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RESUMEN

En los ultimos afios ha incrementado el interés por desarrollar bloqueadores con
alta especificidad para algunas isoformas de los Nav, por lo que la caracterizacion
de sitios de union dentro de la proteina para diferentes moléculas o drogas, es uno
de los puntos mas importantes en investigacion béasica para el posterior desarrollo
de farmacos y predecir asi sus respuestas biolégicas a algun tratamiento. En el
laboratorio de Biofisica Cardiaca se ha estudiado el efecto del farmaco
JNJ7777120 (el cual se ha visto posee un efecto antihiperalgésico y
antinociceptivo) sobre la isoforma Navl.4 nativa para investigar si su efecto se
debe a que genera un tipo de bloqueo de los canales de sodio, por lo que para
sustentar la hipotesis se requirid la generaciéon de la proteina mutada en el
principal aminoacido o sitio de unién a anestésicos locales “F1579”, obteniendo asi
la proteina mutada rNav1.4/F1579A, sin embargo el estudio debe extenderse hacia
otras isoformas para sustentar de una mejor manera el estudio del farmaco ya
mencionado, es por eso que en este trabajo experimental se generd la mutacion
del mismo aminoacido correspondiente al sitio de union de AL en el canal Navl1.5
mediante técnicas de biologia molecular, la cual se comprobé por secuenciacion y

la funcionalidad por métodos biofisicos.



INTRODUCCION.

Los canales i6nicos dependientes de voltaje, son proteinas integrales de
membrana que fungen como poros macromoleculares fundamentales para la
generacion y propagacion de potenciales de accion en células excitables como
neuronas, células de mdusculo cardiaco y esquelético al permitir el paso de
moléculas cargadas como aniones y cationes cuando son activados en respuesta
a un cambio del potencial de membrana o diferencia de voltaje de la membrana
celular en el que estén expresados; los hay de varios tipos, su clasificacién
depende del ion al que son permeables principalmente, siendo los mas
importantes los canales de potasio, calcio, sodio y cloro (Ruben 2014; Catteral,
2014). En el presente trabajo, el principal objeto de estudio es el canal
dependiente de voltaje Nav1.5, que en mamiferos se expresa generalmente en
musculo cardiaco, el gen que lo codifica es denominado SCN5A que fue por
primera vez clonado, secuenciado y funcionalmente expresado en el afio 1991
(Gellens et al., 1992). Esta isoforma ha sido una de las méas estudiadas para
caracterizar los efectos que generan algunos farmacos sobre la cinética del canal,
ya que como se ha mencionado, se expresa en células cardiacas, por tanto, este
tipo de estudios han sido la base para iniciar el desarrollo de farmacos con
capacidad de ayudar al tratamiento de alguna clase de arritmias cardiacas; los
anestésicos locales por ejemplo, se sabe que su sitio de unién a los canales de
Nav se comprende de un conjunto de aminoacidos donde resalta la participacion
de una Fenilalanina, que es la que se une en mayor proporcion al anestésico local
para generar asi el bloqueo de la corriente de sodio, lo cual se ha comprobado al
mutar ese aminoacido por otro que elimine su funcion en la proteina (Mcnulty et
al., 2007; O’Reilly et al., 2012).



ANTECEDENTES

1 cCanales ionicos.
Debido a la naturaleza lipidica de la membrana plasmatica, es impermeable a la

mayoria de las moléculas polares, entre ellas las inorganicas cargadas (iones),
que por su misma carga y alto grado de hidratacidbn no son capaces de atravesar

la bicapa lipidica hidrocarbonada (Figura 1).

A) B) Moléculas pequenas no cargadas Moléculas polares mayores e iones

Figura 1. A) Micrografia electrénica de la bicapa lipidica de la membrana plasmatica de una célula sanguinea humana.
(Tomado de Alberts y cols., 2015) B) Esquema representativo de la membrana plasmatica y su grado de permeabilidad
hacia diferentes clases de moléculas. (Tomado de Cooper y cols., 2008)

Por lo descrito anteriormente, la presencia de proteinas transportadoras de
membrana (transportadores y canales) es fundamental para que la célula pueda
realizar muchas de sus funciones vitales, por ejemplo, los canales ibnicos generan
diferencias de concentraciones i6nicas en ambos lados de la bicapa lipidica (Tabla
1), con lo que la membrana celular puede almacenar energia potencial en forma
de gradientes electroquimicos, convirtiendo asi estas sefiales electroquimicas en

informacion vital para la célula (Alberts 2015).

Tabla 1. Comparasion de conceniraciones de iones inorganicos dentro y
fuera de una célula de mamifero.

Componente Concemracii:n“ ﬂ}opiasnﬁﬁca Concentac{mﬁmauelular
- Caliones
| Nar ' 5-15 ' 145
K ' 140 ' 5
. Mg . 0.5 ' 12
| ca2e ' 104 12
CHe | Tx105(1072Mo pHT.Z)  4x 105 (1074 Mo pH 7.4)
- Aniones - '
or - 5-15 ' 110

(Modificado de Alberts y cols., 2015)



A diferencia de los transportadores o acarreadores, los canales interactuan con el
soluto a transportar de manera débil, ya que gracias a la disposicién de sus
multiples segmentos transmembranales, actian como tuneles estrechos formados
por los mismos residuos de aminoacidos que conforman la proteina, permitiendo
el flujo pasivo de agua, glicerol, amonio y pequefios iones inorganicos cuando se

abren a causa de un estimulo o sefial extracelular.

Los canales ionicos por ejemplo, permiten el flujo de ciertos iones como Na*, K*,
Ca?* o CI- en funcién de su tamarfio, carga y esencialmente de su gradiente
electroquimico, lo que los vuelve altamente selectivos a iones especificos cuyo
paso esta limitado por un filtro de selectividad, otras propiedades que los
caracterizan es que se abren y cierran rapidamente, la tasa de flujo de moléculas
superan casi 10 mil veces a la de los transportadores (cerca de 100 millones de
iones por segundo), ademas de que su apertura esta regulada por “puertas” que
se abren en respuesta a estimulos especificos y se cierran después. Ademas de
los estados abierto y cerrado que pueden presentar los canales idnicos, la mayoria
pasa a un estado intermedio denominado estado inactivado, el cual sucede
cuando un estimulo que abre el canal se ha prolongado por mas tiempo
provocando que los canales se desensibilicen a éste, por lo que ya no permiten el
paso de iones y cuando el estimulo ha terminado regresan nuevamente al estado
cerrado, es decir, se encuentran disponibles para abrirse ante un nuevo estimulo
(Eisenberg, 1997; Cooper 2008; Alberts 2015).

De los diferentes tipos de estimulos que pueden generar la apertura de canales

iGnicos se encuentran los siguientes (Figura 2):

a) Un cambio de voltaje a través de la membrana plasmatica (canales idnicos
dependientes de voltaje).

b) Unién a un ligando (canales regulados por ligando) como unién a un
neurotransmisor, la unién de un ién o a un nucleaotido.

c) Estrés mecanico (canales mecano-dependientes).



d) La fosforilaciéon y defosforilacion de algunas proteinas regula la actividad de

algunos canales idnicos.
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Dependiants Regulado por Regulado por Mecann-
de volaje igance (Liganda igando (Ligandoe dependiente
extracehular) infracehular)

Figura 2. Esquema que representa los diferentes estimulos que pueden generar la apertura de los
canales ionicos. (Modificado de Alberts y cols., 2015)

El primer dato sobre la existencia de los canales iénicos fue reportado por Bean y
colaboradores, en cuyo trabajo se usé un material inductor de excitabilidad en
bicapas no provenientes de masculo o nervio, lo que llevo a los cientificos Erwin
Neher y Bert Sakmann en 1976 a estudiar por vez primera canales unitarios en
membranas biolégicas usando pipetas de vidrio sobre musculo denervado para
medir sus corrientes eléctricas, surgiendo asi la técnica de “patch clamp”, la cual
ha sido la técnica mas usada para el estudio de canales iénicos (Bezanilla 1996).
Gracias a esta y otras variaciones de tal técnica han sido identificados mas de 100
tipos de canales, en los que se ha caracterizado el ion que conduce, el estimulo
por el cual se activan y su abundancia y localizacién en los tipos celulares (Latorre
1996).



1.1 Canales ionicos dependientes de voltaje.

Los canales ionicos dependientes de voltaje, son proteinas integrales de
membrana que fungen como poros macromoleculares fundamentales para la
generacion y propagacion de potenciales de accion en células excitables como
neuronas, células de musculo cardiaco y esquelético al permitir el paso de
moléculas cargadas como aniones y cationes cuando son activados en respuesta
a un cambio del potencial de membrana o diferencia de voltaje de la membrana
celular en el que estén expresados; los hay de varios tipos, su clasificacion
depende del ion al que son permeables principalmente, siendo los mas
importantes los canales de potasio, calcio, sodio y cloro aunque también pueden
ser un poco permeables a otras moléculas cargadas como I, Mg?*, H* entre otras
(Ruben 2014; Hille 1992).

