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Resumen del Informe:

El complejo similar a la distrofina (DGC por sus siglas en inglés) es un complejo esencial
necesario para mantener la estructura fisica celular, al comunicar la matriz extracelular con
el medio intracelular. Dentro del complejo intracelular del DGC, se encuentra la a1-
sintrofina, proteina de la cual se conocen 5 isoformas, las cuales con tejido dependiente y
se expresan de manera selectiva dependiendo del estado del desarrollo tisular. Esta
proteina se ha demostrado que interacciona fisicamente con diferentes canales idnicos, en
donde mutaciones puntuales de la misma, se asocia a una regulacion a la baja del transito
de los canales hacia la superficie celular, asi como una disfuncion en las propiedades
bioeléctricas del canal, por lo que una disfuncién de la a1-sintrofina, se asocia a patologias
a nivel del sistema nervioso central. El tema principal de este protocolo es dilucidar la
interaccion fisica entre la a1-sintrofina y el canal de calcio dependiente de voltaje 2.1
(Cay2.1), que es el principal canal de calcio dependiente de voltaje que se expresa en el
cerebro y en el sistema nervioso central. Dentro del ano de servicio social, se logré la
estandarizacién de condiciones en las técnicas de biologia molecular, principalmente, la
extraccion de proteinas provenientes de ratones hembray en las técnicas de Western Bloty
los primeros experimentos para estandarizar la inmunoprecipitacion del complejo CaV2.1-
la a1-sintrofina.

Introduccion

La a1-sintrofina (SNTA1) es una proteina que pertenece al grupo de proteinas asociadas al
complejo de glucoproteinas similares a la distrofina (DGC por sus siglas en inglés), son un
grupo heterogéneo de proteinas cuya funcién mas caracterizada es la unién entre la matriz



extracelular con el medio intracelular, donde se le ha atribuido funciones en la homeostasis
celular (Ejemplo: mantenimiento y maduracion de la sinapsis neuromuscular).’

La al-sintrofina forma parte del complejo proteico que se encuentra en el medio
intracelular, la cual cuenta con cinco isoformas producidas por diferentes genes (SNTAT,
SNTB1, SNTB2, SNTG1 y SNTG2) cuya expresion es tejido-dependiente, dependera del
estadio del desarrollo celular y su localizacidon subcelular?. Entre los dominios mas
importantes de las sintrofinas es el dominio homologo a la pleckstrina (PH2) que se une con
el dominio carboxilo Unico de sintrofina (SU), ya que formara una unidad funcional critica
para la unioén a distrofina y las subunidades PH1 y el dominio PDZ quedaran libres para la
interaccion con otras moléculas y generar complejos multiproteicos??

Se ha descrito en la literatura la interaccidon entre canales iénicos y el complejo (DGC)
especialmente con el canal de sodio Nay1.5 que se expresa en el tejido de conduccion
cardiaco, donde el dominio C de dicho canal interacciona con el dominio PDZ de la
sintrofina*® En el experimento realizado por Gavillet y colaboradores ° encontraron que una
mutacién de pérdida de funcién en el dominio PDZ se asociaba a una disminucién del 50%
delnimero de canales de sodio tipo Nay1.5 sin cambios en la concentracion del RNAmM que
codifica para dicho canal. Dicha relacién también lo describe Matamoros y colaboradores*
donde describen la relacion directamente proporcional entre la expresion de a-1 sintrofina
y una disminucién en la densidad del canal de potasio rectificador de entrada (y de su
respectiva corriente) /2.1. Por lo que la funcidn de la de a.1-sintrofina se asocia a la funcién
de canales iénicos que son de vital importancia para la funcién celular.

Los canales de calcio son la principal forma de entrada de los iones calcio hacia el interior
de las células, las cuales tienen dos formas de entrada: a través de canales de calcio
dependiente de ligandoy canales de calcio dependientes de voltaje. La regulacion del calcio
es importante para la funcién celular, ya que el calcio tiene funcidn como segundo
mensajero al interior de la célula, la cual puede desencadenar: Liberaciéon de hormonas 'y
neurotransmisores, transcripciéon de genes, contraccién muscular y la secrecion
hormonal.*®

Los canales de calcio dependientes de voltaje son complejos multiprotéicos formados por
diferentes subunidades: una subunidad central a que atraviesa la membranay se subdivide
en tres clases, segun la se secuencia de sus aminoacidos y dos subunidades auxiliares,
CayB, Cavazd (la subunidad Cavy es inconstante y su expresion es tejido dependiente,
encontrandose mayormente en el tejido musculoesquelético).®

