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PREFACIO

La subunidad auxiliar Cavf3 de los canales de Caz* dependientes de voltaje
(Cav) se encuentra implicada en la regulaciéon del complejo proteico que forma
los canales, contribuyendo a determinar la probabilidad de apertura, regulando
la expresion en la membrana celular, e interactuando con otras moléculas
reguladoras como las proteinas G, diversas proteinas cinasas y RGK GTPasas,
entre muchas otras, que a su vez determinan la actividad de los canales.
Aunque Cavf3 es una proteina preponderantemente citoplasmatica, se sabe que
tiene la capacidad de translocarse al nucleo celular. Sin embargo, actualmente
poco se conoce del posible papel de Cayf en la regulacion de la transcripcion
génica y de los mecanismos celulares y moleculares que emplea para llegar al
nucleo. Por lo tanto, el presente trabajo de tesis tiene como finalidad
caracterizar el ciclo de transporte que emplea Cayf3 para llegar al nucleo

empleando herramientas de biologia celular y molecular.

El trabajo se desarroll6 en el laboratorio 55 del Departamento de Biologia
Celular del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (Cinvestav). La tesis fue dirigida por los doctores Diego
Ricardo Félix Grijalva, profesor titular del Departamento de Biologia Celular del
Cinvestav, y Ricardo Gonzalez Ramirez investigador en Ciencias Médicas en el
Departamento de Biologia Molecular e Histocompatibilidad del Hospital

General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” de la Secretaria de Salud. El plan
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experimental se desarrollé con la asesoria de los doctores Fernando Navarro
Garcia, profesor titular del Departamento de Biologia Celular y Bulmaro
Cisneros Vega, profesor titular del Departamento de Genética y Biologia
Molecular del Cinvestav. Durante mis estudios de Maestria conté con el apoyo
de una beca otorgada por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

(CONACYT)



RESUMEN

Los canales de Ca?* dependientes de voltaje (Cav) son los principales
reguladores de la entrada de los iones de CaZ* en las células excitables en
respuesta a cambios en el potencial de membrana. Los canales Cav se dividen
en dos grupos llamados de alto y bajo umbral de activaciéon (HVA y LVA,
respectivamente). Ambos tipos de canales estan conformados por una proteina
principal formadora del poro del canal y que permite el flujo de los iones
(subunidad Cavai). Los canales HVA cuentan ademas con subunidades
auxiliares que regulan la actividad de la subunidad Cavai, conocidas como Cav,
Cavazd y Cavy. La subunidad Cavf3, objeto de estudio del presente trabajo,
influye sobre las propiedades biofisicas del canal y sobre su trafico hacia la
membrana celular. La subfamilia de las subunidades Cavf3 se encuentra
conformada por 4 miembros (Cavf1-Cavf34), cada uno producto de un gen
diferente y con distintas variantes de splicing alternativo. Estudios recientes
muestran que Cavf cuenta con funciones independientes del canal, siendo su
localizacion nuclear una de las mas intrigantes, pues se ha mostrado que Cav[34
puede viajar al nucleo celular y reprimir la transcripcion de ciertos genes.
Asimismo, estudios previos de nuestro laboratorio indican que también Cavf33
se transporta al nucleo, aunque los mecanismos moleculares de su transito
hacia este compartimento y sus posibles funciones nucleares atin no han sido

esclarecidas. Por lo tanto, en el presente trabajo se decidié continuar con la



caracterizacion de las posibles sefales de importe y exporte nuclear presentes
en CavP3, y para ello inicialmente se disefiaron construcciones de Cav3 con
mutaciones dirigidas a una posible sefal de localizacién nuclear (NLS) bipartita
en la proteina, y a una sefal de exporte nuclear (L266Q) identificadas in silico.
Estas construcciones se transfectaron en células HelLa para analizar su
localizacion subcelular por microscopia confocal. En paralelo se realizaron
ensayos de inhibicién del importe nuclear mediante el uso de ivermectina para

estudiar si el importe nuclear de Cavp3 se encuentra mediado por importinas.



ABSTRACT

Voltage-gated Caz* channels (Cav) are the main regulators of Ca2* entry
into excitable cells allowing ion influx in response to changes in membrane
potential. Cav channels are divided into two groups called high voltage-
activated and low voltage-activated (HVA and LVA, respectively) calcium
channels. Both types of channels comprise an Cayva; main subunit, which is the
pore-forming protein and allows the influx of the Ca2* ions. HVA channels also
associated to auxiliary subunits (called Cavf, Cavaz6 and Cavy) that regulate the
activity of the Cavai subunit. The Cayf3 subunit, the main subject of study in this
work, influences the biophysical properties of the channel and its membrane
trafficking. The subfamily of Cavf subunits comprises 4 members (Cavf31-
CavB4), each a product of different genes and with different variants of
alternative splicing. Recent studies have shown that Cayf3 may have channel-
independent functions, being its nuclear location one of the most intriguing,
since it has been shown that Cav4 can be transported to the cell nucleus and
represses the transcription of specific genes. Previous studies from our
laboratory have indicated that the Cayf3 subunit is also transported to the
nucleus, although the molecular mechanisms of its transit to this compartment
and its potential nuclear functions have not yet been elucidated. Thereby, in the
present work, we decided to characterize, the putative signals of nuclear import

and export in Cavf3. To this end, distinct Cavf3 constructs were initially



designed to mutate a possible nuclear localization signal (NLS) and to a nuclear
export signal (L266Q) identified in silico. These Cavf3 constructs were
transfected into HeLa cells to analyze their subcellular localization by confocal
microscopy. Parallel experiments were performed to inhibit the nuclear
transport of the protein using ivermectin to analyze whether the nuclear

localization of Cav33 is mediated by importins.
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1. INTRODUCCION

El calcio es un regulador importante de la actividad celular dado que
participa en el control de muy diversos procesos fisioldgicos como el acople
excitacion-contraccion, la liberacién de hormonas y neurotransmisores, asi
como en la regulacion de enzimas que participan en la transduccién de sefiales,
la proliferacion celular y la transcripciéon de genes. Debido a esto, la
concentracion intracelular de Ca2* se encuentra finamente regulada. En las
células de los mamiferos, el transporte de iones a través las membranas
celulares esta regulado por diversos mecanismos que incluyen canales idnicos,
ATPasas y transportadores. Los canales de Ca%* dependientes de voltaje (Cav)
son ejemplo de ello, y constituyen los principales reguladores del influjo de los
iones Ca2+ en las células excitables como las neuronas y las células musculares

(Catterall, 2011; Felix et al., 2013).

Los canales Cay son proteinas transmembranales ampliamente
distribuidas en diversos tipos celulares que se abren en respuesta a la
despolarizaciéon de la membrana plasmatica. Asi, el cambio en el potencial de
membrana causa un cambio conformacional en el canal que lo hace transitar de
un estado cerrado en el que se encuentra normalmente al potencial de reposo
de las células, a un estado activo (permeable para los iones) lo cual genera un
influjo de Ca?* que aumenta de manera transitoria su concentracion

intracelular (Catterall, 2011; Gandini et al., 2014).
11



Debido a que los canales Cav se expresan ampliamente en las neuronas,
resulta razonable pensar que alteraciones en su funcionamiento pueden
relacionarse con patologias del sistema nervioso como las enfermedades de
Alzheimer, Parkinson y Huntington, asi como la esclerosis lateral amiotrofica,
entre otras, en las cuales se conoce que la homeostasis del Ca2+ se encuentra

alterada (Marambaud et al., 2009).

1.1 Canales de Ca?+*+ dependientes de voltaje: estructura, funcion y

clasificacion

Desde el punto de vista de su estructura molecular, los canales Cav poseen
una proteina o subunidad principal (llamada Cavai) que forma el poro
conductor de los iones. Esta subunidad posee 4 dominios homologos repetidos,
cada uno con seis segmentos transmembranales (S1-S6). El segmento S4 es el
sensor de voltaje, y el loop que vincula los segmentos S5 y S6, forma el poro por
donde fluyen los iones. Por su parte, las subunidades auxiliares (Cavf3, Cavaz0 y
Cavy) regulan la actividad de la subunidad Cava: (Fig. 1; Lacinova, 2005;

Catterall, 2011; Felix et al., 2013).
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Figura 1. Estructura de la subunidad Caval. La proteina tiene una estructura
modular compuesta por 4 dominios repetidos de 6 segmentos
transmembranales cada uno. El segmento S4 (rojo) es el sensor de voltaje y el
loop reentrante P forma el poro de canal. La regiéon conocida como AID es el
sitio de unién para la subunidad auxiliar Cavf (Modificado de Gandini et al.,
2014).

