

Los canales i6nicos poseen mecanismos que permiten su regulacion a través de la apertura
y el cierre del poro conductor; esto es controlado por un sensor que puede ser eléctrico,
quimico o mecanico. Para aquellos que son activados por voltaje, el sensor incluye varios
aminoacidos cargados que se mueven en el campo eléctrico de la membrana durante la
apertura o cierre del canal. En el caso de los activados por ligando, el sensor es una region
de la proteina canal que se encuentra expuesta ya sea hacia el interior o el exterior de la
célula, que une con gran afinidad una molécula especifica que conduce a la apertura o
cierre del canal. Los canales mecanosensibles se abren por el estiramiento que sufre la
membrana celular ante la aplicacion de presion y/o tension (Sands et al., 2005; Connolly y

Wafford, 2004; Sokabe y Sachs, 1990).

1.1 MECANISMOS DE ACTIVACION

Como ya se menciond antes, los canales idnicos se pueden clasificar segin el modulador
fisico, quimico y mecanico que controle su apertura. Entre ellos se encuentran los canales
mecanosensibles, los canales dependientes de ligando y los canales dependientes de voltaje.
Los canales mecanosensibles responden a fuerzas mecénicas a lo largo del plano de la
membrana celular (tensidon de la membrana), no a la presion hidrostatica perpendicular a la
misma (Sokabe y Sachs, 1990). Lo que hace que estos canales respondan a la tension en la
membrana es menos claro. En algunos canales mecanosensibles parece existir un
acoplamiento directo entre el canal y otras proteinas de membrana asociadas a la matriz
extracelular y al citoesqueleto, que se encargaria de transmitir las fuerzas mecénicas al
sistema de compuerta del canal (Perozo y Rees, 2003). Otros canales mecanosensibles
controlan su apertura a través de interacciones con la bicapa lipidica. Modificaciones en la
curvatura de la membrana, como por ejemplo durante la dilatacion osmotica, producen

fuerzas de tension que se transmiten a la estructura del canal (Gillespie y Walker, 2001).



Aunque todavia no se ha conseguido realizar la identificacion directa de los
mecanotransductores de los mamiferos, han aparecido numerosos candidatos importantes a
partir del analisis genético de la mecanosensibilizacion en sistema de invertebrados. Quizas
los estudios mas definitivos se han encontrado en las bacterias con los MsC (MsCL y
MsCS), y en caso de los invertebrados, mas especificamente Caenorhabditis elegans, se
encontraron los DEG/ENaC (la subfamilia incluye MEC-4, MEC-6 y MEC-10) en la
deteccion de toque suave (Arnadottir y Chalfie, 2010). Estos canales estan relacionados
estructuralmente con canales de sodio de mamiferos sensibles a la amilorida. Estudios en
mosca, levadura y gusanos también han implicado en la mecanosensibilidad a los canales
TRP, los cuales se agrupan en seis subfamilias de canales selectivos a cationes (Minke y
Cook, 2002). Cada miembro de esta familia presenta seis segmentos transmembranales y
una topologia de membrana similar a los canales dependientes de voltaje y a los canales

dependientes de nucleotidos ciclicos (Montell et al., 2002).

En cuanto a los canales i6nicos dependientes de ligando, éstos son proteinas intrinsecas de
membrana que permiten el paso de iones tras la activacion por una sustancia o
neurotransmisor especifico, llamado ligando (Connolly y Wafford, 2004). En mamiferos se
pueden dividir en 3 grandes familias (Figura 1) como resultado de la clonacion y
secuenciacion de estos canales, llegando a la conclusion de que aunque presentan diferentes
funciones, tienen secuencias de aminoacidos similares. La primer stper-familia es la del
receptor del asa Cys, denominada asi ya que todos los miembros presentan una estructura
en forma de cisterna en el bucle del dominio extracelular y presentan 4 segmentos
transmembranales. Esta familia incluye a los receptores de glicina (GlyR), receptores
GABA (GABA4R), receptores nicotinicos de la acetilcolina (nAChR) y algunos receptores
de serotonina (5-HT3R) (Hucho y Weise, 2001). La segunda familia son los receptores
catidnicos activados por glutamato, los cuales presentan 3 segmentos transmembranales y
un dominio extracelular formado por la region NH; terminal, que contiene el sitio de unién
para el ligando. La familia estd formada por los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato),
AMPA (4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolapropionico) y kainato (Michaelis,
1997). Por ultimo la familia de los receptores P2X-adenosina trifosfato (ATP), engloba a

canales que estan formados por 3 subunidades y cada una contiene dos segmentos



transmembranales, conectado por un gran bucle extracelular glicosilado (Nicke et al.,
1998).

Stpertamilia del receptor  Familia Gel receptor de  Familia del receptor
del bucle Cys glutamato P2X

by’ oy B |

COU NH,
COoO
() - )
oo <
Pentdmero Tetramero Trimero
receptores nAChR receptores NMDA Receptores P2X

receptores 5-HT3R recaptores AMPA

receptores GABAA doces
reckptaces, Glicink receplores kainato

Figura 1. Representacion esquematica de las tres categorias estructurales de canales ionicos activados por ligando. El
receptor del bucle Cys es un pentamero, mientras que los receptores de glutamato son canales tetramericos. La
topografia esquematica de cada categoria del receptor indica las ubicaciones de los extremos terminales extra e
intracelulares, los segmentos transmembranales (cilindros de colores) y los residuos de cisteinas que participan en la
formacion de enlaces disulfuros (circulos amarillo). Los cilindros rojos indican las regiones helicoidales que participan

en la conduccion y selectividad i6nica. (Modificado de Collingridge et al., 2009).

Por su parte, los canales idnicos dependientes de voltaje son proteinas integrales de
membrana que permiten el paso de iones inorganicos seleccionados a través de las
membranas celulares. Se abren y cierran en respuesta a cambios en el voltaje
transmembranal (Sands et al., 2005). Estos canales se clasifican dependiendo del principal
ion permeante, los cuales son el Na', el Ca®*, el K™ y el CI” (Figura 2). Las subunidades
principales de los diferentes canales dependientes de voltaje se encuentran relacionadas y
estan conservadas a lo largo de la evolucion. Debido a esto un patréon bésico emergid de
todas estas secuencias: los canales funcionales se componen de cuatro subunidades (canales
de K*) o una proteina con cuatro dominios homélogos (canales de Na' y Ca®") denominada
subunidad o, y una serie de subunidades accesorias. La subunidad o presenta seis
segmentos transmembranales; esta subunidad contiene un poro acuoso central situado
dentro de la membrana en el que se localiza la selectividad i6nica (Hirata, 1993). Otra de

sus funciones es determinar la dependencia del voltaje del canal, ya que contiene la region
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que forma el sensor del voltaje, el cual sufre un cambio conformacional dependiendo de los
campos eléctricos de la membrana. Las subunidades accesorias que presentan la mayoria de
los canales pueden ser citoplasmaticas o extracelulares. Estas subunidades modifican la
funcién bésica, como por ejemplo, la conductibilidad de la subunidad a e incluso la

localizacion del canal a nivel de la membrana plasmatica asi como los niveles de expresion

(Yu y Catterall, 2004).
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Figura 2. Topologia estructural de los canales dependientes de voltaje. Los canales de sodio dependientes de voltaje (Nay) se
forman a partir de un tnico polipéptido que consiste en 4 dominios homoélogos (I-IV), cada uno de los cuales tiene 6 segmentos
transmembranales (S1-S6). El segmento S4 de cada dominio contiene argininas y lisinas cargadas positivamente, que son las
responsables principales de la deteccion de voltaje, mientras que el asa entre los segmentos S5 y S6 forma el dominio del poro
(asa P) a través del cual fluyen los iones sodio. Las subunidades B, 1/3 y 2/4 son proteinas transmembranales individuales
que tienen un dominio extracelular similar a la inmunoglobina que co-ensambla con la subunidad o de Nay. Los canales de
potasio dependientes de voltaje (Ky) y los canales cationicos operados por nucleotidos ciclicos activados por hiperpolarizacion
(HCN) tienen 4 subunidades o idénticas o similares, cada una con un dominio unico. Los canales Ky1 tienen subunidades
citoplasmaticas 3 que interactia con los dominios NH, terminal T1. Los canales K4 tienen dos proteinas asociadas
estrechamente; la proteina intracelular KChIP y una tnica proteina en la membrana, DPPX. Los canales de calcio dependientes
de voltaje (Cay) presentan una topologia similar a los canales Nay en sus subunidades o.. Los canales Cay pueden tener hasta 4
subunidades asociadas: el complejo a8 unido por un puente disulfuro, una proteina intracelular  y una subunidad y con cuatro

segmentos transmembranales. (Modificado de Helen y Lily, 2006).



1.2 CANALES DEPENDIENTES DE VOLTAJE

Los canales ionicos dependientes de voltaje selectivos para los iones de Na*, Ca®*" y K* son
los mayores determinantes de las propiedades eléctricas de las neuronas y otras células
excitables, y se cree que desempefian un papel critico en la evolucion de los animales
(Hille, 2001). La variedad en el conocimiento sobre las funciones de estos canales se ha
obtenido por estudios biofisicos, ademas de la clonacion de los ADNc que codifican para
ellos. Esto presenta una oportunidad para su estudio molecular en cuanto a su estructura y

funcion.

La baja abundancia de los canales de K dependiente de voltaje hizo que su purificacion en
mamiferos fuera dificil, por lo que un enfoque alternativo, haciendo uso de la genética de la
mosca Drosophila, permitié la clonacion de un gen para un canal de K™ (Pongs et al.,
1988). Posteriormente, usando el gen Shaker (importante para la funcion del canal de K")
como sonda de hibridacion, fue posible aislar los genes que codifican para mas de 100
canales de K dependientes de voltaje de los vertebrados (Lovell et al., 2013). Estos canales
son tetrameros, con cada unidad proteica codificada por un gen para un dominio con 6
segmentos transmembranales. La familia de este canal se compone de varias isoformas
funcionalmente distintas, que se pueden separar en 2 grupos: inactivantes y no inactivantes
(Rhen, 1991). Debido a su amplia distribucion filogenética, se cree que los canales Ky son
los primeros canales i6nicos dependientes de voltaje que se desarrollaron (Moran et al.,

2015).

En el caso de los canales de Ca®" es probable que surgieran a partir de los canales de K
durante la evolucion eucariota. El gen para un canal de seis segmentos transmembranales
posiblemente se duplico, dando lugar a una proteina con dos dominios (Figura 3 A y B),
que luego se duplicd de nuevo para formar el canal de cuatro dominios (Figura 3 C) (Yu et
al., 2005). Los canales de Ca”" dependientes de voltaje presentan una distribucion
filogenética amplia; en el caso de metazoos juegan multiples funciones esenciales en el
sistema nervioso, cardiaco, enddcrino, reproductivo y en el musculo esquelético; en los
protozoos estan asociados a la locomocion (paramecio), respuestas al estrés (diatomeas) y

emision de luz (dinoflagelados) (Moran et al., 2015). El primer canal de Ca*"que fue



bioquimicamente purificado y clonado fue el canal tipo L de los tibulos T del musculo

esquelético el cual es sensible a la 1,4-dihidropiridina (DHP) (Nowycky et al., 1985).

La alta afinidad de unién de los canales de Na" a neurotoxinas tales como la tetradotoxina y
saxitosina, permitieron su purificacion del cerebro de los vertebrados, el musculo, corazéon
y la electroplaca de la anguila eléctrica (Agnew, 1984). Nueve genes en mamiferos
codifican las distintas isoformas de la subunidad o (Nay;-Nay;9), las cuales muestran
expresion tejido-especifica (George Jr., 2005). Se cree que los canales Nay han
evolucionado como resultado de la duplicacion de genes y la diversificacion de un canal
Cay ancestral, puesto que los cuatro dominios de los canales de Nay muestran una mayor
similitud de secuencia a los dominios de los canales Cay y tiene a su vez los niveles mas
bajos de similitud con los canales Ky (Hille, 1989). Esta hipdtesis estd apoyada por el hecho
de que los dominios I y III de los canales de Na™ y Ca®'son mas similares entre si, lo mismo

pasa con los dominios Il y IV, a otras combinaciones (Strong et al., 1993).
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Figura 3. Ilustracion de la evolucion y conservacion de los canales ionicos dependientes de voltaje. Se cree que la
evolucion de los 4 dominios con 6TM de los canales Cay y Nay, inicio a partir de una estructura de un dominio con 2TM
(panel A) encontrado en las familias de canales i6nicos IRK. Esto fue seguido por la adicién de una estructura para la
deteccion del voltaje (puntos rojos en el S4 del panel B) que se encuentra en los canales Ky y HCN. Finalmente en base a
la similitud de secuencias, un evento de duplicacion en tandem es la hipotesis con la cual se explica la formacion de los

canales Cay y Nay (panel C). (Modificado de Moran et al., 2015).



2. CANALES DE CA* DEPENDIENTES DE VOLTAJE.

Los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV) permiten la entrada de iones Ca*" a
la célula en respuesta a la despolarizacion de la membrana plasmatica, provocando asi
aumentos transitorios localizados del ion. De esta forma estos canales actian como
transformadores de senales eléctricas en sefiales quimicas, jugando un papel central en
procesos fisiologicos de gran importancia como la contraccion muscular, la secrecion, la
liberacion de los neurotransmisores presinapticos, la activacion de enzimas, la expresion
génica en diferentes tipos celulares, la supervivencia, y la diferenciacion y plasticidad

neuronal, entre otros procesos (Tyson y Snutch, 2013).

Los canales de calcio dependientes de voltaje son proteinas heteroméricas compuestas de
cuatro o cinco subunidades (Catterall, 2000). Estos canales se han podido caracterizar
debido a las diferentes funciones celulares que desempefian y a su sensibilidad a fArmacos

especificos.

2.1 NOMENCLATURA DE LOS CANALES DE CA** DEPENDIENTES
DE VOLTAJE.

En 1994 se adoptd una nomenclatura unificada pero arbitraria en la que las subunidades o,
se referian como o;s para la isoforma original de musculo esquelético y las subunidades
oA @ oy para las isoformas descubiertas con posterioridad (Birnbaumer et al., 1994). En el
2000 se adoptd una nomenclatura mas razonada basada en la nomenclatura de los canales
de K" (Chandy y Gutman, 1993), en la cual se definen familias y subfamilias de los canales
de K" basado en la similitud en la secuencia de aminoacidos. Con esto se establecié una
nueva nomenclatura (Figura 4) para clasificar a los CCDV, la cual se basa en la estructura
de la subunidad o De acuerdo con esta nomenclatura las subunidades a; se denominan
conforme el esquema Cayx.y, en donde Cay denota a los canales de Ca* dependientes de
voltaje, x es el nimero designado inicialmente a la subfamilia del canal (tipo L, T, N, P/Q o
R) y y es el nimero designado a los miembros individuales de cada familia. Utilizando esta

nomenclatura, por ejemplo, en los miembros de la subfamilia Cay2 (P/Q, N y R) de canales



de Ca*" se denominan: a1a como Cay2.1, oy como Cay2.2 y ayg como Cay2.3 (Ertel et al.,

2000).

Canal Subunidad o Tipo de Canal Nomenclatura gen Localizacién de

(IUPHAR) (corriente) (HUGO) los genes para los
CCDV en humano

Cavl.l 0115 L CACNALS 1g31-32

Cavl.2 clic L CACNALC 12p13.3

Cavl.3 oo L CACNALD 3pl4.3

Cavl.4 ClF L CACNALF Xpll.23

Cav2.1 1A r/Q CACNALA 19p13.1

Cav2.2 (5 51:] N CACNALB ag34

Cav2.3 (L1E R CACMNALE 1925-g31

Cav3.1 0016 T CACNALG 1722

Cav3.2 CL1H T CACNALH 16pl3.3

Cav33 oL T CACNALI 22gl13.1

Figura 4. Nomenclatura de los ADNc clonados para las diversas subunidades o, de los canales de Ca®* dependientes

de voltaje. (Modificado de Rosich, 2008).

