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Resumen

Los canales de calcio Cav1.2 son cruciales en la contraccion del corazén y la
regulacion del calcio. La hormona tiroidea, triyodotironina (T3), interviene en la funcion
cardiaca, pero los mecanismos especificos por los cuales T3 regula los canales Cav1.2
todavia no se comprenden completamente. En esta investigacion estudiamos el papel
de la subunidad B4 en la regulacion de la subunidad a1c de los canales Cav1.2 en
células cardiacas, asi como la influencia de la hormona T3 en esta interaccion.

Se utilizaron células H9c2 y cardiomiocitos de rata. Los métodos empleadosincluyeron
western blot, gRT-PCR e inmunofluorescencia para evaluar los cambios en la
expresion de alc y 4. También se llevaron a cabo experimentos de sobreexpresion
de B4 para investigar su efecto sobre la expresion del gen CACNA1C, que codifica a
alc. Se encontré que el tratamiento con T3 durante 48 horas aumenta la expresion de
alc tanto a nivel de ARNm como de proteina, lo que sugiere un papel regulador
positivo de la hormona T3 sobre los canales Cav1.2. Ademas, T3 provocd una
reduccioén significativa en los niveles de la proteina B4 sin afectar su ARNm, lo que
indica una posible regulacién postranscripcional. También se observé una disminucion
en la translocacion nuclear de 4 tras el tratamiento con T3. La sobreexpresion de 34
disminuyo la expresion de a1c a nivelde ARNmYy de proteina, sugiriendo que 34 actua
como represor de la expresion de alc. T3 también aumentd la translocacién del factor
de transcripcion pCREB al nucleo, lo que podria explicar parcialmente la regulacién
positiva de a1c, al interactuar con 4 a través del receptor a la hormona tiroidea a.
Dado el papel fundamental de los canales Cav1.2 en la funcién cardiaca, esta
regulaciénes clave para entender los efectos cardiotropicos de la T3 y sugiere posibles
objetivos terapéuticos para mejorar el manejo de enfermedades cardiacas, donde la
modulacion de la actividad de estos canales puede ser crucial en el desarrollo de

tratamientos cardioprotectores.



Abstract

Cav1.2 calcium channels are crucial in heart contraction and calcium regulation. The
thyroid hormone, triiodothyronine (T3), is involved in cardiac function, but the specific
mechanisms by which T3 regulates Cav1.2 channels are not yet fully understood. In
this research we study the role of the 4 subunit in the regulation of the a1c subunit of
the Cav1.2 channels in cardiac cells, as well as the influence of the T3 hormone on this
interaction.

H9c2 cells and Wistar rat cardiomyocytes, both derived from the ventricle, were used.
The methods employed included western blotting, qRT-PCR, and immunofluorescence
to assess changesin a1c and 4 expression. 34 overexpression experiments were also
carried out to investigate its effect on the expression of the CACNA1C gene, which
encodes alc. T3 treatment for 48 hours was found to increase a1c expression at both
the mRNA and protein levels, suggesting a positive regulatory role of the T3 hormone
on Cav1.2 channels. In addition, T3 caused a significant reduction in 4 protein levels
without affecting its mRNA, indicating possible post-transcriptional regulation. A
decrease in nuclear translocation of 34 was also observed after treatment with T3. The
overexpression of B4 decreased the expression of a1c at the mRNA and protein level,
suggesting that B4 acts as a repressor of a1c expression. T3 also increased the
translocation of the transcription factor pCREB to the nucleus, which could partially
explain the upregulation of alc, by interacting with B4 via the receptor to thyroid
hormone a.

Given the fundamental role of Cav1.2 channels in cardiac function, this regulation is
key to understanding the cardiotropic effects of T3 and suggests possible therapeutic
targets to improve the management of heart disease, where modulation of the activity

of these channels may be crucial in the development of cardioprotective treatments.



1. Introduccion
1.1. Canales iodnicos

Los canales idnicos son proteinas integrales y especializadas que se expresan en la
mayoria de las células y forman un poro para que los iones (aniones y cationes) y otras
moléculas especificas fluyan a través de la membrana plasmatica o de la membrana
de los organelos intracelulares [1,2]. En su mayoria los canales son multimeros
formados por varias subunidades proteicas las cuales pueden ser idénticas o
diferentes, asimismo, pueden estar asociadas a subunidades reguladoras que
modifican las propiedades eléctricas y lasensibilidad de los canales a diversos factores
[1-3]. El término de canal i6nico fue acunado por Andrew Huxley y Alan Hodgkin
posterior a los estudios que realizaron acerca de la generacion y propagacion de los

impulsos nerviosos en el axén gigante de calamar [2].

Existen distintos tipos de canales i6nicos que se clasifican de acuerdo con el estimulo
que activa su apertura [2,3]. Una de las clasificaciones mas sencillas divide a estos

complejos moleculares en tres grandes grupos:

» Los canales activados por la unién de un ligando, el sensor en este tipo de canales
es una region del canal que se encuentra en el exterior o interior de la membrana y
tienen alta sensibilidad y afinidad por una molécula especifica la cual abre o cierra

el poro del canal.

» Canales estimulados por cambios en la presion o la tension, denominados
mecanosensibles que se abren ante una aplicacidén de presidén o tensién en la
membrana celular, asi como por, fosforilaciones o la interaccion con otras moléculas
presentes en la célula. Para explicar la apertura de estos canales se ha propuesto
como agente sensor a los acidos grasos de la membrana que son activados por
fosfolipasas. También, el citoesqueleto que se localiza inmediatamente por debajo

del canal tiene participacion en el adecuado funcionamiento de dichos canales.



= EIl tercer grupo son los canales activados por una variacién en el potencial de
membrana que se denominan dependientes de voltaje, los cuales responden a la
hiperpolarizacion y despolarizacion de la membrana. En este tipo de canales la
region sensora del voltaje son varios aminoacidos con carga positiva que se mueven
en el campo eléctrico de la membrana como consecuencia de las diferencias del
potencial eléctrico en la regién externa e interna de ésta, lo cual, modifica la

estructura terciaria del canal permitiendo el estado abierto o cerrado del poro.

La importancia de los canales idnicos radica en su participacion en multiples procesos
fisiolégicos tal como la excitacidon nerviosa y muscular, en las transducciones
sensoriales y de sefnales, también en la secrecién de hormonas y procesamiento de
informacion en el cerebro, asi como, en el crecimiento celular, en la regulacion de la

presién sanguinea, el balance hidrico y en la homeostasis salina [2,4].

Por otra parte, la importancia biolégica de los canales iénicos también radica en el
hecho de que gran diversidad de agentes farmacolégicos median su actividad
terapéutica a través de la interaccidon con estos complejos proteicos, como por ejemplo
farmacos antihipertensivos, antiarritmicos o ansioliticos, por mencionar algunos [2,4].
Asimismo, los canales idnicos son complejos dinamicos que mantienen una relacion
intima con el metabolismo y la fisiologia celular, por lo tanto, algunaalteracién en estas
proteinas de membrana puede ser la causa de dafio celular, anomalias en un érgano
especifico o en todo el sistema dando origen a una patologia [2,5]. Este tipo de
alteraciones en la actividad de los canales i6nicos y que originan una disfuncién
fisiologica se les denominan canalopatias, las cuales pueden originarse por un proceso

inmunoldgico o genético [2, 5], como se describe a continuacion:

» Las patologias autoinmunitarias pueden dar origen a canalopatias debido a que se
producen anticuerpos contra las proteinas de membrana lo cual aumenta o

disminuye la funcion idonea del canal.



» Las canalopatias pueden originarse por alteraciones genéticas. Dichas variaciones
gendmicas pueden presentarse en la region codificante del gen de un canal i6nico
originando la sintesis de cadenas proteicas que no son procesadas correctamente
y no se embeben en la membrana celular o bien, se incorporan y al formar los
canales éstos no son funcionales. También, las mutaciones pueden darse en la
region promotora del gen que codifica para un canal y con ello causar una
sobreexpresion o disminucion en la expresion de las proteinas del canal, es decir,
habria una variacion en la cantidad de canales presentes. Asimismo, la alteracién
se puede producir en los genes que codifican proteinas que regulan a los canales

causando una inadecuada actividad de los complejos proteicos.

Con base en lo anterior, el presente trabajo de investigacion tiene como principal
orientacion el estudio de los canales de calcio tipo L cardiacos que son parte de la
superfamilia de canales voltaje dependientes [6], los cuales se describen en la

siguiente seccion.

1.2. Canales de calcio voltaje dependiente (VGCC)
1.2.1. Estructura de los canales VGCC

Los canales idnicos activados por voltaje desempenan un papel fundamental, tanto en
la generacion como en la transmisién de la informacién en forma de potenciales de

accion, dentro del sistema nervioso y del sistema cardiovascular [6, 7].

Los canales de Ca?* dependientes del voltaje tipo L (VGCC, por sus siglas en inglés)
son la principal via de entrada de Ca?* en los cardiomiocitos contribuyendo a la
homeostasis del calcio, critica para una adecuada funcion contractil y fisioldgica del
corazén y son, ademas, blancos terapéuticos de importancia clinica en patologias

cardiacas [8, 9].



Los canales de Ca?* dependientes del voltaje tipo L, son complejos proteicos
compuestos por cinco subunidades: la subunidad a1 (170 kDa), subunidad principal o
formadora del poro del canal; asi como, las subunidades auxiliares  (50-78 kDa), y
(32 kDa), y el dimero a28 (150/17-25 kDa, respectivamente), unido por un puente
disulfuro (Figura 1) [9]. Los canales de calcio activados por voltaje requieren una
subunidad auxiliar la B, para su correcto transporte y localizacién en la membrana
plasmatica [10], asi como, para una adecuada modulaciéon de sus propiedades

fisiolégicas [11].

Figura 1. Esquema del canal de calcio voltaje dependiente tipo L, donde se muestran los cuatro
dominios que forman la subunidad a1, las subunidades yy B, asi como, el dimero a2-5 [9].

1.2.2. Clasificacion de los canales VGCC

Los canes de calcio tipo L son un grupo de canales i6nicos de gran relevancia en la
fisiologia celular y la fisiopatologia. Se caracterizan por su capacidad para permitir el
flujo de iones calcio (Ca?*) a través de las membranas celulares y son fundamentales
en varios procesos bioldgicos, incluyendo la contraccién muscular, la liberacion de
neurotransmisores y la excitabilidad cardiaca. Como se mencion6 anteriormente, los

canales de calcio tipo L son parte de la superfamilia de canales VGCC que se dividen



en varios tipos segun su sensibilidad al voltaje y su conductancia. Dentro de esta
clasificacion, los canales tipo L se caracterizan por su capacidad de abrirse a
potenciales de membrana positivos, es decir, en condiciones de despolarizacion del
potencial de acciéon cardiaco [12,13] y su persistencia en la activacion durante
prolongados periodos de tiempo, dicha caracteristica es esencial para funciones que
requieren una liberacion continua de calcio, como la secrecion de hormonas y la

contracciéon del musculo cardiaco como se muestra en la Figura 2 [14].
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Figura 2. Fases del potencial de accién cardiaco. Fase 4 o potencial de reposo: se establece un
equilibrio i6nico, manteniendo un potencial de reposo estable hasta que se inicia un nuevo potencial de
accion. Fase 0 o despolarizacion: ocurre cuando los canales de Na* se abren permitiendo una entrada
rapida del sodio, lo que despolariza la membrana y genera un aumento abrupto del potencial de
membrana. Fase 1 o repolarizacion inicial: los canales de Na* se cierran y los de K* se abren
brevemente, lo que causa una pequefa salida de K*y una ligera repolarizacion. Fase 2 o meseta: los
canales de Ca?* tipo L se abren permitiendo la entrada de calcio mientras la salida de K+ continta. Esto
equilibra la carga y crea una fase prolongada (meseta), crucial para la contraccién sostenida del
corazon. Fase 3 o repolarizacidon rapida: los canales de calcio se cierran y la salida de potasio se
acelera, lo que causa la repolarizacion completa de la célula, restableciendo el potencial de membrana
negativo [12].