Los canales Cavy se clasifican de acuerdo con sus caracteristicas
electrofisiolégicas y farmacoldgicas en dos grupos llamados de alto y bajo
umbral de activacion (HVA y LVA, por sus siglas en inglés). Los canales HVA
generalmente se activan a potenciales de membrana despolarizantes (>-20
mV), presentan una conductancia unitaria grande, una cinética de inactivaciéon
dependiente de voltaje lenta y pueden ser inhibidos de manera especifica por
ciertos farmacos y toxinas. Dentro de este grupo se encuentran canales de los
tipos L, N, P/Q y R (Lacinova, 2005; Catterall, 2011; Gandini et al., 2014). Por su
parte, los canales LVA se caracterizan por activarse a potenciales de membrana

mas cercanos al potencial de reposo de las células (~-70 mV) y muestran una
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cinética de inactivacién rapida, por lo cual también son conocidos como canales

tipo T (transient).

Las propiedades electrofisiolégicas y farmacolégicas de los canales estan
determinadas primordialmente por la subunidad Cavai que es la responsable
de detectar los cambios en el voltaje y es capaz de unirse a toxinas y farmacos
especificos. Esta subunidad esta codificada por 10 genes diferentes, generando
una gran diversidad en la constitucion de los canales debido a la presencia de

variantes de procesamiento alternativo del ARN.

A partir de ello, los canales pueden ademas ser clasificados en tres
subgrupos, Cavl a Cav3 (Fig. 2). En esta clasificacion los canales HVA
corresponden a los canales Cavl y Cav2, los cuales como también ya se
menciond, cuentan con subunidades auxiliares a diferencia de los canales Cay3
(LVA o tipo T) que pueden funcionar como monémeros de la subunidad
formadora del poro (Fig. 3; Lacinova, 2005; Catterall, 2011; Gandini et al., 2014;

Simms & Zamponi, 2014).
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Figura 2. Clasificacion de los canales Cay. Porcentaje de similitud entre los
distintos miembros de las dos familias de canales (HVA y LVA) con base en el
alineamiento de sus secuencias de aminoacidos (Modificado de Felix et al.,
2013).

HVA LVA

Figura 3. Estructura de los canales HVA y LVA. En el lado izquierdo se ilustra al
canal HVA con las subunidades auxiliares que lo conforman y se incluye
también a la calmodulina (CaM) una molécula que también desempefia un
papel importante en la regulacion de la actividad del canal (Simms & Zamponi
2014).
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Las subunidades auxiliares Cavf, Cavaz6 y Cavy juegan distintos papeles en
la regulacion de los canales HVA. Asi, la subunidad Cavaz6 favorece la expresion
de los canales en la membrana y regula sus propiedades biofisicas (Lacinova,
2005; Catterall, 2011; Felix et al., 2013), mientras que la subunidad Cavy altera
las propiedades biofisicas e inhibe la actividad funcional de los canales (Kang &
Campbell, 2003; Lacinova, 2005; Catterall, 2011; Felix et al., 2013). Por su
parte, la subunidad Cayf3 también se encuentra implicada en la regulacion del
canal, y en ese sentido se sabe que favorece la probabilidad de apertura del
canal y participa en el trafico del canal hacia la membrana celular al
enmascarar una sefial de retencion en el reticulo endoplasmico y/o al
desenmascarar sefiales de envio a la membrana que posee la subunidad Cava
(Bichet et al., 2000; Lacinova, 2005; Catterall, 2011; Felix et al., 2013; Fang &
Colecraft, 2011). Mas recientemente se han identificado funciones nuevas e
interesantes para esta proteina mas alld de sus acciones primarias sobre el

canal (Rima et al,, 2016), tal y como se describira mas adelante.

16



1.2 Estructura y funcion de las subunidades auxiliares Cavf

Las subunidades CayB son proteinas fundamentalmente citosdlicas de
~50-60 kDa codificadas por 4 genes diferentes, cada uno de los cuales da
origen a multiples variantes de splicing que a su vez dan lugar a una gran
diversidad de isoformas que se asocian con diferentes subunidades Cavai, lo
cual amplifica la multiplicidad de los canales Cav confiriéndoles propiedades
biofisicas y farmacoldgicas diferentes. Las diferentes subunidades Cavf se
encuentran distribuidas de forma tejido-especifica, e incluso algunas de las
variantes de splicing se expresan en diferentes etapas del desarrollo (Buraei &
Yang, 2010). La familia de proteinas Cavf cuenta con 5 dominios estructurales

llamados NT, SH3, HOOK, GK, COOH, CT (Fig. 4).

7V ———— 7

DT SH3 L HOOK | GK | CT

Figura 4. Dominios estructurales de la subunidad Cavf. El dominio SH3 se
muestra en amarillo y el dominio GK en verde. El dominio GK es responsable de
la modulacién de la funcién de los canales HVA, mientras que SH3 al parecer
participa en el acople del canal con otros componentes celulares (Buraei &
Yang, 2010).

Los dominios SH3 y GK se encuentran altamente conservados y pueden

mediar interacciones con otras proteinas citoplasmaticas que modulan la
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actividad del canal. El dominio homologo a Src-3 (SH3) es un dominio que se
une a proteinas con secuencias ricas en leucinas. En el dominio GK es un
dominio homologo a las enzimas guanilato cinasa sin embargo no posee
actividad catalitica debido a que no presenta el dominio de unién a ATP. En este
dominio se encuentra una region llamada BID (f interaction-domain), la cual
originalmente se pens6d que permitia la interaccién con el dominio AID («
interaction-domain) que se encuentra en el lazo que conecta el repetido [ y Il de
la subunidad Cavai (Fig. 1; De Waard et al.,, 1995; 1996). Actualmente esta
nocion ha sido desafiada y se sabe que la region de la subunidad Cavf que
interacciona directamente con la subunidad formadora del poro del canal es
mucho mas compleja e incluye una hendidura hidrofébica extensa y conservada
denominada bolsa de unién a (ABP, por sus siglas en inglés; Chen et al., 2004;
OpatowsKky et al., 2004; Van Petegem et al., 2004). Por otro lado, se sabe que los
dominios NH2, HOOK y COOH son altamente variables en todas las isoformas de
Cavf (Buraei & Yang, 2010; Rima et al., 2016). Desde el punto de vista funcional,
tal y como ya se mencion6, Cavf3 es necesaria para el transito de la subunidad
Cavai desde el reticulo endoplasmico a la membrana celular, ademas previene
la degradacion del complejo del canal a través del sistema ubiquitina-
proteasoma (Waithe et al., 2011), y regula su actividad modificando la cinética

de activacion e inactivacion de la corriente.

18



La subunidad CavB1 se expresa primordialmente en el musculo
esquelético, aunque diversas isoformas se encuentran en cerebro. Se sabe que
los ratones knockout para esta isoforma mueren por asfixia en el nacimiento
por alteraciones en el acople excitacion-contraccion. CavB2 se expresa
principalmente en el corazodn, aunque se expresa también en distintos 6rganos
como el cerebro, la aorta, los pulmones, los rifiones y el pancreas. La isoforma
Cavf2a es Unica entre todas las variantes de Cavf3, pues presenta dos residuos
de cisteina en su extremo amino que son modificados post-traduccionalmente
al unir covalentemente acido palmitico; esta modificacién permite que Cav32a
se encuentre anclada a membrana en ausencia de la subunidad Cavai. Las
subunidades Cayf33 y Cavf34 se expresan principalmente en el cerebro, siendo
CavfB3 predominante en el bulbo olfatorio, la corteza y el hipocampo, mientras
que la expresion de Cayf34 predomina en el cerebelo. Los ratones knockout para
CavB3 muestran cambios en funciones sensoriales como la nocicepcién, el
olfato, el gusto y la visién. Por otra parte, una mutacién espontanea en la
subunidad CavfB4 se ha asociado con el fenotipo murino letargico (lh/lh). Esta
mutacion sin sentido producto de un cambio en el marco de lectura, da como
resultado una proteina truncada que pierde su capacidad de interaccion con la

subunidad Cavas (Freise et al., 1999; Dolphin, 2003).
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1.3 Papel funcional de las subunidades Cavf fuera del complejo del canal

Ademdas de contar con dominios que permiten su interacciéon con la
subunidad principal Cavai, la subunidad auxiliar Cavf3 puede interactuar con
otras proteinas fuera del canal y asi contribuir a regular diversas funciones
celulares. Un ejemplo de ello se encuentra en la subunidad Cavf1a, la cual
permite el acoplamiento mecanico del complejo del canal Cav con el receptor de
rianodina tipo 1, permitiendo su activacion y la consecuente liberacidon de Ca2+
desde el reticulo sarcopldsmico, dando lugar al proceso de contraccion
caracteristica del musculo esquelético (Sheridan et al., 2004). Por otro lado, la
subunidad Cavf3 permite la interaccion de los canales Cav1.2 con el canal de K*
activado por Ca?* (BKca). Este canal que se encuentra ampliamente distribuido
en células excitables y no excitables, ha sido asociado a la regulacion de
diversos eventos celulares como la frecuencia de disparo del potencial de
accion, la iniciacién y diseminaciéon de picos dendriticos de Ca2+, entre otros.
Estudios recientes, han mostrado que Cavf favorece la formaciéon de un
complejo entre los canales Cav y BKca por medio de su dominio SH3, lo que
resulta en la modulacion de su cinética de activacion e inactivacién, ademas de

disminuir su sensibilidad al Ca2+ (Zou et al., 2008).