Estas proteinas fueron por primera vez descritas cuantitativamente en el axon
gigante de calamar por los cientificos Hodgkin y Huxley en 1952, quienes
desarrollaron un modelo matematico que les condujo a describir la cinética de los
canales asi como predecir su comportamiento y participacion en la generacion y
propagacion de un potencial de accién, concluyendo acertadamente que la
membrana se comporta como un circuito eléctrico y que al haber un flujo de iones
a través de los canales es como se generan las corrientes ionicas. (Hodgkin y
Huxley, 1952)

De estos tipos de canales se han encontrado muchas variantes o subtipos de cada
uno, en especial de canales de potasio, por ejemplo, en el genoma humano se han
identificado mas de 90 genes que codifican para la principal subunidad del canal
(subunidad a), cada una con una funcidn y estructura especifica (Tian et al, 2014).
En cuanto a los canales de calcio, se han descrito diez familias proteicas en
mamiferos, con diferentes papeles en la transduccion de sefales en la célula
(Catterall, 2015) y en menor diversidad se encuentran los canales de sodio al estar
conformados por una sola familia compuesta de 10 isoformas, esto en mamiferos,
aunque recientemente se ha descubierto una segunda familia de este tipo (De
Leray Kraus, 2015).



Gracias a la aparicion de la genética y biologia molecular, se han podido clasificar
estas proteinas analizando y comparando sus secuencias nhucleotidicas y
aminoacidicas, con lo que se determind que todos estos grupos comparten
similitudes, siendo homdlogas estructural y funcionalmente aun cuando se
expresan entre especies filogenéticamente distantes, con lo que se puede deducir
que pertenecen a una misma superfamilia proteica, las cuales pudieron
evolucionar a partir de duplicacion, mutacién y/o seleccibn de genes que

codificaron para canales ancestrales comunes (Hille 1992; Stiimer y Latorre 1996).

Con lo anteriormente expuesto, esta superfamilia comparte las siguientes

caracteristicas:

e Estan conformadas por una estructura en comun (subunidad a) que
consiste de 4 dominios repetidos (DI-DIV), cada uno con 6 segmentos

transmembranales SI-S6 (Figura 3).

e Uno de esos segmentos (S4) esta altamente conservado, compuesto por
aminoécidos cargados positivamente arginina (R) o lisina (K), que funge
como el sensor de voltaje y por tanto es el responsable de que el canal se

active.

e Los amino&cidos que estan entre los segmentos S5 y S6 de cada dominio

forman el poro del canal.

e Tiene un filtro de selectividad idnica con el que los canales identifican los

tipos de iones que podran atravesarlos.

e Pueden estar asociadas o0 no a otras subunidades.
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Figura 3. Esquemas que representan las estructuras de los diferentes grupos de canales dependientes de voltaje. A) Topologia
transmembrana de la subunidad a del canal de potasio K, (Modificado de Tian et al, 2014) B) Estructura de la subunidad a del
canal de calcio Ca, y sus subunidades asociadas (Tomado de Catterall, 2015). C) Vista superior del ensamblaje tetramérico del
canal de potasio Kv. D) Topologia del canal de sodio Na, (Modificado de Marban et al., 1998).

Las células excitables como, nerviosas, musculares o enddcrinas, pueden sufrir
una despolarizacion (cambio del potencial de membrana a un valor menos
negativo) a causa de diferentes estimulos, una despolarizacion permite
rapidamente la apertura de los canales de sodio dependientes de voltaje, los
cuales abren paso hacia el espacio intracelular de una cantidad pequefia de iones
sodio que se mueven gracias a su gradiente electroquimico, y como consecuencia
de esto, la membrana se despolariza ain mas generando una retroalimentacion
positiva al abrir mas canales que provocan un mayor grado de despolarizacion de
la membrana celular hasta que los valores del potencial de membrana y el
potencial de equilibrio para el sodio se reestablecen. Estas proteinas al ser

miembros de la stUperfamilia de canales dependientes de voltaje (canales de Ca?*



y K*), forma un grupo importante que controla parte de la excitabilidad eléctrica de
célula animales, siendo éstas responsables de la fase de despolarizacién del
potencial de accién (Hille, 2001; Catterall, 2003; Yu y Catterall, 2004).

El movimiento de estas particulas cargadas que generan la corriente de sodio fue
identificado primero por los cientificos Hodgkin y Hoxley en 1952 quienes
describieron las tres principales caracteristicas funcionales de los canales que
son: la activacion dependiente de voltaje, una inactivacion rapida una
conductancia iénica especifica, pero fue hasta el afio 1973 cuando se pudieron
medir cuantitativamente estas corrientes por los cientificos Armstrong y Bezanilla,
combinando varias técnicas electrofisiol6gicas, también reportaron mas
caracteristicas de las corrientes de sodio que sirvieron de pauta para estudiar el

proceso de activacion de estos canales (Catterall, 2000; Galimberti, 2012).

El estudio biofisico de los canales de sodio se realizé antes del descubrimiento de
la estructura primaria de esta familia, ya que fue en los afios 70°s con el desarrollo
de técnicas de biologia molecular y nuevos métodos bioquimicos para el estudio
de macromoléculas como es el caso de los canales i6nicos, cuando se hicieron
muchos estudios y andlisis sobre la union de los canales a otras moléculas, y con
esto de como solubilizar y purificar las mismas, lo que permitié el descubrimiento
de la proteina como tal en el afio de 1980 por Beneski y Catterall mediante

técnicas de marcaje por fotoafinidad y usando derivados de toxinas de escorpion.

Estudios posteriores condujeron a la obtencién del ADNc de la proteina con su
subsecuente secuenciacién y asi demostraron que el ARNm que codifica la
subunidad alfa es suficiente para expresar canales funcionales (Noda et al., 1984;
Catterall, 2000; Caterrall, 2013).



1.2.1 Subunidad alfa

Una gran variedad de isoformas de la subunidad alfa del canal de sodio se han
identificado, clonado, expresado funcionalmente y caracterizado gracias a todos
los estudios y avances cientificos como clonaje molecular, purificacion bioquimica
y registros electrofisiologicos primordialmente (Goldin, 2001); como se ha descrito,
la primer proteina purificada en 1980 fue obtenida de tejido nervioso de mamifero,
lo que permitié describir al canal de sodio como un complejo formado por una
subunidad alfa de 260 kDa asociada a dos subunidades accesorias beta de 30-40
kDa (Beneski y Catterall, 1980; Hartshorne et al., 1982; Catterall, 2014), aunque
ahora se sabe que no todas las isoformas estan forzosamente asociadas a alguna
subunidad accesoria para funcionar de manera nativa, como es el caso del canal

de sodio cardiaco Navl.5 al expresarse en miocitos.

TEJIDO SUBTIPO
Maw
A | SISTEMa& NERVIDSO | 1.1.1.2,
CEMTRAL 13,186
B RETIMN.A 1.8,1.89
¢ | NEURONAS DEL 47
SISTEMA OLFATORIO
NEUROMNAS
D | SENSORIALES 1.7, 1.8,
MEUROMAS VAGALES| 1.9
SENSORIALES

E | MUSCULD CARDIACO | 1.5, 1.8

G E NERWIO Y MUSCULD | TTX-s
PARA VENTILACKIN Mas

G | CELULAS B PANCREATICAS.T

H | MUscULO 1.4
ESQUELETICO
| PIEL 1.7.1.8
n— nerve bundle , J NEUROMNAS DEL 1.6, 1.7,
\ k 3 GRD 1.8,1.9
AR K ——aifi
K CELULAS ;I‘:d1 9
CANCERIGENAS B eubunits

Figura 4. Expresion tisular de los diferentes subtipos de canales de sodio Na,.
(Modificado de De Lera y Kraus, 2015).



Los genes que codifican a la subunidad alfa se han identificado y estudiado en
diferentes especies, incluyendo mamiferos, vertebrados que no son mamiferos,
invertebrados e incluso en células procariotas; a partir de los cuales se realizaron
analisis filogenéticos que permitieron determinar que la expresion inicial de
canales de sodio como tal fue en la medusa, pero que el canal pudo haber
evolucionado a partir de los canales de calcio y que subsecuentemente evolucion6
de manera independiente en vertebrados e invertebrados (Marban, 1998; Strong
et al., 1993; Goldin, 2002). EI mayor grupo de genes hasta la fecha estudiado es el
de los canales expresados en células de mamifero, que representan una sola
familia con diez miembros caracterizados (Tabla 2), los cuales en humanos se
encuentran distribuidos en todo el cuerpo, si bien su estructura es homdéloga cada
isoforma tiene una funcion especifica dependiendo del tejido donde se expresa

incluyendo las células cancerigenas (Figura 4).

Tabla 2. Tipos de canales de sodio dependientes de voltaje, VGSC por sus siglas

en inglés.