2.2 ESTRUCTURA DE LOS CANALES DE CA*" DEPENDIENTES DE
VOLTAJE.

Estudios bioquimicos han revelado que los CCDV son proteinas heteroméricas de alto peso
molecular, compuestas por cuatro o cinco subunidades distintas, denominadas o, o, d1, Y
y B, las cuales estan codificadas por multiples genes (Figura 5) (Catterall, 2000). Los
primeros estudios se realizaron a partir de los tibulos T de musculo esquelético debido a su
alta riqueza en estos canales (Dolphin, 1995). Las propiedades especificas de estos canales
estan determinadas por la identidad de su subunidad o, que constituye el poro del canal,
aunque se vean modificadas por las subunidades asociadas o, 81, B y ¥ (Muth et al., 2001).
La interaccion entre las diferentes subunidades es fuerte pero no estan unidas de forma

covalente, salvo el caso de las subunidades o, y 81, que estan unida por enlace disulfuro.



En cuanto a las subunidades accesorias 020 (0201.4), B (B1-4) Y Y (Y1-8) son codificadas por
cuatro, cuatro y ocho genes diferentes, respectivamente (Lacinova et al., 2005). Aunque se
ha determinado que el canal Cayl.1 del musculo esquelético contiene la subunidad yl
(33 kDa), no esta claro si todos los canales de Ca*" contienen subunidades y. La subunidad
B (55 kDa), se encuentra en el interior celular, la cual parece modular la actividad del canal
y su transporte hacia la membrana plasmatica (Murakami et al., 2002). Las dos proteinas
auxiliares o, y 0 (170 kD) son producto del mismo gen y se originan por un corte
proteolitico post-traduccional; los efectos de la subunidad dependen del sistema de
expresion y de las subunidades utilizadas (Hoffman et al., 1994). Ya sea en conjunto o por
separado, estas subunidades accesorias modulan la cinética de activacion e inactivacion, la
densidad de expresion, la dependencia al voltaje y las propiedades farmacologicas de la

subunidad o, (Ertel et al., 2000).

La subunidad o, es la de mayor tamafo, consiste aproximadamente de 2,000 aminoacidos
(190-250 kDa), constituye el poro de paso de los iones de calcio y determina las
propiedades fundamentales del canal, ya que incorpora el sensor del voltaje y el aparato de
apertura, ademas de ser la subunidad que contiene el mayor numero de sitios de regulacion
por parte de vias de sefializacion intracelular, fArmacos y toxinas (Hoffman et al., 1999;

Catterall et al., 2005).

Al igual que la subunidad a de los canales de sodio, esta subunidad o estd organizada en
cuatro dominios homoélogos (I-IV) como se observa en la Figura 5, cada uno de los cuales
presentan seis segmentos transmembranales (S1-S6) con los extremos COOH y NH; en el
interior celular. El segmento S4 contiene el sensor de voltaje, por lo que cada uno de los
dominios posee elementos estructurales especificos que incluyen residuos de aminoacidos
cargados positivamente (lisina y arginina). Dichos aminoécidos forman el sensor de voltaje,
el cual sufre un cambio conformacional en respuesta a una sefial despolarizante, de tal
modo que este cambio puede acoplarse a la apertura del canal (Catterall, 2011). El asa P
situada entre los segmentos S5 y S6 de cada dominio, determina la conductancia ionica y la
selectividad, de forma que cambios de solo tres aminoacidos en las asas de los dominios I,

I y IV pueden convertir un canal de sodio en un canal selectivo de calcio (Catterall et al.,
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2005). Hasta la fecha se han identificado por lo menos 10 genes que codifican para la

subunidad o; de los CCDV.

b ol
dominio: | +HN co; +HsN 5
ﬂ n exterior / T
N i
cytosol
+HzN c0;

CO3

Figura 5. Estructura de los canales de Ca** dependientes del voltaje. Las estructuras de la subunidades de los canales de
Ca®" se ilustran como modelos transmembranales plegables; las hélices predichas se representan como cilindros; las
longitudes de las lineas se correlacionan aproximadamente a las longitudes de los segmentos de polipéptidos
representados. La linea en zigzag en la subunidad § ilustra su ancla de glicosilfosfatidilinositol. (Modificado de Catterall,

2011).

2.3 CLASIFICACION DE LOS CANALES DE CA* DEPENDIENTES
DE VOLTAJE

Desde los primeros registros de corrientes de Ca>* en los miocitos cardiacos, se ha hecho
evidente que hay multiples tipos de CCDV; esto también se ha comprobado por criterios
fisiologicos, farmacoldgicos y estructurales (Tsien et al., 1988; Llinas et al., 1992).
Inicialmente los canales de Ca®" dependiente de voltaje se clasificaron de acuerdo con sus
propiedades electrofisiologicas. Debido a esto se identificaron dos grupos: los canales que
necesitan una pequena despolarizacion para ser activados y los que requieren de un cambio
mayor en el voltaje para abrirse (Hagiwara et al., 1975). De acuerdo con este criterio, los
CCDV se dividieron en canales activados por bajo voltaje (LVA) y los canales activados
por alto voltaje (HVA). El potencial de activacion de los canales de calcio LVA es entre
—70 mV y —60 mV. Debido a la pequefia amplitud de la conductancia y la inactivacion
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transitoria, esto canales también fueron llamados tipo T (por pequefio y transitorio, tiny and
transient) (Nowycky et al., 1985). Por otra parte, el potencial de activacion para los canales
HVA se encuentra entre —40 mV y —10 mV; estos canales también fueron llamados tipo L
(por grande y de larga duracidn, large and lasting) ya que su inactivacion es lenta y

presentan una amplitud grande de la conductancia (Tsien et al., 1988).

Las propiedades de corriente de los canales de Ca®" tipo T se describieron en neuronas del
nucleo olivar de rata (Llinas y Yarom, 1981). Estos canales han sido encontrados en una
gran variedad de células excitables y no excitables (neuronas, musculo cardiaco, musculo
liso, musculo esquelético durante el desarrollo, fibroblastos, etc.). Su funciéon estd
relacionada principalmente con la actividad ritmica (marcapasos) y varias formas de
oscilacion de disparos neuronales fisiologicos y fisiopatoldgicos (Richter et al., 2005). Las
corrientes de Ca”" tipo T se activan e inactivan cerca del potencial de membrana en reposo
de las neuronas (—60 mV), poseen una cinética de activacion e inactivacion muy rapida y se
desactivan de forma lenta. Son bloqueados, aunque de forma no selectiva, por amilorida
(Tang et al., 1988), tetrametrina (Hagiwara et al., 1988), difenilhidantoina (Yaari et al.,
1987) y octanol. Son resistentes a las dihidropiridinas. Estudios en neuronas taldmicas
permitieron identificar a tres tipos de genes que codifican para los canales tipo T, como son
el CACNAIG, que codifica para la subunidad Cay3.1, el CACNAIH que codifica la
subunidad Cay3.2 y el CACNAII que codifica la subunidad Cay3.3 (Pérez-Reyes, 2003).

Los canales tipo L son probablemente los mejor caracterizados. Se describieron por primera
vez en neuronas del asta dorsal de pollo en 1985 (Nowycky et al., 1985). Posteriormente en
los humanos se reportdé una amplia distribucion. Por ejemplo, se han encontrado en
musculo esquelético, miocitos cardiacos, células endocrinas y cuerpos neuronales y
dendritas del hipocampo y de la retina. Los primeros estudios realizados sobre estos canales
los reconocieron como la parte esencial para el acoplamiento entre la excitacion y la
contraccion de los musculos esquelético, cardiaco y liso (Tanabe et al., 1988). En las
neuronas participan en la regulacion de muchos procesos de secrecion de neurohormonas y
transmisores, expresion génica, eficacia sinaptica y modulando la actividad de otros canales
ionicos (Lipscombe et al., 2004). Las tres clases principales de bloqueadores de los canales

tipo L son los fenilalquilaminas (verapamil), benzodiacepinas (diltiazem) 'y
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1,4-dihidropiridinas (DHP) (por ejemplo, nitrendipina, nifedipina y nimodipina)
(Glossmann y Striessnig, 1990). Se han identificado 4 genes que dan lugar a 4 distintas
subunidades a; en esta familia, como son CACNAIS que codifica para la subunidad
Cayl.1, el CACNAIC para la subunidad Cay1.2, el CACNAI1D para la subunidad Cay1.3 y
el CACNAIF para la subunidad Cay1.4.

Ademas de los canales de Ca®” tipo T y L, en las células del asta dorsal del pollo se reveld
un tercer tipo de canal, el cual no presentaba sensibilidad a las dihidropiridinas y tenia
valores de conductancia entre los tipos T y L (Nowycky et al., 1985). En consecuencia, el
canal correspondiente se designé como tipo N (por neuronal). Posteriormente debido a la
aparicion de nuevas herramientas farmacologicas se permitid realizar una nueva
subclasificacion en canales tipo N, P/Q y R de acuerdo con su resistencia a ciertas toxinas.
Las corrientes de tipo N, P/Q y R también se caracterizan por activarse a un voltaje alto

(HVA).

Los canales de Ca®" tipo N también se han detectado en neuronas del ganglio del asta dorsal
de mamiferos (Gross y Macdonald, 1987), neuronas simpaticas de mamiferos y anfibios
(Jones y Marks, 1989) y otras células del sistema nervioso. Farmacoldgicamente los
canales tipo N son sensibles a la inhibicién por una clase de toxinas peptidicas llamadas
conotoxinas, que se encuentran en el veneno de los caracoles marinos del género Conus.
Hasta la fecha la w-conotoxina GVIA (o-CgTx) (de C. geographus) es el péptido mas
especifico para la inhibicidon de este tipo de canal (Hormigo et al., 1994). Esto permitio
identificar una gran abundancia de estos canales en las dendritas y en las terminales del
axon, por lo que sugiere que la entrada de Ca”" a través de los canales tipo N es responsable

de desencadenar la liberacidon de neurotransmisores.

En 1989 se identifico la corriente tipo P, se nombro de esta forma ya que se describid por
primera vez en las células de Purkinje. Este canal mostré ser insensible a las toxinas
tipicamente usadas para inhibir canales tipo N y L (Llinas et al., 1989). Estos canales se han
implicado en varios procesos, principalmente en la liberacion de neurotransmisores en
algunas sinapsis. A diferencia del canal tipo N, el tipo P tiene una selectividad para un ion
monovalente en ausencia de cationes divalentes. Por otro lado, el canal tipo Q fue

identificado en neuronas granulares del cerebelo (Randall y Tsien, 1995). Ambos se

13



caracterizan por su sensibilidad al veneno de la arana Agelenopsis aperta, la ®-Agatoxina
IVA, y son codificados por el gen CACNIA. Un numero de variantes de splicing
alternativo puede explicar las diferentes caracteristicas fenotipicas de los canales tipo P y Q
en cuanto al bloqueo y caracteristicas electrofisioldgicas. La expresion de los canales P/Q a
menudo se superpone a su analogo cercano, el canal de calcio tipo N. Sin embargo, el canal

tipo P/Q se expresa preferentemente en las neuronas del sistema nervioso central (SNC).

El canal tipo P/Q se localiza especialmente en areas ricas en terminales sinapticas,
especificamente en la capa molecular del cerebelo y la zona del hipocampo CA3 (Hillman
et al.,, 1991). Su funcion es la regulacion de la liberacion de los neurotransmisores y la
integracion neuronal. En las neuronas del globo palido, la microscopia inmunoelectronica
ha revelado que ademas de la tincion de las terminaciones nerviosas, la reaccion con
inmunoperoxidasa igualmente se observa en las dendritas. También en las dendritas de las
células de Purkinje el canal tipo P/Q esta localizado y asociado, mediante una interaccion
fisica directa, con los receptores metabotropicos del glutamato (mGluR1). Este canal, en
respuesta a una despolarizacion de la membrana, regula el flujo hacia el interior de Ca*"
extracelular, resultando no solo en la liberacion de neurotransmisores, sino que incluso se

ha implicado como mediador de la transmision neuromuscular (Sugiura et al., 1995).

Un componente de la corriente HVA en las células granulares de cerebelo se mantiene
incluso después de la aplicacion de nimodipina, ®-CgTx, w-Aga VIA y ©-CgTx MVIIC,
con las cuales se pueden bloquear canales N, P/Q y L. Esta corriente fue clasificada como R
(residual o resistente) (Zhang et al., 1993), la cual comprende el 15% de la corriente HVA
en estas células. La connotacion R también fue debida a que se descubrieron después de los
canales tipo Q. Posteriormente se encontré el péptido SNX-482 (de la tarantula
Hysterocrates gigas), a la cual demostro ser sensible. Estos canales tipo R también se
localizan en cuerpos neuronales y dendritas del globo palido, tdlamo, amigdala anterior,
hipotdlamo y nucleos subtaldmicos. Tiene una funcidon de producir descargar repetitivas

(Rosich, 2008).
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3. ESTRUCTURA DE LA SUBUNIDAD o, DE LOS CANALES DE CA*
TIPO P/Q.

En cuanto a la estructura de la subunidad o, de los canales de Ca®" tipo P/Q, se sabe que
¢ésta es similar a la de los canales HVA. Es decir, presenta cuatro dominios homélogos,
cada uno de los cuales consta de seis segmentos transmembranales y un asa del poro. Sus
extremos NH, y COOH terminales y las asas que unen a los dominios se localizan
intracelularmente. Las subunidades accesorias que presenta este canal son las subunidades
B y a0, las cuales modulan la cinética del canal y nivel de expresion (Nimmrich y Gross,

2012).

3.1 TOPOLOGIA TRANSMEMBRANAL DE LA SUBUNIDAD a, DE
LOS CANALES DE CA* TIPO P/Q.

Las diferencias funcionales entre los miembros de las subfamilias de los canales de Ca*" se
definen, en gran parte, por la variabilidad estructural en los interdominios. Un niimero
creciente de regiones se han identificado, en el que se modula interacciones especificas y/o
se producen modificaciones bioquimicas. En conjunto, esto permite la integracion de una
sefial local de Ca** para facilitar funciones celulares como la contracciéon muscular, la
secrecion de hormonas, la transmision sinaptica, la regulacion de enzimas y la transcripcion
de genes. Algunas de estas regiones son exclusivas de alguna subfamilia o algin miembro,
y confiere propiedades funcionales especificas. Otras regiones se conservan en mas de una

subfamilia y confiere propiedades moduladoras (Tyson y Snutch, 2013).

Para el canal tipo P/Q las regiones que presenta son las que se muestran en la Figura 6,
como se puede observar sus sitios mas especificos estan asociadas con la liberacion de

neurotransmisores y la alta eficiencia de este proceso.

En el caso del dominio AID (dominio de interaccién o), es una region que se encuentra en
el asa entre los dominios I y II, donde la subunidad Cayf3 (dominio ABP, dominio de la
hendidura de union de B, del inglés alpha binding pocket) interactiia. Esta interaccion es
importante para la expresion eficiente en la superficie celular y las propiedades del control

de la compuerta de los canales Cayl y Cay2 (De Waard M et al., 1997). En la misma region
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se encuentra el sitio de interaccion con las subunidades GPBy en canales Cay2, aunque
también se han encontrado sitios adicionales en el carboxilo terminal. Esta area se
identific6 como un sitio crucial para la regulacion mediada por proteinas G trimericas, lo
que permite la inhibicién de la actividad del canal de Ca®* por GPy, a través de la activacion

de un nimero de distintos receptores acoplados a proteinas G (Li et al., 2004)

Un sitio importante para la funcién del canal tipo P/Q es el sitio de interaccion con
proteinas sinapticas (abreviado synprint en inglés), el cual se encuentra en el asa entre los
dominios II y IIl. En terminales nerviosas presindpticas forma un complejo con las
proteinas SNARE (esenciales para la fusion de la vesiculas a la membrana presinéptica),
sintaxina-1, SNAP-25 y sinaptotagmina-1. Esta interacciéon y la entrada de Ca®" por el
cambio de potencial provocan la exocitosis de las vesiculas y liberacion de los

neurotransmisores (Sudhof, 2004).

El sitio synprint no es la Ginica region implicada en el acoplamiento de los canales Cay en la
liberacion de neurotransmisores y su localizaciéon en la zona activa presinaptica. Un
dominio PDZ (PSD-95, DIg, ZO-1) interacciona con el carboxilo-terminal del canal tipo
P/Q, el cual ha sido demostrado con las proteinas RIM que son organizadores centrales en

las zonas activas presinapticas (Tyson y Snutch, 2013).