Cavf} interactda con otras proteinas que de igual manera pueden regular la
actividad del canal de forma positiva o negativa. Un ejemplo de ello es el efecto

inhibitorio de kir/Gem, el cual inhibe las corrientes de Ca2* a partir de su
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interaccion con Cayf al prevenir la interaccion entre Cavay y Cavf, interfiriendo
con el trafico de los canales hacia la membrana plasmatica (Béguin et al., 2001).
De igual forma, Béguin y colaboradores (2006) llevaron a cabo un analisis
comparativo de la union de las proteinas 14-3-3 y calmodulina (CaM) sobre las
funciones de las proteinas Rad y Rem (miembros de la familia de proteinas G
pequefias RGK), y mostraron que ambas ejercen efectos similares sobre la
forma de la célula y la actividad de los canales Cay. Tanto 14-3-3 como CaM se
asocian con las proteinas RGK y regulan su distribucion subcelular entre el
citoplasma y el nucleo. En ausencia de 14-3-3 o CaM, la subunidad Cavf} puede
ser secuestrada en el nucleo a través de su interaccion con las proteinas RGK,

dificultando asi el envio de los canales a la membrana celular.

Otra interaccion importante de Cavf ocurre con la proteina llamada
bestrofina-1, una proteina que regula la funcidn de canales de Cl- y de Ca?* tipo
L. Bestrofina-1 modula la actividad de los canales de Ca2+ al generar un cambio
en la activacion dependiente de voltaje hacia potenciales de membrana mas
negativos. Esta modulacién se encuentra favorecida por la interaccion entre el
dominio SH3 de Cavf3 y los motivos ricos en prolina de bestrofina-1 (Reichhart
et al, 2010). Por ultimo, Belkacemi y colaboradores (2018) mostraron
evidencia de que la interaccion entre CavB3 y el receptor de inositol trifosfato
(IP3R) ocurre a través del dominio SH3 de la subunidad auxiliar de los canales

que reconocen motivos ricos en prolina presentes en el IP3R. Esta interaccion
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genera un cambio en la liberacion de Ca2+ de los reservorios intracelulares,

debido a que Cavf3 altera la interaccion de IP3R con su ligando.

1.4 Transporte nuclear

La envoltura nuclear es una barrera fisica que regula el trafico entre el
nucleoplasma y el citoplasma. Esta constituida por dos bicapas de fosfolipidos
que consta de una membrana interna y una externa separadas por el espacio
perinuclear. Sin embargo, el citoplasma esta conectado con el nucleoplasma a
través de los poros nucleares. Aunque las moléculas de tamafio pequefio (<30
kDa) se pueden mover libremente a través de los poros nucleares, las
moléculas mas grandes necesitan la ayuda de proteinas transportadoras
especiales. El complejo de poro nuclear (NPC, por sus siglas en inglés) limita el
transporte de macromoléculas (Kim et al, 2017). El NPC es un sistema
transportador altamente selectivo y bidireccional para varias moléculas,
constituido de multiples copias de diversas nucleoporinas que, de forma
general, se encuentran altamente conservadas en las células eucariotas. Los
elementos que constituyen el NPC son el anillo interno del poro, los anillos
nucleares y citoplasmaticos que se encuentran fusionados al anillo interno del

poro y los filamentos citoplasmaticos (Beck & Hurt, 2017).

Se sabe que existen 4 elementos primordiales para que ocurra el

transporte nuclear clasico: i) la presencia de nucleoporinas (NUPs) que son las
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proteinas constitutivas del NPC; ii) la presencia de RanGTPasas que permiten el
transporte activo y la direccionalidad del transporte; iii) la presencia de las
carioferinas (importinas/exportinas/transportinas) que pueden reconocer las
moléculas cargo; y iv) la presencia de sefiales de localizacion nuclear (NLS) y/o
de exporte nuclear (NES) en las moléculas cargo. Las NLS y las NES son

reconocidas por las carioferinas (Kim et al., 2017).

El complejo del poro nuclear es un complejo macromolecular que se
encuentra en la envoltura nuclear, estd constituido por 500-1000
nucleoporinas. En la parte externa del complejo del poro nuclear se encuentran
las NUP-FG (nucleoporinas con repetidos de fenilalanina-glicina) creando la
ruta bidireccional del transporte citoplasma-nucleo. Estos repetidos de F-G
forma un complejo con las B-importinas, permitiendo el transporte de

moléculas al nucleo celular (Beck & Hurt, 2017).

Las Ran GTPasas proporcionan la energia para el transporte nuclear. Estas
proteinas participan en un ciclo de intercambio GTP/GDP, el cual se encuentra
regulado por RanGEF (factor intercambiador de nucleétidos) que se encuentra
en el nucleo, y por RanGAP (proteina activadora de GTPasa) presente en el
citoplasma. Al estar compartamentalizadas y tener a las diversas formas de Ran
distribuidas asimétricamente, se genera un gradiente que permite dar
direccionalidad al transporte nuclear. De esta forma, el complejo molecular que

va a ser transportado se forma en el citoplasma en ausencia de RanGTP, y la
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proteina cargo se libera en el nucleo por la unién de RanGTP en el nucleo (Fig.

5; Lange et al., 2007; Fu et al., 2018).
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Figura 5. Transporte nuclear clasico mediado por a y [ importinas. El
transporte a través del complejo de poro nuclear esta impulsado por un
gradiente de Ran/GTP, con una alta concentracién de Ran/GDP en el citoplasma
y una alta concentracion de Ran/GTP en el nucleo. Los complejos se forman
entre proteinas cargo que contienen sefiales de localizaciéon nuclear (NLS),
importina-a e importina-§ en el citoplasma donde Ran esta unida a GDP.
Después del transporte a través del complejo de poro nuclear, Ran/GTP se une
a la importina-f, liberando a la importina-a y la proteina cargo en el nucleo. El
complejo Ran/GTP-importina-f8 se transfiere de nuevo al citoplasma, donde la
proteina activadora de Ran GTPasa (Ran-GAP) estimula la hidrolisis del GTP
unido para formar Ran/GDP. Esta conversién de Ran/GTP a Ran/GDP va
acompafiada de liberacién de la importina-B. (Modificado de Fahrenkrog,
2006).
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Las proteinas acarreadoras que facilitan el transporte de las proteinas
cargo al nucleo se conocen como carioferinas. Las que participan en el
transporte del citoplasma al nucleo son llamadas importinas, mientras que
aquellas que favorecen el transporte del nucleo al citoplasma se conocen como
exportinas. Dentro de las importinas se encuentra la superfamilia de las 3
importinas que funcionan como receptores de las proteinas cargo. En el
transporte nuclear clasico, primero se forma un complejo proteico con a
importina que reconoce la NLS de la proteina cargo (Fig. 5), y posteriormente
las B importinas interaccionan con el NPC y permiten el transporte al nudcleo

(Lange et al., 2007).

Por su parte, las NLS son secuencias cortas de aminoacidos basicos
principalmente que se encuentra en las proteinas cargo. Estas sefiales pueden
ser lineales o conformacionales y se clasifican en dos grupos. En primer lugar
estdn las sefales clasicas, que son un grupo de aminoacidos basicos
(monopartita) o dos grupos separados por 10-12 aminoacidos (bipartita), que
son reconocidas por el heterodimero de a y [ importinas, uniéndose
directamente a la a importina en su dominio armadillo. Los aminoacidos
polares y acidos de la importina forman interacciones electrostaticas y polares
con los aminoacidos basicos de las NLS. La secuencia consenso de las sefiales de
localizacion clasicas monopartita es K-K/R-X-K/R, mientras que en las bipartita

es (K/R) (K/R) Xio-12 (K/R)35 siendo X cualquier aminoacido (Lange et al,
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2007; Soniat & Chook, 2015). Por otro lado, las sefiales no clasicas (PY-NLS) son
reconocidas por la carioferina 32 conocida también como transportina-1. En
este grupo de NLS las proteinas no cuentan con una sefial consenso, y sus
aminoacidos basicos o hidrofébicos se encuentran distribuidos de forma

aleatoria (Sun et al,, 2016; Lee et al., 2006).

1.5 Las subunidades Cavf en el nucleo celular

Diversos estudios han mostrado que Cavf3 puede participar en funciones
celulares ajenas a la regulacién de los canales de Ca2+. Diversos estudios han
mostrado que la proteina puede formar complejos que llegan hasta el nucleo
celular y participar en la regulacién de la expresion de diversos genes. Por
ejemplo, la localizacién nuclear de CavP3 se ha asociado a la de la proteina
Pax6, un factor de transcripciéon que participa en el desarrollo de diversos
o6rganos como el ojo, el cerebro y el pancreas. La interaccién entre estas dos
proteinas permite la localizacién nuclear de Cavf, y eventualmente suprime la

actividad transcripcional de Pax6 (Zhang et al., 2010).