GEN CROMOSOMA CANAL RESISTENCIA A TTX*
SCN1A 2024,3 Navl.1 +
SCN2A 2024,3 Navl.2 +
SCN3A 2024,3 Nav1.3 +
SCN4A 11 (humano) Navl.4 +

17923,3 (ratén)
SCN5A 3p21-24 Nav1.5 -
SCN8A 15 (humano) Nav1.6 +
12913 (ratén)

SCN9A 2924 Na1.7 +
SCN10A 3p22,2 Nav1.8 -
SCN11A 3p22,2 Nav1.9 -

SCN7A 2q24,2 Nax Desconocido

*TTX es la toxina aislada del pez globo a la que los canales pueden ser (+) sensibles o (-) resistentes (Modificado de
Galimberti et al., 2012)

El analisis filogenético de las secuencias de los genes (SCN1A-SCN11A) revel6
gue estos canales comparten mas del 50% de homologia aminoacidica (Figura 5)

y que aparecieron por duplicacién genética y rearreglos cromosomales de manera



relativamente reciente y evolutivamente hablando en comparacion con los canales
de Ca?*y K*(Catterall et al., 2005).
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rNa,1.7
rNa,1.4
rNa,1.6
rNa,1.5
rNay1.8
rNa,1.9

| | | T | E
25 20 15 10 5 0
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Figura 5. Las 9 isoformas del canal de sodio de mamifero que han sido identificadas y funcionalmente
expresadas comparten un porcentaje mayor al 50% de similitud en su secuencia de aminoacidos de sus
dominios extracelulares y transmembranales (Modificado de Catterall et al, 2005).

Las diez isoformas conforman la primera familia mejor caracterizada, designada
con la nomenclatura que va de Nav1.1 a Navl1.9 y el canal Nax, éste ultimo no es
dependiente de voltaje y juega un papel fundamental en el control de fluidos
corporales y balances ionicos (Watanabe et al., 2000), el prefijo Nav indica el
principal ion al que el canal es permeable y el principal regulador fisiolégico
(voltaje en este caso), el numero que sigue indica la subfamilia del gen y el
namero después del punto identifica la isoforma especifica, el cual fue asignado
de acuerdo al orden de descubrimiento (Goldin et al., 2000).
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Figura 6. Estructura primaria del complejo proteico que forman al canal de sodio, donde los cilindros son los segmentos alfa hélices (SI-SVI); las
asas intra y extra celulares son cadenas polipeptidicas; los dominios extracelulares de las subunidades beta son mostradas como estructuras
tipo inmunoglobulinas; y marcan sitios de probable glicosilacion; P en circulos rojos, sitios de fosforilacién por PKA (circulos) y PKC
(diamantes); verde, segmentos que forman el poro; circulos blanco, anillo externo (EEEE) e interno (DEKA) con aa que forman el filtro de
selectividad y el sitio de union a TTX; amarillo, sensor de voltaje S4; h en circulo azul, particula de inactivacion; circulos azules, sitios implicados
en formar la compuerta de inactivacion. (Modificado de Catterall et al, 2014).



La subunidad alfa de los canales de sodio esta formada de alrededor 2 mil
aminoacidos organizados en cuatro dominios homodlogos (DI-DIV) con seis
segmentos transmembranales (S1-S6) cada uno (Figura 6), estos dominios estan
arreglados de tal forma que rodean un poro central acuoso (Catterall, 2000; Yu y
Catterall, 2003; Catterall, 2014).

1.2.2 Subunidades beta.

Esta demostrado que la subunidad a forma un complejo con una o dos
subunidades auxiliares B, desde la primera purificacion de la isoforma expresada
en cerebro junto con B1 y B2 (unidas a a de manera no covalente y por enlaces
disulfuro respectivamente) se ha incrementado el interés por el estudio no solo de
la misma subunidad alfa, sino también de las subunidades beta, por otro lado, se
han descubierto hasta el momento en el genoma de mamiferos, cuatro genes
(SCNB1-SCNB4) que codifican cinco proteinas B (B1A, B1B, B2, B3 y B4) las
cuales son transmembranales a excepcién de B1B que es soluble, la expresion
celular se muestra en la (Tabla 3); en humanos ya se conoce la localizacion de
estos genes, asi el gen de B1 se localiza en el cromosoma 19913 y 2 junto con

B3 en el cromosoma 11¢g22-23 (Messner y Catterall, 1985; Yu y Catterall, 2003;
Brackenbury, 2011).

Tabla 3. Expresidn de subunidades | en SMNC, SMP y corazdn.

Tejido - Tipo celular [ pIE 2 p3 (X1
Sistema nenvicsy cental
Meuronas hipocampales + + + +
Nearmnas ometosles + + + +
_Ganclo bazal — + + +
Célulss cancionales de la refna + +
Celulss de Purkuniz cershelansst + * + 4
Meuronas del oranulo cershelar + -
Nicleo cersbelar orofundo + + +
Meurcnas del azia wenial + - +
Asocins + +
GEa de Beramann + - — — +
GEa radial +
Sizfema nenvioso perifedico
Ganglio de la raiz dorsal + + + + +
Mersios perffsncns + " +
Celulas de Schwann +
ACorardn
Mcciios wenicularss + - + +
WEnriine ahialas + + + +

“Tigna + dencta expresion 2 |a subunidad B 0 ARMm detactada, Signo - denola qua 13 exprasion de
Ia subunidad B ni su ARNmM han sidp delectades, (Medificado.de, Pating 2 Ispm, 20101



Estas proteinas tienen un dominio extracelular (N-terminal), un dominio
transmembranal y un dominio intracelular (C-terminal), se pueden expresar tanto
en células excitables como en células no excitables, asi como en presencia 0 en
ausencia de la subunidad a, por tanto, la coexpresion con la subunidad beta es
requerida para generar en algunas isoformas el comportamiento nativo del canal
de sodio al modificar la cinética como la apertura y cierre del mismo, se sabe
ademas que actian como proteinas reguladoras al participar como moléculas de
adhesion celular ya que pertenecen a la superfamilia de inmunoglobulinas (CAMSs),
ademas pueden modular la expresion en la superficie celular de los canales
(Patino e Isom, 2010; Savio et al., 2012).

1.2.3 Propiedades biofisicas.

1.2.3.1 Activacion.

A partir de la obtencibn de las secuencias nucleotidicas de las diferentes
isoformas de los canales de sodio y con su subsecuente analisis se pudo
identificar un patrén repetido de codones que codifican para aminoacidos
cargados positivamente como lisina y arginina (en mayor cantidad) en los
segmentos S4 de cada dominio, siendo estos homodlogos pero con numero

variable de aminoacidos como se muestra en la (Figura 7/Noda et al., 1964).

Dl Dl Dl DIV

Segmentos 54 cargados

Figura 7. Estructura del canal de sodio mostrando la distribuciéon asimétrica de las cargas
positivas en los segmentos S4 de los dominio | a IV y la particula de inactivacion IFMT .
(Tomado de Ruben vy cols., 2014)



Los segmentos S4 se convirtieron en tema de gran interés al querer comprobar su
participacion en la cinética del canal como el sensor de voltaje cuando ocurre una
despolarizacion de la membrana (teoria inicialmente predicha por Hodgkin y
Huxley en 1952), promoviendo el “deslizamiento” de cada segmento S1-S4 hacia
afuera a través de la membrana generando un cambio conformacional de la
proteina que abre el poro, iniciando asi la activacion. Ahora se sabe que basta con
el movimiento de los segmentos de los tres primeros dominios para que esto
ocurra (Catterall, 1986; Guy y Seetharamulu, 1986; Galimberti, 2012; Ahern,
2015); por lo que estudios de mutagénesis fueron cruciales para dilucidar esta

funcion.

En 1989 se obtuvo la primera evidencia que sustentaba esta hipotesis al realizarse
mutaciones de los residuos de lisina y arginina, los cuales fueron cambiados a
diferentes clases de residuos, ya fueran neutros o cargados negativamente,
dilucidando asi primeramente la importancia que existe entre los residuos de varia
al momento de iniciar el proceso de activacion y que ademas de iniciarla también
dan apertura a la inactivacion rapida correlacionada principalmente con el
movimiento del segmento S4 del dominio IV (Stuhmer et al., 1989, Kontis et al.,
1997).

1.2.3.2 Inactivacion.

Un estado méas de los canales de sodio aparte del abierto y cerrado es el
inactivado, una conformacién no conductiva que se da unos milisegundos después
de la activacién (Figura 8) y cuyo componente fue el primero funcionalmente
identificado experimentalmente por Rohl et al., en 1999; el proceso de inactivaciéon
es requerido para el disparo repetitivo de potenciales de accion en circuitos
neuronales y para un control de excitabilidad muscular y neuronal, se sabe
ademas que incluye a la inactivacion rapida, inactivacion lenta e inactivacion ultra

lenta y puede ser modulado por la interaccidon con las subunidades beta, esto



dependiendo de la isoforma alfa asi como de la beta, por ejemplo, la subunidad

beta 1 acelera la recuperacion de la inactivacion de Nav1l.5.