Este ciclo asegura la correcta contraccion y relajacion del musculo cardiaco, sincronizando los latidos
[14].



Los canales de calcio voltaje dependiente se dividen en varios subtipos, los cuales se
identifican mediante la denominacién de la subunidad o [14, 15]. Hasta la fecha se
conocen 10 genes que codifican la subunidad o formadora del poro de los VGCC y se
dividen en 2 subfamilias: tres genes codifican los canales activados por bajo voltaje,
canales de calciotipo T (Cav3.1 a 3.3), mientras que siete genes codifican los canales
activados por alto voltaje que consisten en los canales de calcio tipo P/Q (Cav2.1), los
tipos N (Cav2.2), los tipo R (Cav2.3) y los tipo L (Cav1.1 a Cav1.4, codificados por los
genes CACNA1S, CACNA1C, CACNA1D y CACNA1F, respectivamente) [16], como
se muestran en la Figura 3. Siendo los canales Cav1 los que se estudian en este

proyecto de investigacioén, principalmente los Cav1.2:

. Cav1.1 o a1s: localizados predominantemente en musculo esquelético, estos
canales son cruciales para la contraccion muscular a través del acople excitacion-

contraccion.

. Cav1.2 o a1c: se encuentran en el corazon y en otros tejidos excitables, son

esenciales para la excitabilidad cardiaca y la contraccién miocardica.

. Cav1.3 a1d: estos canales son expresados en el oido interno y en las células de
las glandulas endocrinas, desempefando un papel vital en la liberacion de

hormonas.

= Cav1.4 a1f: predominantemente en la retina, estan involucrados en la

transmision de senales visuales.

1.3. Subunidades de los canales VGCC

Los canales de calcio dependientes de voltaje son actores principales en muchos

procesos fisiologicos en células excitables, como se menciond anteriormente hay tres



subdivisiones principales de los canales de calcio definidas por la subunidad o

formadora del poro, los canales Cav1, Cav2y Cav3 (Figura 3) [18].
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Figura 3. Canales de calcio voltaje dependientes. A. Topologia de la subunidad o formadora del poro,
que consiste en 4 repeticiones o dominios (I a V), formados por seis segmentos transmembranales (S1
a S6); el dominio 1 se une al 2 a través del linker I-Il, los dominios 2 y 3 unidos por el linker II-Illy los
dominios 3y 4 los une el linker I11-1V. B. Complejo de los canales de calcio voltaje dependiente formado
por las subunidades a,y,B,02 y 8.C. Familias y genes que codifican los canales de calcio voltaje
dependientes [18].

Los VGCC son complejos proteicos formados por cuatro subunidades, la principal o
formadora del poro a1 y las subunidades auxiliares o accesorias 8,y y a2d [14]. El
analisis de las propiedades bioquimicas, de glicosilacion y de hidrofobicidad de estas
subunidades llevé a entender un modelo que esta formado por la subunidad principal
transmembranal a1, asociada con el dimero 25, una subunidad f intracelulary una
subunidad y transmembranal, como se muestra en la Figura 1 [14, 18]. Aunque las
subunidades a1 determinan las principales propiedades biofisicas y farmacoldgicas de
estos canales, su expresion y sus propiedades también estan reguladas por las

subunidades auxiliares, principalmente por el complejo a26 y la subunidad 8 [18-20].
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Las subunidades accesorias desempefian un papel importante en el plegamiento del
canal y posterior a la sintesis de la subunidad a1 apoyan al transporte de ésta a la
superficie celulary a dominios particulares en células polarizadas como las neuronas,
en conjunto estos procesos se conocen como trafico e implican diversos pasos [19,
20]. Asimismo, los canales Cav1l y Cav2 forman un complejo heteromérico
ensamblandose con una de las cuatro subunidades 31-f4 que son codificadas por los
genes CACNB1-4 y una de las cuatro subunidades a251—- o264 codificadas por los
genes CACNA2D1-4, como se observa en la Figura 4. Las subunidades o de los
canales Cav3 llegan a formar canales funcionales solas, pero algunos se asocian con

subunidades accesorias [18].

A [ I I \Y;
Out
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B
B SH3 GK
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C ¢ [ R ¢
a,0-1 u a, VWA 5

Figura 4. Topologia del complejo del canal de calcio: A) Interacciéon de la subunidad principal a1 con las
subunidades auxiliares py a23. By C) Dominios de las subunidades By a2, respectivamente [18].

Originalmente se consideré que la subunidad auxiliar y s6lo se encontraba en
complejos de los VGCC de musculo esquelético. Sin embargo, se ha ido revelando la

existencia de diversas subunidades gamma, codificadas en distintos cromosomas y
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con diferente distribucién en tejidos: y1 (cromosoma 17q24, musculo esquelético), y2
(cromosoma 22, cerebro), y3 (cromosoma 16p13.1-p12, cerebro), y4 (cromosoma
17924, corazén, pulmon, cerebro, prostata y medula espinal), y5 (cromosoma 17924,
cerebro), y6 (cromosoma 19q13.4, corazon, musculo esquelético y cerebro), v7
(cromosoma 19qg13.4, cerebro, corazén, pulmén y testiculos) y v8 (19913.4, cerebro,

testiculos y medula espinal) [18,19].

A pesar de que ha sido posible identificar en varios tejidos a diversas proteinas
asociadas en complejo con los canales de calcio [19]. Sélo se han identificado a las
tres proteinas antes mencionadas B,y y a26 como subunidades accesorias de los
VGCC, ya que éstas estan presentes en canales de calcio purificados
bioquimicamente, asimismo tienen la capacidad de modular de manera directa el
trafico y las propiedades biofisicas de la subunidad a1c, al interaccionar y asociarse

directa y establemente con la subunidad formadora del poro [19].

Asimismo, cada subunidad desempefia un papel en la modulacion de las propiedades,
la estabilidad y los mecanismos reguladores del canal, por lo que es fundamental
comprender la interaccion funcional y estructural que subyacen entre las subunidades
que forman los canales VGCC, tanto en condiciones fisiolégicas como en
fisiopatologicas [14, 21]. Si alguna de estas subunidades presenta cualquier
desregulacion, se pueden originar diversas patologias, como enfermedades
cardiovasculares o neurolégicas. Porejemplo, las arritmias cardiacas, la esquizofrenia
o el autismo estan asociados con anomalias en la funcion de los canales Cav [14, 18,

22].

Los avances en la biologia estructural han proporcionado informacién acerca de las
complejas disposiciones tridimensionales y de las interacciones de las subunidades de
los canales de VGCC, lo que los posiciona como potenciales objetivos terapéuticos en
diversos contextos clinicos [21, 23].
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La subunidad a1 esta formada aproximadamente por 200 aminoacidos, organizados
en los 4 dominios repetidos (I-IV). Cada dominio comprende seis segmentos
transmembranales (S1-S6), conectados por bucles asociados a la membrana, como
se muestra en la Figura 5. Los segmentos intracelulares participan en interacciones
con otras subunidades y proteinas reguladoras. Como ya se hizo mencién, esta
subunidad es fundamental para formar el poro conductor de iones del canal, lo que
permite la entrada de Ca?* en respuesta a la despolarizacién de la membrana [14, 24,

25].

La subunidad auxiliar B es un componente clave que modula las propiedades del
canal Cav y que participa en el transporte de la subunidad a1 posterior a su sintesis
de novo. Posee una estructura que incluye un dominio SH3 y un dominio guanilato
cinasa (GK), ambos caracteristicos de la familia MAGUK de proteinas de andamiaje.
La subunidad B interacciona con la subunidad a1 a través del dominio de interaccion
a (AID), lo que influye en la expresion, en la cinética y la farmacologia del canal (Figura
5). La presencia de la subunidad  también puede estabilizar el complejo del canal,
mejorar su dependencia del voltaje y regular su actividad a través de interacciones

directas proteina-proteina [19, 22, 26].

La subunidad accesoria o235 es una proteina glicosilada formada por la proteina a2
y & unidas por puentes de disulfuro, la region o2 existe en posicion extracelular
primordialmente y la region & se encuentra anclada a la membrana, como se puede
observar en la Figura 5. Desempefa un papel crucial en el trafico y en la localizacion
de los canales facilitando su expresion en la membrana plasmatica, también afecta la
densidad de las corrientes, la cinética del canal y las relaciones corriente-voltaje
modulando la sensibilidad al voltaje. A esta subunidad se le ha implicado en varios
trastornos neurolégicos y musculares debido a su influencia en la funcion del canal

[14, 21].
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Aunque no esta bien caracterizada la subunidad auxiliar y, se cree que esta
subunidad ayuda a la modulacion y localizacién de los canales Cav dentro de la
membrana (Figura 5). Su funcién suele depender del tipo de VGCC y de su
localizacion, y puede variar entre los distintos tipos de canales. La primera subunidad
identificada fue y1 que se purificd del musculo esquelético y se descubrié que formaba
parte de un complejo del canal funcional con las subunidades a1s (Cav1.1), Blay
a2y1, dicho canal produce la corriente de calcio tipo L que en el musculo esquelético
adulto es la principal corriente de calcio. Debido a problemas asociados con la
expresion de la subunidad al1s se han estudiado los efectos reguladores de la
subunidad y1 a través de la coexpresién funcional con la subunidad cardiaca alc, By
a2d en sistemas heterologos. Asi se encontré que la subunidad accesoria y1 regula el

voltaje y la cinética del proceso de inactivacion [14, 19, 27].

a6 through apéy a4 (Ca,) subunit

Voltage
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1] }‘

COOH

By through g4

Figura 5. Estructura de los canales VGCC: topologia de la subunidad a1 y de las subunidades auxiliares
B, 028 y vy [25].
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1.4. Regulacién de la expresion de los canales de calcio

Los canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC) son proteinas de membrana
esenciales que facilitan la entrada de iones de Ca?* en las células excitables,
vinculando asi las sefiales eléctricas a respuestas celulares criticas como la liberacién
de neurotransmisores, la contraccion muscular y la expresion génica. La regulacion de
los canales VGCC es un proceso complejo que involucra varios mecanismos, incluidas
modificaciones transcripcionales, postraduccionales, entre otras, que rigen su sintesis,
localizacién y actividad, lo cual afecta, tanto las vias de sefalizacion como la
homeostasis del calcio dentro de la célula. Comprender como se regulan los VGCC no
sé6lo proporciona informacién sobre los mecanismos celulares fundamentales, sino que
también ofrece posibles objetivos terapéuticos para el tratamiento de las afecciones

en las que estan implicados estos canales idnicos.

1.4.1. Modificaciones postraduccionales

Las modificaciones postraduccionales (PTM, por sus siglas en inglés) de los canales
de calcio VGCC desempefan un papel crucial en la regulacion de su funcion y
localizacion celular. Entre las modificaciones mas importantes se encuentran la
fosforilacion, la S-nitrosilacion, ubiquitinacion, la sumoilaciéon y el procesamiento
proteolitico, cada una de las cuales contribuye a la modulacion de la actividad del canal

y la dinamica de la sefializacion, procesos que se muestran en la Figura 6.