Asimismo, se sabe que CayB4 forma un complejo con B568, que es la
subunidad regulatoria de la fosfatasa PP2A (PP2R5) movilizandose al nticleo en
donde incorpora mas proteinas al complejo como el receptor a de la hormona
tiroidea (TRa) y la proteina de heterocromatina (HP1y), con lo cual se favorece

la unidn a la cromatina y genera desfosforilaciones en la histona 3, dando como
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resultado la represion del gen de la enzima tirosina hidroxilasa. Existe una
isoforma de Cavf34 conocida por ser una variante corta implicada en la epilepsia
mioclonica juvenil que carece de los ultimos 38 aminoacidos de su extremo
carboxilo. Al estar presente esta alteracion Cavf4 no se puede translocar al
nucleo, y por lo tanto no ocurre la formacion del complejo proteico que inhibe
la expresion de la tirosina hidroxilasa, dando como resultado su sobreexpresion

(Tadmouri et al., 2012).

Estudios mas recientes muestran que la subunidad CayfB1a viaja al nucleo
en las células musculares y regula la transcripcién del gen de la miogenina. Se
ha sugerido que el mecanismo empleado para llegar al nucleo esta mediado por
una interaccion con la troponina 3 (TnT3), un factor de transcripciéon con
dominios de union al ADN, que puede asociarse especificamente al promotor de
la miogenina inhibiendo su expresién. Esta interaccion se encuentra mediada
por el extremo COOH de TnT3 y el extremo NH; de Cavf1a, lo cual indica que
esta region en Cavfla es necesario para la interacciéon con TnT3 y para la
translocacidn nuclear del complejo (Zhang et al., 2015).

De igual forma se ha observado que Cavf4 puede interferir con la
progresion del ciclo celular. Rima y sus colaboradores (2017a) mostraron que
al transfectar células CHO-K1 con Cavf34 la tasa de proliferacién disminuia en
comparacion con la de las células sin transfectar. Estudios mas recientes han

mostrado que CavB4 actia en la via de sefializacion Wnt/B-catenina al

27



interactuar con el factor de transcripciéon TCF4. Esta interacciéon previene la
liberacion del represor de TCF4, lo cual, a su vez, reprime la expresion de genes
dependientes de la via Wnt/3-catenina como el de Ciclina D1, una proteina que
permite la progresion del ciclo celular (Rima et al., 2017b).

Finalmente, analisis bioinformaticos realizados en nuestro laboratorio,
muestran que Cayf33 cuenta con una posible NLS bipartita en el dominio HOOK
y una NES en el dominio GK (Castillo, 2016). Al transfectar células HeLa con
algunos de los dominios estructurales de CavB3 (Fig. 4), se observd por
microscopia confocal que existia una localizacidn nuclear de los dominios SH3 y
HOOK de la proteina, mientras que los dominios NH, GK'y COOH mostraban una
distribucion citoplasmatica, (Fig. 6) corroborando de esta manera los

resultados bioinformaticos mencionados arriba.
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TO-PRO3 Sobreposicion GFP TO-PRO3 Sobreposicion

TetraGFP TetraGFP-HOOK

TetraGFP-Ca,$3 TetraGFP-GK

TetraGFP-NH TetraGFP-COOH

TetraGFP-SH3

Figura 6. Expresion heterdloga de los dominios de Cav33 fusionados al vector
reportero pTetraGFP. Los paneles muestran imagenes de las células HelLa
transfectadas transitoriamente con las construcciones indicadas. Los nucleos se
tineron con TO-PRO3. La localizacion subcelular del domino GK fusionado al
vector pTetraGFP tiene una ubicacién exclusivamente citoplasmatica que es
consistente con la presencia de secuencias NES. El dominio COOH terminal esta
presente principalmente en el citoplasma, aunque se logra también apreciar en
el nucleo celular. La escala corresponde a 10 pum. (Castillo, 2016).
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A la subunidad Cavf33 se le atribuyen diferentes funciones dentro y fuera
del complejo del canal de CaZ?*. Se sabe también que esta proteina posee
distintos dominios que tienen la capacidad de interactuar con otras proteinas y
formar complejos proteicos que pueden hacer que la proteina se encuentre en
el nucleo celular. Una de las preguntas mas intrigantes que surge de su
localizacion nuclear es qué funcién pudiera estar cumpliendo en ese
compartimento celular. Actualmente, poco se sabe de las acciones de las
subunidades Cav[3 sobre la expresion génica y su regulaciéon. Por otro lado, el
mecanismo de su ingreso al ndcleo también se desconoce. Este trabajo forma
parte de un esfuerzo de investigaciéon a largo plazo por encontrar posibles
respuestas a estas interrogantes. En particular, aqui se platea investigar el

mecanismo molecular del ciclo de transporte nuclear de la subunidad Cav[33.

3. HIPOTESIS
La subunidad auxiliar 3 de los canales Cav cuenta con sefiales funcionales
de importe y exporte que permiten su transito hacia dentro y fuera del nicleo

celular.
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4. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el mecanismo molecular del ciclo de transporte nuclear de la

subunidad auxiliar Cavp3 de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Bloquear el importe nuclear de Cav33 empleando Ivermectina.

2. Realizar mutaciones sitio-dirigidas para eliminar la NLS bipartita y la
NES posiblemente presentes en Cavf33.

3. Secuenciar las mutaciones realizadas en Cavf33.

4. Estudiar la expresion de las construcciones mutantes de Cayf33 en la linea
celular HeLa.

5. Estudiar el ciclo de transporte nuclear de Cavf33 enddégena en células

N1E-115.
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5. MATERIALES Y METODOS

La estrategia experimental que se sigui6 para dar respuesta a la pregunta
de investigacion planteada en el presente trabajo de tesis se divide en dos
etapas. La primera etapa consistio en realizar ensayos de inhibicidn del importe
nuclear de CavB33 expresada tanto endégenamente en células N1E-115, como
heterélogamente en células HeLa. Los ensayos de inhibicion se realizaron al
incubar las células con ivermectina, una lactona macrociclica producida por la
actinobacteria Streptomyces avermitilis, que actia como un inhibidor especifico
para la via clasica de importe nuclear dependiente de o/f importinas.
Posteriormente, a través de inmunocitoquimica se determind la localizacién
subcelular de Cavf3. En la segunda etapa, se procedié a eliminar las posibles
NLS y NES de CavB3 por medio de ensayos de mutagénesis sitio dirigida, para
luego transfectar las construcciones correspondientes en células HelLa y

analizar su localizacién subcelular mediante microscopia confocal.

5.1 Cultivo celular y transfeccion

Las lineas celulares HeLa y N1E-115 que se emplearon como modelos
experimentales se adquirieron de la colecciéon norteamericana de cultivos
celulares (ATCC, por sus siglas en inglés). La linea celular HeLa se deriva de un
adenocarcinoma de cuello uterino humano y posee toda la maquinaria de

transporte nuclear, ademas de mostrar una alta expresiéon de NPCs que permite
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el paso de las proteinas hacia el nucleo. La linea celular N1E-115 se deriva de
neuroblastoma murino y se utilizé por su capacidad de expresar Cavf3 de

forma endogena.

La linea N1E-115 se propagé en medio de cultivo Eagle modificado por
Dulbecco suplementado con 25 mM de glucosa (DMEM-HG), 10% de suero fetal
bovino, 2 mM de L-glutamina, 100 U/L de penicilina y 100 pg/L de
estreptomicina. Por otro lado, la linea celular HeLa, se propagdé en medio de
cultivo Eagle modificado por Dulbecco suplementado con 25 mM de glucosa
(DMEM-HG), 5% de suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 100 U/L de
penicilina y 100 pg/L de estreptomicina y 1 mM de Piruvato de sodio. Las
células se mantuvieron en cajas de cultivo de 60 mm de didmetro a 37°C en una
atmosfera de 5% COz y 80% de humedad relativa. El subcultivo celular se
realizé una vez por semana para ambas lineas celulares empleando tripsina-

EDTA para la dispersién celular.

La transfeccion transitoria se realizo empleando polietilamina (PEI), un
polimero catiénico que contiene un nitrégeno por subunidad de monémero que
favorece la formacion de complejos con el ADN al interactuar con los grupos
fosfatos. Los complejos formados son endocitados por las células, liberando el
ADN en el citoplasma (Reed et al, 2006). Las clonas de ADN utilizadas fueron

CavB3-GFP, CayB3-mNES, CavB-mNLS1, Cayp3-mNLS2, Cavp3-m2MUT.
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Las células HeLa se sembraron en cubreobjetos estériles pretratados con
poli-L-lisina (0.05%) por 24 h antes de la transfeccion en cajas de cultivo de 35
mm de didmetro a una confluencia del 60-70%. Previo a la transfeccion, se
preparé una mezcla que contenia 300 pl de medio D-MEM sin suplementar, 15
ul de PEI (1 pg/ul) y 2.5 pg del ADNc de interés, y se incubé por 30 min a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacién, el complejo (PEI-
ADN) se agreg6 a las células por goteo en presencia de 1 ml de medio de cultivo
sin suplementar; las células se incubaron durante 30 min a 37°C en una
atmosfera de 5% CO». Posteriormente se agregaron 700 pl de medio D-MEM sin
antibioticos y las células se regresaron a la incubadora por 6 h tiempo al que se
remplazd el medio de cultivo por 2 ml de medio suplementado. El analisis de la
localizacion subcelular de las proteinas codificadas por cada una de las

construcciones se realiz6 48 h después de la transfeccion.