Al inicio de su descubrimiento se pensaba que su componente principal se unia a
la boca intracelular del poro actuando como una bola que ocluia el paso de los
iones, asi se dio la teoria de la “bola y la cadena”. Se identificé que esa bola es en
si un conjunto de aminoacidos que forman parte de un asa intracelular altamente
conservada que conecta a los dominios Il y 1V, éstos residuos forman el motivo
IFMT (Isoleucina, Fenilalanina, Metionina y Treonina) como se ve en la figura 7,
los cuales en diversos trabajos han sido mutados o sustituidos para probar dicha
funcién, ademas de obtener su estructura tridimensional para comprender la
manera en que Se mueven y posicionan para unirse a su receptor de inactivacion
(Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003; Galimberti et al., 2012).
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Figura 8. Representacion esquematica de los diferentes estados de los canales de sodio dependientes de voltaje Nav
de mamiferos basada en el modelo de inactivacion acoplada. (Modificado de Ahern y cols., 2015)

1.3 Efecto de anestésicos locales sobre el canal de sodio.

Se ha demostrado que la subunidad alfa de los canales de sodio es blanco de una
gran diversidad de toxinas, péptidos y farmacos que afectan o modulan su
comportamiento, principalmente bloqueando el paso de corriente ibnica. Los sitios
de union en los canales (expresados en humano) de todas éstas moléculas se han
identificado a través de estudios de mutagénesis, biofisicos y de farmacologia
principalmente, tales sitios se representan en la figura 9 (Marban et al., 1998;
Catterall, 2000).
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Figura 9. Topologia de la subunidad alfa del canal de sodio indicando 8 sitios de unién de las moléculas que bloquean su
conductancia, donde los sitios del 1 al 6 marcan los sitios de unién a neurotoxinas, en plrpura se marca el receptor para
anestésicos locales. (Modificado de De Lera y Kraus, 2015)

1.3.1 Anestésicos locales.

Los canales de sodio son blanco de una gama de farmacos como son los
anestésicos locales (AL) ya que suprimen de una forma localizada y reversible el
proceso de excitacion-conduccion de las membranas de células excitables por lo
que sus efectos se manifiestan sobre la mayoria de éstas, es decir, pueden actuar
sobre cualquier estructura de la neurona, en cualquier grupo neuronal y afectar
incluso membranas no neuronales como miocardio y muasculo (Goodman vy
Gilman, 2007), por esta razon, han sido utilizados en la clinica por décadas ya sea
como analgésicos bloqueando la sefializacion relacionada al dolor, asi como en el
tratamiento de varias enfermedades provocadas por diversas canalopatias como

es el caso de arritmias cardiacas o epilepsias, por mencionar algunas (Figura 10).
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Figura 10. Estructuras quimicas de los anestésicos locales méas usados en la clinica y experimentalmente. Contienen dos
fracciones, una hidréfila y otra hidréfoba separadas por una ligadura de éster o amida intermedia, el grupo hidréfilo puede ser
una amina terciaria 0 una amina secundaria; la porcion hidréfoba debe ser una mitad aromatica. La naturaleza del grupo de
enlace determina algunas de las propiedades farmacoldgicas de estos agentes. (Tomado de Goodman y Gilman, 2007)



Su mecanismo de accion es bloquear las corrientes ionicas cuando se unen a
sitios de interaccion especificos localizados en la cavidad interna del poro del
canal; con estudios de mutagénesis se encontr6 que el receptor para AL esta
formados por aminoéacidos situados en los segmentos S6 de los dominios I, Il 'y IV
como fueron modelados en la (Figura 11) (Ragsdale et al., 1994; Catterall, 2000,
Yarov-Yarovoy et al., 2002). Siendo el aminoacido Fenilalanina en el S6DIV el de
mayor importancia, ya que al mutarlo por un aminoacido no aroméatico elimina el
bloqueo dependiente de uso (Ahern et al., 2008). Antes de servir en la clinica,
dichos bloqueadores han funcionado de herramientas biofisicas para

complementar el estudio y entendimiento de la cinética de los canales iénicos.

De igual forma se ha encontrado que los AL exhiben varios mecanismos de
bloqueo en los diferentes estados conformacionales del complejo proteico, asi
cuando el canal se abre, es cuando el AL ocupa su sitio con mayor afinidad de
manera dependiente de uso, aunque también se une fuertemente en el estado
inactivado del canal; en cuanto a potenciales hiperpolarizantes se sabe que estos
compuestos bloquean el canal en su estado cerrado aunque con menos afinidad

por una via de acceso hidrofobico (Payandeh et al., 2011).

lIS6 IVS6 1S6

Figura 11. Modelo in silico que muestra el receptor para AL en el
canal de sodio Na,1.2 de mamifero. (Yarov-Yarovoy et al., 2002)



1.4 Canal de sodio dependiente de voltaje hNav1.5

El canal de sodio Nav1.5 es una de las isoformas mas estudiadas de la familia
proteica a la que pertenece, la cual en mamiferos se expresa principalmente en
muasculo cardiaco; el gen que la codifica es denominado SCN5A (GenBank:
M77235) fue por primera vez clonado, secuenciado y funcionalmente expresado
en el aio 1991 (Gellens et al., 1992).

Mutaciones en su secuencia de ADN puede afectar la cinética normal del canal.
Dependiendo de la mutacion y del sitio especifico donde se expresa la proteina
mutada, puede dar origen a una variedad de canalopatias que se traducen en
arritmias cardiacas principalmente (Figura 12) ya que esta proteina es la
responsable de la iniciacion y propagacion del potencial de accion cardiaco
(Balser, 2001).
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Figura 12. Mutaciones inherentes del canal de sodio cardiaco. Topologia del canal de sodio en humano donde
se marcan las mutaciones puntuales ligadas al Sindrome del QT largo y al Sindrome de Brugada. (Modificado
de Balser, 2001)



1.5 Antecedentes especificos.

En el laboratorio de Biofisica Cardiaca se ha estudiado el efecto electrofisiol6gico
del farmaco JNJ7777120 (antihistaminico especifico del receptor de histamina H4,
gue también posee propiedades antihiperalgésicas y antinociceptivas,) sobre el
canal rNav1.4 nativo, ya que sus efectos podrian ser consecuencia del blogqueo de
canales de sodio voltaje dependientes, por lo tanto, ademas de investigar su
accion sobre el canal nativo, se requirio la generacion de la proteina mutada en el
principal aminoacido del sitio de unién a AL, rNav1.4/F1579A (Sanchez, 2015) y
que al comparar el efecto del farmaco sobre ambas proteinas, la nativa y la
mutada, se obtuvieron datos aun no publicados que demuestran que dicho
farmaco induce un tipo de bloqueo en canal de sodio Navl.4 mediado por la

Fenilalanina 1579 del sitio de unién a AL.

Sin embargo, los datos biofisicos resultantes demuestran que aunque el farmaco
en estudio tiene caracteristicas quimicas y estructuralmente similares a los AL, no
se comporta como tal, ya que no tiene efectos significativos sobre el canal en su
estado inactivado (Juarez, 2017), a diferencia de los AL que tienen mayor efecto
sobre dicho estado del canal.



2 Planteamiento del problema

Se ha demostrado por medio de técnicas de mutagénesis la importancia de
diversos aminoacidos para el correcto funcionamiento de los canales de sodio
dependientes de voltaje, ya que al deletar, insertar o simplemente realizar una
mutacion puntual de uno o varios aminoacidos conservados de la secuencia de
ADN de esta familia proteica, se puede evidenciar la participacién del aminoacido
en el funcionamiento del canal, lo que permite hacer modelos moleculares para
comprender mejor la biofisica y estructura de estas proteinas complejas. Ademas
de que en los dUltimos afios ha incrementado el interés por desarrollar
bloqueadores con alta especificidad por algunas isoformas de los Nav, por ejemplo
teniendo como objetivo la corriente tardia del canal Navl.5 donde tales
bloqueadores pueden ser usados como tratamiento a enfermedades cardiacas
como arritmias, isquemia cardiaca y falla cardiaca, por lo que la caracterizacion de
multiples sitios de unién de diferentes moléculas o drogas es uno de los puntos
mas importantes para el desarrollo de farmacos y predecir sus respuestas
bioldgicas a algun tratamiento (Balser, 2001; Fozzard et al., 2011; O’Reilly et al.,
2012).

En el laboratorio de Biofisica Cardiaca ya se estan investigando los efectos
electrofisiolégicos de farmacos sobre la cinética de algunos canales de sodio
dependientes de voltaje, como es el caso del farmaco JNJ7777120 descrito en el
apartado [1.5]. Sin embargo, aun falta mas por investigar de este compuesto para
mejorar su caracterizacion (con base a los resultados ya obtenidos en el canal
Navl.4), por lo que se requiere estudiar sus efectos sobre otras isoformas nativas
y mutadas en el sitio de unién a AL, generando asi la necesidad de contar con la
isoforma hNav1.5/F1760A, que puede ser utilizada en el laboratorio para estudiar y

analizar los efectos de este y otros agentes quimicos poco estudiados.



3 Objetivos

3.1 Objetivo General

Realizar la mutacion F1760A en la secuencia codificante para el canal de

sodio cardiaco humano (hH1) clonado en el plasmido pSP64T.

3.2 Objetivos Especificos

» Realizar un analisis bioinformético simple para localizar la posicién del codon

a mutar en la secuencia codificante del gen que codifica el canal Nav1.5.

» Disefiar un par de oligonucle6tidos mutagénicos con las caracteristicas

ideales para obtener dicha mutacion.

» Realizar una PCR en gradiente para obtener la Tm ¢6ptima de hibridacién de

los oligonucledtidos.

» Introducir la mutacion F1760A en el canal hH1 clonado en el vector pSP64T

mediante PCR de punto final.

» Eliminar el plasmido parental mediante digestion con la enzima Dpnl y

transformar bacterias competentes con el plasmido mutado.

» Amplificar el plasmido con la correspondiente mutacion, purificarlo y obtener

su mapa de restriccion.

» Secuenciar un segmento de aproximadamente 600 pb para corroborar el
cambio del aminoacido Fenilalanina por Alanina mediante un alineamiento

con el canal nativo.