. Fosforilacidon: es un mecanismo de gran relevancia en los canales de calcio tipo
L, ya que influye notablemente en sus propiedades de activacién y en su
interaccion con las vias de sefalizacion. La actividad de los canales de calcio tipo
L, como el Cav1.2 se modula a través de la fosforilacion por la proteina cinasa A
(PKA)y la proteina cinasa C (PKC), lo que mejora la entrada del calcio necesaria
para el acoplamiento excitacidon-contracciéon en el musculo esquelético vy
cardiaco. También, la regulacion a través de la fosforilacion afecta la tasa de
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inactivacion del canal y facilita la modulacion de Ila liberacion de
neurotransmisores en las terminales sinapticas, desempefiando asi un papel

clave en la plasticidad sinaptica [14, 28].

S-nitrosilacién: es un mecanismo mediado por el 6xido nitrico (NO), implica la
unién covalente de una molécula de NO a un residuo de cisteina,
especificamente al grupo tiol (S-NO) y es una modificacién postraduccional
ubicua que afecta a mas de 1000 proteinas que participan en diversos procesos

fisiologicos, incluidos los canales de calcio cardiacos Cav1.2 [28].

Ubiquitinacion: es un proceso que consiste en la union de manera covalente de
ubiquitina con otras proteinas, lo cual se lleva a cabo principalmente por una
cascada enzimatica que involucra enzimas activadoras de ubiquitina (E1),
enzimas conjugadoras de ubiquitina (E2) y ligasas de ubiquitina (E3).
Investigaciones recientes han resaltado el papel tan complejo del sistema
ubiquitna-proteosoma (UPS) en la modulacién de la actividad de los VGCC. La
ubiquitinacién afecta a la cantidad de VGCC en la membrana plasmatica
regulando su estabilidad y degradacion. El equilibrio entre los procesos de
ubiquitinacién y desubiquitinacion es fundamental para mantener los niveles
adecuados de VGCC, lo que influye en diversas afecciones fisiolégicas y
patofisiolégicas, incluidaslas canalopatias. Las anomalias en la ubiquitinacion de
VGCC puede provocar respuestas celulares alteradas y se han relacionado con
una variedad de trastornos genéticos asociados con la desregulacion del calcio

[28, 29].

Sumoilacién: es un proceso que implica la unién covalente de proteinas
pequenas modificadoras similares a la ubiquitina (SUMO) a proteinas diana,
incluidos los VGCC como los canales tipo N Cav2.2. Esta modificacion mejora la
densidad de corriente del Cav2.2 y se ve facilitada por la enzima conjugada Ubc9,
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como se ha demostrado a través de experimentos que muestran que la
coexpresion de SUMO-1 con Cav2.2 conduce una mayor actividad del canal y a
cambios en el punto medio de activacion. En concreto, se han identificado los
residuos de lisina en el canal Cav2.2, particularmente Lisina 394, como criticos
en esta modulacidn, lo que destaca la naturaleza selectiva de la sumoilacién al
influir en las propiedades del canal y la liberacion de neurotransmisores

presinapticos [30].

Procesamiento proteolitico: se refiere a la escision de las subunidades de los
canales VGCC que puede afectar su localizacion y actividad funcional. Los VGCC
experimentan un importante procesamiento proteolitico que influye en sus
mecanismos reguladores y se produce de distintas maneras segun el tejido. En
los tejidos del musculo cardiaco y esquelético, la protedlisis se dirige
principalmente al carboxilo terminal distal de la subunidad a1. Esta escision
produce un fragmento auto inhibitorio que puede reasociarse con el carboxilo
terminal proximal, modulando la funcién del canal durante la estimulacién j-
adrenérgica. En el cerebro se produce una escisiéon similar, probablemente por
proteasas similares a la calpaina que pueden producir fragmentos que se
translocan al nucleo y presentan actividad como factores de transcripcion. En los
canales Cav1y Cav2 la subunidad 8, que esta asociada a la subunidad a2, sufre
modificaciones postraduccionales significativas que incluyen la escision y
posteriormente la formaciéon de un ancla de glicosilfosfatidilinosito (GPI). Este
procesamiento altera la interaccidn de los canales con la membrana plasmatica

y puede modular la eficacia general de la sefializacién del calcio [28, 31, 32].

Modulaciéon mediada por proteina G: es otra modificacion postraduccional que
regula a los VGCC. Se han identificado regiones intracelulares especificas de los

canales de calcio voltaje dependiente, en particular el bucle entre los dominios |
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y Il de los canales Cav2.2, como sitios de union para las subunidades By de la
proteina G, que puede inhibir la actividad de los canales. Esta regulacién es
esencial para la integracién de la sefializacién del calcio con varias vias del
receptor acoplado a la proteina G (GPCR), lo que permite ajustar con precisién
las respuestas fisioldgicas dependientes del calcio en varios tipos de células [28,

33].

A) Normal Expression
and Trafficking

Ubiquitination S-Nitrosylation Phosphorylation

i Glycosylation (Cav3.2)

vv Vv vv U vvVv Direct GPCR binding (Cav2.2)
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COOH

A ’ A . . A A . AA - Gy regulation (Cav2.1, Cav2.2)
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Figura 6. Procesos de regulacién postraduccional en canales de calcio voltaje dependientes. A) Vias
de senfalizacion que siguen los mecanismos como: ubiquitinacion, S-nitrosilacion y fosforilacion [28]. B)
Esquema de la subunidad a1 y los sitios de interaccion en los mecanismos de regulacion [33].
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1.4.2. Regulacion transcripcional y génica por calcio

La regulacion transcripcional de los canales de calcio voltaje dependientes, asi como
el calcio como segundo mensajero en la modulacién de la expresion génica son
aspectos cruciales de la senalizacion celular, particularmente en procesos cardiacos,
neuronales y en el musculo esquelético donde esta involucrado el calcio y factores de

transcripcion.

El calciojuega un papel en la regulacion de los factores transcripcionales que modulan
la expresion génica ante diversos estimulos. Uno de los mecanismos de mayor
relevancia implica la activacion de la via NFAT (factor nuclear de células T activadas)
que se regula a través de la fosforilacidon y posterior localizacién subcelular de las
proteinas NFAT. En condiciones no estimuladas, NFAT esta hiperfosforilada y se
localiza en el citoplasma. Tras el aumento del calcio intracelular, la calcineurina (CaN)
desfosforila a NFAT, lo que permite su translocacion a nucleo donde puede activar
genes implicados en diversos procesos celulares y también en patologias incluidas la

insuficiencia cardiaca, la cardiopatia isquémicay la hipertrofia cardiaca [34-37], como

se muestra en la Figura 7 [37].
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Ademas, la interaccion de NFAT con otros factores de transcripcién, como el factor
potenciador de miocitos 2 (MEF2) y GATA4, participa en la regulacion génica en
respuesta al calcio, particularmente en la insuficiencia cardiaca donde sus niveles de
expresion se encuentran elevados, lo que indica una regulaciéon cooperativa de la
expresion génica. Se ha demostrado que GATA4 interactua con NFAT, promoviendo la
activacion sinérgica de la expresion de genes cardiacos, lo cual es crucial para la
remodelacién patolégica observada en la insuficiencia cardiaca También, en la
miocardiopatia isquémica, como en la dilatada, existe una correlacién significativa
entre los niveles proteicos de NFAT y MEF2, lo que indica que esos dos factores
pueden trabajar en conjunto para modular el panorama transcripcional en condiciones

patoldgicas [36, 37], como se muestra en la Figura 8.

Otras investigaciones también han identificado el papel de la histona desacetilasa 4
(HDAC4) en la actividad transcripcional de MEF2. En condiciones fisiol6gicas HDAC4
inhibe la actividad de MEF2 al retenerla en el citoplasma. Sin embargo, tras la
activacion de CaMKIl (proteina cinasa Il dependiente de calcio/calmodulina), por el
aumento del calcio intracelular, la HDAC4 se fosforila y se exporta desde el nucleo, lo
que permite que MEF2 active genes diana. Esta via tiene alta significancia en la
insuficiencia cardiaca, donde se han encontrado los niveles tanto de HDAC4 como de
MEF2 elevados, lo que sugiere un ciclo de retroalimentacién que puede aumentar la
remodelacién cardiaca y la hipertrofia [37-39], de acuerdo con lo presentado en la

Figura 8.

Asimismo, la actividad de las vias de sefalizacién dependientes de calcio puede
modular la expresion de genes tempranos como, c-fos y CREB (proteina de unién al
elemento de respuesta al AMPc). La regulacion transcripcional de los canales de calcio
dependientes de voltaje por CREB y su forma fosforilada pCREB, tiene implicaciones

fundamentales en varios procesos fisiologicos como la liberacion de
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neurotransmisores, la contraccion musculary la expresion génica. Cabe destacar que
la sefalizacion de calcio tiene un papel primordial en la activacion de CREB, ya que el
ingreso de calcio en las células activa diversas vias de sefializacion, incluida Ras-
MAPK que conduce a la fosforilacién de CREB, particularmente en el residuo S133, lo
cual es fundamental para su activacion. Esta modificacién promueve la uniénde CREB
a coactivadores iniciando la actividad transcripcional. Se sabe que la fosforilacién en
S133 mejora la actividad transcripcional de CREB, pero su fosforilacion puede ser en
otros residuos como S129, S142 y S143, lo que puede originar efectos opuestos, por

ejemplo, la fosforilacién en S142 inhibe la funcién de CREB [39-42].
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Figura 8. A) Aumento de NFAT en la falla cardiaca inducida por infarto al miocardio en ratones de 8
semanas, evaluada por ensayo de Luciferasa. B) Histologia de corazén infartado y tincion de Trichrome,
en color azul es la zona con fibrosis [33]. C y D) Aumento de la expresién proteica de MEF2 y HDAC4
en la cardiomiopatia isquémica y E) Aumento en los niveles de la expresion de la proteina GATA4 en la
cardiomiopatia isquémica y distal en cardiomiocitos humanos [35].
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1.5. La hormona tiroidea T3 y los canales de calcio
1.5.1. Hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas son reguladores bioquimicos esenciales producidos por la
glandula tiroides; influyen significativamente en una amplia gama de procesos
fisiolégicos, incluidos el metabolismo, el crecimiento y el desarrollo. Las dos hormonas
principales se esquematizan en la Figura 9, la triyodotironina (T3) y la tiroxina (T4),
desempefian un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis metabdlica,
ambas sintetizadas a partir del aminoacido tirosina y que requieren yodo para su

sintesis [43].

La tiroxina, o T4, a menudo se considera una prohormona y actua como reservorio de
la T3. Aunque la T4 es menos activa que la T3, se convierte en T3 en los tejidos diana
como el higado, los rifiones y el musculo esquelético cuando se requiere. La sintesis
de la T4 es un complejo proceso que requiere de la proteina tiroglobulina, que se
almacena en los foliculos tiroideos hasta que se libera en la circulacién. La tiroxina
influye en varias funciones metabdlicas como la velocidad en la que el cuerpo utiliza
las grasas y los carbohidratos, asimismo, desempefa un papel en la sintesis de
proteinas. La T3 es la forma biolégicamente mas activa de la hormona tiroidea y se
considera de tres a cinco veces mas potente que la T4. Si bien la T3 se produce
principalmente en la glandula tiroides, la mayor parte se produce en los tejidos
periféricos a través de la conversion de la T4, un proceso que se lleva a cabo por
enzimas desyodasas, como se indicaen la Figura 9. La T3 es responsable de regular
numerosos procesos fisioldgicos, como la tasa metabdlica, la frecuencia cardiaca y la

regulacién de la temperatura [43-45].