5.2 Mutagénesis sitio-dirigida

Las mutaciones se realizaron empleando el paquete comercial QuikChange
Il XL Site- Directed Mutagenesis (Aligent) de acuerdo con las indicaciones del
proveedor. La generacion de las mutaciones se lleva a cabo en dos pasos, i)
sintesis de las hebras con las mutaciones, y ii) digestién del ADN parental. Los
primers empleados para realizar las mutantes se disefiaron con el programa

QuickChange Primer Design (Tabla 1).
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Tabla 1. Primers empleados para generar las construcciones mutantes en las
posibles sefiales de importe y exporte nuclear identificadas in silico en la
subunidad Cayf33.

Sentido Antisentido
NES 5'-CCAAATCCCTGCAGCAAGTGGTGTTGGATGC-3 5'-GCATCCAACACCACTTGCTGCAGGGATTTGG-3
NLS1 5'-GCTCAAACAGGAACAGTCCGGGAACCCTTCCA-3' 5'-TGGAAGGGTTCCCGGACTGTTCCTGTTTGAGC-3'
NLS2 5'-CCTCCATCTCTAGCCCAGGCGGAACATGTC-3' 5'-GACATGTTCCGCCTGGGCTAGAGATGGAGG-3'

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizada para la
amplificacion de las construcciones antes mencionadas se realizd bajo las
siguientes condiciones: 5 pl de buffer de reaccién (10X), 150 ng de ADN molde,
125 ng de primer sentido, 125 ng de primer antisentido, 1 pL de la mezcla de
dNTP y 3 pL de Quik solution. Asimismo, se usaron 1 uL. de ADN polimerasa (2.5
U/uL) y 27 pL de agua inyectable para obtener un volumen final de 50 pL. La
amplificacion se llevé a cabo empleando un termociclador de PCR (Thermo
Scientific) con un ciclo inicial de desnaturalizacién a 95°C durante 1 min; el
alineamiento de nucleétidos se realiz6 en 18 ciclos con variaciones de
temperatura de la siguiente manera, 95°C durante 50 s, 60°C por 50 s, 68°C por
8 min, y un ciclo a 68°C durante 7 min. Al finalizar, se agregé 1 pl de Dnp I (10

U/ul) y se incub6 a 37°C durante 1 h.
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Por otro lado, el procedimiento de transformaciéon de las bacterias con los
plasmidos amplificados se llevo a cabo empleando el siguiente protocolo. Las
bacterias competentes Top 10 se colocaron en hielo y se agregaron 10 pL de la
reaccion de mutacion y se incubaron por 30 min. Luego se incubaron a 42°C por
2 min; transcurrido este tiempo las células se incubaron primero en hielo por 2
min y posteriormente en 800 uL medio Luria Bertani (LB) por 1 h a 37°C, en
agitacion constante. Finalmente, se tomaron 200 pL de la mezcla y se
sembraron en cajas de agar LB con 100 ug/mL de ampicilina y se incubaron a
37°C durante 16 h. Las colonias obtenidas se sembraron en 300 puL. de medio LB

con ampicilina y se incubaron a 37°C en agitacidn constante durante 16 h.

La extraccion del plasmido se realizé mediante el uso del paquete
comercial HiPure Plasmid Miniprep (Thermo Scientific) de acuerdo con las
indicaciones del fabricante. En primer lugar, las células se empaquetaron por
centrifugacion a maxima velocidad por 1 min. Posteriormente se procedi6 a
agregar 250 pL de buffer de resuspension con RNAsa y se mezcld hasta obtener
una solucién homogénea y luego se agregaron 250 pL de buffer de lisis. La
suspensiéon se mezclé por inversion 5 veces, y se dejé incubando a temperatura
ambiente por 5 min. Transcurrido el tiempo de incubacién, se agregaron 350 pL
de buffer de precipitacion y se mezcl6 nuevamente por inversién hasta que se
obtuvo una solucién homogénea. A continuacion, se procedié a centrifugar a

12000 g durante 10 min, y el sobrenadante obtenido se transfiri6 a una

36



columna con su respectivo tubo de recoleccion, procediéndose a centrifugar
nuevamente a 12000 g por 1 min. La solucién del tubo se desechd y se
agregaron 700 uL de buffer de lavado con etanol a la columna, la cual se lleva a
un tubo de recuperacion de 1.5 mL, se agregan 75 pL de buffer TE y se incuba a
temperatura ambiente por 1 min. Finalizado el tiempo de incubacién la
columna y el tubo de recoleccién se someten a centrifugaciéon a 12000 g por 2
min, para recuperar el plasmido de ADN purificado. Una vez purificado el ADN
se procedié a realizar su secuenciacién automatica en el laboratorio de Acidos

Nucleicos del Departamento de Genética y Biologia Molecular del Cinvestav.
5.3 Inmunofluorescencia

Para estudiar la distribucién subcelular de Cavf3 y sus construcciones
mutantes, las células HeLa se transfectaron como se detall6 en la seccion 5.2.
Brevemente, 48 h después de la transfeccidn, las células se lavaron con PBS, se
fijaron con paraformaldehido al 4% durante 15 min, se lavaron nuevamente y
se permeabilizaron con PBS-Triton al 0.2% durante 5 min. Para visualizar los
nucleos, las células se incubaron con TO-PRO3 (1 pM) por 1 h en camara
himeda. Finalmente, las muestras se lavaron con PBS y se procedi6 a su
montaje empleando VECTASHIELD y se observaron mediante microscopia

confocal.
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La linea celular N1E-115 se emple6 para documentar la expresion
endogena de Cavf3 y corroborar si el transporte nuclear se inhibe de manera
efectiva con el tratamiento de ivermectina. En este caso, las células se
sembraron en cubreobjetos tratados con poli-L-lisina y 24 h después se
sometieron a tratamiento con 25 mM de ivermectina durante 6 h a 37°C en una
atmosfera de 5% CO2. Finalizada la incubacion, las células se lavaron con PBS, y
posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 15 min a
temperatura ambiente. A continuacion, las células N1E-115 se lavaron con PBS
tres veces y se permeabilizaron con PBS-Tritén al 0.2% por 5 min a
temperatura ambiente. Para bloquear la unién especifica de los anticuerpos, las
células se incubaron 30 min a temperatura ambiente con la solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) suplementada con 2% de suero fetal bovino
(SFB), 1% de albuimina sérica bovina (BSA), 0.1% de gelatina de piel de pescado
y Triton X-100 al 0.1%. Luego de la incubacion se realizaron 2 lavados con PBS
y las células se incubaron con un anticuerpo primario contra Cavf33 (1:50; Santa
Cruz) durante 16 h en camara humeda a 4°C. Finalizado el tiempo de
incubacion se realizaron 3 lavados con PBS, para luego incubar con un
anticuerpo secundario anti-raton (1:100) acoplado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC) durante 1 h a temperatura ambiente en cAmara humeda. A
continuacion, las células se lavaron 2 veces con PBS y se procedi6 a realizar la

tincién de nucleos con Hoechst (10mg/mL; 1:2000), para lo cual se incub6 5
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min a temperatura ambiente. Finalmente, se realizé un nuevo lavado con PBS y
se procedio a realizar montaje con Vectashield. Las muestras se observaron por
medio de microscopia de epifluorescencia (Nikon eclipse 80i) y microscopia

confocal (Leica TCS SP8, Alemania).

5.4 Fraccionamiento celular

Las células HelLa se cosecharon por dispersion mecadnica y se
centrifugaron a 500 g por 5 min. La pastilla celular se resuspendi6 en PBS y se
volvié a centrifugar. El fraccionamiento celular se realizé empleando el paquete
comercial para fraccionamiento subcelular de proteinas en cultivo celular
(Thermo Scientific). Brevemente, la pastilla obtenida se resuspendid con el
buffer de extraccion de citoplasma, se incub6 a 4°C con agitacién constante y se
centrifugd a 500 g por 5 min. El sobrenadante colectado corresponde a la
fraccién citoplasmatica. Posteriormente, la pastilla se resuspendi6 en buffer de
extracciéon de membrana, mezclando por 5 s y se incub6 a 4°C en agitacion y se
volvié a centrifugar a 3000 g por 5 min. El sobrenadante corresponde a la
fraccién de membrana. La pastilla se resuspendié nuevamente con el buffer de
extraccion de nucleo, se incub6 a 4°C por 30 min y se centrifugdé a 5000 g por 5
min. El sobrenadante corresponde a la fraccién de nucleo soluble. La pastilla
obtenida se resuspendi6é nuevamente en buffer, CaClz y nucleasa micrococal, se
mezclé y se incub6 a 37°C; para luego someterse a centrifugacién a 16000 g por

5 min. El sobrenadante corresponde a la fracciéon de extractos nucleares unidos
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a cromatina. Finalmente, a la pastilla se agreg6 el buffer de extraccion, se
mezclo, se incub0 a temperatura ambiente y se centrifug6 a 16000 g por 5 min.