4 Material y Métodos

4.1 Comprobacion de la integridad del plasmido a usar.

4.1.1 Digestion enzimética.

Antes de comenzar con la mutagénesis, se verificO el patron de restriccion del
plasmido pSP64T/hNavl.5 (Figura 13), que con el inserto del gen, en sitio de
clonacion multiple, que codifica para el canal Navl.5, tiene un tamafo final de
11,300 pb, sumando los tamafios de los fragmentos que se generan al cortar los
sitios, marcados en la figura, con la enzima BamHI. Se realiz6 una digestion
enzimatica del plasmido, que se llevé a cabo de la siguiente manera: se tomé 1.7
ul (1 4 g de ADN plasmidico) del vial control y se mezclé con 2 £ L de buffer 10x,
1 u de la enzima de restriccion BamHI* y 15.3 & L de agua estéril para ajustar a un
volumen final de 20 4 L. La reaccioén se incubd por 1 hora y media en un bafio a

una temperatura de 37 °C.
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Figura 13. Representacion esquematica de la construccion del vector pSP64T/hNavl1.5 [PMID: 62077484]
Se muestran las diferentes secuencias necesarias para fungir como vector de expresién y clonacién. MCS:
sitio de clonacién multiple, donde se localiza el fragmento que corresponde al promotor SP6 y enseguida las
regiones 5’ y 3’ que flanquean el gen de la beta globulina de la rana Xenopus laevis (Krieg et al., 1984)



*1 u de BamHI: Una unidad de enzima es la que se necesita para cortar 1ug de
ADN en 1 hora.

4.1.2 Electroforesis.

Mapa de restriccion.

Se obtuvo un patron de ADN generado por el corte del plasmido circular la enzima
de restriccibon BamHI, la cual realiza 4 cortes en el plasmido pSP64T/hH1,
generando 4 bandas de los siguientes pesos moleculares: 6000, 2000, 1800 y
1500 pb, las cuales se visualizaron mediante una electroforesis en un gel de
agarosa al 0.8 %. Poniendo como control el plasmido sin cortar.

El gel se prepar6 pesando 0.36 g de agarosa, la cual se disolvié en 45 mL de TBE
0.5X, calentando suavemente en un horno de microondas hasta que no quedaron
grumos; se dejo entibiar y se agregaron 1.2 pL de bromuro de etidio, se mezclé
muy bien y se verti6 en una charola de electroforesis, colocando un peine para
que se formaran los pozos.

A cada muestra se le agreg6 3 uL de buffer de carga y agua destilada estéril para
ajustar el volumen a 12 pL. En el primer pozo se coloco el ADN sin digerir (1 x g),
en el segundo, el marcador de peso molecular (1 kb PROMEGA) y en el tercero el
ADN digerido. El gel se corri6 en una camara de electroforesis horizontal a 100
volts durante 1.5 horas, las bandas se visualizaron en un transiluminador de luz

UV y se tomo una fotografia para su documentacion.

4.2 Disefio de oligonucleétidos mutagénicos.

Las caracteristicas que deben cumplir los oligonucledétidos mutagénicos son las

siguientes:

e Ambos oligonucledtidos deben contener la mutacion deseada y deben
alinearse a la misma secuencia de las cadenas complementarias del

plasmido.



e Deben tener un tamafio de entre 25 y 45 nucledtidos, con un promedio de

10 a 20 bases a cada lado de la secuencia de interés a mutar.

e Una Tm mayor a 60° C.

e Contenido 6ptimo de GC de 40 a 50 %.

e Es recomendable que el oligo termine en una o dos bases de C (citocinas)
y/o G (guaninas).

¢ Que los oligonucleotidos no formen heterodimeros ni homodimeros.

e Que las temperaturas a las que puedan formar estructuras secundarias

estén lejos de las temperaturas que se alcanzaran en el termociclador.

Para realizar el disefio se utiliz6 de plantilla la secuencia nucleotidica nativa del
canal, obtenida en formato FASTA del banco de datos NCBI con el numero de
acceso M77235 y posteriormente se tradujo a sus respectivos aminoacidos
mediante el programa Codon plot, para localizar la posicion del codén que se
traduce en fenilalanina (F1760), que es el aminoacido de interés. Se realizaron
varios disefios que se evaluaron en el programa oligo analyzer de la pagina de
INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES para optar por el par con las mejores

caracteristicas.

4.3 Mutagénesis sitio dirigida.

Para la obtencion del ADN mutado, se llevo a cabo la técnica de mutagénesis sitio

dirigido, la cual comprende tres etapas (Figura 14).
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Figura 14. Representacion esquematica de la técnica de mutagénesis sitio
dirigida. (Modificado de Edelheit et al., 2009)

4.3.1 PCR en gradiente de temperaturas.

Para determinar la mejor temperatura de hibridacion de los oligonucleotidos
mutagénicos, antes de llevar a cabo la mutagénesis, se realiz6 una PCR en
gradiente (Tabla 4 y 5) utilizando en un caso A, el oligo mutagénico sentido y el
oligo de secuenciacion antisentido y en el otro caso B, el oligo de secuenciaciéon
sentido y el oligo mutagénico antisentido. Los amplicones de aproximadamente

350 pb se visualizaron en un gel de agarosa al 1%.

Tabla 4: Composicion de las mezclas para la PCR en gradiente.

Tubos A Tubos B
REACTIVO pl Conc. pl Conc.
Mix Dream Taq 12.5 12.5

Plantilla ADN 1 50 ng 1 50 ng

Oligo mutagénico Fw 1 194 ng _ _

Oligo secuenciacion Rv 3 210 ng _ _
Oligo mutagénico Rv _ _ 1 209 ng
Oligo secuenciacion Fw _ _ 2.3 196 ng

Agua 8.2 7.5
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Tabla 5: Condiciones de la PCR en gradiente.

Etapa °C Tiemp Ciclo
0 S
Desnaturalizacion 95 1 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95 1 min
Alineamiento 57, 58, 1 min
59,60y 30
62
Extension 72 30s
Extension final 72 10 min 1

4.3.2 PCR punto final

La cantidad de reactivos asi como los parametros usados en el termociclador
fueron establecidos a partir de las especificaciones de la polimerasa utilizada; para
este trabajo se usé una Phusion Green High-fidelity DNA Polymerase (Thermo

Scientific).

Tabla 6: Composicion de la mezcla para la PCR punto final.

REACTIVO pl Conc.
5X Phusion Green HF 12.5
Buffer
dNTP’s 1 200 uM
Oligo mutagénico Fw
1 10 uM
Oligo mutagénico Rv
1 10 uM
ADN molde 1 50 ng
MgCl2 0.5 1 mM
Agua estéril 34.5
Polimerasa 1 2U

Vol. Final 50



Tabla 7: Condiciones de la PCR punto final.

Etapa Ciclos | Temperatura| Tiempo
Desnaturalizacion inicial 1 98 °C 1 minuto
Desnaturalizacion 98 °C 1minuto
Alineamiento 18 60 °C 1 minuto
Extensién 72 °C 6 minutos
Extension final 1 72 °C 10 minutos

NOTA: Los pardmetros del ciclo térmico para la amplificacion varian de acuerdo al
disefio de los oligonucleétidos. Se puede realizar un previo calentamiento de los
oligonucledtidos y de la plantilla por 10 min a 70 °C, esto para eliminar cualquier
estructura secundaria que se pueda estar formando. Para este caso no se realizo
la desnaturalizacion previa ya que los 98 °C en la desnaturalizacion inicial

debieron ser suficientes para desnaturalizar completamente el ADN.

4.3.2.1 Digestion con Dpnl

Después de la PCR se hizo una digestién con la enzima Dpnl* (Fermentas) para
eliminar las cadenas parentales metiladas, esto para obtener Unicamente el

plasmido no metilado.

*Dpnl: enzima de restriccion que corta en la secuencia GATC solo si esta metilada
la adenina (Gm6ATC) por la enzima Dam metilasa; para asegurar la completa
eliminacion de la cadena molde, la reaccién se dividio en dos tubos, y a cada uno
se le agrego 1 u de Dpnl y 2 uL de buffer. Las muestras se incubaron a 37 °C por

1 h, tiempo suficiente para completar la digestién total de la cadena.



4.3.2.2 Visualizacion del producto de PCR en gel de agarosa.

Antes de realizar la transformacién bacteriana se corrié el producto de PCR en un
gel de agarosa al 0.8 % para ver si se generd el amplicon del tamafio esperado,
donde de manera cualitativa se determind su concentracion y se verificé que se
haya eliminado completamente la plantilla (es necesario aclarar que en el gel se
puede o no visualizar amplicén ya que de ser una cantidad muy pequefia, la banda

apenas podria ser perceptible).

El gel se prepar6 pesando 0.24 g de agarosa en 30 mL de TBE 0.5X, y se
procedié como en el apartado [6.1.2]. Las muestras se mezclaron con 3 pL de
buffer de carga y agua destilada estéril para ajustar el volumen a 12 uL. En el
primer pozo se cargd el ADN control (100 ng) y en el segundo 5 pL de la reaccién
de PCR solo con buffer de carga. El gel se corrié a 100 volts por 30 minutos y se

revelé en un transiluminador de luz UV.