Ademas de la T3 y de la T4, la glandula tiroides también produce calcitonina, una
hormona que ayuda a regular los niveles de calcio en la sangre al promover la

deposicion de calcio en los huesos. Si bien, la calcitonina no esta catalogada como
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una hormona tiroidea que afecte el metabolismo, desempefa un importante papel en

la homeostasis del calcio en el organismo [43].
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Figura 9. A) Estructura quimica de las hormonas tiroideas T3 y T4 con los yodos resaltados [43]. B)
Mecanismo de desyodacion de la T4 por las desyodasas Dio1/Dio2 y Dio3 para obtener la hormona T3
[44].

La sintesis y la liberacion de estas hormonas se controlan meticulosamente a través
de una serie de sefales hormonales y mecanismos de retroalimentacion. La liberacion
de las hormonas tiroideas esta regulada principalmente por el eje hipotalamo-hipofisis-
glandulatiroides. El hipotalamo secreta la hormona liberadora de tirotropina (TRH) que
estimula la glandula pituitaria o hipdfisis para que produzca la hormona estimulante de
la tiroides (TSH). La TSH, a su vez, actua sobre la glandula tiroides para promover la
sintesis y liberacion de T3 y T4. Posteriormente, las hormonas T3 y la T4 inhiben la
secrecion de TRH y TSH e ingresan a las células diana. La concentracidn intracelular
de la T3 esta determinada por la actividad de las desyodasas Dio1 y Dio2. Las
hormonas tiroideas llevan a cabo sus funciones no genémicas y de igual manera la T3
ingresa al nucleo y se une a los receptores nucleares de la hormona tiroidea (THR)
para regular la expresion de los genes diana de la T3 [44]. La regulacién de la TSH
esta estrechamente relacionada con los niveles de las hormonas tiroideas circulantes.

Las concentraciones elevadas de la T3 y la T4 libres proporcionan una
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retroalimentacion negativa a la glandula pituitaria, inhibiendo la sintesis y la secrecion
de TSH. Por el contrario, los niveles bajos de estas hormonas estimulan la liberacién
de TSH. Este circuito de retroalimentaciéon asegura que los niveles de las hormonas
tiroideas se mantengan dentro de concentraciones fisioldgicas, lo cual asegura la

homeostasis metabdlica [43, 44], tal como se representa en la Figura 10.
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Figura 10. Eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides y su retroalimentacién en la liberacién y accion de las
hormonas tiroideas [43].

En el sistema cardiovascular, las hormonas tiroideas aumentan tanto la frecuencia
como la fuerza de las contracciones cardiacas, mejorando asi el gasto cardiaco
general. Este efecto esta relacionado con el aumento de la demanda de oxigeno que
acompafia a una mayor actividad metabdlica, lo que requiere un mejor flujo sanguineo
para disipar el exceso de calor y didoxidode carbono generado durante estos procesos.
La modulacion de la funcidn cardiaca por las hormonas tiroideas también es evidente
en su participacion sobre la miosina en el musculo cardiaco, mejorando la
contractilidad; asimismo, mejoran la funcidn sistdlica y diastdlica del corazén y

disminuyen la resistencia vascular sistémica [45].
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Ademas, las hormonas tiroideas regulan la expresion de varios genes en los
cardiomiocitos. Regulan a alza a los transportadores de iones como, Na*/K* ATPasa y
a los canales de potasio dependientes de voltaje, incluidos Kv1.5, Kv4.2 y Kv4.3, tanto
a nivel transcripcional y postranscripcional. Asimismo, regulan a la baja la expresion
del intercambiador Na*/Ca2* (NCX), modulando de esta manera el acople-excitacion-

contraccién en los cardiomiocitos [45,46].

1.5.2. La hormona tiroidea T3 y la homeostasis del calcio

La regulacion de los canales de calcio voltaje dependientes por la hormona tiroidea
triyodotironina (T3) es un aspecto fundamental de la fisiologia cardiaca que influye
tanto en la funcion cardiaca como en la salud cardiovasculargeneral. La T3 eslaforma
activa de las hormonas que se une a los receptores nucleares que inician la
transcripcion genética y que posteriormente modulan la expresion y la actividad de las
proteinas esenciales para el manejo del calcio en los cardiomiocitos [47, 48], como se

esquematiza en la Figura 11 [49].
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Figura 11. Esquema representativo de la funcién de las hormonas triyodotironina (T3) y la hormona
estimuladora de tiroides sobre la corriente eléctrica de los miocitos cardiacos regulada por las corrientes
idnicas que se encargan de generar el potencial de accién en el miocardio [49].
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Los canales de calcio dependientes de voltaje son esenciales para varios procesos
celulares, como ya se menciond previamente, y su regulacion esta influida
significativamente por las hormonas tiroideas, en particular la T3. La T3 ejerce su
funcion sobre los Cav uniéndose a receptores nucleares de alta afinidad, que
posteriormente modulan la transcripcion génicay la sintesis de proteinas involucradas

en la regulacion de los canales de calcio [48].

La T3 se une a los receptores de la hormona tiroidea (TR) ubicados en la superficie de
la célula que luego se translocan al nucleo y se unen a secuencias de ADN especificas
conocidas como elementos de respuesta a la hormona tiroidea (TRE). Esta interaccion
puede provocar la activacion o supresion de la transcripcidn génica, lo que afecta a la
expresion de los canales de calcio en los miocitos cardiacos. Ademas, se ha
demostrado que la T3 regula la transcripcion de genes relacionados con la
homeostasis del calcio, como los que codifican a la adenosina trifosfatasa de calcio
del reticulo sarcoplasmico (SERCAZ2)y a la proteina fosfolambano (PLB) [50]. En este
sentido, la T3 mejora la contractilidad cardiaca principalmente modulando el manejo
del calcio en los cardiomiocitos aumentando la expresion de la SERCA2 en el reticulo
sarcoplasmico, lo que promueve la recaptura del calcio; mientras que disminuye al
fosfolambano que inhibe a la bomba de calcio. En consecuencia, la T3 aumenta al
fosfolambano fosforilado, lo que mejora el ciclo del calcioy a su vez el rendimiento
contractil [51]. Ademas, la hormona tiroidea T3 ejerce un efecto cronotrépico positivo,
provocando un aumento de la frecuencia cardiaca a través de la accion directa sobre
los canales HCN2 y HCN4, los cuales producen las corrientes denominadas funny,
también sobre el NCX, el canal de rianodina (RyR) y los canales de calcio tipo Ly tipo
T en el nodulo sinoauricular y, en consecuencia, mejora el gasto cardiaco [47]. Este
mecanismo es vital para regular las funciones sistélica y diastdlica, lo que sugiere que
la T3 puede tener actividad como un posible agente terapéutico para el tratamiento de
enfermedades como la insuficiencia cardiaca. Esta relacion entre la T3 y los canales
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de calcio resalta el papel integral de las hormonas tiroideas en el mantenimiento de un

gasto cardiaco eficiente [52, 53].

Estudios en pacientes con infarto agudo al miocardio e insuficiencia cardiaca cronica
han demostrado que el tratamiento con la T3 mejora la funcion cardiaca durante la
recuperacion postisquemia, asimismo limita la apoptosis, |0 que destaca su papel

cardioprotector [54].

1.5.3. Asociacion entre la hormona tiroidea T3 y los canales de calcio en el

hipertiroidismo y patologias cardiovasculares

Existen diversos estudios sobre los cambios en los canales de calcio producidos
principalmente en procesos relacionados con el hipertiroidismo. Se ha demostrado asi
que la hormona T3 participa en la regulacién de la subunidad a1c de los canales de
calcio Cav1.2 a través de procesos gendmicos y no gendmicos. La administracién de
la T3 disminuye significativamente la expresion del ARNm de la subunidad al1c en
cardiomiocitos ventriculares de ratas Lewis adultas hipertiroideas en comparacion con
ratas eutiroideas. Esta reduccién persiste y no se modifica por el uso de beta
bloqueadores, como el bisoprolol [55]. A pesar de la disminucidn en la expresion de la
subunidad a1c, la T3 aumenta la corriente de calcio tipo L a tiempos cortos debido a
la activacién de la cascada de la adenilato ciclasa. Sin embargo, este aumento es
transitorio ya que después de algunos dias la corriente disminuye, lo que podria
contribuir a la menor tolerancia al ejercicio y sintomas de disfuncion cardiaca en el

hipertiroidismo [55].

En un modelo de rata con hipertiroidismo inducido por tiroidectomia, la administracion
de la T3 redujo los niveles proteicos de la subunidad a1c de los canales calcio tipo L

en el tejido auricular, lo que lleva a una disminucion de la duracion del potencial de
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accion (DPA) en las células miocardicas auriculares. Esta reduccion de la DPA facilita
condiciones que contribuyen al desarrollo de la fibrilacion auricular. En células HL-1 de
origen auricular, la T3 disminuye a las 0.5 y 2 horas la expresién del ARNm de la
subunidad a1c, mientras que los niveles proteicos disminuyen hasta las 24 horas. El
mayor efecto de la T3 sobre la subunidad a1c se observé con una concentracién de
100 nM (nmol/L) [56]. EI mecanismo subyacente implica la interaccién entre la T3 y el
factor de transcripcion CREB en las células HL-1. La T3 disminuye la fosforilacion en
la Ser133, limitando su activacion y su capacidad para promover la transcripcion del
gen que codifica a la subunidad a1c. Ademas, la T3 induce una interaccién con el

receptor de la hormona tiroidea (TR), particularmente el subtipo TRa, que se une a
CREBYy suprime la actividad de este ultimo promotor del canal de calcio, disminuyendo
su expresién y la corriente de calcio. Este “cross-talk” entre TR y CREB interfiere con
la expresion de los canales de calcio tipo L, lo cual es crucial en la modificacién de la

actividad eléctrica auricular observada en el hipertiroidismo [56, 57].

En otros estudios, se ha observado como la T3 ejerce un papel crucial en la regulacién
de la subunidad a1c de los canales de calcio Cav1.2, especialmente en el contexto de
la insuficiencia cardiaca inducida por infarto al miocardio. La subunidad formadora del
poro alc es fundamental en los procesos de acople excitacion-contraccién en el
corazoén, permitiendo la entrada de calcio a través de los tubulos transversos (TT) al
interior de los cardiomiocitos, lo cual es necesario para la contraccion efectiva de las
células miocardicas [58]. Este estudio muestra que la T3 actua sobre la expresién y
estabilidad de los canales Cav1.2 que se encuentran en los TT. En la insuficiencia
cardiaca se observa una remodelacién alterada de los TT, lo que incluye una
disminucién en la organizacién y en la expresion del ARNmYy los niveles de la proteina

de a1c, de los canales RyR2 y de otras proteinas esenciales como, BIN1 y Jph2. Esta
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desorganizacion provoca una disrupcion en el flujo y sincronizacion del calcio,

reduciendo la eficiencia de contraccion de los cardiomiocitos [58].

La administracion de la T3 después del infarto al miocardio ayuda a restaurar los
niveles de expresion de la subunidad a.1c de los canales Cav1.2, asi como la densidad
de estos canalesy a mejorar la organizacionde los TT, lo que permite el retorno parcial
hacia la normalidad en el transporte de calcio. Este efecto se traduce en una mejora
de la contractilidad celulary la funcién cardiaca. Ademas, la T3 modula indirectamente
la actividad de los canales Cav1.2 a través de la regulacion de genes asociados a la
yuxtaposicidén de los canales Cav1.2 y RyR2 en los TT, optimizando la sincronizacion
entre la entrada de calcio extracelulary su liberacidon desde el reticulo sarcoplasmico
[58]. Resaltando que la T3 podria tener un papel cardioprotector en los miocitos
danados al participar en procesos gendmicos y ho gendmicos directa e indirectamente

sobre la subunidad a1c.