El sobrenadante corresponde al extracto de citoesqueleto.

5.5 Western blot

Los extractos proteicos del lisado total y del fraccionamiento celular se
analizaron por Western blot en condiciones reductoras y desnaturalizantes,
empleando 25 pg de proteinas mezcladas con el amortiguador Laemmli 1X
(1.6% SDS, 0.1 M 2-mercaptoetanol, 5% glicerol, 0.083 M 4X Tris-Cl/SDS pH
6.8, 0.002% azul de bromofenol) y se incubaron a 100°C durante 5 min, para
posteriormente separar las por electroforesis (SDS-PAGE) en un gel de
poliacrilamida al 10% empleando un amortiguador de electroforesis con SDS
(0.025 M Tris-base, 0.192 M glicina, 0.1% SDS). La transferencia de las
proteinas a la membrana de nitrocelulosa (Hybond-N, GE Healthcare) se realiz6
empleando un amortiguador de transferencia (48 mM Tris-base, 39 mM glicina,
20% metanol) a 100 mA en camara semi-seca (TE70X Hoefer) durante 1.5 h. Al
finalizar la transferencia la membrana se tifi6 con rojo de Ponceau y
posteriormente se lavo con buffer TBS-T (10 mM Tris base pH 7.6, 0.15 M Na(l,
0.05% Tween 20). Las membranas se bloquearon con leche sin grasa al 5% en
TBS-T, se incubaron a 4°C toda la noche con los anticuerpos primarios anti-
CavB3 (1:1000; Santa Cruz); GFP (1:1000; Sigma); Calnexina (1:2000;

SantaCruz); gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH, 1:8000; Cell
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Signaling); Histona 4 (1:1000; SantaCruz); y actina (1:200; proporcionado por

el Dr. M. Hernandez, Cinvestav), todos disueltos en TBS-T con leche al 5%.

Al finalizar la incubacién, se realizaron lavados con TBS-T y las
membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios acoplados a
peroxidasa de rabano (HRP) anti-raton (1:5000) o anti-conejo (1:5000)
también diluidos en TBS-T. Finalizado el tiempo de incubacién, las membranas
se lavaron nuevamente con TBS-T y se procedi6 al revelado de las proteinas de
interés empleando el reactivo Inmobilon Western (Millipore) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las sefiales de quimioluminiscencia se detectaron

con el equipo Odyssey (LI-COR).

5.6 Inhibicion del importe nuclear

La ivermectina es un antibidtico usado en la clinica que ademdas de sus
propiedades antiparasitarias, ha mostrado ser un inhibidor especifico del
transporte nuclear dependiente de o/f importinas. El transporte nuclear
mediado por otros mecanismos, o por solo  importinas aparentemente no se
ve afectado por el tratamiento con ivermectina. Se ha propuesto que el
mecanismo de accién de la ivermectina incluye un impedimento de la
interaccién de las proteinas cargo con el dimero de a/f de las importinas,

probablemente al unirse al surco de unién de la NLS (Wagstaff et al., 2012).
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En nuestros experimentos, para evaluar si el transporte nuclear se
encontraba mediado por importinas, las células se sembraron en cubreobjetos
pretratados con poli-L-lisina y 24 h después se transfectaron con Cay33 como
se indico en la seccion 5.1. Veinticuatro h después de la transfeccion, las células
se sometieron a tratamiento con 25 mM de ivermectina y se incubaron por 6 h
a 37°C en una atmosfera de 5% CO2. Luego se procedid a realizar montaje con

Vectashield y posterior analisis por microscopia confocal.

42



6. RESULTADOS

6.1 Localizacion nuclear de Cav33

Estudios previos del laboratorio mostraron la localizaciéon de Cavf33 en el
nucleo celular por microscopia confocal, para corroborar dicha localizacion, se
realizé6 un fraccionamiento celular con los extractos proteicos solubles de
células HeLa previamente transfectadas con el plasmido que codifica para la
proteina CavB3-GFP para obtener las siguientes fracciones: citoplasma (C),
membrana plasmatica (M), nucleo soluble (SN), nucleo unidos a cromatina
(CBN) y citoesqueleto (Cs). Como control del fraccionamiento celular, se
identific6 por Western blot proteinas residentes de cada fracciéon (Fig. 7); el
analisis mostro que los extractos de citoplasma contenian GAPDH, aunque tuvo
una banda mas tenue en la fraccion membranal. Calnexina fue identificada solo
en los extractos de membrana, mientras que SP1 solo fue detectado en la
fraccion de los extractos solubles de nucleo; la histona fue detectada en los
extractos de nucleo unidos a cromatina, con una deteccién leve en la fraccion
del citoesqueleto. Estos resultados indican que nuestro fraccionamiento celular
permite separar eficiente la fraccién citoplasmatica de la del ndcleo soluble
(SN), nudcleo unidos a cromatina (CBN) y citoesqueleto (Cs). Adn mas
importante que la fraccion del nucleo soluble no estd contaminada con ninguna

de las otras fracciones.
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El uso del fraccionamiento celular mencionado arriba, nos permitio
detectar claramente una banda proteica correspondiente a CavB3-GFP en las
fracciones de membrana, citoplasma, nucleo soluble. Mientras que la misma
banda fue detectada ligeramente en las fracciones (CBN) y (Cs). Este resultado
demuestra que Cavyf33 se encuentra preferentemente en citoplasma y
membrana, ademas, es posible localizarla en las fracciones nucleares, lo que

sugiere un posible mecanismo de importe al nucleo.
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Figura 7. Localizacién de Cav33 en las diferentes fracciones celulares. Se
prepararon fracciones de citoplasma (C), membrana plasmatica (M), ntcleo
soluble (SN), nicleo unidos a cromatina (CBN) y citoesqueleto (Cs) de células
Hela transfectadas con CavB3-GFP y se sometieron a analisis por Western blot
usando los anticuerpos listados a la derecha. La sefial de actina se usé como
control.
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6.2 Inhibicion del transporte nuclear de Cavf33

Debido a que las NLS clasicas median el transporte de las proteinas al ser
reconocidas por las importinas, al inhibir esta via se podria determinar si
efectivamente las NLS de Cavf3 son de tipo clasico y funcional. Para ello se
disefi6 un ensayo de inhibiciéon del transporte nuclear usando ivermectina.
Como control positivo de la inhibicién del importe nuclear, las células HeLa se
transfectaron con la construccion pTetraGFP-NLS-SV-40, que contiene la sefal
de localizacidn nuclear del virus SV-40 unida a cuatro moléculas de GFP, la cual
asegura que el peso del complejo supere los 40 kDal para que pueda ser
transportado mediante el sistema clasico de las importinas. Las células fueron
visualizadas mediante microscopia confocal, donde se observa en la condiciéon
control (25 pL. de DMSO) que el complejo pTetraGFP-NLS-SV-40 se encuentra
localizado primordialmente en el nucleo celular (Fig. 8; panel superior). Sin
embargo, después del tratamiento con ivermectina (25 mM) se observa una
mayor presencia de dicho complejo en la fraccién citoplasmatica (Fig. 8; panel
inferior). Esto demuestra que Ivermectina inhibe la translocacién de la NLS de
SV-40, y que puede ser empleado para identificar si el transporte de Cav33 esta

mediado por la via de transporte nuclear clasica.
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Figura 8. La ivermectina inhibe el transporte nuclear clasico. Imagenes de
microscopia confocal de células HelLa transfectadas con la construccion
pTetraGFP-NLS-SV-40. En el canal verde se observa la sefial de NLS SV-40 GFP,
mientras que en el canal azul se observan los ntcleos tefiidos con Hoechst. En el
panel superior se muestran las células control incubadas con el vehiculo
(DMSO) por 6 h. En el panel inferior se observan las células incubadas con 25
mM de ivermectina también por 6 h. Barra de escala: 10 um.

25 mM
Ivermectin

Posteriormente se realiz6 el ensayo de inhibicion del importe nuclear en
células transfectadas con la construccion que codifica para CavB3. En
condiciones control (25 puL DMSO) se observa una localizacion de Cavf33
primordialmente nuclear (Fig. 9). Sin embargo, al incubar las células con el
inhibidor del transporte clasico por 6 h (ivermectina 25mM) se observa una
distribucion de Cavf33 principalmente en citoplasma, aunque existe una fraccion

de la proteina que aun se encuentra en nucleo. Este resultado sugiere que la
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subunidad Cavf3 puede estar empleando el sistema clasico de las importinas

para ingresar al nucleo celular.