También en el extremo COOH del canal tipo P/Q se encuentra la region del dominio de
union a la calmodulina (CBD del inglés calmodulin binding domain), la cual interactiia con
dos sitios en el extremo carboxilo terminal. La calmodulina (CaM) es una proteina soluble
altamente conservada en la evolucién y funciona como un monoémero con dos pares de
manos EF (estructura que une con alta afinidad el ion Ca®"), por lo que la CaM puede unir
cuatro iones Ca>" (Peterson et al., 1999). Este dominio est4 involucrado en la inactivacién
de la corriente de calcio, pero también forma parte de la facilitacién a largo plazo. Esta
facilitacion dependiente de calcio se creé¢ que se produce a través de un dominio IQ
modificado (IM) (Lee et al., 1999). El CBD es también el sitio de interaccidon con otros
sensores de Ca (CaS), proteinas como CaBP1 y VILIP-2, las cuales tienen un efecto
modulatorio en la actividad del canal (Haeseleer et al., 2002). Los sitios para manos EF
presentan variantes en la subfamilia Cay2 los cuales juegan un papel modulador

significativo a través de la union de iones Ca®" (Chaudhuri et al., 2004).

16



| A
[’. s Jj” - &)'n' d’“‘ N lcgwl
e (UGS (U] (Ume)| (UG
v | WO P | | W Wa | Y. ¢
M . ' e =
| I.r*.I | | || || n | WU -
/ u'l l'*—f'|l | l‘-_"'j
® AID 4 | | o W
P ‘ | CBD -
o -
GBY -
SYMPRINT | | —

Figura 6. Dominios reguladores conocidos de la subunidad o de los canales de Ca®" tipo P/Q. Todas las subunidades a; de
las subfamilias Cay1 y Cay2, poseen una region conservada en el asa de los dominios I y II para la unién con la subunidad
B (AID), asi como motivos conservados de mano EF en el extremo carboxilo. Otros elementos estructurales identificados
en estos canales incluyen: un sitio de union para la subunidad GPy de las proteinas G triméricas, en el asa entre los
dominios I y II, aunque también se puede encontrar en el extremo carboxilo y amino; un dominio synprint en el asa entre
los dominios II y III, responsable de la interaccion funcional con la maquinaria de la liberacion sindptica; en el carboxilo
terminal estd el dominio CBD para la union de la calmodulina, el dominio IM, motivo IQ modificado, y el PI, proteinas de

union de Ca>"y el dominio de interaccion a zonas postsinaptica (PDZ). (Modificado de Tyson y Snutch, 2013).

4. CANALES DE CA* DEPENDIENTES DE VOLTAJE CA,2 EN
CORDADOS.

Con el analisis de las secuencias de la subunidad o; de los canales de Ca2+, se permitio, a
partir de un amplio espectro de organismos multicelulares su divisidbn en tres ramas
principales, con base a la similitud de secuencias: el Cayl (corrientes tipo L), Cay2
(corrientes tipo P/Q, N y R) y Cay3 (corriente tipo T), presentando una homologia de
menos del 40% entre las tres subfamilias como se puede ver en la Figura 7 (Lacinova,
2005). Como ya se habia mencionado anteriormente, se han identificado por lo menos 10 o
mas genes (por ejemplo, en algunos peces) que codifican de forma independiente canales
de Ca®", y por su homologia en la secuencia de amino4cidos se han dividido en las 3
subfamilias. Por otra parte, la homologia dentro de una misma subfamilia es del 70%, lo

cual define la especificidad dentro de cada uno de ellas (Figura 7).
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Curiosamente, esta elaboracion no es observada en los insectos y nematodos que contienen
un solo representante mas alejado para cada una de las principales ramas de las subfamilias
de canales de Cay, y que probablemente corresponde a una ramificacion distante de la
evolucion de los cordados (Tyson y Snutch, 2013). Un ejemplo temprano de la division de
las tres subfamilias se encuentra en los animales multicelulares simples 7richolax
adhaerens, siendo los organismos mas alejados de los canales de Cay al compararlos contra
otros organismos mas avanzados (Liebeskind et al., 2011). La transicion de los 3 miembros
de CCDV a los 10 que hasta ahora se han encontrado, parece haber ocurrido en la
evolucion de los vertebrados. Un ejemplo de esto, es Branchiostoma floridae, un pequefio
pez proto-cordado que solo tiene 3 canales de Cay, pero estas muestran la mayor similitud a
las subfamilias expandidas en los vertebrados en comparacion con los invertebrados (Tyson

y Snutch, 2013).

La distribucion de los CCDV en los tejidos de los cordados, presenta un patron que refleja
la funcidn para la cual fueron seleccionados durante la evolucion. Por ello, en el musculo
esquelético y cardiaco encontramos los canales Cayl.l1 y Cayl.2, respectivamente, donde
participan en el acople excitacion-contraccion en las células de esos tejidos. Los canales
Cay1.3 se expresan ampliamente en el cerebro, tejido endocrino y el corazon, mientras que
los canales Cayl.4 muestran una expresion restringida a las células de la retina donde se
asocian con la fototraduccion (Catterall, 2011). Los canales de bajo umbral Cay3.1 y

Cay3.2 también estdn ampliamente distribuidos en diversos tejidos, en tanto que los canales

18



Cay3.3 se expresan unicamente en el tejido nervioso (Mizuta et al., 2005). Los canales
Cay2.1-Cay2.3, tienen una expresion preponderante en el sistema nervioso de los cordados;
este tipo de canales se encuentra en las neuronas y terminaciones sindpticas, donde inician
la neurotransmision en la sinapsis rapida y median la entrada de Ca”" al soma y dendritas

(Ishikawa et al., 2005).

4.1 CANALES DE CA’*" DEPENDIENTES DE VOLTAJE EN LAS
TORTUGAS.

En los vertebrados, la anaerobiosis facultativa estd mas desarrollada en tortugas acudticas y
semiacudticas, las cuales sobreviven en inmersiones en apnea, hibernaciones bajo el agua
en estanques y lagos bloqueados por el hielo. Los mecanismos de anaerobiosis no son solo
fascinantes en si mismas, sino que ademads las tortugas de los géneros Trachemys y
Chrysemys son también ampliamente utilizadas como modelos en las ciencias médicas en
la busqueda de soluciones a las lesiones causadas por la anoxia (Bickler, 2004), asi como
en el estudio del sistema nervioso, tanto a nivel morfolégico como fisiologico. Como ya se
menciond, la capacidad de las tortugas de tener una alta resistencia a la anoxia ha
presentado una ventaja en el estudio de sus tejidos, como por ejemplo las preparaciones de
rebanadas de cerebro, las cuales tienen una vida media mayor comparada con la de los

mamiferos.

La estructura del sistema nervioso de las tortugas, aunque en términos generales similares a
la de los mamiferos, muestras diferencias tanto macroscopicas como microscopicas, como
son la disposicion de algunas estructuras y el nimero de capas que presenta la corteza
cerebral, entre otras mas (Sriedter, 2005). Sin embargo, esta estructuracion relativamente
mas amplia representa una ventaja cuando se trata de analizar la actividad de las neuronas

en un circuito mas sencillo.

Para el estudio de las células pilosas del organo auditivo las tortugas son usadas
ampliamente como un modelo experimental. La funcién de los canales de CCDV en las
células pilosas es la de regular la liberacion de los neurotransmisores y la oscilacion del
potencial de la membrana, en conjunto con canales de K dependientes de voltaje y de Ca*"

para codificar y transmitir la informacion sensorial auditiva. En las tortugas se encontré que
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los principales canales de calcio que se encuentran en las células pilosas son del tipo L en
especial el tipo Cayl.3 (ayp), lo cual concuerda con lo reportado en mamifero ya que el
canal tipo Cay1.3 contribuye con un 90% de su corriente de calcio (Platzer et al., 2000), las
diferencias que presenta el canal tipo Cay1.3 de la tortuga es que muestra una inactivacion
menor y cinéticas distintas, asi como la ausencia del bloqueo dependiente de voltaje de la

nimodipina (una dihidropiridina) (Shnee y Ricci, 2003).

Del mismo modo, la retina de la tortuga ha sido ampliamente empleada para definir los
mecanismos de la fototransduccion y su modulacion debido a la facilidad para distinguir los
fotorreceptores, en especial los conos, ya que en especies de vertebrados no mamiferos
estos son abundantes y en ocasiones sus dimensiones facilitan las técnicas de registro
electrofisiologicos como el “patch clamp” (Sakmann y Neher, 1995). En los mamiferos el
principal canal presente en los fotorreceptores es el Cay1.4 (Zabouri y Haverkamp, 2013), y
basado en las caracteristicas biofisicas y farmacologicas de las corrientes de calcio en los
fotorreceptores de la tortuga es probable que sea la misma isoforma la responsable de
generarlas (Barnes y Kelly, 2002). En la retina, el canal Cayl.4 permite la liberacion del

glutamato en las sinapsis de los fotorreceptores con las células bipolares.

Finalmente, en las motoneuronas espinales con la expresion de los canales de Ca®" tipo T
en la tortuga adulta, en el que recientemente se ha propuesto su uso debido a su alta
resistencia a la hipoxia. La expresion de los canales de Ca*" tipo T se han encontrado
durante el desarrollo, sin embargo, su expresion va disminuyendo conforme se acerca a la
etapa adulta, pero no desaparece por completo, lo cual no estaba comprobado. En las
motoneuronas espinales en tortuga se reportd que los canales tipo T si se expresan en los
adultos, mientras que por estudios quimicos y moleculares se llegd a la conclusion que son
los canales tipo Cay3.1 los que esencialmente se expresan. Por lo tanto, puede ser
concebible que estos canales sean mantenidos en las motoneuronas de mamiferos adultos
(Canto-Bustos et al., 2014). Los canales de Ca”" tipo T en las motoneuronas participan en la
generacion de patrones complejos de disparos de potencial de accién como los rebotes

post-inhibidores y modulando la excitabilidad (Pape, 1996).
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5. CANALOPATIAS ASOCIADAS A LOS CANALES TIPO P/Q

A partir del descubrimiento de la primera enfermedad relacionada con un canal i6nico
(fibrosis quistica), la lista de enfermedades asociadas a la disfuncidon de estas proteinas se
ha incrementado en forma sorprendente, generando asi lo que hoy conocemos como
“canalopatias” (Crozier et al., 1989). El concepto de canalopatia se refiere a los defectos en
la funcion de los canales idnicos que llevan alteraciones fisioldgicas importantes en

diversos tejidos.

Se postula que los diferentes fenotipos asociados a defectos en el CACNAIA
(cromosoma 19q13), surge de las consecuencias funcionales caracteristicas de los
diferentes tipos de defectos genéticos y los requerimientos varios de la corriente tipo P/Q
en diferentes poblaciones neuronales. La correlacion entre genotipo y fenotipo de estos
trastornos alélicos han llevado a la propuesta de que la gravedad clinica, que
proporcionalmente aumenta con la lesion molecular del CACNA1A (mutacion sin sentido,
truncamiento, expansion CAQG), resulta en un espectro clinico proporcional de la mutacion
(Rosich, 2008). La canalopatias ligadas a las mutaciones de los canales tipo P/Q son la
ataxia episddica tipo 2, la espinocerebelosa tipo 6 y la migrafia hemipléjica familiar y la

epilepsia generalizada idiopatica (Figura 8) (Mckeow et al., 2006).
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II. ANTECEDENTES

Los estudios que se han venido realizando sobre la clonacién de los canales de Ca®" han
permitido ampliar el conocimiento de su estructura asi como de su funcion, llevando con
esto a conocer cuales son algunas de las regiones que influyen en la regulacion de canal.
Las secuencias individuales de las subunidades o; comparten en la mayoria mas homologia
en los dominios transmembranales, mientras que la divergencia de secuencia se produce en
las regiones citoplasmaticas del canal. Por ejemplo, los canales sensibles a las
dihidropiridinas (tipo C, D, F y S) tienen relativamente corta (~130 aminoacidos) el asa que
une el dominio II y III, mientras que la region analoga en los canales tipo P/Q y N es
significativamente mas grande (~ 430 aminoacidos). Sin embargo, a pesar de la similitud de
tamafio entre las asas, las clonas de los canales A y B muestran poca homologia de

secuencia en esta region (Snutch, 1992).

No so6lo se pueden presentar diferencias entre las secuencias de los miembros que
conforman los canales de Ca®" dependientes de voltaje en un organismo, si no también se
pueden hallar entre los distintos organismos que conforman los cordados u otros grupos.
Tal es el caso de la clonaciéon de una subunidad o; de los CCDV en la medusa
Cyanea capillata, utilizando oligonucleotidos degenerados en zonas conservadas para la
clonacion (Jeziorski et al., 1998), quienes encontraron que CyCaa,; era mas similar a los
canales de los vertebrados tipo L con un 60%. Las diferencias en la secuencia se
encontraron principalmente en el asa entre los dominios II y III y en el extremo COOH
terminal. Las diferencias funcionales fueron un aumento en la corriente de Ca2+, una
sensibilidad menor a los antagonistas 1,4-dihidropiridinas y fenilalquilamina, ademas una
permeabilidad menor del canal al Ba*" en comparacion al Ca®* y una mayor permeabilidad
al Sr*". Este canal podria ser uno de los primeros ejemplos de los CCDV neuromusculares

representando una subunidad ancestral del tipo L.

Por otro lado, se ha reportado que la transmision neuromuscular en los mamiferos esta
mediada por la liberacion de neurotransmisores dependientes de calcio por los canales P/Q
(Uchitel et al., 1992), en lagarto por los tipo L (Lindgren y Moore, 1989) y en rana se lleva

a cabo por canales tipo N, basado en la sensibilidad farmacolégica por m-conotoxina-GVIA
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(Katz et al., 1995). Sin embargo, en el pez cebra (Danio rerio), Wen y colaboradores
(2013) reportaron que la transmision neuromuscular era sensible a m-conotoxina-GVIA,
pero al clonar una linea mutante de la motilidad, que exhibe una reduccioén grande de la
transmision sinaptica sincrénica, identificd la mutacidon en un canal tipo P/Q en lugar de un
canal tipo N, y mediante técnicas de inmunohistoquimica no se detect6 ningun canal tipo
N. Consecuentemente, atribuy6 estos resultados a la farmacologia mixta en el pez cebra,
que solo se limita a vertebrados no mamiferos y que probablemente representa una
divergencia temprana entre los canales N y P/Q, asi como poner en duda los canales tipo N

encontrados en rana.

Por lo tanto, aunque en la regulacion de la transmision neuromuscular se han encontrado
diferencias en los canales de Ca®" que estan involucrados en el fenémeno, no se sabe si esto
se presenta en otras sinapsis entre distintos grupos de organismos. En el caso de la tortuga
presenta una distincion importante ya que no se ha presentado un cambio relevante en
cuanto a su evolucion desde el tridsico hace 267.9 millones de afios y se han encontrado

similitudes con el grupo de las aves en el desarrollo embrionario (Wang et al., 2013).

En tortuga adulta, de los canales de Ca”" tipo T se ha clonado una parte de la isoforma
Cay3.1, que es la predominante en la médula espinal, aunque no se descarta la presencia de
las isoformas Cay3.2 y 3.3, ya que los oligonucle6tidos utilizados fueron disefiados en base
a la secuencia de mamifero y tal vez no hubo hibridacion. Al realizar un alineamiento de
secuencias multiples se reveld una identidad global >90% entre diferentes especies. La
segunda linea de evidencia experimental fue con el uso de anticuerpos especificos para

Cay3.1 que fueron disefiados en base a un epitopo de mamifero (Canto- Bustos, 2014).

En cambio, para los canales Cay2 no se ha clonado alguna isoforma en alguna especie de
tortuga que nosotros sepamos, pero se ha sugerido recientemente su uso como modelo de
estudio de la fisiologia y la filogenia de los ganglios basales, estructuras esenciales en el
control motor. El andlisis de la regulacion de la liberacion del neurotransmisor en la
sinapsis cortico-estriatal muestra que los canales involucrados, definidos por el uso de
bloqueadores especificos, son los canales tipo P/Q y N, mientras que el agonista de los
receptores GABAg, bacoflen, modula negativamente la liberacion del glutamato en esa

sinapsis (Sanchez-Mejorada et al., 2009), similar a lo descrito en rata (Barral et al., 2000).
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Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en la rata, en la tortuga el canal modulado por la

accion del bacoflen es el canal tipo N en lugar del tipo P/Q.