2. Hipétesis
» La subunidad B4 tiene una funcion represora sobre el gen CACNA1C abatiendo

la expresion de la subunidad a1c en células cardiacas.

» La hormona tiroidea T3 puede incrementar la expresidn de los canales de calcio
tipo L (Cav1.2) en células cardiacas mediante la disminucion de la expresion de

la subunidad auxiliar p4.

» La inhibiciéonde la interaccion entre la proteina B4 y el gen CACNA1C puede
ser a través de un mecanismo en el que T3 promueva la translocacién nuclear
del factor de transcripcion pCREB, lo cual, origina la activacién la transcripcion

del gen CACNA1C.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo general

Determinar el papel de la subunidad 4 en la expresion de los canales de calcio

tipo L en la linea celular H9c2 y en cardiomiocitos de rata Wistar adulta en

condiciones fisiologicas.

3.2. Objetivos particulares

Evaluar la expresion del factor de transcripcion pCREB y de las subunidades a1cy
B4 de los canales Cav1.2 en la linea celular H9c2 y en miocitos cardiacos de rata

adulta tanto en condiciones control como tratados con la hormona tiroidea T3.

Determinar el efecto de la sobreexpresion de la subunidad 4 sobre la expresion de

la subunidad a1c de los canales Cav1.2.

Estudiar el efecto de la hormona T3 sobre la expresién de las subunidades 4y alc

de los canales Cav1.2.

Determinar el papel del factor de transcripcion pCREB en la regulacion de la
subunidad B4 sobre la subunidad al1c de los canales Cav1.2, mediada por la

hormona T3.
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4. Material y métodos

4.1. Reactivos

PBS 10X: 2 g de KCI, 80 g de NaCl, 2 g de KH2PO4y 11.5 g de Na2HPOa4 disolver
en 500 mL, ajustara pH 7.4 con NaOH 1N.

Buffer de corrida para proteinas 10X: 30.2 g de Tris base, 144 g de glicinay 10 g

de SDS disolver en 500 mL ajustar pH a 8.3 con HCI concentrado.

Buffer de transferencia: 0.532 g de Tris base, 0.293 g de glicina, 0.375 mL de SDS

al 10 % y 20 mL de metanol.

Buffer de lisis: 100 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1% de Triton X-100 y un

coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasa.

Buffer RIPA: 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5 % deoxicolato de sodio, 0.1 %
dodecilsulfatode sodio (SDS), 50 mM de Tris-HCla pH 8.0 y un céctel de inhibidores

de proteasas y fosfatasa.

Buffer SLB 4X: 2 mL de Tris HCIpH 6.8 1M, 0.8 g de SDS, 4 mL de Glicerol al 10%,
0.4 mL de 2-mercapto etanol 14.2 M, 1 mL de EDTA 0.5 My 0.8 g de azul de

bromofenol.

Acrilamida 30 % y bis-acrilamida 0.8 %: 30 g de acrilamida y 0.8 g de bis-
acrilamida. Agitar durante 2 h con resina AG 501-X8 y enseguida filtrar en papel filtro

de poro de 0.45 um, almacenar en oscuridad.

Solucién de bloqueo: leche baja en grasa al 4.5 % en PBS 1X.

Azul de Coomassie: 10 % de acido acético, agua-metanol 1:1y 0.25 g/100 mL de

azul brillante Coomassie R-250. Filtrar con papel Whatman No. 1.

Rojo de Ponceau: 1 % de acido acético y 0.5 g/ 100 mL de Ponceau red.
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» Solucién Tyrode: 136 mM NaCl, 5.4 mM KCI, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES y 11
mM de glucosa a pH de 7 4.

4.2. Ratas Wistar macho adultas

Las ratas Wistar macho utilizadas en este proyecto de investigacion se obtuvieron del
bioterio de la Unidad de Produccién y Experimentacion de Animales de Laboratorio
(UPEAL) del CINVESTAV, de entre 7 a 8 semanas de edad, con un peso aproximado
entre 250 y 300 gramos. Se mantuvieron con ciclos luz-oscuridad de 12/12 horas, con
agua y alimento estandar ad libitum. El protocolo de uso de animales de bioterio en
investigacién fue aprobado por el Comité Interno para Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio (CICUAL) del UPEAL del CINVESTAV.

4.3. Aislamiento de cardiomiocitos

A las ratas Wistar macho se les administré 500 U/kg de solucion de heparina sodicay
se anestesiaron con 50 mg/kg de pentobarbital sddico, ambos administrados por via
intraperitoneal. Una vez que los animales no presentaron respuesta a la estimulacién
mecanica se extrajo de manera rapida el corazén, se lavé en soluciéon de Tyrode sin
Ca?* (136 mM NaCl, 54 mM KCI, 1 mM MgClz, 10 mM HEPES y 11 mM de glucosa
(Sigma-Aldrich)) a pH de 7.4 y oxigenado con 95 % de O2y 5 % COz2. Se localizé la
aorta y se conecté a una canulaen el sistema de Langendorff. Se recirculé Tyrode sin
calcio durante 5 minutos. Posteriormente, el corazén se perfundioé durante 60 minutos
con 70 U/mL de colagenasa tipo Il (Worthington) y 0.5 mg/100 mL de proteasa tipo XIV
(Sigma-Aldrich) en Tyrode sin calcio. El corazon se retird del sistema Langendorffy el
ventriculo se cortdé en pedazos pequefios; las células se disgregaron mecanicamente
y se filtraron a través de un filtro de nylon de poro de 100 um. Posteriormente, se
centrifugaron por 2 minutos a 500 rpm de 2 a 3 veces. Los pellets de cardiomiocitos se

resuspendieron en solucion de Tyrode sin calcio con 1 % de albumina sérica bovina
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(Sigma-Aldrich). Finalmente, los cardiomiocitos aislados se resuspendieron

gradualmente en Tyrode con calcio (0.1, 0.5y 1 mM).

4.4. Cultivo de células H9c2

Se cultivaron células H9c2 provenientes de ventriculo embrionario de rata (pases 17-
24, ATCC® CRL-1446) en monocapas en medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM, Gibco - Thermo Fisher Scientific) suplementado con 10% de suero fetal bovino

(FBS, Gibco), 1.5 g/L de bicarbonato de sodio, 50 Ul de penicilinay 50 ug/mL de

estreptomicina a 37 °C en un ambiente humedo con 5 % de COa.

4.5. Tratamiento con la hormona triyodotironina (T3)

Se cultivaron células H9¢c2 como se indica en el apartado 4.3. en cajas de cultivo
celular p100 para la determinacién de la expresion de proteinas por Western bloty en
p35 para la cuantificacion de ARNm por gRT-PCR a una confluencia entre el 80-90 %.
Las células cultivadas se trataron con DMSO el grupo control y con T3 (T6397, Sigma-
Aldrich) a una concentracién de 100 nmol/L por periodos de 2, 6, 12, 24 y 48 horas.
Posteriormente, las células se rasparon y colocaron en buffer de lisis (100 mM NaCl,
20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1% de Tritdn X-100 y un céctel de inhibidores de proteasas
y fosfatasa (Halt™; Thermo Scientific)). Las muestras se mantuvieron en nitrégeno

liquido hasta su uso.

Los cardiomiocitos recién aislados, suspendidos en Tyrode con 1 mM de calcio, se
trataron con DMSO (grupo control) y con T3 a una concentracion de 100 nmol/L por
periodos de 2, 6, 12 y 24 horas. Posteriormente, se centrifugaron a 500 rpm por 2
minutos, se desecho el sobrenadante y el pellet de células se resuspendi6 en buffer
de lisis RIPA (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5 % deoxicolato de sodio, 0.1 %
dodecilsulfato de sodio (SDS), 50 mM de Tris-HCI (pH 8.0) y un céctel de inhibidores
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de proteasas y fosfatasa). Las muestras se mantuvieron en nitrégeno liquido hasta su
uso. Las muestras que se emplearon para la cuantificacion de ARNm por gqRT-PCR se

colocaron en 500 uL de QIAZOL (Qiagen) y se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

4.6. Obtencion de plasmidos

Los plasmidos o vectores de expresiéon GFP, pSG5 y 4 se obtuvieron a partir de cultivo
bacteriano de E. coli cepa DH5a (bacterias competentes y transformacién de
bacterias), posteriormente los plasmidos se purificaron con el kit EndoFree Maxi de
QIAGEN® siguiendo las instrucciones del proveedory finalmente, la cuantificacién se

llevd a cabo en el equipo NanoPhotometer® N60/N50 de IMPLEN.

4.6.1. Bacterias competentes

Se inoculd una colonia de la cepa DH5a de E. coli en 5 mL de medio SOB
suplementado con 10mM MgSOs4, se mantuvo en agitacion a 37 °C toda la noche. Se
agregaron 500 uL del cultivo inicial a 50 mL de medio SOB suplementado con 10mM
MgSO4, se mantuvo en agitacion a 37 °C hasta que alcanzo6 una densidad optica de
0.5 a 550 nm, enseguida el medio de cultivo se paso a hielo durante 10 minutos.
Posteriormente se centrifugd a 2500 rpm a 4 °C por 12 minutos. Se elimind el
sobrenadante y el pellet de células fue resuspendido en 16 mL de TFB1, seguido de
una incubacién en hielo por 15 minutos y centrifugacién a 2500 rpm a 4 °C por 12
minutos. El pellet de células se resuspendié en 4 mL de TFB2, después de incubar en

hielo por 15 minutos se fraccionaron alicuotas de 200 uL y se almacenaron a -70 °C.

4.6.2. Transformacion de bacterias y obtencion de plasmidos

A 200 uL de bacterias competentes de E. coli cepa DH5a se agregaron 5 uL de mezcla
de ligacion: inserto (construcciones con la subunidad 4 clonada por Castellanos et al

[59] o construcciones del vector pSG5 que tiene la secuencia de resistencia a la
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ampicilina)y el vector pSG5 vacio. Se incubd en hielo durante 20 minutos y enseguida
1.5 minutos a 42 °C. La mezcla de ligacién se adiciono a 800 uL de medio SOC (800
uL medio SOB, 16 uL de glucosaal 20 % y 8 uL de MgSO4 1mM), se agitd durante 45
minutos a 37 °C. Posteriormente, se sembraron cajas de agar Luria con 100 pg/mL

ampicilina, se incubd toda la noche a 37 °C y después se almacenaron a 4 °C.

Se inocul6 una colonia de bacterias transformadas en 5 mL de TB dry con 5 pL de
ampicilinay se incubd por 8 horas a 37 °C. 500 puL del cultivo inicial se adicionaron a
250 mL de TB dry con 250 uL de ampicilina, se incubaron toda la noche en agitacion

vigorosa a 37 °C. Se purificaron y cuantificaron los plasmidos.