4.3.3 Preparacion de bacterias competentes y transformacion.

Para obtener las células competentes se realiz6 un precultivo de 2 mL de la cepa
E. coli OneShot Top 10 (bacterias que tienen el perfil filogenético adecuado para
obtener una eficaz y rapida transformacion), el cual se dej6é incubar en agitacién
(180 rpm) aproximadamente de 14-16 h, a 37 °C; posteriormente se inocularon 60
puL de este precultivo en 25 mL de medio LB estéril y se incubé a 37 °C en
agitacion; se monitore6 la concentracién del cultivo cada 15-20 min hasta que
alcanzé una absorbancia de 0.38 a una longitud de onda de 600 nm.

Se transfirio el cultivo a 2 tubos de centrifuga estériles; se enfriaron a 0 °C
colocandolos en hielo por 10 min; se centrifugaron a 5000 rpm por 10 min a 4 °C;
pasado el tiempo se decantd el sobrenadante y se colocaron los tubos sobre un
papel en posicion vertical por 1 min para eliminar completamente el liquido; las

pastillas se resuspendieron en 15 mL de una solucion de MgClz-CaClz frio (80 mM



y 20 mM respectivamente) y se centrifugaron a 5000 rpm a 4 °C por 10 min;
nuevamente se decantd el sobrenadante y finalmente se resuspendieron ambas
pastillas en 1 mL de solucién CaCl2 0.2 M.

Para la transformacién bacteriana se adicionaron 200 uL de bacterias
competentes frescas en 3 tubos eppendorf de 1.5 mL, a cada tubo se le adicioné

lo siguiente:

1.- Control positivo, 40 ng de ADN nativo; 2.- Control negativo, nada; 3.- Muestra,
40 pL de la reaccion de PCR. Se mezclaron y se incubaron en hielo por 30 min;
pasado el tiempo se dio un choque térmico, incubando las muestras en un bafio a
42 °C por 90 s cuidando que la temperatura se mantuviera estable y rapidamente
se transfirieron a hielo por 2 min; se adicionaron 800 uL de medio LB en cada tubo
(se mezclé suavemente), y se incubaron a 37 °C por 45 min en agitacién; los tubos
se centrifugaron a 5000 rpm por 5 min y cada pastilla se resuspendié en 100 uL de
medio LB; se inocularon en placas de agar LB con Ampicilina [120 pug/mL] y se
incubaron a 37 °C por 18 horas, después de ese tiempo, se sacaron las placas y

se reviso el resultado de cada una y se fotodocumenté.

4.4 Mini preparacion de ADN plasmidico por ebullicion.

Se hicieron cultivos de 2 mL de medio LB con ampicilina, los cuales se inocularon
con cada una de las colonias resultantes de la placa con la reaccion de
mutagénesis, se centrifugd 1 mL de cada cultivo en un tubo eppendorf de 1.5 mL a
6000 rpm por 6 min y se elimind el sobrenadante; las pastillas se resuspendieron
en 1 mL de medio LB estéril, se centrifugaron nuevamente a 6000 rpm por 6 min 'y
se eliminé el sobrenadante; se agregaron 600 pL de solucion STET (4% Sacarosa,
5% Triton 100X, 50 mM EDTA y 50 mM Tris-HCI| pH 7.4) a cada tubo y se
resuspendieron las pastillas, enseguida se adiciono la lisozima [10 mg/mL]
(preparada previamente) y se homogenizaron las muestras; los tubos se pusieron a

ebullicion en bafio a 98 °C por 1 min, posterior a eso se centrifugaron por 10 min a



13 mil rpm a temperatura ambiente; se elimind la pastilla de cada tubo con un
palillo de dientes y se adicionaron 650 pyL de isopropanol para precipitar el ADN
plasmidico, se dejaron reposar 5 min a temperatura ambiente y se centrifugaron a
13000 rpm por 6 min; se elimin6 el sobrenadante y se enjuago la pastilla de cada
tubo con etanol al 70 %, se centrifugaron por ultima vez a 13000 rpm por 6 min y
finalmente se resuspendieron las pastillas en 50 uL de buffer TE pH 8.

Se obtuvo la concentracion de cada purificado para el siguiente protocolo, por lo
que se realizdé una dilucion en tubos eppendorf de 1.5 mL, agregando 10 uL de
ADN plasmidico en 990 uL de agua estéril para medir en el espectrofotometro sus

absorbancias a 260 y 280 nm.

Aplicando la siguiente formula, se obtuvo la concentracion de plasmido en cada
tubo:

(fact.dilucion)(Abs.260nm)(50)
1000

DNA (ng/uL) =

Donde:

Volumen total

*Factor de dilucion =
Volumen de la muestra
*50 es el factor de conversion para ADN
*1000 es el factor de conversion a ng

4.4 1 Restriccidbn con enzima BamHl.

Como prueba preliminar para la comprobacion de que el plasmido extraido de las
colonias transformantes era el pSP64T, se sometio cada mini prep a una digestion
enzimatica con BamHlI, para esto se tomaron 1000 ng de cada unay se mezclaron
con 1 pL de la enzima de restriccion, 2 uL de su buffer y x L de agua estéril en un
volumen final de 20 pL en tubos eppendorf de 0.6 mL, los cuales mas un control

se dejaron incubar a bafio maria por un tiempo de 1 hora 30 minutos a una



temperatura de 37°C y las muestras se corrieron en un gel de agarosa de 45 mL al

0.8% para visualizar el patron de restriccion mencionado en el apartado [4.1].

4.5 Purificacion pSP64t/Hh1 mutado.

4.5.1 Amplificacién de bacterias transformadas.

De los cultivos que visualmente contenian el plasmido se eligio el cualitativamente
mas favorable, del cual se hizo un precultivo, donde en un tubo falcon de 15 mL se

agregaron 2 mL del medio LB-Broth y se adicionaron 2.4 x L de ampicilina (120

pug/mL) de un stock de 100 pg/uL, finalmente se inoculé 1 mL del cultivo sobrante
de la miniprep que cumplié con el mapa de restriccion.

Tal precultivo se incubé en agitacion a 170 rpm a una temperatura de 37°C
durante 20 horas; transcurrido el tiempo, en dos matraces conteniendo 100 mL de
medio LB-Broth y ampicilina, se les agreg6 a cada uno 1.5 mL del precultivo y se

incubaron en agitacién a 37°C durante 20 horas.

4.5.2 Extraccion de ADN plasmidico ultrapuro.

Antes de la extraccion se hicieron alicuotas en tubos eppendorf estériles de 1.5 ml,
donde se agregaron 850 pL de bacterias transformadas mas 150 uL de glicerol
estéril, se resuspendieron suavemente, se colocaron en hielo por 20 minutos y
posteriormente se almacenaron a -80 °C.

Para la extraccion del ADN plasmidico se utilizé el Kit High Speed Plasmid Midi
(QIAGEN). En 6 tubos de centrifuga de 30 mL se distribuyé de manera equilibrada
el contenido de los dos matraces para posteriormente centrifugarse a 5 000 rpm
por 10 min a una temperatura de 4°C. Se eliminé el sobrenadante y se agregaron
7 mL de buffer 1 (mismo que contiene la enzima que ayudd a lisar las bacterias)
distribuidos en los 6 tubos y al final las pastillas se resuspendieron en un solo
tubo.



Se adicionaron 7 mL de buffer 2 (lisis) y se mezclaron por inversién vigorosamente
hasta obtener una coloracion azul homogénea en toda la mezcla y se dejé reposar
por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 7 mL del buffer 3
(neutralizacién) previamente enfriado a 4 °C y se mezclo por inversion hasta que
la coloracion azul se neutralizd, esta suspension se transfirio a un filtro cartridge
con tapon, y se dejo reposar por 10 min a temperatura ambiente. Mientras
transcurrio el tiempo, se equilibré la columna Hi Speed Midi con 4 mL de buffer
QBT, terminado el tiempo se quito la rosca del filtro cartridge, se inserté el émbolo
y se filtré el lisado celular dentro de la columna cargada. Una vez que paso todo el
filtrado se hizo un lavado a la columna con 20 mL de buffer QC para que
Unicamente quedara en el mismo, el material genético que nos interesa. Se
recuperd el ADN que quedo en la resina de la columna con 5 mL de buffer QF en
un tubo falcon estéril de 15 mL. Se precipitd el ADN adicionando 3.5 mL de
isopropanol, se agitdé en vortex y se dejoé reposar la mezcla por 5 minutos a
temperatura ambiente. En una jeringa de 20 mL se colocé el filtro QIA Midi, una
vez que paso el tiempo de reposo, se transfirid el precipitado a la jeringa y se filtrd
introduciendo el émbolo sin hacer mucha presién para no romper la membrana del
filtro. Después se lavé con 2 mL de etanol al 70% pasando aire después de
eliminar el etanol.

Finalmente se us6 una jeringa de 5 mL y se coloco el filtro, agregando 500 pL de
buffer TE y se recuperd el ADN plasmidico en un tubo eppendorf estéril de 1.5
mL, repitiendo este paso dos veces para recuperar la mayor cantidad de plasmido
posible. Para saber la concentracién del purificado se recurrié al uso del aparato
Nanodrop 2000.