En la médula espinal de la tortuga se ha mostrado también mediante el uso de bloqueadores
especificos, la presencia de los canales P/Q y N en la sinapsis de motoneuronas inervadas
por las fibras provenientes del funiculo dorsolateral (Castro et al., 2007). Y de igual forma
con los datos descritos para la sinapsis corticoestriatal, los canales tipo N son modulados
negativamente por el agonista de los receptores GABApg, baclofen, a través de un
mecanismo dependiente de la activacion de proteinas G triméricas, aunque en este caso el
efecto del bacoflen afecta s6lo aproximadamente el 50% de la poblacion de los canales
identificados como tipo N por su bloqueador especifico. Estas diferencias pueden ser el
resultado de las distintas preparaciones en los estudios o bien de los protocolos empleados
en cada caso (Sdnchez-Mejorada et al., 2009). Ademas, en la preparacion de la médula
espinal, la actividad sindptica residual (20%) después del bloqueo de los canales P/Q y N
puede ser eliminada por el uso de la toxina SNX-482, un bloqueador especifico de canales
tipo R (Castro et al., 2009). La identidad del canal fue corroborada en este caso con el uso
de anticuerpos especificos para canales tipo Cay2.3 (aunque desarrollados con un epitopo
de mamiferos) y con la amplificaciéon del ADN por reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR).

La modulacion distinta de la actividad de los canales tipo N y P/Q en la tortuga con
respecto a la rata no puede ser comprobada por su expresion heterdloga, por ejemplo,
debido a la falta de las secuencias codificantes de estos canales en la tortuga. Los estudios
de caracterizacion molecular, funcional y farmacologica de los CCDV en los vertebrados se
han realizado principalmente en mamiferos y peces, y en una menor escala en el resto de
los grupos que conforman los cordados como lo son las aves, anfibios y reptiles. Como se
puede observar en la tortuga, aunque sea un modelo de estudio utilizado con frecuencia en
las neurociencias y otras areas, por las ventajas de una vida media mayor en las
preparaciones de sus tejidos, los estudios que las emplean asumen que las propiedades
biofisicas de los canales, si no son las mismas, son muy parecidas a las descritas en grupos
mejor conocidos, como por ejemplo los mamiferos y los peces, lo cual no necesariamente

debe ser cierto, como se pudo observar en los trabajos mencionados anteriormente en el
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caso del canal tipo P/Q, por lo cual es importante utilizar la informacién de la secuencia en
lugar de la pura farmacologia para asignar las isoformas de los canales de Ca®"

responsables de mediar la liberacion de neurotransmisores en una sinapsis en particular.

Ademas, otro factor que justifica la caracterizacion de los canales es la cada vez mas
creciente asociacion entre algunas patologias y los defectos de expresion y el

. . , . ’ 2+
funcionamiento de estas proteinas, las denominadas canalopatias de los canales de Ca™’,

que han sido identificados en los humanos recientemente.
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III. HIPOTESIS

Los canales de Ca®* dependientes de voltaje Cay2.1 (P/Q) presentes en el tejido nervioso de
los mamiferos, también estan en el de la tortuga, pero presentan caracteristicas estructurales
diferentes que los hace utiles para entender la diversificacion de las funciones que este

grupo de proteinas tiene en el sistema nervioso de los vertebrados.

IV. OBJETIVOS

1. GENERAL

Clonar el extremo 3" del canal de calcio dependiente de voltaje tipo P/Q (ct;a) a partir del

cerebro de la tortuga Trachemys scripta elegans.
2. PARTICULARES

Disefiar oligonucleétidos especificos para cada una de las isoformas de los CCDV de la

subfamilia Cay2 en T. scripta.

Amplificar los extremos 3" de los canales de calcio dependiente de voltaje para las
isoformas Cay2.1, Cay2.2 y Cay2.3, mediante la técnica de amplificacion répida de los

extremos del ADNc (RACE).

Clonar los productos de PCR de cada una de las isoformas en cepas bacterianas
competentes E. coli y caracterizar por andlisis de restriccion los plasmidos aislados de las

células transformantes.

Obtener las secuencias de los amplificados clonados para determinar por su similitud y

analisis de restriccion, a qué isoformas corresponden.
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V. METODOS

1. EXTRACCION DE ARN TOTAL DEL CEREBRO.

Las tortugas que se emplearon, mantenidas en el Laboratorio de Herpetologia de la FES
Izatacala, fueron adultas, sin distincién de sexo y cuyo plastron presentara de 15-20 cm de
longitud. Los animales fueron anestesiados con una dosis de 100 mg/kg de pentorbabital
sodico inyectado con una jeringa por via intraperitoneal a través del tejido suave que se
encuentra entre las extremidades traseras del plastron (Gonzélez et al., 2013). Una vez
logrado el grado adecuado de anestesia, los animales se decapitaron rapidamente y
enseguida el cerebro se removi6 del craneo. E1 ARN total del cerebro se purifico mediante
el empleo del reactivo TRIzol® (Invitrogen, Carlsdab, CA), el cual es una modificacion de
la técnica de Chomezynski (1987), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para eliminar
los contaminantes residuales de ADN genémico el purificado se tratdé con 2 U/100 uL de
ADNasa I libre de ARNasa (New England Biolabs, Ipswich, MA), seguida de una
precipitacion con etanol. Para determinar la concentracion y el grado de pureza del ARN se

midio6 su absorbancia a 260 nm y 280 nm en un espectrofotoémetro de luz UV.

2. DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICOS

Anteriormente ya se habian obtenido clonas parciales (Herndndez-Sanchez y col., datos no
publicados) de los canales de Ca®" dependientes de voltaje de los tipos P/Q (o), N (auis) ¥
R (ag). Debido a esto el disefio de oligonucleotidos especificos en sentido se realizd con
base a estas clonas, cuya secuencia consenso se puede ver en la Figura 9 para el caso del
tipo P/Q. El programa que se utilizd para el disefio de los oligonucleétidos fue el Clone
manager (Sci-Ed Software, Denver, CO). Se disefaron dos oligonucledtidos para cada una
de las isoformas; el primero se nombr6é Tse Alx fl siendo x los canales tipo A, B o E
(Tabla 1); el segundo oligonucleotido se disefid mas hacia el 3" con respecto al primero,

para poder realizar una PCR semianidada posteriormente, este se nombrd Tse Alx 2
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(Tabla 1). El disefio de oligonucle6tidos se realizd con las siguientes especificaciones: un
contenido de GC del 50-60%; se evitaron las secuencias complementarias a si mismas; el
par de oligonucledtidos de una misma isoforma no debia presentar complementariedad

entre oligonucleotidos; una temperatura de fusion (Tm) de 55 °C; y el oligonucleo6tido no se

debia unir a otro sitio en el molde.
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Figura 9. Secuencia de la clona parcial del canal de calcio tipo P/Q (Hernandez-Sanchez y col., datos no publicados). En

rojo se marca la secuencia del oligonucledtido Tse_ A1A_fl y en rosa la secuencia del oligonucleétido Tse A1A 2.

Tabla 1. Secuencia de los oligonucledtidos para amplificar los extremos 3" de los ADNc de

los CCDV Cay2 de la tortuga.

Nombre Secuencia Nombre Secuencia

Tse_Al1A _fl | GACTCGGCTATCACAGAAC | Tse_AlA_f2 ATGCTTCTGTTTAGGAG
Tse_A1B_f1 | GCTGTCCTGCCTCAGTAAC Tse A1B_f2 AACGAATGTGGCAGTGAC
Tse_A1E f1 | GCCACATTAACCGTCACAAC | Tse A1E f2 ATGCCTGCAAGGCAAAG

Los oligonucledtidos se recibieron liofilizados, se re-suspendieron cada uno en 250 ul de
regulador TE 1x (Tris-Hcl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) y se determinaron sus
concentraciones posteriormente con su absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro. En
seguida se prepararon alicuotas de trabajo de 30 ul las cuales contenian una concentracion

final de 10 uM del oligonucledtido.
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3. TRANSCRIPCION REVERSA ACOPLADA A LA
AMPLIFICACION DE ADN POR LA REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA.

El ADNc de la tortuga se sintetiz6 a partir del ARN total del cerebro en la presencia de la
transcriptasa reversa ProtoScript Il (New England Biolabs, Ipswich, MA) en reacciones con
volimenes finales de 20 ul. Inicialmente 3 pug de ARN total del cerebro de la tortuga se
mezclaron con el oligonucleétido linker-dT (CCTAGGTCGACCGGTGATGAATTC(T);s,
concentracion final 5 uM), dNTPs (concentracion final 0.5 mM cada uno) y agua libre de
nucleasas. Esta mezcla inicial se incub6é a 70 °C por 5 min y posteriormente se enfrid
rapidamente a 4 °C. En seguida se afiadié a la mezcla 4 ul del regulador de reaccion 5x,
inhibidor placentario de ARNasa (RNasin, concentracion final 1 U/uLl), transcriptasa
reversa ProtoScript I1 200 U y DTT (concentracion final 10 mM). Una vez hecha la mezcla
se incubd a 42 °C por 1 h y a continuacion a 80 °C por 5 min para inactivar la enzima.
Después se diluyod con agua hasta un volumen de 100 pl y se mantuvo a —20 °C hasta su

uso.

Tabla 2. Composicion de la mezcla de reaccion de la sintesis del ADNc a partir del ARN

del cerebro de tortuga.

Componentes Volumen Componentes Volumen
H,0 33ul Regulador RT (5x) 4 ul
ARN tortuga (3 pg) 4.7 ul DTT 0.1 M 2l
linker-dT (50puM) 2ul Proto Script II RT (200 U/ul) 1l
dNTPs (10 mM c/u) 1l RNasin (20 U/pl) 1 ul

Posteriormente, el oligonucleodtido especifico Tse Alx_fl (Tabla 1) se empleo para realizar
amplificaciones basadas en las técnicas de RACE (amplificacion répida de los extremos de
ADNCc) (Frohman et al., 1988) para poder completar la clonacion del extremo 3'de la
subunidad o5, y para obtener una mayor especificidad del amplificado y cantidad de este

se realizd una PCR semianidada con el oligonucleodtido Tse Alx_f2 (Tabla 1). Para este fin
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se empled la ADN polimerasa de alta fidelidad Q5 (New England Biolabs, Ipswich, MA).
La reaccion se llevo a cabo en un volumen de 25 pl utilizando en la mezcla: regulador de
reaccion 1x, dNTPs 0.2 mM cada uno, ADN polimerasa Q5 0.5 U, oligonucleo6tidos en
sentido y antisentido 0.4 uM cada uno y 4 ul del ADNc del cerebro de tortuga. En la

primera amplificacion se utilizaron los oligonucleotidos Tse Alx fl (sentido) y linker

(CCTAGGTCGACCGGTGATGAATTC, antisentido).

Para las reacciones de PCR semianidadas se utilizaron los mismos componentes que en la
primera reaccion en un volumen de 25 ul. Los cambios que presento esta reaccion fueron:
el molde que se utiliz6 fue 2 pl de la primera amplificacion por PCR y los oligonucleo6tidos
que se utilizaron para amplificar fueron Tse Alx_ f2 en sentido y el linker en antisentido.

El volumen restante en ambas reacciones se ajustd con agua libre de nucleasas.

Tabla 3. Composicion de la mezcla de reaccion de PCR

Componentes- PCR RACE 3’ Volumen Componentes- PCR semianidada Volumen

H,0 1325 ul | HO 15.25 pl
Regulador 5x 5 pl | Regulador 5x S5ul
dNTPs (10 mM c/u) 0.5 ul | ANTPs (10 mM c/u) 0.5 ul
Tse_Alx_f1 (10 pM) 1 pl| Tse Alx_f2 (10 uM) 1l
Linker (10 pM) 1 pl | Linker (10 puM) 1l
ADNCc cerebro de tortuga 4 ul | Primera PCR 2wl
Q5 ADNpol 2 U/ul 0.25 pul | Q5 ADNpol 2 U/pl 0.25 ul

Las reacciones se incubaron en un termociclador (Veriti® 96-Well Thermal Cycler,
Thermo Fisher Scientific) bajo los siguientes ciclos: i) 95 °C/2 min; II) 95 °C/30 s;
55°C/30 s; 72 °C/90 s; 35 ciclos; y III) 72 °C/ 5 min. Para las PCR semianidadas las
condiciones fueron las mismas, s6lo que el numero de ciclos se disminuyé a 25. La
longitud esperada de cada fragmento corresponde al nimero de nucleo6tidos existentes entre

ambos oligonucledtidos posicionados en la hebra del ADN en los sitios correspondientes.
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Los amplicones se identificaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con

bromuro de etidio.
4. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

Se disolvio agarosa a una concentracion del 1% en regulador TBE 0.75x calentando en un
horno de microondas hasta su completa disolucion. Se dejé enfriar hasta una temperatura
aproximada de 40 °C y se le agregd una solucion de bromuro de etidio (BrEt) en una
concentracion final de 0.25 pg/ml para la tinciéon del ADN. Consecutivamente la solucion
se vacid sobre un molde con un peine formador de pozos. Una vez polimerizado el gel, se
transfirid a una camara de electroforesis y se le agrego regulador TBE 0.75x. Las muestras
de ADN se mezclaron con regulador de carga 6x (30% glicerol, 0.25% azul de bromofenol
y 0.25% de xilén-cianol) y se cargaron dentro de los pozos. La separacion de los

fragmentos del ADN se realizé a voltaje constante (75 V) por aproximadamente 70 min.

El ADN se detecto en el gel utilizando un transiluminador de luz ultravioleta Gel Doc™ EZ
(BioRad, Hercules, CA) con un tiempo de exposicion de 0.2 s. Las imagenes fueron

procesadas mediante el software Image lab (BioRad, Hercules, CA).

5. PURIFICACION DEL FRAGMENTO AMPLIFICADO DEL ADNc
DE TORTUGA

Una vez que se verifico la presencia de amplicones del tamafio apropiado (1,500 pb
aproximadamente), éstos se purificaron del gel mediante el uso de “kit” GeneJET™ Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific). La banda de interés se cortd del gel con una hoja de
bisturi, se pes6 y se mezcldo con un volumen igual de regulador de captura con alta
composicion de sales. Después de disolver la agarosa por incubacién a 60 °C se transfirio a
un dispositivo que contiene la columna de silica-gel acoplado a un microtubo para la
recoleccion del liquido que pasa a través de la misma. Se centrifugd a 13,000 rpm durante
1 min y se descarto el liquido recolectado. Se anadieron 750 ul de regulador de lavado (que

contiene etanol) al dispositivo y se centrifugd nuevamente descartando el liquido en el tubo
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de recoleccion. Para eluir se transfirié el dispositivo a un microtubo estéril y se afiadieron
30 ul de regulador de elucién (Tris-Hel 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH 8.0) y se centrifug6 por

1 min. Los purificados se guardaron a —20°C hasta su posterior uso.

6. LIGACION DEL FRAGMENTO AMPLIFICADO DEL ADNc¢ DE
TORTUGA Y EL VECTOR PJET 1.2

Una vez purificados los fragmentos de ADN amplificados por PCR se ligaron al vector
pJetl.2 (Thermoscientific-Fermentas). El vector pJetl.2 posee extremos romos y presenta
el gen letal Eco471R para seleccion positiva mediante la inactivacion de este gen al
insertarse el fragmento amplificado evitando con ello su expresion. Las reacciones de
ligacion se prepararon utilizando las cantidades necesarias de cada muestra para tener
relaciones molares de inserto:vector 3:1. La reaccion se realizé en un volumen de 20 pl la
cual contenia: 2 pl del regulador para ligasa del fago T4 (10x), 1 pl de pJetl.2 (50 ng/ul),
16 ul del ADN amplificado por PCR vy purificado y 0.5 ul de T4 ADN ligasa (5 U/ul).

Posteriormente la reaccion se incubo a temperatura ambiente por 30 min.

7. TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES

Las células competentes de Escherichia coli DH5-o fueron utilizadas para amplificar los
ADNSs plasmidicos. En un microtubo el ADN resultante de la ligacion fue mezclado con las
células competentes, el tubo fue agitado suavemente para mezclar bien y se coloco en hielo
durante 30 min. Posteriormente, la mezcla anterior fue expuesta a un choque térmico
colocando los tubos en un bafio de agua a 42 °C por 30 s, lo cual permite al ADN entrar
eficientemente en las células. Las células fueron crecidas en un medio no selectivo (se
agregaron 250 ul de medio LB (2% triptona, 1% extracto de levadura, 1% NaCl y 2% agar)
y se incubaron los tubos a 37 °C/1 h a 350 rpm para permitir la sintesis de las proteinas de

resistencia al antibidtico codificadas en el plasmido), entonces las células fueron sembradas

32



en placas de medio LB que incluyé 100 pg/ml de ampicilina, para posteriormente

incubarlas a 37 °C por 12-16 h.

8. PURIFICACION DEL ADN PLASMIDICO

La amplificacion del ADN plasmidico recombinante de interés se llevd a cabo por las
células de E. coli. Al incubar las bacterias transformadas con el ADN de interés, estas se
dividen y a la vez replican el plasmido recombinante. Posteriormente, es posible extraer el

ADN plasmidico y asi obtener cantidades de este para su posterior analisis y uso.

Para purificar el ADN plasmidico se seleccionaron colonias de bacterias aisladas de los
cultivos obtenidos de la transformacion, fueron inoculadas en medio LB suplementado con
100 pg/ml de ampicilina e incubadas toda una noche (12-16 h) a 37 °C a 200 rpm. Las
células se recuperaron por centrifugacion a 13,000 rpm por un minuto. E1 ADN plasmidico
se purific6 por miniprep alcalina (Engebrecht et al., 2001). El paquete celular se
resuspendié en 100 pl de GTE (50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-HCI a un pH 8.0 y
10 mM EDTA) con ayuda de un agitador vortex, posteriormente se agregaron 200 ul de
NaOH-SDS (0.2N de NaOH y 1% p/v de SDS), se mezclo por inversion y se incubd a 4 °C
por 5 min; en seguida se agregaron 150 ul de acetato de potasio (pH de 4.8), se mezcld por
inversion y se incubd por 5 min a 4 °C; se centrifugd por 10 min a 13,000 rpm y se
recuper6 el sobrenadante en un tubo nuevo y se agregaron 900 ul de etanol al 95%, se
mezclo con un agitador vortex y se incubd por 10 min a 4 °C, se centrifugd por 20 min a
13,000 rpm, se retird el sobrenadante y se agregaron 600 pl de etanol al 70% para lavar la
pastilla y se centrifugd por 5 min a 13,000 rpm; se decant6 el etanol cuidadosamente para
evitar perder la pastilla de ADN, se dejo secar por aproximadamente 10 min y una vez seca

la pastilla se resuspendio en 30 pl de regulador de elucion con ARNasa (50 pg/ml).
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9. ANALISIS DE RESTRICCION

Los analisis de restriccion se basaron primero en verificar el tamano del fragmento que se
insertd en el vector pletl.2. Para ello se utilizaron enzimas como la BglII (presenta dos
sitios en los extremos de la zona de clonacion) y Xhol en conjunto con Xbal (estas enzimas
se utilizaron juntas ya que cada una tiene un sitio de restriccion en el vector, también a
ambos lados del sitio de clonacién). Se realizaron analisis para las 3 isoformas de los
canales tipo P/Q, N y R; las enzimas que se utilizaron fueron Sacl y Xmal para los P/Q,
para el caso del tipo N se utilizo HindlIII y por ultimo para el tipo R se utiliz6 la enzima
EcoRV. Las enzimas de restriccion fueron usadas siguiendo las recomendaciones de los
proveedores. Cada enzima tiene unas condiciones Optimas de funcionamiento, en cuanto a
temperatura y tiempo de digestion, concentracion de sales y condicién de pH (estas dos
ultimas caracteristicas las proporciona el amortiguador). Una digestion tipica contenia en

un volumen de 10 ul: agua, regulador 1x, enzima(s) 3-4 U y ADN 100-200 ng.

10. SECUENCIACION Y ANALISIS DE LOS FRAGMENTOS
SELECCIONADOS.

Se seleccionaron los plasmidos para secuenciar por los analisis de restriccion. La
secuenciacion se llevd a cabo por el método de terminacion de la cadena (Sanger et al.,
1997), con nucledtidos acoplados a fluordforos, en la Unidad de Secuenciacion del
Laboratorio de Biologia Molecular de la FES Iztacala. A las muestras previamente
purificadas se les determind la concentracion de ADN. Se tomaron alicuotas de las
clonaciones y se secuenciaron; se utilizaron los oligonucledtidos especificos en sentido pJet
Forward (CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC) y en antisentido plet Reverse
(AAGAACATCGATTTTCCATGGCAQG). Las secuencias nucleotidicas y las deducidas de
aminoacidos obtenidas se compararon con las secuencias depositadas en bases de datos
como el GenBank utilizando el algoritmo BLASTx disponible en internet (Altschul et al.,
1990). Este algoritmo busca y compara en la base de datos del GenBank secuencias de

aminoacidos deducidos a partir de una de nucledtidos que se envian.
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VI. RESULTADOS

1. VERIFICACION DEL ADNC DE LA RT-PCR

Para intentar la clonacion del extremo 3" de los canales tipo P/Q, N y R, inicialmente se
verifico que la retrotranscripcion hubiese alcanzado la region en la cual hibridan los
oligonucledtidos especificos Tse Alx fl y f2 (Figura 10). Para esto se realizd una
amplificacion por PCR con los oligonucleotidos degenerados cacnfl y cacnr2, en sentido y
antisentido, respectivamente (Tabla 4), los cuales habian sido usados previamente para
amplificar el fragmento a partir del cual se disefiaron los oligonucleotidos especificos
(Hernandez-Sanchez y col., datos no publicados). Una vez finalizada la PCR, por
electroforesis en gel de agarosa se verificd la longitud de los fragmentos; ésta debia
presentar un tamafio de 350 pb aproximadamente. Como se muestra en la Figura 11, los
tamafios de los fragmentos obtenidos con cacnfl-cacnr2 corresponden al tamafo esperado
tanto en la tortuga (carril 2), asi como en la rata (carril 3), que en este caso se utilizé6 como
control positivo para comparar el tamafio, ya que este fragmento se sabe que estd
conservado en varias especies, mientras en el caso del control negativo no se anadiéo molde

(RT-PCR) por lo tanto no presentd amplificacion (carril 1).

1243 Dominio 11 1509 1565 Dominio 1V 1807
1306-1314 1699-1707 e
Cacnf4 Cacnfl
1721-1727
Tse_Alx_f1
Figura 10: Esquema de la posicion relativa de los oligonucledtidos 1747-1752
degenerados (cacn) y especificos (Tse Alx) en la secuencia de Tse Alx f2
.. o C . . . 2500,
aminoacidos, que se utilizaron para las distintas amplificaciones en COOH

el extremo 3" de los canales de calcio dependientes del voltaje en

tortuga.
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Tabla 4. Oligonucledtidos empleados, degenerados y especificos.

Nombre Secuencia 5’ >3’

cacnr2 CCGGGTCAGGTACTCGAARTTRTCCAT
cacnfl TGATCGCCATGCTGTTCTTYATHTAYGC
cacnf4 CGATGCAGGCCCGCTCRTTYTTYTC
Tse_AlA_f3 TGATTGCCATGCTCTTCTTCATCTACGC
Tse_A1B_f3 TCATTGCGATGCTCTTCTTCATCTATGC
Tse_AlE_f3 TGATCGCTATGCTTTTCTTCATATATGC

plet Forward

CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC

plet Reverse

AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

linker

CCTAGGTCGACCGGTGATGAATTC

Figura 11. Amplicones obtenidos por RT-PCR a partir del ARN total obtenido de los
cerebros de la rata y la tortuga, empleando oligonucledtidos degenerados (cacnfl y
cacnr2). Los productos amplificados se separaron en un gel de agarosa al 1% y se
tifieron con EtBr. El tamafio esperado es de 350 pb aproximadamente. (M) marcador de
peso molecular para ADN de 100 pb. (C.N) control negativo, no se le agregd ADNc ni

de rata ni de tortuga. (R) rata, Rattus norvergicus; (T) tortuga, T. scripta elegans.

2. CLONACION DE LOS EXTREMOS 3" DE LOS CCDV DE LA
TORTUGA POR RACE

Una vez que se comprobo la transcripcion reversa del extremo 3°del ADNc del cerebro de

tortuga, se llevdo a cabo la primera amplificacion por PCR con los oligonucleétidos

especificos Tse Alx fl (Tabla 1) para cada una de las isoformas A, B y E y el linker, que

hibrida en el extremo 3" de todas las isoformas, como oligonucledtido comin en

antisentido; posteriormente las muestras se analizaron por electroforesis en gel de agarosa

al 1%. El tamafio esperado para estos amplicones era de ~2 kpb ya que el COOH terminal

de la subunidad o; en la familia Cay2 consta en promedio de 690 aa (2,000 pb

aproximadamente), y como se puede ver en la Figura 12A en los carriles 2, 4 y 6 se
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presenta este tamafio para las tres isoformas. Por tal motivo se realizé una segunda PCR
(amplificacion semianidada) (Dieffenbach y Dveksler, 2003) con los oligonucledtidos
especificos Tse Alx f2 (Tabla 1), también para cada isoforma A, B y E, y el linker, esto
con el fin de amplificar una mayor cantidad de la banda esperada. Como se observa en la
Figura 12B, en los carriles 2, 4 y 6 se presenta una mayor cantidad de amplificado en la
banda de ~1.5 kpb. Debido a que se presentaron estas caracteristicas se procedi6 a purificar
la banda y a clonar los fragmentos en el vector plJetl.2 para en seguida transformar
bacterias competentes E. coli. Dado que no se contaba con informacion respecto a las
secuencias clonadas, se emple6 la enzima BglIl con lo cual se permiti6 liberar el inserto del
plasmido y con ello se pudo seleccionar por tamafio a las clonas candidatas a ser analizadas
por secuenciacion. Al recibir los resultados de la secuenciacion, nos percatamos que los
amplicones clonados y amplificados no correspondian a los extremos 3’ de las subunidades
o, de los canales de calcio, y también que presentaba algunas irregularidades como colas de

polidT en ambos sentidos del amplificado (Fig. 13 A y B).

A B

Mcn"rcn 1 2 3 4 5 &6

MR NIRRT C N T " CN
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0.5
0.5

0.4

it e

Figura 12. Amplificaciones por RT-PCR de los extremos 3" de las subunidades o, para las isoformas A, B y E de tortuga.
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (teflido con bromuro de etidio). A) Primera PCR con los oligonucleétidos
especificos Tse ala fl para cada isoforma, se observan bandas (recuadro azul) con un tamafio ~2 kpb para los canales
tipo A (carril 2), B (carril 4) y E (carril 6). (M) marcador de peso molecular para ADN de 1 kpb. B) PCR semi-anidada
con oligonucleodtidos Tse_Alx_f2; el molde utilizado fue una alicuota de la primera PCR. Se observan bandas de ~1.5kb
para cada isoforma A (carril 2), B (carril 4) y E (carril 6). (M) marcador de peso molecular para ADN de 100pb. (C.N)

control negativo- sin ADNc de tortuga.
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Figura 13.Electroferograma del fragmento amplificado del extremo 3" de la subunidad a;. En el panel A se puede
ver la secuenciacion del plasmido en sentido mientras en el B se encuentra la secuenciacion en antisentido; en
ambos casos se presentan colas de polidT y secuencias muy cortas en antisentido. Al realizar un Blast se encontrd

que no presentaban homologia alguna con la subunidad o, de los CCDV.

3. CLONACION DEL SEGMENTO CACNF4-CACNR2 DE LAS
SUBUNIDADES o; DE LOS CCDV CAy2 DE LA TORTUGA, COMO
ESTRATEGIA ALTERNATIVA PARA OBTENER MAS
INFORMACION DE SUS SECUENCIAS.

La primera opcion que se usod para amplificar con mayor eficiencia el extremo 3 fue el
utilizar dimetilsulfoxido (DMSO), esto para aumentar la especificidad de la uniéon de los
oligonucledtidos, pero atn en la amplificacion por PCR semianidada se obtenia muy poco
amplificado y no se podia determinar si era lo que se buscaba por falta de sitios de

restriccion.

Por lo tanto, otra estrategia fue obtener mas informacioén de la secuencia de los canales
Cay?2 en tortuga; para ello se utilizaron los oligonucledtidos degenerados nombrados cacnf4
y cacnr2 (Tabla 4). Utilizando estos oligonucledtidos se realizaron las amplificaciones por
PCR teniendo como molde el ADNc del cerebro de la tortuga. Al término de la
amplificacion se procedid a cargar muestras de las reacciones en un gel de agarosa al 1% y

tefirlas con EtBr. El tamafio esperado del fragmento era de ~1.5 kpb, lo que concuerda con
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lo que se observa en el gel de la Figura 14 en el carril 2 (tortuga), mientras que en el carril 3
estd lo amplificado a partir del ADNc del cerebro de rata, que se emple6 como control

positivo con fines de comparacion.

MCNT R
Figura 14. Amplicones obtenidos por RT-PCR a partir del ARN total del cerebro de la

rata R. norvergicus (R) y tortuga T. scripta elegans (T), empleando oligonucledtidos
- e degenerados (cacnf4 y cacnr2). Los productos amplificados se separaron en un gel de
agarosa al 1% y se tifieron con EtBr. (M) marcadores de peso molecular para ADN de

100 pb. (C.N) control negativo sin ADNc de tortuga 7. scripta o rata. El tamafio esperado
0.6
0.5

0.4
0.3

17358

para ambos organismos era ~1,5 kpb, como se puede observar en el gel.

0.2

4. CARACTERIZACION POR ANALISIS DE RESTRICCION DE LOS
FRAGMENTOS AMPLIFICADOS CACNF4-CACNR2

Para la caracterizacion de los fragmentos cacnf4-cacnr2, se purificaron los amplificados, se
clonaron en el vector pJetl.2 y se transformaron bacterias E. coli competentes. Primero se
verificd que el tamafio del inserto dentro del plasmido fuera del tamafio esperado de
~1.5 kpb; para esto se realizé una digestion con Xhol y Xbal las cuales estan en los
extremos de los fragmentos clonados. Una vez verificado el tamafio, posteriormente se
identificaron los plasmidos que contenian cada una de las isoformas por separado; dado que
previamente se determind la secuencia parcial de estas clonas (Hernandez-Sanchez y col.,
datos no publicados), en el caso del tipo P/Q pudieron utilizarse las enzimas Sacl y Xmal.
Al término de la digestion se determinaron los tamafios de los fragmentos resultantes por
electroforesis en gel de agarosa. En este caso se iban a generar 2 fragmentos: uno de
~1.47 kpb y otro de ~3 kpb del inserto y vector respectivamente. Como se puede apreciar
en la Figura 15 (A y B), los plasmidos que presentaron las bandas de los tamafios esperados

son los 2, 5, 6, 19, 20, 21, 22 y 23.
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421 Sacl (1)

pJET 2.1- Fragmento f4-r2
Cav2

4503pb

1894 Xma | (1)

Figura 15. Caracterizacion del fragmento cacnf4-r2 con Sacl y Xmal para la identificaciéon de la isoforma P/Q.
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio después de la digestion de los plasmidos
purificados de las bacterias transformantes con los amplicones de los ADNc parciales de la subunidad o, de los CCDV
de la tortuga. A) (M) marcador de peso molecular de ADN de 100pb. El fragmento resultante de esta digestion fue de
~1.47 kpb (inserto) y ~3 kpb (vector) las bandas que presentaron este patron fueron la 2, 5, 6, 19 20, 21, 22 y 23. B)

Mapa del vector con el inserto, sefialando los sitios de restriccion.

En el caso de la isoforma B ésta se caracterizé con la enzima HindIIl y por electroforesis en
gel de agarosa se verificaron los tamafios al término de la digestion. Debido, a que el vector
pJetl.2 presenta extremos romos la clonacion no es dirigida, provocando que los insertos se
liguen en el vector en un sentido o en otro, por lo que en este caso si el fragmento se
encontraba en sentido, el tamafio debia ser de 0.5 kpb que se puede observar en la Figura 16
(A y B) en los carriles 11, 12, 14, 17, 18 y 19, mientras que si el inserto se encontraba en

antisentido presentaba un tamafio de 2 kpb como se puede ver en el carril 23.