4.7. Transfeccion de células H9c2

Se cultivaron células H9¢c2 como se indica en el apartado 4.3. en cajas de cultivo
celularp100 para la determinacidn de la expresion de proteinas por Western Bloty en
p35 para la cuantificacién de ARNm por qRT-PCR a una confluencia entre el 80-90 %.
24 horas previas a la transfeccién se cambi6 el medio DMEM suplementado con 10%
de suero fetal bovino y 1.5 g/L de bicarbonato de sodio, sin antibiéticos. Las células se
transfectaron transitoriamente con los plasmidos que contenian las construcciones de
B4 y el vector pSG5 vacio con Lipofectamina 2000® (Invitrogen), de acuerdo con las
indicacionesdel proveedor, el medio se cambid a las 6 horas y se mantuvieron durante
48 horas en un ambiente himedo con 5 % de CO2 a 37 °C. Posteriormente, las células
se rasparon y colocaron en buffer de lisis (100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1%
de Tritdn X-100 y un céctel de inhibidores de proteasas y fosfatasa (Halt™; Thermo
Scientific)). Las muestras se mantuvieron en nitrdgeno liquido hasta su uso. Las
muestras que se emplearon para qRT-PCR se colocaron en 500 uL de QIAZOL

(Qiagen) y se almacenaron a -70 °C hasta su uso.
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4.8. Obtencion de extractos totales de proteinas

Las muestras de células H9c2 o de cardiomiocitos aislados se descongelaron en hielo
y se mantuvieron bajo las mismas condiciones por 1 hora mas, agitando cada 10
minutos en vortex por 15 segundos. Posteriormente, se realizaron 5 ciclos de
sonicacion (potencia 30%) de 10 segundos cada ciclo, llevando a cabo todo el proceso
en hielo. Se centrifugd a 13000 g por 10 minutos a 4 °C, se recupero el sobrenadante

y almacend en alicuotas de 50 y 100 uL en nitrégeno liquido hasta su uso.

4.9. Western Blot

Los extractos totales de proteinas de células H9c2 y de cardiomiocitos aislados se
mezclaron con Sample Loading Buffer 1X (SBL) y su respectivo buffer de lisis para
cada tipo de muestra. Las muestras se colocaron a bafio maria en ebullicion durante
3 minutos para desnaturalizar las proteinas. Las proteinas se separaron por
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(SDS-PAGE), las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0.45 um
(Thermo Scientific) en un sistema semi-humedo Trans-Blot® Turbo TM Transfer
System (Bio-rad, Hercules, CA). Enseguida, la membrana se bloqued con leche sin
grasa al 4.5 % en PBS 1X en agitacion por 1 hora. Se eliminé la solucién de bloqueo
y se realizaron 3 lavados con PBS 1X. Se incubd toda la noche con el anticuerpo
primario diluidoen PBS 1X (a1c 1:200 (anti-rabbit polyclonal, ACC-003 Alomone Labs),
pCREB 1:500 (anti-rabbit monoclonal, ab32096 Abcam), B4 1:1000 (anti-rabbit
polyclonal, A9304 ABclonal Technology), B-tubulina 1:5000 (anti-rabbit polyclonal,
ab15568 Abcam) y GAPDH 1:5000 (anti-mouse monoclonal, G8795 Sigma-Aldrich).

Después de la incubacion, se mantuvo la membrana durante 30 minutos a 20 °C, se
retird el anticuerpo primario y se hicieron 3 lavados con PBS-Tween 20 (0.1 %). Se

incubaron por 1 hora a 20 °C y con agitacion los anticuerpos secundarios conjugados
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con peroxidasa de rabano picante (HRP) anti-rabbit IgG y anti-mouse IgG (Santa Cruz

Biotechnology, Inc.).

Se retird el anticuerpo secundario y se hicieron 3 lavados con PBS-Tween 20 (0.1 %).
Sellevo a cabo lainmunodeteccion por quimioluminiscenciade las proteinas mediante
la adicion de una mezcla de luminol y peroxido (Millipore, Immobilon Western),
enseguida se escurrieron las membranas para eliminar el exceso de luminol y
perdxido, se colocaron en un cassette para revelado y, en completa oscuridad, se
realizd la deteccion utilizando pelicula autorradiografica Fuji Medical X-ray Film
(Fujifilm), la cual se reveld en un sistema tradicional de revelado (solucién reveladora,
solucion de paro y solucion destefiidora). El analisis de la expresion relativa de las
proteinas de interés se determiné por densitometria de las bandas del peso en kDa
correspondiente a cada una de las proteinas bajo estudio (a1c, p4 y pCREB), para
luego compararlas con un normalizador de la carga de proteinas (B-tubulina o
GAPDH). El analisis se realizé en el software Adobe Photoshop (Adobe Systems

Incorporated).

4.10. Cuantificacion de ARNm por PCR en tiempo real (QRT-PCR)

Las muestras se descongelarony se les retird el medio por centrifugacion a 5000 rpm,
5 min. La pastillade células se resuspendié en 700 uL de QIAZOL. Para los ensayos
de qRT-PCR se us6 1 ug de ARN de las células en cada condicion experimental. Se
extrajo el ARN con el kit RNeasy mini kit (Qiagen). La cuantificacion se realizé por
espectrofotometria (NanoPhotometer® N60/N50; IMPLEN). La RT-PCR se realizo con
500 ng de ARN tratado con DNasa | en reacciones de 20 uL. La sintesis de DNA
complementario se realiz6 con Superscript lll RT (Invitrogen) y random hexameres
(250 ng), segun las instrucciones del proveedor. Para cuantificar el ARNm, se usaron
ensayos TagMan (Applied Biosystems) con un iCycler iQ (Bio-Rad) usando la mezcla

maestra de expresion génica TagMan (4369016) y los siguientes ensayos TagMan: 34
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(Cacnb4, Rn01449787_m1)and a1c (Cacnalc, Rn00709287_m1). El ensayo TagMan
que se us6 como control para los ARNm fue (Hs99999901 s1) que corresponde al

ARN ribosomal 18S eucariota. La cuantificacién se realizé por el método de 2722CT[60].

4.11. Inmunocitoquimica y microscopia confocal

En placas de 24 pozos se sembraron células H9c2 en medio DMEM suplementado
con 10% de suero fetal bovino, 1.5 g/L de bicarbonato de sodio, 50 Ul de penicilinay
50 pg/mL de estreptomicina a 37 °C en un ambiente himedo con 5 % de CO2 a una
confluencia de 80-90 %. Las células cultivadas se trataron con DMSO para el grupo
control, y con T3 a una concentracion de 100 nmol/L por periodos de 2, 6y 12 horas
para los grupos experimentales. Se retird el medio y se hicieron 5 lavados con PBS 1X
frio, se fijaron las células con paraformaldehido al 4 % (PFA) durante 10 minutos a 4
0C, se retird el PFA y se realizaron 5 lavados con PBS 1X frio. Se bloqued y
permeabilizé durante 30 minutos con solucionde 1 % de Triton X-100 y 1% albumina

sérica bovina (BSA) en PBS 1X.

Se hicieron 5 lavados con PBS 1X frio, se incubd toda la noche con el anticuerpo
primario diluido en BSA al 1 % en PBS 1X (pCREB 1:100 (anti-rabbit monoclonal,
ab32096 Abcam)y B4 1:50 (anti-mouse monoclonal, SMC-318, Stress Marq). Al dia
siguiente se hicieron 5 lavados con PBS-Tween 20 (0.1 %). Se incubd por 1 hora a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario Alexa-Fluor 488 (1:200, anti-
mouse, A21202, Thermo Fisher) y Alexa-Fluor 555 (1:200, anti-rabbit, A31572, Thermo
Fisher).

Se hicieron 5 lavados con PBS-Tween 20 (0.1 %). Se incubd con tincion de nucleos
Hoechst (1:1000 en PBS 1X, H3570 Thermo Fisher Scientific) durante 10 minutos. Se

hicieron 5 lavados con PBS 1X frio y se escurrieron. Las preparaciones se montaron
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en portaobjetos con 2 uL de medio de montaje (Vectashield, H1000, Vector

Laboratories). Las preparaciones se almacenaron protegidas de la luz a 4 °C.

Cubreobjetos redondos de 18 mm se colocaron en placas de 24 pozos y se incubaron
con laminina (Sigma Aldrich) por 24 horas. Los cardiomiocitos recién aislados
(resuspendidos en solucion Tyrode con 1 mM de calcioy 5 % de suero fetal bovino) se
colocaron, para su adhesion, en los cubreobjetos con laminina durante 2 horas.
Posteriormente, se realizaron 5 lavados con solucion Tyrode con 1 mM de calcio. Los
cardiomiocitos se trataron con DMSO, el grupo control, y con T3 a una concentracion
de 100 nmol/L por periodos de 2, 6 y 12 horas para los grupos experimentales. Se
retird la solucion Tyrode y se hicieron 5 lavados con PBS 1X frio, se fijaron las células
con PFA al 4 % durante 10 minutos a 4 °C, se retir6 el PFAy se realizaron 5 lavados
con PBS 1X frio. Se bloqued y permeabilizé durante 60 minutos con solucién de 0.3 %
de Tritdn X-100 y 5% de suero de burro en PBS 1X. Se hicieron 5 lavados con PBS 1X
frio, y se incubd toda la noche con el anticuerpo primario diluidoen BSAal 0.5 % y 0.3
% de Triton X-100 en PBS 1X (pCREB 1:100 (anti-rabbit monoclonal, ab32096 Abcam)
y B4 1:50 (anti-mouse monoclonal, SMC-318, Stress Marq). Al dia siguiente se hicieron
5 lavados con PBS-Tween 20 (0.1 %). Se incubd por 1 hora a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundario Alexa-Fluor 488 (1:200, anti-mouse, A21202, Thermo
Fisher) y Alexa-Fluor 555 (1:200, anti-rabbit, A31572, Thermo Fisher), preparados en
0.5 % de BSAy 0.3 % de Triton X-100 en PBS 1X.

Se hicieron 5 lavados con PBS-Tween 20 (0.1 %). Se incubd con tincién de nucleos
Hoechst (1:1000 en PBS 1X, H3570 Thermo Fisher Scientific) durante 10 minutos. Se
hicieron 5 lavados con PBS 1X frio y se escurrieron. Las preparaciones se montaron
en portaobjetos con 2 uL de medio de montaje (Vectashield, H1000, Vector

Laboratories). Las preparaciones se almacenaron protegidas de la luz a 4 °C.
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Las inmunocitoquimicas fueron analizadas con el microscopio confocal de barrido laser
(LEICA, TCSSP8) con el objetivo de aceite de inmersion 40 x. Las imagenes fueron
obtenidas en Z-stacks formadas por entre 25 — 35 cortes de 0.5 um por célula que se
sobrepusieron en una imagen, con una resolucién de 1024 x 1024 y profundidad de 8
bits por pixel. Las imagenes obtenidas de las inmunocitoquimicas se analizaron y
procesaron en los softwares Leica LAS X Office (Leica Microsystems) y el procesador

digital de imagenes ImageJ 1.44 p (NIH, Bethesda, Maryland, USA).

4.12. Analisis estadistico

Los datos se expresan como las medias £ SE. Los analisis estadisticos se realizaron
en GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc.) y Sigma Stat 2.0. (Systat Software
Inc.). Para comparaciones entre grupos, se realizo la prueba t de Student. Para
comparaciones multiples de datos con una distribucidon normal se analizaron mediante
analisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguidos de la prueba post hoc de Dunn.

Se considero estadisticamente significativa una p < 0.05.