Ca,p3-GFP Nicleo Sobreposicion

DMSO

25 mM
Ivermectin

Figura 9. Ivermectina inhibe el importe nuclear de Ca,B3-GFP. Imagenes de
microscopia confocal de células HeLa transfectadas con la subunidad Ca,3. En
el canal verde se observa la expresion de Ca,3-GFP, mientras que en el canal

azul se observan los nucleos tefiidos con Hoechst. En el panel superior se
muestran las células control incubadas con el vehiculo (DMSO) por 6 h. En el
panel inferior se observan las células incubadas con 25 mM de ivermectina por
6 h. La escala corresponde a 10 pm.

6.3 Inhibicion del transporte nuclear de Cayf33 enddgena

Para corroborar que la inhibiciéon del importe nuclear de CavB3 ocurre en
las células que expresan la proteina nativa, se realizaron ensayos de
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inmunolocalizacion de Cavf3 en células N1E-115, una linea celular de origen
neuronal que expresa canales Cay de manera enddgena. En estos ensayos, las
células se incubaron con DMSO como vehiculo para la situacién control. Como
se puede apreciar en el panel superior de la Fig. 10, una importante fraccion de
la proteina Cav33 se encuentra en el citoplasma, debido a que la linea celular
N1E-115 expresa la subunidad principal a1 de los Cay por la que la subunidad
auxiliar CavB3 presenta gran afinidad. Sin embargo, una fraccién de Cavf33
también se observa en el nucleo celular, lo que sugiere que atn en presencia de

Cavai una fraccion de Cayf33 esta disponible para traslocarse al ndcleo celular.

En el panel inferior de la Fig. 10, se muestran las imagenes de las células
tratadas con 25 mM de ivermectina por 6 h, en las cuales se observa que Cavf33
se encuentra primordialmente en la fraccidon citoplasmatica, debido a la
inhibiciéon de su importe al nucleo, dado que la proteina practicamente no se
encuentra en la fraccion nuclear. Teniendo en cuenta que la ivermectina
bloquea el importe nuclear de proteinas dependiente de o/f importinas
conocida como la via clasica, este resultado sugiere fuertemente que la
subunidad Cavf33 posee NLS clasicas que permiten su interaccién con las

importinas, permitiendo su localizacion en el nucleo celular.
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Figura 10. Ivermectina inhibe el importe nuclear de Ca, 3 enddgena.
Imagenes de microscopia confocal de células N1E-115. En el canal verde se
observa la expresion de Ca,3 enddgena, mientras que en el canal azul se

observan los nucleos tefiidos con Hoechst. En el panel superior se muestran
las células control incubadas con el vehiculo (DMSO) por 6 h. En el panel
inferior se observan las células incubadas con 25 mM de ivermectina por 6
h. La escala corresponde a 10 pum.
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6.4 Mutagénesis sitio dirigida

Debido a que la via de importe clasico de las proteinas se encuentra
mediada por sefiales de localizacion nuclear, se decidi6 mutar las sefiales de
importe y exporte nuclear en la secuencia de Cavf33 previamente identificadas
en el laboratorio mediante analisis bioinformatico (Castillo, 2016), las
mutaciones fueron realizadas como se explico en la seccion 5.2. Ya que las
seflales de exporte nuclear tienen como caracteristica principal poseer
repetidos ricos en leucinas, en la secuencia de la NES identificada se localizaron
estos aminoacidos y se decidid sustituir el residuo localizado en la posiciéon 266
por glutamina. En el panel superior de la Fig. 11 se observa el alineamiento de
nucledtidos donde se demuestra el cambio de una timina por una adenina en la
secuencia de ADN, cuyo codoén al ser traducido tendra como producto una
glutamina. Las sefiales de localizacién nuclear por su parte se encuentran
conformadas por aminoacidos basicos. En este caso al ser una sefal bipartita,
se decidié no realizar una sustituciéon puntual sino eliminar cada uno de los

segmentos que conforman la NLS. (Fig. 11; paneles medio e inferior).
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(779) 779 790 800 810 820 830
B3 Rata (779) TGGCCAAATCCCTGCAGCTARTGGTIGTTGCATGCTIGACACCATCARACCACCCAGC?
NES 3 (265) TGGCCARATCCCTGCAGCARETGGTIGTTGEATGCTGACACCATCARCCACCCAGC?
(387) 387 400 410 4
B3 Rata (387) CAAACAGGAACAGAAGGCCAGGAGATCCGGGAAC
NLS1 (189) CAAACAGGAACAG-————===m==—m=m TCCGGGRAC
(454) 454 460 470 480 490
B3 Rata (454) TCCCCTCCTCCATCTCAGCCAAGCAGAAGCAAAAGCAGGCGRE
NLS2 (244) TCCCCTCCTCCATCTCAGCC———————————————CAGGCGGE
(396) 396 410 460 470 480 491
B3 Rata (396) ACAGAAGGCCAGGAGAT

2-MUT (198) acas---—-——————- TC(

Figura 11. Mutaciones en las sefiales de exporte e importe nuclear de Ca,83. En

el panel superior se muestra el alineamiento de las secuencias de la subunidad
CavB3 silvestre y su mutante en NES (CavB3-mNES). El cambio de base de
interés se resalta en el recuadro negro. Los dos alineamientos en el panel medio
corresponden a las secuencias de Cayf3 silvestre y sus mutantes en la NLS
bipartita. En este caso, las secuencias en la NLS se mutaron por separado y en
ellas se eliminaron las 12 y 15 bases que las constituyen (Cayf3-mNLS1 y
CavB3-mNLS2). El panel inferior muestra el alineamiento de la secuencia de
Cavf3 silvestre y la construccién mutante de la NLS en que se eliminaron en
conjunto ambos segmentos que forman la NLS bipartita (Cay33-m2mut).

Luego de obtener las construcciones, células HeLa fueron transfectadas
para comprobar su correcta expresion. Las células fueron lisadas 48 h post-
transfeccion y los extractos solubles fueron analizados mediante Western blot.
En la Fig. 12 se observa como control positivo en el primer carril Cavf33-GFP
nativa, en el segundo carril se observa Cayf33 mutada en la NES (3mNES-GFP),

y en los siguientes carriles Cav3 con sus mutaciones en NLS (Cav3mNLS1-
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GFP, CavBf3mNLS2-GFP y en la que se eliminaron en conjunto ambos segmentos
que forma la NLS bipartita (CavB3m2mut-GFP)), como control de carga se
muestra actina. En los cinco carriles, se observa la sefial para Cavf33-GFP en el
peso esperado (~90 kDa), sin embargo, solo la mutante Cav3mNLS1-GFP
expreso niveles similares a la proteina nativa control. Este resultado demuestra
que las construcciones fueron realizadas de forma correcta eliminando los

fragmentos deseados, y que se expresan correctamente, aunque

diferencialmente.
3 ¢ & K
&
o @ @ @ P @
a
91— .. -—— - GFP

42— emew ewmp e G» @ | actina

Figura 12. Expresion de Ca,B3 en células HeLa. Lisados de células HeLa

transfectadas con Cavp3-GFP, CavB3NES-GFP, CayB3NLS1-GFP, CayB3NLS2-GFP
y CavB3m2mut-GFP se sometieron a andlisis por Western blot usando los
anticuerpos listados a la derecha. La sefial de actina se us6 como control.
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6.5 Localizacion celular de CavfB3 silvestre y sus mutantes de transporte

nuclear

Posterior a la obtencion de las mutantes de transporte nuclear (NES y
NLS; Fig. 11), éstas se transfectaron en las células HeLa con la finalidad de
estudiar la localizacion subcelular de CavB3. En la Fig. 13, se observa la
localizacion de las subunidades Cavf33 silvestre y mutantes (canal verde), los
nucleos celulares tefiidos con TO-PRO3 (canal rojo) y la sobreposicion de las
imagenes se muestra en amarillo.

Los resultados de este analisis muestran que cuando se expresa la
subunidad silvestre, la proteina se observa tanto en el citoplasma como en el
nucleo celular, lo que corrobora los estudios realizados previamente en el
laboratorio (Castillo, 2016). En el caso de la mutante CayB3-mNES, se esperaba
que al encontrarse modificada su sefial de exporte la proteina se encontrase
concentrada en el nucleo. Sin embargo, la imagen muestra que su distribucién
es muy similar al control, es decir que la mutante de la proteina se distribuye
tanto en el nicleo como en el citoplasma. Por su parte, para el caso de las
construcciones mutantes Cavf3-mNLS1 y CavB3-mNLS2, se esperaba una
distribucion subcelular preferente citoplasmatica, sin embargo, los resultados

muestran que la proteina se encontr6é de manera abundante en el nticleo.
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Estos resultados muestran que las mutaciones en la NES y NLS no afectan
su trafico nucleo-citoplasma-ntcleo, lo que sugiere que estas sefiales no son

funcionales.