4.6 Secuenciacion y alineamiento multiple.

Para comprobar la mutacion puntual mediante secuenciacion fue necesario el
disefio de un par de oligonucle6tidos que amplificaran 300 pb rio arriba y rio abajo
del codon mutado por lo que el tamafio del amplicon fue de 600 pb
aproximadamente. Las muestras se agregaron en 2 tubos eppendorf de 0.6 mL

donde se agregaron 10 picomoles de ADN con la probable mutacién, en uno el



oligo sentido Fw y en el otro con el oligo antisentido Rv y agua libre de nucleasas
para llegar a un volumen final de 20 pL en cada tubo, esto de acuerdo a las
especificaciones que pide el IBT (Instituto de Biotecnologia-UNAM) que es donde
se mandd a secuenciar. El resultado se recibio en formato .abl el cual es
procesado por el programa bioinforméatico Bioedit, que al abrir muestra el
electroferograma resultante; del cual se obtuvo la secuencia de nucleétidos en
formato FASTA y se aline6 con el programa ClustalOmega (Multiple Sequence
Alignment, EMBL-EBI) junto con la secuencia nativa para visualizar el cambio de

codon.

5 Resultados.

5.1 Comprobacién de la integridad del plasmido usado.

La figura 15 representa un gel de agarosa al 0.8%, donde se visualiza el mapa de
restriccion del plasmido pSP64T/hH1, se observan cuatro fragmentos de ADN que
resultaron de los cortes hechos por la enzima BamHI, cuyos pesos moleculares en
pares de bases (pb) son: 6000, 2000, 1800 y 1500.

hNav1.5 hNav1.5
s/digerir

digerido

Marcador
de peso
molecular
1 kb

b
%%%%OEE 6000 pb
4968 B8

3000 pb
2500 pb

2000 pb 2000 pb
1800 pb

5D 1500 pb

1000 pb

750 pb

Figura 15. Mapa de restriccion del plasmido pSP64T/hH1 cortado con la
enzima BamHI y con sus respectivos pesos moleculares en pares de base.
Carril 1, plasmido sin digerir; Carril 2, marcador de PM de 1 kb; Carril 3,
plasmido digerido.



5.2 Oligonucleodtidos mutagénicos.

Con base a los pardmetros establecidos en el apartado [4.2], el disefio de
oligonucledtidos que cumplio con las caracteristicas adecuadas fue el siguiente:

*
Oligo Fw 5 CCACCTACATCATCATCTCCGCT*EITCATCGTGGTCAACATGTAC 3

CCTCTTCTTCACCACCTACATCATCATCTCCTTCfTCATCGTGGTCAACATGTACATTGCCATC
Oligo Rv 3 GGTGGATGTAGTAGTAGAGGCGAGAGTAGCACCAGTTGTACATG 5’

% Coddn que codifica una Alanina
% Codon que codifica una Fenilalanina

Tabla 8: caracteristicas de los oligonucleétidos mutagénicos de acuerdo al andlisis
hecho con la herramienta bioinformética Oligo-analyzer de la pagina IDT.

Oligonucledétido Longitud Tm °C % GC #
Horquillas*/
[°C]
Fw 44 bases 66.8 50 3/ [23.9-27.3]
Rv 44 bases 66.8 50 5/ [26.3-34.2]

*Numero de horquillas o estructuras secundarias que pueden formarse entre los
rangos de temperaturas estimadas por el programa.

5.3 Producto de PCR en gradiente.

Para corroborar que los oligos mutagénicos funcionaran, se realiz6 una PCR en

gradiente como se explicé en el apartado [4.3.1].

En la Figura 16 se muestra la electroforesis en la que se observa a la izquierda el
amplicén de 370 pb con el par de oligos Fw-Sec/Rv3F1760A, y a la derecha el de
390 pb con el par de oligos Rev-Sec/Fw3F1760A. Se observan amplicones en las
5 temperaturas probadas. Para introducir la mutacién por PCR, se decidio utilizar

una temperatura de alineamiento de 60 °C.



Fw-Sec/Rv3F1760A Rev-Sec/Fw3F1760A
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Figura 16. Gel de electroforesis donde se muestran los productos de PCR en gradiente. A la izquierda se observan los
amplicones de 370 pb con el par de oligos Fw-Sec/Rv3F1760A, y a la derecha los amplicones de 390 pb con el par de
oligos Rev-Sec/FW3F1760A.

5.4 Visualizacion del producto de PCR punto final digerido con Dpnl.

Después de digerir con Dpnl para quitar el plasmido parental, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% para visualizar el producto de PCR (que
puede observarse o0 no). En la Figura 17 se muestra la electroforesis en la que se
observa la banda del canal nativo como control, pero no se llegd a visualizar el
producto de la PCR después de introducir la mutacién. Lo cual pudo deberse a
que en el protocolo de mutagénesis, consta de 18 ciclos de amplificacion. Sin
embargo, se prosiguié con la siguiente etapa que fue la transformacion bacteriana

con el producto de la PCR.

Control Muestra
hNav1.5 PCR

11,300 pb

Figura 17. Gel de elesctroforesis al 0.8%.
Carril 1: muestra del plasmido control. Carril 2:
muestra del producto de PCR (no visualizado)



5.5 Transformacién bacteriana.

En la Figura 18 se muestra una placa de agar-LB con ampicilina usada como
método de seleccion de las colonias transformadas, donde se pueden observar 6
colonias con el fenotipo esperado (circulos blancos). Se amplificaron y se les

extrajo el ADN plasmidico que se cuantificé y analizé por restriccion.

e’

Figura 18. Placa de agar-LB con Ampicilina. Se observa que
crecieron seis colonias con el fenotipo esperado.

5.6 Mini preparacion de las colonias transformadas.

5.6.1 Cuantificacion.

De acuerdo con lo descrito en el apartado [4.4], se cuantifico el ADN plasmidico
obtenido de las 6 colonias mediante espectrofotometria, a una absorbancia de 260
nm (Tabla 9).

Tabla 9: Determinacion de la concentracién del ADN plasmidico

MINI A260 A2s0 A260/280 [ng/uL]
PREPARACION

1 0.231 0.200 115. 1155



2 0.130 0.126 1.0 650
3 0.166 0.165 0.96 800
4 0.238 0.117 2.0 1190
5 0.169 0.099 1.7 845
6 0.285 0.158 1.8 1425

5.6.2 Restriccion.

En la Figura 19 se muestra el patron de restriccion obtenido mediante la digestion
con la enzima BamHI en un gel de agarosa al 0.8 %. Como se observa, las 6
colonias transformadas (carriles 2, 3, 4, 6, 7 y 8) presentaron el mismo patron de
restriccion que el Control (ADN nativo), bandas de 6000, 2000, 1800 y 1500 pb.
Considerando este resultado se amplifico el ADN plasmidico de la colonia MP 5,

la cual presenté la mayor concentracion.

Control MP 1 Marcador ~ MP 4 MP 5 MP 6

Figura 19. Gel de agarosa al 0.8% donde se visualiza el patrén de restriccion
esperado. Carril 1: ADN control. Carriles 2-8: ADN plasmidico cortado de las
6 colonias transformadas. Carril 5: marcador de peso molecular (1 kb).



5.7 Mapa de restriccion del ADN plasmidico ultrapuro.

De la colonia electa se amplificé y purificd6 como se describe en la seccién [4.5].
Con el ADN ultrapuro, una vez mas se corrobor6 la presencia del pldsmido de
interés con la realizacion de una digestion enzimética, el patron de restriccion
resultante se compard con la restriccion de una muestra nativa en un gel de

electroforesis.

En la Figura 20, se demuestra que el ADN mutado presenta el patrén de
restriccion esperado y de ahi se prosigui6 a comprobar la presencia de la

mutacion mediante secuenciacion.

Plasmido  Plasmido Plasmido  Plasmido
nativosin  mutado Marcador nativo mutado
cortar sin cortar cortado cortado

Figura 20. Gel de agarosa al 0.8% que muestra los mapas
de restriccion del plasmido control y el mutado. Carril 1:
ADN nativo sin cortar. Carril 22 ADN mutado sin cortar.
Carril 3: Marcador de peso molecular. Carrirles 4 y 5:
ADN nativo y mutado cortados con la enzima BamHI.