5. Resultados
5.1. Células H9c2 y cardiomiocitos tratados con T3
5.1.1. Expresiéon de los niveles de ARNm y proteina de ailc

Con el propdsito de investigar el mecanismo celular y/o molecular en el que participa
la subunidad B4 sobre la regulacion de la subunidad principal a1c de los canales
Cav1.2, inicialmente se realizaron experimentos para analizar el curso temporal del
efecto de la hormona T3 tanto en el ARNm como en la proteina de la subunidad a1c.
Cultivos celulares de la linea H9c2 se trataron con lahormona T3 a una concentracion

de 100 nM (nmol/L) por periodos de 2, 6, 12, 24 y 48 horas [56]. En |la Figura 12 se
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muestran los resultados de la expresion del ARN mensajero (panel A) y de los niveles
de la proteina de al1c (paneles B y C), analizados por qRT-PCR y por western blot,
respectivamente. En comparacién con las células H9c2 del grupo control tratadas con
DMSO, se observd que en un periodo corto de 2 horas hubo un aumento del ARNm
de alc, seguido de su disminucion alas 6y 12 horas. A las 24 y 48 horas los niveles
del ARNm aumentan nuevamente de manera significativa. Los niveles de la proteina
a1c aumentaron significativamente hasta las 48 horas de tratamiento con la hormona
T3 en comparacion con el grupo control. El panel C muestra blots representativos a

diferentes periodos de tratamiento (a, b, c, d).
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Figura 12. Expresion relativa del ARNm y de la abundancia de la proteina a1c en células H9c2 después
de la incubacion con T3. (A, B) Las graficas muestran los promedios +/— SEM de la expresion relativa
del ARNm de la subunidad a1c y de la abundancia de la proteina en células H9c2 de tres experimentos
independientes. (C) Blots representativos en condiciones control (a, ¢, e y g) v 2, 6, 24 y 48 horas
después del tratamiento con T3 (b, d, fy h, respectivamente). Las bandas de tubulina se utilizaron para
normalizar los valores de densidad de las bandas de la subunidad a1c. En los paneles (A y B) cada
simbolo representa un experimento independiente. *p<0.05, **p<0.01.
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5.1.2. Localizacién y expresion de los niveles de proteina y de ARNm de 4

Con respecto a la subunidad B4, la hormona T3 produjo una disminucion de la
subunidad a nivel de proteina a tiempos cortos de 2 horas que se mantuvo disminuida
hasta las 24 horas, en comparacién con las células del grupo control, como se observa
en la Figura 13 (paneles Ay B); mientras que, produjo un incremento en el nivel de

expresion del ARNm de esta subunidad a partir de las 24 horas (panel B).
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Figura 13. Abundancia relativa de la proteina B4 en las células H9c2 después de la incubacién con T3.
(A) Las barras indican los promedios +/— SEM de la abundancia relativa de la proteina 4 en células
H9c2 (n= 3-7). Se muestran blots representativos en condiciones control (a, c, ey g) y 2, 6, 24 y 48
horas después de la incubacion con T3 (carriles b, d, f y h, respectivamente), de 4 experimentos
individuales. Se utilizaron las bandas de GAPDH para normalizar los valores de la densidad de las
bandas de la subunidad 4. (B) La grafica muestra los promedios +/— SEM de la expresion relativa del

ARNm de la subunidad B4en células H9c2 después de la incubacién con T3. (A y B) cada simbolo
representa un experimento independiente. *p<0.05, **p<0.01.

Cabe destacar que, de manera temprana, en las células H9c2 tratadas con la hormona
T3 se observa una disminucion de la proteina a tiempos cortos de 2 horas y se
mantiene disminuida hasta las 24 horas, por lo que, para analizar si habia cambios en

su localizacion, se realizaron experimentos con microscopia confocal, para analizar la
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relacion proteica nucleo-citosol, como se muestra en la Figura 14. A las 2 horas de

tratamiento hay una disminucion de la presencia de la subunidad 4 en el nucleo

(paneles Ay B).
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Figura 14. (A) Imagenes de microscopia confocal de células H9c2 en condiciones control y después del
tratamiento con T3 durante 2 h. Se presentan imagenes representativas de 3 experimentos
independientes que muestran la localizacion de la subunidad B4 (verde) con los nucleos marcados con
Hoechst 33342 (azul) y su colocalizacion. Barra de calibracién 32 um. (B) Las barras indican los
promedios +/— SEM de la relacion nucleos/citosol de tres experimentos independientes. En la grafica
cada punto representa un experimento independiente. *p<0.05.

Para investigar si estos cambios observados en las células H9c2, de origen cardiaco,
se producian también en el tejido adulto, se analizaron los niveles de la proteina 4 en
cardiomiocitos en condiciones control y después de 2, 6, 12 y 24 horas de ser tratados
con la hormona T3, encontrdndose que los niveles proteicos de 4 se mantienen
semejantes en las primeras 2 y 6 horas entre el grupo control y los miocitos tratados
con la T3. Sin embargo, en los grupos de cardiomiocitos tratados por 12 horas si se
observo una disminucién en la abundancia de la proteina 4, como se observa en la

Figura 15.
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Figura 15. Efecto del tratamiento con T3 sobre la abundancia relativa de la subunidad B4 en
cardiomiocitos ventriculares de rata. (A) Imagenes representativas de la subunidad B4 y GAPDH en
condiciones control (a y ¢) y después de 12 horas de tratamiento con T3 (b y d) de dos experimentos
independientes. (B) La grafica muestra los promedios +/— SEM de la abundancia relativa de la proteina
B4 en condiciones control y después del tratamiento con T3 en los periodos indicados (n= 3-7). Cada
punto representa un experimento independiente. *p<0.05.

Una vez que se determind por western blot que en los cardiomiocitos disminuyeron los
niveles de la proteina B4 a las 12 horas posteriores al tratamiento con la hormona T3,
se realizaron estudios de inmunohistoquimica en estas células en condiciones control
y tratadas con la hormona T3 durante 12 y 24 horas. Enla Figura 16 se puede observar
que en los cardiomiocitos tratados con la hormona T3 los niveles de la proteina 4
disminuyen de manera global, respecto a los miocitos en condiciones control. Por lo
tanto, no hubo cambio en la relacién nucleo-citosol, a diferencia de lo observado en

células H9c2.
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Figura 16. Efecto del tratamiento con T3 sobre la abundancia relativa de la subunidad B4 en
cardiomiocitos ventriculares de rata. (A) Imagenes representativas de la inmunofluorescencia de
cardiomiocitos en condiciones control y después del tratamiento con T3 durante 24 h. Las imagenes
muestran la localizacién de la subunidad B4 (verde), los nucleos tefidos con Hoechst 33342 (azul) y su
colocalizacién. Barras de calibracién 14 mm. (B) Grafica con los promedios +/— SEMde la fluorescencia
de B4 en el citosol (barras verdes) y en los nlcleos (barras en rojo) después del tratamiento con T3
durante 12y 24 horas (n= 4). Cada simbolo representa un experimento independiente. **p<0.01.

5.1.3. Efecto de la T3 en la expresion de los niveles proteicos de pCREB y
en su localizacién

Para analizar los posibles cambios en el factor de transcripcion pCREB por el

tratamiento con T3 se realizaron experimentos para determinar el curso temporal de

sus niveles proteicos. Las células H9c2 se trataron con la hormona T3 a una

concentracion de 100 nM durante periodos de 2, 6, 12, 24 y 48 horas. Los niveles de

la abundancia proteica de pCREB se mantuvieron similares, tanto en las células en
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condiciones control como en las que se trataron con la hormona T3, como se muestra

en la Figura 17.
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Figura 17. Abundancia relativa de pCREB en células H9¢c2 después de la incubacion con T3. En la parte
superior se muestran imagenes representativas de las proteinas pCREB vy tubulina en condiciones
control (a, ¢, e, g, i) y después del tratamiento con T3 durante los periodos indicados (b, d, f, h yj). Las
barras indican los promedios +/— SEM de la abundancia relativa de pCREB en condiciones control y
después del tratamiento con T3 (n=5) alos tiempos indicados. Cada simbolo representa un experimento
independiente. Los valores de densidad de la tubulina se utilizaron para la normalizaciéon de la densidad

de pCREB.

A pesar de que la hormona T3 no afecto los niveles de la proteina pCREB durante el
curso temporal si indujo su traslocacion nuclear en periodos cortos de 2 y 6 horas.
Esta traslocacion se observé tanto en las células H9¢c2 como en los cardiomiocitos,

como se puede observar en las Figuras 18 y 19, respectivamente.
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Figura 18. Translocacién nuclear de pCREB inducida por T3 en células H9c2. Imagenes de microscopia
confocal de células H9c2 en condiciones control y después del tratamiento con T3 durante 2 horas.
Imagenes representativas de tres experimentos independientes muestran la localizacion de pCREB
(rojo) con los nucleos tehidos con Hoechst 33342 (azul) y su colocalizacién. Barra de calibracion 30 um.
Las barras representan los promedios +/— SEM de la relacion nucleo/citosol en condiciones control y
después del tratamiento con T3 durante 2 y 6 horas (n=3). Cada simbolo representa un experimento
independiente. *p<0.05.
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Figura 19. Efecto del tratamiento con T3 sobre la translocacion nuclear de pCREB en cardiomiocitos
ventriculares de rata. (A) Imagenes representativas de inmunofluorescencia de cardiomiocitos en
condiciones control y después de 2 h de tratamiento con T3. Las imagenes muestran la localizacién de
pCREB (rojo) con los nucleos marcados con Hoechst 33342 (azul) y su colocalizacién. Barras de
calibracién, 30 um. (B) Las barras representan los promedios +/— SEM de la relacion nucleo/citosol en
condiciones control y después de 2 y 6 horas de tratamiento con T3 (n=4). Cada simbolo representa un
experimento independiente. **p<0.01.

5.2. Efecto de la sobreexpresion de 4 en los niveles de la proteina y del

ARNm de a1c
Ya que el tratamiento con la hormona T3 produjo una disminucion de los niveles de la
proteina B4 a tiempos cortos, mientras que los niveles proteicos y la expresion de
ARNmM de la subunidad a.1c aumentaron a tiempos mas prolongados (a partir de las 24
horas); se procedié a investigar si estos efectos tenian una relacion causal. Con este
proposito realizamos experimentos de sobreexpresion de la subunidad 4 en células
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H9c2 para analizar si tenia un efecto en la subunidad a1c. Enla Figura 20 se muestran
los resultados de la sobreexpresion de 4. En el panel A se presentan los resultados
que confirman la sobreexpresion de la subunidad. En los paneles B y C se muestran
los resultados de a1c. La sobreexpresion de 4 indujo una disminucion en la expresion
del ARNmy en los niveles de la proteina a1c, como se muestra en los panelesBy C

de la Figura 20, respectivamente.
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Figura 20. Expresion relativa del ARNm y de la abundancia de la proteina a1c en células H9c2 después
de la sobreexpresion de la subunidad p4. (A) Las barras indican los promedios +/- SEMde la abundancia
relativa de la proteina 4 en condiciones control y después de la sobreexpresion de B4 (n=3). Elinserto
muestra blots representativos de las bandas de la subunidad B4 y de GADPH; esta ultima se utilizé para
normalizar los valores de la densidad de la subunidad 4. (B) Las barras indican los promedios +/- SEM
de la expresion relativa del ARNm de la subunidad ol1c de los experimentos control y de los de
sobreexpresion de B4 (n=14). (C) Se muestran blots representativos de las bandas de la proteina alc
de experimentos control (a y c), y después de la sobreexpresion de B4 (b y d). El grafico muestra los
promedios +/- SEM de la abundancia relativa de la proteina al1c. Cada simbolo representa un
experimento independiente. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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6. Discusion

Este trabajo tuvo como interés principal analizar la regulacion de los canales de Ca?*
Cav1.2 cardiacos por la hormona tiroidea T3, utilizando como modelo la linea celular
H9c2 e investigando algunos efectos en cardiomiocitos ventriculares de rata Wistar
macho adulta. La T3 es una hormona crucial para la regulacién del metabolismo y
funciones cardiacas [45]. Nuestra hipotesis supone que la hormona T3 aumenta la

expresion de la subunidad a1c del canal de Ca2* a través de regular a la baja a la

subunidad B4, la que estaria actuando como un represor de la transcripcion. En este
proceso proponemos la participacion de pCREB. Es decir, nosotros postulamos y
mostramos evidencia que apoya fuertemente el que, ademas de las bien conocidas
funciones de la subunidad auxiliar 4 modificando las propiedades cinéticas del canal
de Ca?* Cav1.2 y de su transporte a la membrana celular, regula también su
transcripcion.