TO-PRO3 Sobreposicién

Ca,f3

Ca,B3-mNES

Ca,f3-mNLS1

Ca,p3-mNLS2

Cayf3-m2mut

Figura 13. Localizacién subcelular de Cayf33-GFP nativa y sus mutantes.
Imagenes de microscopia confocal de células HeLa transfectadas con Ca B3

silvestre, Ca,$3-mNES, Ca,3-mNLS1, Ca,f3-mNLSs2 y Ca,83-mZ2mut. En verde
se observa la sefial que corresponde a Ca B3 silvestre y sus construcciones

mutantes segun se indica, mientras que en rojo se observan los nucleos tefiidos
con TO-PRO3. La escala corresponde a 10 pm.
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7 DISCUSION

7.1 Comparacion con estudios previos

Estudios previos han mostrado que algunas isoformas de Cavf3 pueden
presentar ademdas de su distribuciéon citoplasmatica tipica, una distribucién
nuclear que sugiere su participacién en la regulacion de la expresion de
determinados genes (Zhang et al., 2010; 2015; Tadmouri et al., 2012). Cavf3 esta
primordialmente asociada a los canales Cav en la membrana plasmatica
(Lacinova, 2005; Catterall, 2011; Felix et al.,, 2013), sin embargo, bajo ciertas
condiciones que aun no se conocen con precision puede ser enviada al nudcleo

celular (Tadmouri et al., 2012; Rima et al.,, 2016).

Los datos aqui mostrados corroboran observaciones previas del
laboratorio en relacion con la localizacién subcelular de la subunidad Cavf33,
mostrando que en células N1E-115 que la expresan de forma endégena, una
subpoblacion de la proteina se localiza en la fraccién nuclear. Esto mismo se
observa cuando Cavf3 se sobre-expresa heter6logamente en células HeLa
(Castillo, 2016). Por otro lado, el tratamiento de las células con ivermectina
muestra el importe nuclear de Cayf33 esta mediado por una via clasica, puesto
que la proteina tanto sobre-expresada en células HeLa como endégenamente
expresada en células N1E-115 se localizan primordialmente en la fraccién
citoplasmatica con reducida localizacién nuclear. De manera interesante, a
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pesar del tratamiento con el inhibidor del transporte nuclear clasico, una
fraccion de la proteina silvestre se logra observar en la fracciéon nuclear. La
razén para esta discrepancia ain no se conoce, pero una posible explicaciéon
esta en el hecho de que probablemente corresponde a una fraccion de Cavf33 ya
se encontraba en el nucleo antes de someter a las células al tratamiento con

ivermectina.

Por otro lado, trabajos previos de nuestro laboratorio empleando métodos
bioinformaticos han identificado a presencia de posibles sefiales de importe y
exporte nuclear tanto en el dominio HOOK como en el dominio GK (Castillo,
2016). A partir de estos datos, en el presente trabajo se procedié a realizar su
eliminacién mediante una estrategia de mutagénesis sitio-dirigida. Asi, en la
NES localizada en el dominio HOOK se realiz6 el cambio de un residuo de
leucina por uno de glutamina, teniendo en cuenta que las NES se caracterizan

por ser regiones ricas en leucinas.

Para el caso de la sefial de exporte nuclear, se observd inesperadamente
una distribucién muy similar a la encontrada para la Cavp3 silvestre, es decir
una fracciéon de la proteina en ntcleo y otra en el citoplasma. Dado que el
remplazo de esta leucina aparentemente no elimina la funcionalidad de la NES,
una perspectiva a corto plazo consiste en remplazar otras leucinas que se

encuentran alrededor de la leucina modificada, o eliminar un fragmento de
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aminoacidos mas grande, incluyendo la leucina indicada por el analisis

bioinformatico.

Por su parte, tal y como se sefial6 previamente, la NLS presente en el
dominio GK aparentemente tiene un caracter bipartita, lo que obligd a hacer
eliminaciones mas extensas en su secuencia. Primero se disefiaron dos
mutaciones en las cuales se eliminaron cada una de las secuencias consenso de
la NLS bipartita y posteriormente se gener6 una construcciéon que comprendia
la eliminacion de ambas partes de secuencia simultaneamente. Al estudiar las
construcciones con las mutaciones en las sefiales de localizacién nuclear de la
proteina Cavf33 en células HeLa, se observd que al eliminar las secuencias que
conforman la NLS bipartita de manera individual, ain se observaba Cayf33 en el
nucleo, sugiriendo que parte remanente de la NLS podia cumplir enteramente
su funcioén de direccionar la proteina hacia el nucleo. Por esta razén se decidid
eliminar las dos secuencias NLS simultaneamente; sin embargo, ain con esta
eliminacion CavB3 se seguia observando en el ntucleo. La explicacion de este
resultado inesperado aln no se conoce, pero los datos sugieren que la proteina
podria contar con NLS adicionales atn no identificadas que pudieran estar
favoreciendo su localizacién en el nucleo. Alternativamente y con base en los
datos obtenidos en los experimentos de inhibiciéon del transporte se puede
proponer que, si bien el transporte de Cavf33 se esta llevando a cabo por la via

clasica, podria requerir de otras proteinas adaptadoras, que si contengan NLS
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que pudieran estar interactuando a través de sus dominios funcionales con el
complejo de o/ importinas, como se ha reportado previamente para Cav4 y la

proteina B568 (Tadmouri et al.,, 2012).

7.2 Posibles mecanismos alternativos de importe nuclear

Los hallazgos inesperados con las construcciones mutantes podrian estar
relacionados con el hecho de que la proteina Cavf3 tenga ademas del
mecanismo de importe nuclear clasico, algin mecanismo no clasico, cuya
naturaleza ain no se conoce y que de estar presente debera ser motivo de
estudios futuros. En ese sentido, conviene recordar que algunas proteinas
cuentan con mas de una via de ingreso al nucleo, como es el caso de la (-
catenina. Esta proteina que es el centro de la via de sefalizacién de Wnt, viaja al
nucleo al activarse la via. A la fecha se conocen dos posibles mecanismos
independientes para su transporte al nucleo, uno de ellos es conocido como
piggy-back, en el que [-catenina interactda con el factor de transcripcién LEF-1
que contiene una NLS, permitiendo asi al complejo (-catenina/LEF-1 ingresar

al nucleo (Wagstaff & Jans, 2009).

Una hipétesis que resulta atractiva entonces es que este mecanismo
pudiera representar una via alterna en la que Cavf33 podria estar ingresando al
nucleo a través del mecanismo de piggy-back. La Fig. 14 muestra una red de

posibles interacciones de Cavf3 reportadas experimentalmente, en la que se

58



observa de manera interesante que Cavf3 puede interactuar con ZFY y EYA1,
ambos factores de transcripcion, que al ser analizados por el programa

NLStradamus se muestra que cuentan con NLS.
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Figura 14. Esquema de posibles interacciones proteicas de Ca,f3. Las

etiquetas azules muestran el nombre genes especificos que codifican para
distintas proteinas, mientras que la linea amarilla corresponde a las
interacciones probadas por evidencia experimental (BioGRID, 2018).

Por otro lado, Tadmouri y sus colaboradores (2012) realizaron ensayos
de doble hibrido, en los cuales reportan que Cayf33 interactiia con B566, la
subunidad regulatoria de la fosfatasa PP2A. Esta proteina en conjunto con un
complejo proteico que incluye a CavP4 participa en la desfosforilacion de
histonas que inhibe la expresion del gen de la enzima tirosina hidroxilasa. De

manera interesante, se ha reportado que B568 posee una NLS. Estos
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antecedentes apoyan la idea de que el transporte de CavB3 al nucleo pudiera
estar mediado por proteinas accesorias que contienen NLS dependientes de a-f3

importinas.

7.3 Perspectivas

Las funciones de las diversas isoformas de Ca,B independientes a su

participacion en la regulacion de los canales Cayv hasta el momento permanecen
muy poco exploradas. Asimismo, la funcion que este tipo de proteinas cumplen

en el nucleo, para el caso particular de Cayf3, es desconocida. Tomando en
consideracion el posible mecanismo alternativo de importe nuclear de Ca,f3 en

que se asocia con otra(s) proteina(s) que tiene(n) NLS, las perspectivas a corto
plazo para este trabajo incluyen, emplear ensayos de inmunoprecipitaciéon y
espectrometria de masas, identificar las posibles interacciones de diferentes
proteinas con las que Ca,3 pudiera estar formando complejos y que puedan
estar favoreciendo su localizacion en el nucleo celular, incluyendo su
interaccion con o/ importinas, para tratar de verificar si su importe al nucleo

se encuentra mediado por una via de importe clasico y/o por el mecanismo de

piggy-back.

Las perspectivas a mediano plazo incluyen realizar experimentos con

proteinas reporteras fusionadas a CayB3 para dilucidar si existen

subpoblaciones de Ca,f3. Es decir, si las proteinas localizadas en citoplasma y
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nucleo constituyen fracciones distintas de Ca,B3 o, por el contrario, es una

misma subpoblacién de la proteina que se encuentra a citoplasma y por algin
estimulo o proceso celular es enviada al nucleo. Finalmente, las perspectivas a

largo plazo incluyen identificar la funcion que CayB3 pudiera estar

desarrollando en el nucleo, el cual podria o no estar ligado con la regulacion de

la expresion de genes.
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