Por tltimo, la isoforma E se caracterizé con la enzima EcoRV y por electroforesis en gel de
agarosa se verifico el tamano al término de la digestion. Ya que el sitio para EcoRV sélo se
encontraba en el fragmento amplificado cacnf4-r2 y no en el vector solo se podia encontrar

el plasmido linealizado como se puede ver en la Figura 17 en los carriles 1,3, 12 y 15.
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Una vez seleccionadas las colonias para cada una de las isoformas, se verifico que
presentara la secuencia para dicha isoforma, para ello se solicitdé una secuencia
automatizada para cada uno de los plasmidos, obteniendo ahora un fragmento conocido

mas grande.

A

kb M1 234567 89101112

pJET 2.1- Fragmento f4-r2

Cav2 Fragmento f4-r2

3 Cav2
> W 4489pb
1.5 - Bl
1 ey - ¢
0.5 |z] | 1194 Hindll (2)

-

- 2139 Hindll (2)

-

557 Hindll (2)
KbM 13 14 15161718192021222324
. - ————— .
3 - pJET 2.1- Fragmento f4-r2
Cav2 Fragmento f4-r2

1A " D 4489pb Cav2
1

i B2
s | | | |

2139 Hindll (2)

Figura 16. Caracterizacion del fragmento cacnf4-r2 con HindlIII para identificar la isoforma o;5. Electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% teflido con bromuro de etidio de los plasmido pJET1.2 que contenian el fragmento cacnf4-r2 de las
subunidades a; de los CCDV de la tortuga. A) (M) marcador de peso molecular de ADN de 100 pb. Los tamafios
esperados cuando el fragmento esta en sentido son de ~0.5 kpb (inserto) y ~4 kpb (vector). Este patron se observa en las
bandas 11, 12, 14, 17, 18 y 19. En el caso de encontrarse en antisentido los fragmentos presentaron un tamafio de ~2 kpb
y ~3 kpb como se observa en el plasmido de la banda 23. B) Mapa del vector con el inserto, sefialando el sitio de

restriccion para Hind III en sentido (B1) y antisentido (B2)
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5.  AMPLIFICACION DEL EXTREMO 3° CON LOS
OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICOS TSE_A1X_F3

Al conocer ahora parte de las secuencias de fragmentos de mayor longitud (~1500 pb),
pudieron identificarse cuales eran las secuencias especificas de cada isoforma A, B y E en
la que se unia el oligonucledtido degenerado cacnfl con ello se solicitaron los
oligonucledtidos especificos Tse Alx f3 (Tabla 4) para cada isoforma, como una
alternativa ya que habia demostrado que si se unian al dominio IV en el extremo 3" de la

subunidad o;.

Por consiguiente, se llevdo a cabo una amplificacion por PCR con los oligonucleotidos
especificos Tse Alx f3 y el linker (Tabla 4) como oligonucledtido en antisentido, y
posteriormente se verificaron los tamafios por una electroforesis en gel de agarosa. Como se
puede ver en la Figura 18A en los carriles 1, 5 y 7 correspondientes a la isoforma A, By E,
respectivamente, presentaron un tamafno ~1.7 kpb, que es el que se esperaba. Debido a esto
se realiz6 una PCR semianidada con los oligonucleotidos especificos Tse_ Alx_fl (Tabla 1)
que se utilizaron en un inicio y el linker. Teniendo como resultados tamafios similares a
1.7 kpb también en las tres isoformas (A, B y E), como se muestra en los carriles 1,3 y 5 de

la Figura 18B. En seguida la banda de 1.7 kpb se purificé del gel.
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (tefiido con bromuro de etidio) de la amplificacién por RT-PCR, de los
extremos 3” de las subunidades a; para las isoformas A, B y E de tortuga. (M) marcadores de peso molecular para ADN
de un 1Kpb. A) Primer PCR con los oligos Tse ala f3 para cada una de las isoformas, los tamafios esperados para estos
amplicones son de ~ 1.7 kpb. El carril 1 corresponde a la isoforma A, el 3 a la isoforma B y el 5 a la isoforma E, cada una
con el tamafio esperado. Los carriles 2 ,4 y 6 corresponden a los controles negativos. B) PCR semianidada con los
oligonucleodtidos Tse Alx_f1, como molde el primer PCR. (M) Marcadores de peso molecular para ADN de un 1 kpb. Se
puede observar la banda en el carril 1 para la isoforma A, en el 2 para la isoforma B y en el 5 para la isoforma E, con

tamafios de ~1.7 kpb. Los carriles 2, 4 y 6 son los controles negativos.

Para corroborar si el fragmento amplificado era el extremo 3° de la subunidad o, en
tortuga, se llevaron a cabo otras amplificaciones por PCR. En esta primera PCR se
utilizaron los oligonucledtidos especificos Tse Alx fl (Tabla 1) y el oligonucledtido
degenerado cacnr2 (Tabla 4), y de molde se utiliz6 el fragmento purificado de la PCR
semianidada. Los tamafos esperados para los fragmentos obtenidos con los
oligonucleétidos Tse Alx_fl-cacnr2 eran 270 pb para la isoforma A, 180 pb la isoforma B
y 280 pb para la isoforma E. Como se muestra en la Figura 19, en los carriles 1-3 los
tamafios esperados si concuerdan con cada uno de los fragmentos amplificados para cada
una de las isoformas. En la segunda PCR que se hizo de verificacion se utilizaron los
oligonucleotidos especificos Tse Alx f2 (Tabla 1) y el linker (Tabla 4), asi como el

fragmento purificado de la PCR semianidada como molde. El tamafio esperado en este caso
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era de 1.7 kpb y como se puede confirmar en la Figura 20 corresponde al tamafio esperado

en las tres isoformas.
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Figura 19. Analisis de la amplificacion por PCR de los fragmentos
purificados Tse_Alx_fl-linker. Electroforesis en gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio al 1%. La amplificacion se realizod para verificar si este
fragmento es parte del extremo 3° de la subunidad a,. Para ello se
utilizaron los oligonucledtidos especificos Tse Alx fl en sentido para
cada isoforma, mientras en antisentido se utilizo el oligonucledtido
degenerado cacnr2. (M) Marcadores de peso molecular para ADN de 100
pb. (1) Fragmento correspondiente a la amplificacion de la isoforma A con
un tamafio esperado de 270 pb. (2) Fragmento correspondiente a la
amplificacion de la isoforma B con un tamafio de 180 pb. (3) Fragmento

del amplificado de la isoforma E el tamafio esperado de 280 pb.

Figura 20. Andlisis de la amplificacion por PCR de los fragmentos
purificados Tse Alx fl-linker. Electroforesis en gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio al 1%. La amplificacion se realizd para verificar si este
fragmento es parte del extremo 3” de la subunidad o,;. Para ello se utilizaron
los oligonucledtidos especificos Tse alx f2 en sentido para cada isoforma,
mientras en antisentido se utilizo el linker. (M) Marcadores de peso
molecular para ADN de 100 pb. Los tamafios esperados era de ~1.7 kpb. (1)
Fragmento correspondiente a la amplificacion de la isoforma A. (2)
Fragmento correspondiente a la amplificacion de la isoforma B. (3)

Fragmento del amplificado de la isoforma E.

Por lo tanto, al confirmar que los purificados de la PCR semianidada si eran parte del

extremo 3’ de la subunidad a; se procedid a clonarlos en el vector pJetl.2 y transformar

con ellos bacterias E.coli competentes para cada una de las isoformas o4, aig y ag. La

alternativa en este caso al no conocer los sitios de restriccion de las secuencias clonadas,

fue realizar una amplificacion por PCR de colonias para identificar las clonas que si

presentaban el inserto Tse Alx_fl-linker y descartar a las que no. Para esto se utilizaron

nuevamente los oligonucleodtidos especificos Tse Alx fl y el degenerado cacnr2; se

escogieron 16 colonias para cada isoforma A, B y E; las condiciones de las mezclas de PCR

fueron muy similares a las descritas en la metodologia, salvo que la enzima que se utiliz6
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para la amplificacion fue la 7ag polimerasa. Al término de la amplificacion se analizaron
las reacciones mediante electroforesis en gel de agarosa. De las 48 colonias, s6lo se
amplifico en 4 de ellas, como se puede ver en la Figura 21 donde se muestran las primeras
24 colonias, y en los carriles 1 (colonia 4) y 2 (colonia 6) con un tamafio de 270 pb se
muestra el amplificado que pertenecen a la isoforma A (P/Q), mientras que para las

isoformas B y E no hubo amplificados.

Figura 21. Amplicones obtenidos por amplificacion por la

e — A - . — ——

Kb M123 45 678 9 10 11 12 PCR de colonias para identificar los plasmidos que

presentaban el fragmento del extremo 3" (Tse Alx fl-

- linker) de la subunidad o,;. Para ello se utilizaron los

Cl)i ! oligonucledtidos especificos Tse Alx fl para cada una de
0.3 | & e las isoformas y el oligonucleoétido degenerado cacnr2. Los
02 = productos amplificados se separaron en un gel de agarosa al
1% y se tifieron con EtBr. (M) marcadores de peso

— e ——— —— — e = molecular para ADN de 100pb. (1-8) Plasmidos con el

Kb M 13141516 1718192021222324 fragmento del amplificado de la isoforma A. (9-16)
3 - Plasmidos con el fragmento del amplificado de la isoforma
15 i B. (17-24) Plasmidos con el fragmento del amplificado de
05 = la isoforma E. En las Unicas bandas que se observa un
gz amplificado es en la 1 (colonia 4) y 2 (colonia 6) que

pertenecen a la isoforma A con un tamaiio de 270 pb,
mientras que en las isoformas B y E ningin plasmido

amplifico.

En seguida se procedi6 a purificar los plasmidos a partir de estas 4 colonias de las isoforma
A, y el tamano del inserto se verifico en este caso con la enzima Bglll; los resultados
obtenidos se muestran en la figura 20. El tamafio predicho del inserto era de ~1.7 kpb, pero
como se puede observar los tamafios obtenidos no concuerdan, ya que los fragmentos
presentaron longitudes < 600 pb, y en el caso de la clona 10 (banda 4) incluso habia dos
fragmentos, uno de ~550 pb y otro de ~490 pb. Debido a que no se sabia si en el
amplificado se encontraba un sitio para BglIl que pudiera haber provocado estos cortes, se
volvid a hacer una digestion pero ahora con Xhol y Xbal para observar el tamafio del

inserto. Los resultados obtenidos con esta segunda digestion confirmaron lo que se habia
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obtenido en la primera. Para comprobar de qué tamafio eran los fragmentos clonados se
efectué una amplificacion por PCR empleando como moldes los plasmidos positivos con
dos combinaciones de oligonucleotidos: en ambas amplificaciones se empled el
oligonucledtido Tse A1A fl (Tabla 1), mientras que en una de ellas se uséd el
oligonucleétido en sentido del vector pJetl.2, y en la otra reaccion también se utilizo el
oligo en antisentido del vector (Tabla 4). La combinacion en la cual se amplific6 en todos
los casos fue la que contenia el oligonucleotido en antisentido, y de igual forma también
presentd las mismas longitudes de la primera digestion (Fig. 22), esto es < 600 pb, por lo

que se solicito la secuenciacion de cada fragmento después de haber vuelto a clonarnos.
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Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. (M)
marcador de peso molecular para ADN de 1 kpb. Los tamafios que se
esperaba eran de ~ 1.7, kpb mientras que los obtenidos fueron los
siguientes: (1) colonia 4 con un inserto de ~700 pb; (2) colonia 6 con un

inserto de ~600 pb; (3) colonia 9 con un inserto de ~400 pb; (4) colonia

0.7
0.5 10, la cual presenta dos fragmentos, uno de ~500 pb y el otro de ~600 pb.
0: a Como se puede observar en ninguna colonia se alcanzé el tamafio
0.3

esperado.
0.2
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La secuenciacion dio como resultado clonas con un fragmento de ~ 100 pb mas de las que
ya se conocian, puesto que de los fragmentos de ~600 pb que resultaron en esta
secuenciacion, ~500 pb eran parte del dominio IV que ya se habia amplificado en el
fragmento cacnf4-r2 (Figura 10), estas 100 pb mas son parte de la secuencia del COOH
terminal, dando un total del amplificado de ~1,600 pb. Al realizar un andlisis por BLAST
de nucleodtidos (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), la secuencia extra dio como resultado un
99% de identidad con las secuencias de ARNm predichas a partir del genoma de la tortuga

Chrysemis picta. Al deducir la secuencia de aminoacidos del fragmento completo, y de
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igual manera al realizar un BLAST para proteinas, nos dio como resultado también un 99%
de similitud con C. picta. En dicha base se encontraron dos reportes de trancriptomas para
T. scripta, de los cuales solo uno, el de embridn estd con una mejor anotacion (Kaplinsky et
al., 2013; Tzica et al., 2011). Al realizar un BLAST contra el trancriptoma nos dio como
resultado que habia un ARNm que concordaba con nuestro fragmento amplificado
completo en un 99% (Figura 23). Posteriormente se dedujo la secuencia de aminoacidos del
ARNm del trancriptoma y nos dio como resultado que ambas secuencias tenian el codon de

paro en seguida del mismo aminoacido, el triptéfano (W).

@ Download ~ GenBank Graphics

TSA: Trachemys scripta elegans comp61781_c0_seq1 mRNA sequence
Sequence ID: gblJW348651.1] Length: 2588 Mumber of Matches: 1

Range 1: 884 to 2464 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
28092 bits(1566) 0.0 1576/1581(99%) 0/1581(0%) Plus/Plus
Query 1 AACATCCTGOATTTCATCGTGATCAGCGEAGCTCTGGTGGCCTTTGCCTTCACAGGLAGE 62
, ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 884  AACATCCTGGATTTCATCOTGOTCAGCGOAGCTCTGOTGGCCTTTGCCTTCACAGGCAGD 943
Query 61 AAAGGGAAGCACATTAACACCATCARATCCTTGLGTGTCCTCCGCATCCTCAGGCCC 128
, |||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 944 AAAGGGAAGEACATTAACACCATCARATCATTGLGTGTCCTCCGCETCCTCAGGCCC 1883
Query 121 CCATCAAGCGATTGCCARAGCTCAAGECTGTCTTTGACTGCGTGATGAACTCT 188
, ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbhjct 1824 CCATCAAGCGATTOCCARAGCTCAAGECTGTCTTTGACTGLGTGATGAACTCT 1863
Query 181 AARAACETCCTCARMCATCCTCATCATCTACATGCTCTTCATGTTCATCTTCGCCGTG 248
, ||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shjct 1864 CCTCAACATCCTCATCGTCTACATGCTCTTCATGTTCATCTTCGCCGTG 1123
Query 241  GTEGCCOTCCAGCTCTTCAAGGOCAAGTTCTTCTACTGCACGGATGAGTCCAAGGAGTTT 388
, |||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sojct 1124 GOCCATCCAGCTCTTCAAGGOCAAGTTCTTCTACTGCACGEATGAGTCCAAGEAGTTT 1183
ke n i imnini .
Sbjct 1184 GAGAAGGACTGTAGGGGCGAGTACCTGGTCTATGAGAAGGACAACGAAGTGAAAGCCCAG 1243
e T
Sbjct 1244 AGCCGGCAGTGGAAGAAATACGAGTTCCACTACGACAACGTGCTGTEGGCCCTCCTEACT 1383

Figura 23. Analisis por BLAST del fragmento amplificado en este trabajo y el transcriptoma de embriéon de 7.

scripta, en el que se puede observar que presentan un 99% de identidad.