La regulacion de la expresion de los ARN mensajeros se lleva a cabo por proteinas
especializadas denominadas factores de transcripcion y existen proteinas asociadas a
estos factores que facilitan o inhiben la transcripcién, formando complejos altamente
especializados. En el siguiente esquema tomado de la revisién de Cowell publicada en
TIBS en 1994 [61], se ilustra de manera simplificada la regulacién de la transcripcion

de genes:
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Esquema: regulaciéon de transcripcion de genes [61].
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Existen antecedentes en neuronas que demuestran que la subunidad B4 puede
reprimir la expresion de genes. Tadmouri y cols., (2012) describieron que esta
subunidad actua como parte de una plataforma de represion del gen de la tirosina
hidroxilasa y postularon que la represion de este gen depende de la interaccidn entre
la subunidad B4 y el receptor de la hormona tiroidea TRa. Este receptor es nucleary
contiene un sitio de union a la T3 y un sitio de union al ADN que interactua con
elementos receptores tiroideos. La subunidad B4 no tiene una secuencia de
localizacion nuclear, sin embargo, interactia de proteina a proteina y se asocia con
una subunidad de la fosfatasa 2A denominada Ppp2r546 la cual cuenta con la secuencia
de localizacion al nucleo y de esta forma la 4 se puede localizar en el nucleo. Existen
otras proteinas que también son reclutadas al complejo macromolecular, lo cual
conduce a la desfosforilacion de la histona H3 por la fosfatasa 2A. El complejo entre la
subunidad PB4 y Ppp2r55 recluta una proteina nuclear que se relaciona con el
silenciamiento del gen de la tirosina hidroxilasa neuronal y con su regulacién

transcripcional [62], como se muestra en el siguiente esquema.

Esquema: regulacion transcripcional del gen
de la tirosina hidroxilasa mediado por la
subunidad B4 (azul) de los canales de Ca2*

Cav1.2 [62].

NUCLEUS
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Por lo tanto, tomando estos antecedentes, nosotros postulamos que laregulacion a la
baja de la subunidad B4 por la T3 observada en nuestros experimentos bloquea la
desfosforilacion de CREB, liberando lainhibicionde la 4 y promoviendo el incremento
en la expresion de genes blanco, tal como el de la subunidad a1c. Estas ideas se

sintetizan en nuestro siguiente esquema:

alc mRNA | oaic mRNA |

En condiciones basales CREB se mantiene en un nivel bajo de fosforilacion por la
accion de correpresores que interactuan con el factor de transcripcion TRa, siendo la
subunidad 4 también un correpresor. Esta se une a TRa segin demostraron Tadmouri
y cols., (2012). En este esquema la hormona tiroidea T3 inhibe la union de la 4 con
TRa promoviendo su salida del nucleo del complejo represor hacia su degradacion.
Esto explicaria nuestros resultados de western blot y los de inmunofluorescencia de la
B4 en los cuales encontramos una disminucion de la proteina y una menor cantidad a
nivel del nucleo, respectivamente. El esquema también es compatible con nuestras
observaciones de PCR en tiempo real en las que no observamos una disminucion del
mensajero de la B4 por la T3, sino solamente de la proteina. Segun esta propuesta
cuando el complejo represor se separa, se permite la union de coactivadores que

favorecen la presencia de la forma fosforilada de CREB en el nucleo, tal como
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observamos con los experimentos de inmunofluorescencia, de esta manera el

resultado es un incremento de la transcripcion del gen de ac.

En nuestro estudio resalta la interaccion entre el receptor de la hormona tiroidea TRa y
el factor de transcripcion pCREB como un posible mecanismo de cross-talk
transcripcional, donde pCREB podria unirse a TRa posteriormente a su translocacion
al nucleo y el complejo T3-pCREB-TRa activaria al gen CACNA1C que codifica la
subunidad a.1c, y de esta manera regularia la expresion de los canales de Ca?* Cav1.2
a través de una regulacion combinatoria transcripcional que implica la union de
factores de transcripcion al ADN e interacciones proteina-proteina, ya se ha reportado

anteriormente la relacién directa entre TRa y pCREB [57].

Los resultados obtenidos apoyan nuestra hipoétesis, la hormona T3 aumenta la
expresion del ARNm y los niveles de la proteina a1c tras periodos de incubacion de
24 y 48 horas, lo que concuerda con algunos estudios previos sobre el papel de la
hormona T3 en la regulacion de los canales de calcio Cav1.2 en cardiomiocitos [58,
64]. Sin embargo, en células auriculares se ha mostrado un efecto contrario; Cheny
cols., reportaron que tanto el ARNm como |la abundancia de la proteina disminuye[56].
La disparidad temporal entre el aumento de la expresion del ARNm y los niveles de la
proteina a1c sugiere que el mecanismo de T3 podria involucrar cambios en la tasa de
traduccién y en la estabilidad del ARN; como, por ejemplo, modificaciones en la
longitud del poli(A) del ARNm durante la poliadenilacion [65, 66]. Un punto interesante
para resaltar es el aumento no-lineal de la expresion del ARNmde a1c, como se puede
observar en la Figura 12 A. En este contexto, en la literatura cientifica ya se ha
reportado este mismo comportamiento en otro ARNm blanco de la hormona T3, el
ARNmMms14 que codifica para la proteina “Spot 14”. La hormona T3 induce un aumento
en un periodo corto, 4 horas, que luego disminuye y se observa su aumento estable

hasta las 24 horas [66].
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A diferencia de los efectos sobre la subunidad principal a1c, la hormona T3 disminuye
rapidamente la abundancia de la proteina 4 alas 2 horas, esto sin afectar la expresion
de su ARNm a tiempos cortos, sino hasta las 24 y 48 horas, como se ha mencionado.
Esto puede indicar que T3 influye sobre 4 a nivel postranscripcional, posiblemente
mediante micro ARNSs, o por degradacion proteosomal. Este mismo efecto se corroboré
en el tejido adulto con un ligero desfase de horas, ya que en cardiomiocitos la T3
disminuyd los niveles proteicos de 34 a las 12 horas. Lo cual sugiere que el mecanismo
que de la T3 para disminuir los niveles de B4 en el tejido no diferenciado (como las

células H9c2), y en el tejido adulto puede ser similar.

La disminucién en la translocacion nuclear de la proteina 4 posterior a las 2 horas
del estimulo con la hormona T3 apoya la hipotesis de que esta subunidad auxiliar es
un represor transcripcional de la subunidad a1c de los canales de calcio Cav1.2 en el
nucleo de las células cardiacas. En los cardiomiocitos adultos la hormona T3 también
disminuye la abundancia de la proteina 4, sin embargo, lo hace de manera global,
tanto en el nucleo como en el citosol. De acuerdo con estos resultados, la hormona T3
puede armonizar un mecanismo bidireccional entre las subunidades alc y p4,
reclutando al factor de transcripcion pCREB para llevar a cabo un proceso
transcripcional, como se ha reportado que sucede con los canales de calcio Cav1.2y
Cav1.3 donde pCREB media la sefalizacién nuclear en neuronas [67]. Es muy posible
que haya nuevos mecanismos por elucidarse, distintos a los mecanismos clasicos de
las subunidades auxiliares de los canales de calcio dependientes de voltaje, como por
ejemplo, los que se han reportado para la subunidad 4 donde acopla directamente la
excitabilidad neuronal con los procesos transcripcionales al interactuar con el receptor
de la hormona tiroidea alfa (TRa), que es un factor de transcripcion y de esta manera

inhibe la transcripcidn del gen de la tirosina hidroxilasa [62, 68].
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Uno de los hallazgos de este trabajo es que la hormona T3 induce la translocacién
nuclear de pCREB sin modificar sus niveles de proteina, lo cual es consistente con el
hecho de que, siendo pCREB un regulador de a1c su translocacién podria facilitar la
activacion de la transcripcion de alc conduciendo al aumento observado en la
expresion de la subunidad formadora del poro de los canales Cav1.2. Dicho
mecanismo sugiere que la hormona T3 podria influiren la funcion cardiaca a través de
la activacidén de los canales de calcio Cav1.2. Cabe destacar que la translocacion
nuclear de pCREB se observa a tiempos cortos de 2 y 6 horas, tanto en las células

H9c2 como en los cardiomiocitos de rata adulta.

Nuestros experimentos describen por vez primera la regulacion transcripcional de la
subunidad a1c por la subunidad 4. Previamente se ha descrito que otras subunidades
beta delcanal Cav1.2 también participan en fenédmenos transcripcionales. Porejemplo,
la subunidad B2 interacciona de manera directa con H-Ras permitiendo que los canales
Cav1.2 acoplen la despolarizaciéon de la membrana con la activacion transcripcional a

través de la via ERK/CREB [68].

Enresumen, nuestro estudio proporciona una evidenciadetallada de como la hormona
tiroidea T3 modula a los canales de calcio Cav1.2, lo que tiene implicaciones
significativas para el tratamiento de enfermedades cardiacas asociadas con
desequilibrios tiroideos. El proyecto de investigacion aporta evidencia de que la
regulacién de las subunidades de los canales Cav1.2 es compleja y depende de
multiples factores de transcripcion y de la interaccion entre subunidades. Nuestros
hallazgos fortalecen la base cientifica para desarrollar tratamientos mas especificos
dirigidos a mejorar la funcion cardiaca en pacientes con disfuncién tiroidea y se
subraya la importancia de la investigacion de la regulacion de los canales idnicos

cardiacos.
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7. Conclusion

Los resultados obtenidos en nuestro proyecto de investigacién destacan el papel
fundamental de la hormona tiroidea T3 en la regulacion de los canales de calcio Cav1.2
en células cardiacas, especificamente mediante su modulaciéna través de una de sus
propias subunidades, la subunidad auxiliar f4. Asimismo, la T3, a través de sus efectos
opuestos sobre las subunidades a1c y B4, influye en la funcionalidad de los canales
Cav1.2 y, por ende, en la excitacién y la contractilidad del corazéon. Esto es
especialmente relevante debido a que los canales Cav1.2 son esenciales en el acople
excitacion-contraccion del miocardio y en la homeostasis del calcio intracelular,

procesos criticos para la salud cardiaca.
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Abstract Thyroid hormone binds to specific nuclear receptors, regulating the expression of target
genes, with major effects on cardiac function. Triiodothyronine (T3) increases the expression of key
proteins related to calcium homeostasis, such as the sarcoplasmic reticulum calcium ATPase pump,
but the detailed mechanism of gene regulation by T3 in cardiac voltage-gated calcium (Cav1.2) chan-
nels remains incompletely explored. Furthermore, the effects of T3 on Cav1.2 auxiliary subunits have
not been investigated. We conducted quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction,
Western blot, and immunofluorescence experiments in H92 cells derived from rat ventricular tissue,
examining the effects of T3 on the expression of alc, the principal subunit of Cav1.2 channels, and
Cavp4, an auxiliary Cav1.2 subunit that regulates gene expression. The translocation of phosphory-
lated cyclic adenosine monophosphate response element-binding protein (pCREB) by T3 was also
examined. We found that T3 has opposite effects on these channel proteins, upregulating «lc and
downregulating Cav 4, and that it increases the nuclear translocation of pCREB while decreasing
the translocation of CavB4. Finally, we found that overexpression of Cavp4 represses the mRNA
expression of alc, suggesting that T3 upregulates the expression of the alc subunit in response to a
decrease in Cav 4 subunit expression.

Keywords: Cav1.2 channels; B4 subunit; thyroid hormone; H9¢2 cell line; pCREB
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