5.8 Secuenciacion y alineamiento multiple.

Para la comprobacion de la mutacion, se prepar6 una muestra del plasmido

pS64T-hH1 (hNay 1.5) mutado y se mand0 a secuenciar al Instituto de

Biotecnologia de la UNAM, lo que se obtuvo fue una secuencia de 700 bases

aproximadamente, la cual fue alineada con el mismo segmento de ADN que

codifica para el canal nativo, en el programa bioinformatico Clustal Omega

disponible de manera gratuita en linea. En la figura 21 se puede apreciar, que el

anico cambio que se genero fue el codén TTC por el codon GCT marcados en

azul y amarillo respectivamente.

hNavl.5
FwF1760A
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hNavl.5
FwF1760A

hNavl.5
FwF1760A

hNavl.5
FwF1760A

hNavl.5
FwF1760A

hNavl.5

TATGTCAAGTGGGAGGCTGGCATCGACGACATGTTCAACTTCCAGACCTTCGCCAACAGC
TATGTCAAGTGGGAGGCTGGCATCGACGACATGTTCAACTTCCAGACCTTCGCCAACAGC

khkhkkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkdkhhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

ATGCTGTGCCTCTTCCAGATCACCACGTCGGCCGGCTGGGATGGCCTCCTCAGCCCCATC
ATGCTGTGCCTCTTCCAGATCACCACGTCGGCCGGCTGGGATGGCCTCCTCAGCCCCATC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR AR A I A A AR AR A A A A A A AR AR A A AR AR A AR A A X kK

CTCAACACTGGGCCGCCCTACTGCGACCCCACTCTGCCCAACAGCAATGGCTCTCGGGGG
CTCAACACTGGGCCGCCCTACTGCGACCCCACTCTGCCCAACAGCAATGGCTCTCGGGGG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A I A A A A AR A A A A AR AR AR A A A A AR AR AR A XKk

GACTGCGGGAGCCCAGCCGTGGGCATCCTCTTCTTCACCACCTACATCATCATCTCCTITC
GACTGCGGGAGCCCAGCCGTGGGCATCCTCTTCTTCACCACCTACATCATCATCTCCGCT

kA hkkrkhkhkrhkhkhhhAhkhkrhhkhhhkrhkhkhhhhhkrhkhkrhhkrhkhkhhrhhkrhkhkrhhkrkkhkxkx*k
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FwEF1760A GCAGCCAACCCATCCAAGATCTCCTACGAGCCCATCACCACCACACTCCGGCGCAAGCAC
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Figura 21. Alineamiento mdltiple de la secuencia nativa del gen que codifica a Nav1.5 y la secuenciacion del
ADN plasmidico mutado, donde se visualiza el cambio esperado del codén TTC por el codén GCT.

Una vez que se comprobd la introduccion de la mutacion en el canal hNav 1.5, se
probé el efecto de la mutacion en la actividad del canal, mediante la inyeccion en
ovocitos de Xenopus laevis y la comparacioén de la biofisica con el canal nativo

(esto fue realizado por Coyotl, cuyos resultados se muestran en los anexos 1y 2).

6 Discusion

Un gran numero de experimentos mutagénicos se han llevado a cabo para dar
evidencia sobre el principal sitio de unién a anestésicos locales (AL), los cuales
han mostrado la importancia de una variedad de residuos aminoacidicos
encontrados en los dominios |, lll y V, dentro de los que el aminoacido F1760 que
se encuentra en el segmento 6 del domino IVSé (para la isoforma hNav1.5b) ha
sido considerado el residuo critico al que se unen dichos farmacos, los cuales
pueden blogquear el poro dependiendo del estado funcional en el que se encuentre
el canal. Teniendo evidencia soélida de la importancia de éste aminoacido, ha sido
el principal residuo que se ha mutado generalmente por otro aminoacido con
propiedades quimicas distintas; es por eso que la mutacion F1760A ya se ha
reportado para el estudio molecular y biofisico asi como para la caracterizacion de
nuevos agentes quimicos que han mostrado tener algun efecto de bloqueo sobre
canales de sodio (Ragsdale et al., 1994; Nau et al., 2000; Yarov-Yarovoy et al.,
2002; O'Reilly et al., 2012).

La mutacion en el sitio de unién a AL ya se ha realizado en la isoforma Nav1.4 en
el laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular del Centro de Quimica-BUAP,
obteniendo la mutante Navl1.4/F1579A (Sanchez, 2015) usada para estudios

biofisicos. Por lo que para la generacion de la mutacién en el mismo sitio de AL en



la isoforma Navl.5 se siguieron las especificaciones que incluye el manual del kit
QuikChange 1l XL Site-Directed Mutagenesis (Stratagene). Sin embargo, se
presentaron diversos problemas para la obtencion de la mutante, asi, en el primer
intento se obtuvieron falsos positivos, por lo que se optdé por hacer algunas
modificaciones al protocolo anteriormente utilizado y redisefiar nuevamente los
oligonucledtidos. Al realizar un segundo andlisis bioinformético del primer par de
oligonucledtidos desfasados y tomando en cuenta que el codon a mutar se
encuentra en una region con secuencias en tandem, se encontré que el cambio
del codén que se estaba realizando, introducia en ambos oligos, estructuras
secundarias altamente estables en sus extremos 3’ al involucrar la C y la A del
codon GCA (Ala), esto, desde la primera etapa de la PCR, ya que el AG de la
formacion de tales estructuras, es negativo, es decir, espontanea. Aunando todo
esto al hecho de que la polimerasa pfu tiene actividad exonucleasa, esta misma se
encargaba de quitar esos extremos 3’ incorrectos (que se encontraban cerca del
coddén Ala) y repolimerizaba a la secuencia complementaria “correcta”, es decir,
volvia a introducir el codén para Fenilalanina en lugar del codon de Alanina, lo que

explica la obtencién de falsos positivos.

Para evitar de nueva cuenta que se generaran estructuras secundaias en los
oligonucledtidos, fue que se cambié el disefio como se muestra en el apartado
[5.2] a oligonucledtidos complementarios con el codén GCT que igual codifica para

una Alanina.

Hasta este punto se puede ver que sin importar el tipo de mutacién a realizar en
cualquier gen, el disefio de los oligonucledtidos que introduciran la mutacién es el
paso critico para la obtencion exitosa de una mutagénesis, ya que si desde el
inicio se pone atencién en cada aspecto molecular de los procesos, el resultado

sale de manera casi inmediata.

Otro inconveniente detectado para lograr una mutagénesis fue el encontrar la Tm
adecuada para la realizacion de la PCR de punto final para introducir la mutacién a
pesar de que la empresa que sintetiza los oligonucle6tido manda sus

caracteristicas, se ha visto de manera empirica que no siempre resulta ser 6ptima



la Tm especificada; por lo que se realizd0 una PCR en gradiente a cinco
temperaturas diferentes, cuyo resultado visualizado en la figura 15, permitio
elucidar la mejor temperatura de alineamiento para la PCR de punto final. Ademas
se usO otra polimerasa, la pfu fushion Green Polimerase en lugar de la pfu
polimerasa convencionalmente utilizada, puesto que tiene una mas alta fidelidad y
una mejor posesividad. Si bien, s6lo se obtuvieron 6 colonias transformadas con la
reaccion de PCR, la experiencia nos ha mostrado que entre menos colonias, hay

mayor probabilidad de obtener la mutacion.

Si bien se utilizaron las cantidades de plantilla (50 ng) y de oligonucled6tidos (10
picomoles) especificados en el kit; no se observo el producto de PCR después de
la digestion con la enzima Dpn |. Esto se puede deber a que la PCR para la
mutagénesis es de 18 ciclos y no siempre se observa la banda. También es
importante mencionar que la region de interés donde se encuentra el sitio de
anestésicos locales, contiene secuencias en tandem, lo que dificult el disefio de
los oligonucleétidos mutagénicos. Sin embargo, se continu6 con la extraccion del
ADN plasmidico de todas las colonias y de manera arbitraria se eligido una colonia
potencialmente mutada para purificar su plasmido y comprobar la mutacién por
secuenciacion, que como se puede observar en el resultado del apartado [5.8] el
Unico cambio realizado de la secuencia de interés fue el esperado. Aunque claro
estd que no solo la secuenciacidon de la region de interés es la prueba infalible de
gue la proteina sera totalmente funcional, sino que, para el caso de los canales
i6nicos, se requieren ademas estudios de electrofisiologia que sustenten esas
bases. Por lo que otra manera en la que se pudo comprobar el cambio del
aminoacido, fue mediante estudios electrofisiolégicos preliminares, donde la
expresion heterdloga de la proteina mutada fue totalmente funcional, con la Gnica
diferencia de que al pasar la solucion con lidocaina a una concentracion de 269
MM (ICso reportada por Moreau y cols., 2017) el porcentaje de bloqueo de la
corriente de sodio, fue de aproximadamente el 20%, comparado con el efecto de
bloqueo que genera el anestésico a la misma concentracion sobre la proteina

nativa, donde el bloqueo de la corriente es del 50% (véase anexos 1y 2).



7 Conclusion.

Con este trabajo se logro la obtencion de la mutacién F1760A en la secuencia
codificante para el canal de sodio cardiaco humano (hNav1.5) clonado en el
plasmido pSP64T, esto con el disefio adecuado de oligonucleétidos mutagénicos.
Tal mutacion se comprobo por secuenciacion y la funcionalidad de esta, mediante

estudios de electrofisiologia.
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ANEXO 1

Relacion Corriente contra Voltaje

En la figura de abajo se muestra la relacion corriente contra voltaje en condiciones
control del canal hNavl1.5 nativo y en presencia de 269 uM de lidocaina, la cual
provoco un bloqueo aproximado del 50 %.

IV (10 mV) hNav 1.5

1.0 q

0.5 A

20 40 60

lyo NOormalizada

—&— Control n=4
—O— Lidocaina n=4

Em (mV)

(Coyotl, 2018)

La relacién corriente contra voltaje fue construida midiendo la magnitud de la
corriente al pico generada en cada paso de voltaje, posteriormente se graficaron
en funcion del potencial de membrana.



ANEXO 2

En la figura de abajo se muestra una segunda relacién corriente contra voltaje en
condiciones control del canal mutado hNav1.5/F1760A y en presencia de 269 uM
de lidocaina, la cual provocé un bloqueo aproximado del 20 %, debido al cambio

del aminoécido que forma parte del sitio de union a anestésicos locales.
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(Coyotl, 2018)
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