A continuacién se realiz6é un alineamiento multiple (Figura 24) mediante el programa de
computo Clustal Q (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo), de los péptidos deducidos a
partir de los ARNm de: el fragmento amplificado en este trabajo; del reportado en el
transcriptoma de embrion de 7. scripta (nimero de acceso GenBank JW348651); el
deducido a partir del genoma de la tortuga C. picta (nimero de acceso GenBank
XM 008163303); de la rata (R. norvergicus) (nimero de acceso GenBank NM_012918);
del humano (Homo sapiens) (nimero de acceso GenBank NM_001127222); del pez cebra
(Danio rerio) (nimero de acceso GenBank XM 009299587) ; y de un ave (Gallus gallus)
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(numero de acceso GenBank XM 015273824). La caracteristica mas sobresaliente de la
secuencia descrita en esta tesis, y que coincide con la del transcriptoma, fue que ambas
presentan un extremo carboxilo terminal muy corto, lo cual podria ser explicado como una
variedad predominante por splicing alternativo de la isoforma P/Q de los canales de calcio

dependientes del voltaje en la tortuga 7. scripta.

Danio MNILDFIVVSEALVAFAFTAESSKGEDISTIKSLRVLRVLRPLETIKRLPE LEAVFDCWVVNS
Ratus MNILDFIVVSEALVAFAFTANSKGEDINTIKSLRVLRVLRPLETIKRLPE LEAVFDCWVVNS
Homo NILDFIVVSEALVAFAFTGNSKGEDINTIKSLRVLRVLRPLETIKRLPE LKAVFDCWVVNG
Gallus NILDFIVVSGALVAFAFTGSSKGE DINTIKSLRVLAVLRPLETIKRLPE LEAVFDCVVNG
Trachemys NILDFIVVSGALVAFAFTGSSKGE DINTIKSLRVLAVLRPLETIKRLPE LEAVFDCVVNG
Transcriptoma. NILDFIVVSGALVAFAFTESSKGEDINTIKSLRVLAVLRPLETIKRLPE LEAVFDCWVVNG
Chrysemis NILDFIVVSGALVAFAFTESSKGEDINTIKSLRVLAVLRPLETIKRLPE LEAVFDCWVVNG
FREELEERFEERERTEEFE  FEETER IR SRR R R R R R SR R R R

Danio LEMVLNILIVYMLFMFIFAVVAVQLFEGRFFYCTDESKEF ERDCRGEYLVYERDNEVRS(Q
Ratus LEMVFNILIVYMLFMFIFAVVAVQLFRGKFFHCTDESKEF ERDCRGEYLLYEK -NEVEAR
Homo LEMVFNILIVYMLFMFIFAVVAVQLFKGEFFHCTDESKEF EKDCRGEYLLYEK -NEVEAR
Gallus LEMVLNILIVYMLFMFIFAVVAVQLFEGKFFYCTDESKEF EKDCRGEYLVYEK -NEVEAQ
Trachemys LEMVLNILIVYMLFMFIFAVVAVQLFEGKFFYCTDESKEF EKDCRGEYLVYEKDNEVEAQ
Transcriptoma. LEMVLNILIVYMLFMFIFAVVAVQLFEGEFFYCTDESKEF EKDCRGEYLVYEKDNEVEAQ
Chrysemis LEMVLNILIVYMLFMFIFAVVAVQLFEGEFFYCTDESKEF EKDCRGEYLVYEKDNEVEAQ
R e T e L TN ST IEE

Danio KREWK KYDFHYDNVLWAL LTLFTVSTGEGWPQV LKHSVDATYENQGPSPGYRMEMS TFYW
Ratus DREWEKYDFHYDNVLWALLTLFTVSTGEGWPQV LKHSVDATF ENQGPSPGYRMEMS TFYW
Homo DREWKKYEFHYDNVLWALLTLFTVSTGEGWPQV LKHSVDATF ENQGPSPGYRMEMS TFYW
Gallus RREWKKYDFHYDNVLWALLTL FTVSTGEGWPQV LKHSVDATYENQGPSPGYRMEMS TFYW
Trachemys SRQWEKYEFHYDNVLWALLTLFTVSTGEGWPQV LKHSVDATYENQGPSPGYRMEMS TFYW
Transcriptoma. SRQWEKYEFHYDNVLWALLTLFTVSTGEGWPQV LKHSVDATYENQGPSPGYRMEMS TFYW
Chrysemis SREWKKYEFHYDNVLWALLTLFTVSTGEGWPQV LKHSVDATYENQGPSPGYRMEMS IFYY
g T L e e L

Danio VYFWWFPFFFVNIFVALITITFQEQGDEMMEDYSLEKNERACIDFATNAK PLTRHMPQNE
Ratus VYFWWFRFFFVNLIFVALITITFQEQGDEMMEEYSLEKNERACTIDFATSAK PLTRHMPONE
Homo VYFWWFRFFFVNLIFVALITITFQEQGDEMMEEYSLEKNERACTIDFATSAK PLTRHMPONE
Gallus VYFWWFRFFRVNLIFVALITITFQEQGDEMMEEYSLEKENERACTI DFATSAK PLTRHMPONER
Trachemys VYFWWFPFFFVNLIFVALITITFQEQGDEMMEEYSLEKNERACIDFATSAK PLTRHMPONE
Transcriptoma. VYFWWFPFFFVNLIFVALITITFQEQGDEMMEEYSLEKNERACIDFATSAK PLTRHMPONE
Chrysemis VYFWWFPFFFVNIFVALITITFQEQGDEMMEEYSLEKNERACTIDFATSAK PLTRHMPONE
FREEEEEEFEEEERTERFEEEEFTFRAEEHE ) BEREEEER TR AERHE B EREERREEEE

Danio QTFYRMWEFWVSPPFEYTIMALTALNTIVLMMEYDGASLTYEDVLEYLNIVF TSLFSME
Ratus QSFOYRMWFWSPPFEYTIMAMIALNTIVLMMEF YGASVAYENALRVFNIVF TSLFSLE
Homo QSFOYRMWOFWVSPRFEYTIMAMIALNTIVLMMEF YGASVAYENALRVFNIVF TSLFSLE
Gallus QSFOYRMWQFVWSPPFEYTIMAMIALNTIVLMMEF YDASDAY ENVLKMFMNYVF TSLFSLE
Trachemys QS FOYRMWFWWSPPFEYTIMAMIALNTIVLMMEFDEASTAYEDVLKMFNHVF TSLFSLE
Transcriptoma. Q5SFQYRMWFWWSPPFEYT IMAMIALNTIVLMMEF DEASTAYEDVLKMFNHVF TSLFSLE
Chrysemis QSFOYRMWFWSPPFEYTIMAMIALNTIVLMMEF DEASTAYEDVLEMFNHVF TSLFSLE

Fokdkkdddk cdkdkkdddkibdd bRk didk . ¥ aEkF. ke ok FhEdEwd.k

48


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_015273824

Danio
Ratus
Homo
Gallus
Trachemys

Transcriptoma.

Chrysemis

Danio
Ratus
Homa
Gallus
Trachemys

Transcriptoma.

Chrysamis

Danio
Ratus
Hama
Gallus
Trachamys

Transcriptoma.

Chrysemis

Daniao
Ratus
Homa
Gallus
Trachemys

Transcriptoma.

Chrysamis

Danio
Ratus
Homa
Gallus
Trachamys

Transcriptoma.

Chrysamis

CILKILAFGALNYFEDAWNLFDOVTYLGSITDILVTELGNNF INLSFLRELFRAARLIKLL
CVLEVHAFGILNYFRDAMNIFDFVTVLGSITDI LVTEFGNNF INLSFLRLFRAARLIKLL
CVLEVMAFGILNYF RDAWNIFDFVTVLGSITDI LVTEFGNNF INLSFLRLFRAARLIKLL
CLLEIMAFGYLMYFRDAWNYFDFVTYLGSITDILVTEFGDNF INLSFLRLFRAARLIKLL
CLLEIMAFGVLNYFRDAWNIFDFVTYVLGSITDILVTEFGNNF INLSFLELFRAARLIKLL
CLLEIMAFGYLNYFRDAMNIFDFYTVLGSITDILVTEFGNNFINLSFLRLFRAARLIKLL
CLLEIMAFGYLNYFRDAWNIFDFVTVLGSITDILVTEFGNNF INLSFLRLFRAARLIKLL

FoBE e o X¥XF FEFEEFFEFF FEEFFEXTFEEF TR X2 EF XX ETERFFFETHIEREFTER

RQGETIRILLWTFVQSFRALPYVCLL IAMLFF IYATIGMQUFGNIKTEENSD- - - - -~ Sé
ROGYTIRILLWTFVOQSFRALPYVCLLIAML FFIYAT IGMOVFGNIGIDGEDEDSDEDEFQ
AGYTIRILLWTFVOSFRALPYVCLLIAMLFF IYAT IGMOVEGNIGIOV EDEDSDEDESQ
AQGYTIRILLWTFVOSFEALPYVCLLIAMLFFIYAT IGHQVFGNIGIEEEDDE - - - -~ 54
RQGYTIRILLWTFVQSFRALPYVCLLTAML EF TYAT TGMOVEGNIGIEDEEED- - - - SA
ROGYTIRILLWTFVOSFRALPYVCLLIAMLFF IYAL TGOV FONIGIEDEEED--- --54
RQGYTIRILLWTFVQSFIALPYVCLLIANL FF IVATIGHQVF GNIGTEDESED- - - -S4

AFEF FRFEAFIIESFRNIESAFIFENNRFERFAATPIREEFEEE PR - ."J I- e

ITOHNNFRTFFQALMLLFRSATGEARHDIMLSCLGHEPCDILSDNPKPECGSEFAYLYFV
ITEHNNFRTFFOALMLLFRSATGEARHNIML SCLSGEPCDENSGIQEPECGHNEFAYFYFY
ITEHNNMFRTFFQALMLLFRSATGEARHNIMLSCLSGEPCOENSGIL TRECGNEFAYFYFY
ITOHNNFRATFFQALMLLFRSATOEAWRELMLSCLSGRPCDENSGIK EDECGNEFAYFYFY
ITEHNNFRTFFQALMLLFRSATGEARHEIMLACLSGKPCDENSGI KEHECGNEFAYFYFY
ITEHNNFRTFFOQALMLLFASATGEARHEIMLACLSGKPCDENSGIKEHECGNEFAYFYFY
ITEHNNFRTFFQALMLLFRSATEEAWHEIMLACLSGEPCDENSGI K EHECGNEFAYFYEY

l.:tliif".‘.III‘I.‘t‘tIITI:-.':... LA R 2] ] ."I‘I‘t:'.'

SFIFLCSF FUAVIMDNFEYLTRDSSILGPHELDEYVA TWA EYDPAACGRIHYK DM
SFIFLCSF RV IMDNFEYL TADSS ILGPHHLDEYVAVWAEYDP AACGRI HYK DM
SFIFLCSF LY ITHDNFEYL TRDSSILGPHHLDEYWR VYA EYDP AAMGRIPYL DN
SFIFLCSF Y IHONFOYL TADSS [ XGPHELDE FVAVWE EYDPAAWGRL TLMDM

BV I MONFEYLTADSSILGPPPLDEYWRVHAEYDPPAM - -~ - -~ --
FYAVIMDNFEYL TRDSSILGPHHLDEYVRAVWAEYDP AN - -~ = -~~~
RV THMORFEYLTRDS5TLGPHHLDEYWAVWA EYDPAACGRTHYIDH

FEREEAEN - EERNEENEE 0w ENE-AN : AR EENE &

YoLLRVIDPRLGLGERCPHRVACKRLLAMDLPVADDNTYVHFNSTLMALIRTALDIKEAXG

LLAVISPPLGLGKKCPHAVACKAL LAMDLPVADDHTVHFNS TLMALIRTALDIKIAKG
YOML AHMSPRLGLGKKCPARVAYCAL LAMDLPADDHTVHFHNS TLMALIATALDI K IAKG
YANLANMSPRLGLGERCRPRVAYCRALYLMNMPYVAEDMTVHFTSTLMALIRTALDIKIAKG

YSLLARVISPPLGLGEECPHAVACKRLLAMDLPVADDNTVHFNS TLMALTATALDIKIAKG

49



Danio GVDKHQMDAELRKEMMATWPNL SQKNLDLLVTPHKSTDLTV AMMIMEYYRQSKAH
Ratus GADKQQMDAELRKEMMAIWPNLSQKTLDLLVTPHKSTDLTV MIMEYYRQSKA¥
Homo GADKQQMDAELRKEMMATWPNLSQKTLDLLVTPHKSTOLTV PMIMEYYRQSKAN
Gallus GADKQQMDAELRKEMVAIWPNLSPKNLDLLVTPHKSTDLTW 1IMEYYRQSKA

Trachemys = =c-scsccccmccscccconccmcncrcsesccnccane- reeesseems e aa
Transcriptoma. R e e DS
Chrysemis GADKQQMDAELRKEMMAIWPNLSHKNLDLLVTPHKSTDLTVGKIYAAMMIMEYYRQSKAN

Figura 24. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de la subunidad o, de los dominios III y IV y el
COOH terminal, en los canales de calcio dependientes de voltaje de la isoforma P/Q. Los organismos de los cuales
provienen las secuencias alineadas son: el fragmento amplificado en este trabajo; el reportado en el transcriptoma de
embrion de 7. scripta; el deducido a partir del genoma de la tortuga C. picta; de la rata (R. norvergicus); del humano
(Homo sapiens); del pez cebra (Danio rerio); y de un ave (Gallus gallus). En azul se muestran los aminoacidos acidos,
rosa los aminoacidos basicos, verde los aminoacidos polares sin carga y rojo los aminoacidos no polares o hidrofobicos.
En el recuadro negro se muestran el final del dominio IV, por lo que el fragmento amplificado y el trancriptoma de T.

scripta presentan un COOH terminal muy corto.

Con el proposito de establecer si la ausencia de la mayor parte del extremo carboxilo
terminal del canal tipo P/Q en la tortuga 7. scripta, en comparacidon con otras especies,
tiene algun efecto funcional en €l, seria necesario la clonacion completa del ADNc del
mismo, seguida de su expresion en un sistema heterdlogo y la caracterizacion de sus

propiedades biofisicas y electrofisiologicas.
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VII. DISCUSION

., ) . 4
La clonacién de las diferentes subunidades que componen a los canales de Ca’

dependientes de voltaje de alto umbral ha permitido su caracterizacion molecular y
funcional, con lo cual se ha podido identificar las regiones que modulan la actividad de esas
proteinas, principalmente mediante interacciones especificas entre las diferentes
subunidades que los componen o con otras proteinas relacionadas con su funcion. Por
ejemplo, en el caso del canal tipo P/Q con el sitio de interaccion de la subunidad alfa (sitio
AID), el sitio synprint o también el dominio CBD, entre otros (Tyson y Snutch, 2013).
Consecuentemente, en varios estudios se ha ido ampliando el conocimiento de estas
interacciones, principalmente en mamiferos, y cuales son los cambios cinéticos que van a
generar en el canal influyendo en su funcidén. Sin embargo, hasta donde sabemos no se ha
llevado a cabo algin estudio en el cual se trate de clonar el canal de calcio tipo P/Q en la
tortuga 7. scripta. Por lo tanto, en este trabajo se clond el extremo 3’del canal de calcio tipo
P/Q en tortuga. Como se muestran en los resultados, el extremo 3’clonado representa una
parte de los dominios IIl y IV, ademas de solo incluir 37 aminoécidos del carboxilo
terminal de los ~690 que se encuentran en la misma region en los mamiferos. Al comparar
esta secuencia con la reportada en el transcriptoma del embridon de tortuga se confirmo la
existencia de la isoforma, ya que en ambas secuencias se encuentra el codon de paro en

seguida del mismo aminoécido.

Puesto que la secuencia que se obtuvo no presenta una diferencia que pudiera provocar
algin cambio sustancial en los dominios III y IV (Figura 10), ya que como se habia
mencionado anteriormente son dominios conservados (Figura 24), nos centraremos en los
cambios que provocaria en el canal de calcio tipo P/Q el presentar un COOH terminal tan

corto.

Se han identificado sitios de unidon para varias moléculas de sefializacion intracelular que
afectan la apertura y cierre del canal en el COOH terminal. Sin duda alguna, entre las
interrogantes que se deben de tratar serian algunas de las proteinas que se unen a este sitio

como son la calmodulina (CaM), la cual presentan un efecto doble sobre la subunidad
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Cayoy como son la inactivacion dependiente de Ca®' y la facilitacion dependiente de Ca®"
(DeMaria et al., 2001), la cinasa de calcio calmodulina II (CaMKII), asi como cuales
podrian ser algunos de los cambios de activacion e inactivacion de los CCDV con splicing
alternativo en el extremo COOH terminal, debido a que es un dominio critico en la

regulacion de la funcion del canal (Krovetz et al., 2000).

1. DOMINIOS DE UNION AL COOH TERMINAL EN LOS CANALES
DE CA* TIPO P/Q: CALMODULINA Y CAMKII

La calmodulacion en el COOH terminal en canales P/Q juega un importante papel en la
inactivacion asi como la facilitacion dependiente de Ca®". Esto puede alterar la eficiencia
sinaptica y puede contribuir fundamentalmente a las mejoras de la funcién sindptica en el
sistema nervioso (Lee et al., 2003). Estas acciones son reguladas por la calmodulina, cuyo
sitio de unidn es el dominio CBD (Lee et al., 1999) que por lo general se encuentra a 140
aminoacidos aproximadamente del final del segmento 6 del dominio IV, por lo que al
comprobar que nuestra secuencia no presenta este sitio, se puede inferir que la modulacién

por la calmodulina en esta isoforma podria ser nula.

Estudios en la calmodulina han permitido conocer que esta formada por dos lobulos
terminales N y C. Al crear mutaciones para que so6lo uno de los 16bulos fuera funcional, se
ha mostrado que los 16bulos individuales pueden evocar componentes distintos en la
regulacion del canal (Ben- Jonhy y Yue, 2014). En la mayoria de los canales Cayl, el
16bulo C induce una fase cinéticamente rapida de inactivaciéon dependiente de Ca*" (IDC),
mientras que con el lobulo N se obtiene un componente mas lento (Yang et al., 2006; Dick
et al., 2008). Sin embargo, en los canales Cay2.1 los 16bulos de la CaM producen
polaridades opuestas de regulacion, pues en el 16bulo C se produce una facilitacion
dependiente de Ca>" (FDC), mientras que el 16bulo N evoca una IDC mas lenta (DeMaria et
al., 2001). En canales Cay2.2 y Cay2.3 se manifiesta una IDC sobre todo en el 16bulo-N de
la CaM. Mas alla de la division de la sefial de Ca®", se ha mostrado que la CaM en
mamiferos puede descodificar la [Ca’'] intracelular en diferentes formas: en el 16bulo C se
presenta una selectividad local de Ca®" y en el 10bulo N una selectividad global de Ca**

necesaria para los Cay?2 (Liang et al., 2003). Si esta biparticion orquesta diferentes clases de
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comportamiento en los animales de orden superior sigue siendo una cuestion intrigante y

abierta (Wei et al., 2003).

Debido a la importancia que tiene la calmodulacion para los canales, se han hecho
mutaciones en los dominios de union y en la CaM para ver los efectos que ello provoca. En
los canales de Ca®" tipo P/Q se reporté que con solo presentar el COOH terminal hasta el
dominio IQ se puede generar la calmodulacion aunque en forma reducida (DeMaria et al.,
2001; Lee et al., 2003), y cuando el dominio IQ presenta mutaciones en las posiciones 1913
y 1914 con Glu, el canal no puede unirse a la CaM, lo cual genera una aceleracion en la
inactivacion dependiente de voltaje. Esta aceleracion de la inactivacion podria causar la

inactivacion del canal antes de la IDC por la CaM (Lee et al, 2003).

Estudios en los canales tipo N y R han permitido identificar también los efectos que
provocan mutaciones en el COOH terminal al crear mutantes en su dominio IQ por un
cambio con 5 alaninas (Ala). Estas mutantes presentaron una inactivacion dependiente de
voltaje (IDV) mas acelerada de la normal tanto en corrientes de Ba®" (IBa®") como de Ca**
(Liang et al., 2003) debido a que el péptido mutante IQ/5A muestra una afinidad 30 veces
menor por la calmodulina (DeMaria et al., 2001). En los canales tipo L el generar
interrupciones segmentarias en el dominio prelQ, donde se muestra la hibridacion de
preasociacion a la apoCam en un ensayo de interaccion in vitro, provoca una aceleracion de
la IDV en las corrientes de Ba*" (Romanin et al., 2000). Entretanto en el canal tipo L (ou¢)
al generar las mismas mutaciones en el dominio IQ con Ala se muestra una inactivacion
acelerada de las corrientes de Ba®" (Zuhlke et al., 2000), aunque mas débil que en los
canales tipo N y R. Se cree que este tipo de regulacion es independiente de las interacciones
del canal con la CaM (DeMaria et al., 2001). Sin embargo, dichas mutaciones o supresiones
podrian inducir a la distorsion del orden superior de la estructura general del canal que
acelere la IDV por mecanismos no relacionados con desalojar la preasociacion de la
apoCam. Por tal motivo al aumentar la calmodulina tipo nativa (CaMWT), se restaura el
perfil cinético del tipo nativo en los canales con mutaciones en IQ (Liang et al., 2003). Por
ello, al eliminar casi en su totalidad el extremo carboxilo en la isoforma encontrada del

canal tipo P/Q podria eliminarse totalmente la regulacion por la calmodulina al impedirse
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su union, aunque se encuentre en el citoplasma de la célula y asi s6lo ser regulada por el

voltaje.

Un elemento importante que puede interferir en la modulacion dependiente de Ca*" son las
distintas subunidades [} ya que la asociacion de estas con la subunidad ;4 provoca
diferencias en las propiedades de los canales de Ca”" tipo P/Q en el sistema. Una diferencia
es que las subunidades B, B3 y B4 aceleran la inactivacion de los canales tipo P/Q, mientras
la subunidad B, ralentiza significativamente la cinética de inactivacion y provoca un
cambio de despolarizacion grande en la dependencia de voltaje de la inactivacion en estado
estacionario (De Waard y Campbell, 1995). Debido a que a;a se distribuye ampliamente
por todo el sistema nervioso (Westenbroek et al., 1995), la importancia de la inactivacion y
facilitacion dependiente de Ca®" en los canales tipo P/Q dependera criticamente de la co-
expresion con una subunidad B especifica. Por ejemplo, cuando los canales tipo N
contienen la subunidad B3, estan dominados por el estado inactivo cerrado, una forma muy
rapida de IDV donde la inactivacion se produce preferentemente a partir de estados
cerrados (Jones et al., 1999). En comparacion, la IDC en esta configuraciéon es
suficientemente lenta para llegar a ser inaparente (Patil et al, 1998). También la
prominencia de la regulacion dependiente de Ca”" en los canales tipo P/Q puede depender
de la variante de splicing de oo que se exprese. En un estudio en el que se co-expresoé la
variante oAb, Ya sea con PB; o PBa, la inactivacion dependiente de voltaje es minima
(Bourinet et al., 1999). Consecuentemente, la modulacion de los canales o;a deberia
presentar una marcada modulacién dependiente de Ca®’, independientemente de la
subunidad B expresada. Por lo tanto, la diversidad funcional de los canales de Ca*" tipo P/Q
es potencialmente bastante compleja y varias combinaciones de a;s y subunidades 3

produciran canales que se distinguen por sus propiedades biofisicas, asi como su regulacion

por Ca*" (Lee et al., 2000).

Otra proteina que también presenta un sitio de uniéon en el COOH terminal como ya se
habia mencionado es la CaMKII. El sitio de interaccion de esta proteina con los canales
P/Q esta situado entre los aminoacidos 1848-1964 (Magupalli et al., 2013) por lo que la
secuencia amplificada en 7. scripta no incluye esta zona. La CaMKII es una cinasa de

proteinas Ser/Thr, se compone de 6-12 subunidades principalmente a y B (Hoelz et al.,
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2002). En condiciones basales, el extremo NH, de la CaMKII se une al dominio catalitico y
bloquea el acceso de ATP vy sustratos por lo que esté inactiva. En respuesta al flujo de Ca®",
el complejo Ca**/CaM se une al dominio auto-inhibitorio y estimula la auto-fosforilacion
de la Thr-286 y la fosforilacion de otros sustratos, resultando en su forma activa. En los
canales P/Q la proteina CaMKII al ser auto-fosforilada aumenta su union al canal, e incluso
después de la desfosforilacion y eliminacion del estimulo sigue unida al mismo, por lo que

se encuentra enlazada constitutivamente (Schworer et al., 1988).

La interaccion de la CaMKII con el canal Cay2.1 regula la trasmision sinaptica y procesos
de sefializacion relacionados con el Ca®’, ya que aumenta la disponibilidad de los canales
para ser activados debido a que provoca un cambio positivo en la dependencia al voltaje de
la inactivacion, y prolonga la apertura del canal por una ralentizaciéon de la inactivacion
incrementando la entrada de Ca®", con lo cual se mejora considerablemente la facilitacion
dependiente de Ca®" (Jiang et al., 2008). Sin embargo, cuando en los canales Cay2.1, se
utilizé un inhibidor de la CaMKII, la CaM-KIIN, provocoé en las células TsA-201 una
aceleracion en la inactivacion dependiente de voltaje, asi como un cambio de
hiperpolarizaciéon de 10 mV en la dependencia de voltaje de la inactivacion, por lo que al
desplazar negativamente su dependencia de voltaje hay menos canales disponibles para su
activacion y por lo tanto hay una reduccion en la entrada de Ca® lo que conlleva a que no

haya una facilitacion dependiente de Ca*" (Magupalli et al., 2013).

2. CAMBIOS EN LA ACTIVACION E INACTIVACION DE LOS
CANALES DE CA* POR SPLICING ALTERNATIVO EN EL
EXTREMO COOH TERMINAL

En distintas isoformas de los canales de Ca>" se ha encontrado que variaciones por splicing
alternativo en la estructura de la subunidad a;, mas especificamente en el extremo COOH
terminal, actian como otro regulador importante de las sefializaciones mediadas por los
CCDV (Krovetz et al., 2000). Tal es el caso de variantes por splicing alternativo en el canal
de Ca*" tipo L Cay1.3 en ratén y humano en el que el uso del exon 42 da lugar a una forma
larga del COOH terminal (Cay1.34,), mientras que el uso del exon 42A (Hui et al., 1991) da

lugar a una forma corta, presentando una mayor presencia en las neuronas motoras del asta
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ventral, en la zona intermedia y el asta dorsal, dominando la isoforma con el extremo
COOH terminal largo (Hetzenauer et al., 2006). La activaciéon de la corriente de Ca*" a
través de los canales con la forma corta del extremo COOH terminal (Cay1.34;4) fue mayor
en los voltajes mds negativos con un Vsp,y de —23.15 mV en comparaciéon de los
—12.28 mV en Cayl1.34,. La inactivacion en esta isoforma Cay1.344 €s mas rapida debido a

una inactivacion dependiente de Ca>" mejorada (Zhen et al., 2011).

Las variantes de splicing alternativo de los Cayl.3 en el exén 41 causan ya sea la
eliminacion de so6lo el dominio IQ (Cayl.3a4;) 0 la eliminacion de todo el exdén 41,
generando en esta ultima un coddn de paro prematuro en la mitad del dominio IQ
(Cayl.3a10). El canal Cay1.344; es la tinica de las variantes de splicing alternativo que no se
activa a potenciales mas negativos con un Vsg,ide —11.37 mV, ya que el Cay1.34, se activa
a Vspaet = —12.28 mV, pero la densidad de corriente de Cay1.3x41 €s mucho menor con
26.53 + 4.22 pA/pF en comparacion a la isoforma con el extremo COOH terminal largo
(Cayl1.347) que presentaba una corriente de 88.39 + 12.48 pA/pF (Zhen et al., 2011). La
isoforma Cay1.3A1q se ha reportado en las células ciliadas externas del oido, y los cambios
que se generan al presentar el extremo COOH solo hasta la mitad de dominio IQ son
potenciales de activacion media (Vsgar) un poco menores con —13.83 mV en comparacion
con la isoforma larga con —18.76 mV, asi como una IDC minima o nula,
independientemente de la eleccion de la subunidad B auxiliar con la que se expreso. Al
presentar una IDC minima podria favorecer una transmision sinaptica de las células ciliadas
externas a un numero limitado de conexiones nerviosas aferentes, asi como sostener el
efecto de los canales i6nicos dependientes de voltaje para ampliar el “limite de frecuencia
RC” de electromotilidad en las células ciliadas externas, mejorando asi la funcion de
amplificador coclear (Shen et al., 2006). Caso contrario es el canal tipo Cayl.3 en las
células ciliadas internas del oido con el extremo COOH terminal completo, en el cual su
IDC es mas rapida, pero es limitada al interaccionar con la proteina CaBP (proteina

homologa de la CaM) , lo que elimina o minimiza la IDC (Yu et al., 2006).

Por otra parte, para los canales P/Q se ha encontrado que el procesamiento por splicing
alternativo del exdn 47 resulta ya sea en un codon de paro o la insercion de cinco bases que

conducen a un cambio del marco de lectura y un alargamiento del extremo COOH terminal
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de 244 aminoacidos (Zhuchenko et al., 1997). Funcionalmente estas isoformas no difirieron
significativamente cuando se co-expresan con las cuatro subunidades 3 diferentes (Tsunemi
et al.,, 2002). La exclusion del exén 44 en los Cay P/Q provocod que se disminuyera la

inactivacion dependiente de voltaje.

Por ultimo, otras variantes cortas de los CCDV que se han encontrado son las producidas
por procesamiento proteolitico del COOH terminal. Este procesamiento provoca que el
canal permee mas Ca’", por lo que la escision del canal podria tener efectos profundos en
las propiedades eléctricas de una neurona cambiando las propiedades de los canales de Ca**
tipo L que es donde mas se presenta este tipo de regulacion (Gomez-Ospina et al., 2006). El
fragmento resultante del procesamiento proteolitico del COOH terminal, también llamado
CCAT, puede regular la transcripcion asi como reducir la entrada de calcio a través de los
Cay1.2 (An et al., 2000). Por lo tanto el CCAT puede ser una parte importante de una via
de retroalimentacion negativa. Ademas del Cayl.2, también se han informado que los
canales Cayl.3 (Hell et al., 1993), Cay2.1 y Cay2.2 (Westenbroek et al., 1992) son
truncados en las neuronas. En el caso de Cay2.1 el producto de escision es de
aproximadamente 60-75 kDa de igual forma que en los Cay1.2, y ha sido localizado en el
nucleo de las neuronas de Purkinje en el cerebelo (Kordasiewicz et al., 2006). Las
alteraciones proteoliticas o mutaciones genéticas en los canales P/Q pueden tener
consecuencias funcionales importantes. En los ratones homocigotos para la mutacion
“leaner corto” (Tgla), que expresan las subunidades o4 que carecen del extremo COOH
terminal y produce la pérdida del dominio de union a la calmodulina (CBD), muestran una
ataxia grave, degeneracion en las células de Purkinje y si no reciben atencion en ~21 dias la

muerte (Fletcher et al., 1996).

La expresion selectiva de las distintas variantes de splicing de los canales de Ca®" de la
subunidad a4 en diferentes regiones del sistema nervioso, asi como las modificaciones
proteoliticas que presentan los extremos COOH terminales, afiaden una nueva dimensién
de la diversidad de sefializaciones de los CCDVs en las neuronas que puede ser importante
para optimizar la liberacion de los transmisores dependientes del potencial de accion en

diferentes sinapsis asi como sus muchas otras funciones. Y en el caso de variantes cortas
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que carecen de una modulacién funcional del extremo COOH terminal, evitar la excesiva

acumulacion de Ca*" durante la explosién de disparo en las neuronas (Bock et al., 2011).

VIII. CONCLUSION

Nuestros resultados evidenciaron que el fragmento aislado por clonacion molecular,
correspondiente al extremo 3" de la subunidad a; del canal P/Q de los CCDV, muestra un
extremo COOH corto, con lo cual no contiene varios dominios de regulacion importantes
para estos canales. Por lo tanto, es necesario llevar a cabo la clonacion completa de la
subunidad o, de esta isoforma, para de esta forma realizar estudios que permitan identificar
si este canal presenta cambios electrofisioldgicos y/o funcionales con respecto a los CCDV
en mamiferos. De la misma forma resulta interesante determinar las regiones del sistema
nervioso en las que se exprese esta variante de splicing, y otras posibles, del canal P/Q asi

como cudl es su nivel de expresion y las consecuentes implicaciones funcionales.
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