A nivel neuronal, el canal Cay2.1 (tipo P/Q) es el principal canal de calcio asociado a la
liberacidn de neurotransmisores desde las terminales presindpticas. Lainteraccion de este



canal y sus subunidades con la a-1sintrofina y la isoforma de la distrofina Dp140 confiere
un cambio en la actividad del canal Cay2.1(especialmente con las subunidades CayB4 y
Cayaz0-1) lo cual, la interaccién entre estos tres elementos confiere mayor vida media al
canalde calcio, y por tanto, mayor estabilidad.” Sin embargo, actualmente no se conoce con
detalle la interaccién entre la a-1sintrofina y el canal de calcio Cay2.1. la importancia de
dicha descripcion es que se ha asociado diferentes mutaciones en el canal de calcio con
diferentes patologias neurolégicas y psiquiatricas.®

Marco Tedrico

Antecedentes Generales

La distrofina es una proteina del citoesqueleto, localizada en la membrana celular, la cual
se encuentra estrechamente relacionada con un grupo de glicoproteinas denominadas
“complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina” que se encuentran en la membrana
celular, donde también se incluye a la a.1-sintrofina, la cual es una molécula citoplasmatica
cuya funcidon mas reportada es la de mediar entre el medio extracelular con el intracelular.?
De tal manera que la a1-sintrofina funciona como un puente entre los a y B-distroglicano,
estos complejos pueden unir varias proteinas de la matriz extracelular, que pueden ser
especificas para cada tejido (Ejemplo: perlecan en el tejido musculoesquelético y las
neurexinas en las neuronas).®

Se han reportados 5 isoformas diferentes de sintrofinas, (a1-sintrofina, B1-sintrofina, 2-
sintrofina, y1 sintrofina y y2 sintrofina) las cuales presentan una expresion dependiente de
tejidos, del estado del desarrollo y en su localizacién subcelular. ® La mayoria de las
sintrofinas se pueden presentar como mondmeros o como dimerosy presentan: un dominio
PDZ, un grupo carboxilo terminal unico (SU) y dos dominios homdlogos a la plaquestrina
(PH2). Estos dominios interaccionan como una unidad y funcionan como sitio de
interaccion crucial para la capacidad de interaccion de la distrofina.®

La al-sintrofina, en su papel como proteina de andamiaje y que tiene un papel en la
coordinacion de los eventos de senalizacidon son responsables de la agrupacion y anclaje
de proteinas en lugares celulares especificos (Fig.1). Si bien, estas moléculas no poseen
actividad enzimatica intrinseca, poseen extremos terminales capaces de interacciones
con: proteinas, lipidos, lipoproteinasy glicoproteinas. ™

Las sintrofinas, por si mismas, son un grupo heterogéneo, donde ademas de estabilizar la
membrana, tiene una segunda funcién al formar complejos de sefalizacién en los cuales se
agrupan a una gran variedad de proteinas de senalizacidn como los canales idnicos al



interactuar con eldominio PDZ, presente en las sintrofinas, con el extremo C-terminalde la
serie consenso E(S/T)XV.™?

Ligand (Laminin)

Dystroglycanﬁ-,.’ —

Fig 1. Organizacion candnica del complejo de glicoproteinas asociados a la distrofina. Eldistroglicano (azul) es una proteina glicosilada (café)
que interactla con las proteinas de la matriz extracelular que contengan dominios de laminina globular. En su extremo intracelular, interactia con
la distrofina, que contiene un dominio que interacttia con la actina, 24 repeticiones de espectrina (verde) con motivos repetidos de distroglicano
(rojo), un dominio (morado) que contiene dos motivos para la unién a las sintrofinas (rosa) y un motivo a unién a distrobrevina (verde). (Obtenido
de Mirouse, V., 2023)"3.

Antecedentes Especificos: Antecedentes en la interaccidn entre los
canales iénicos y componentes del DGC.

Los canales idnicos y componentes del DGC pueden interactuar a través de una variedad
de proteinas auxiliares que participan en la modulacion de las propiedades biofisicas del
complejo del canal. Estas proteinas, que forman parte de las subunidades auxiliares de los
canales idnicos, modifican las propiedades cinéticas de las corrientes, asi como la
densidad de canales idnicos que se pueden encontrar en un lugar determinado de la
membrana plasmatica®.

Los canales de calcio mediados por voltaje (Cay) se dividen de acuerdo a su umbral de
activacion de la siguiente manera: bajo umbral de activacion (canales tipo T) y los de alto
umbral de activacion (L-, N-, P/Q y R-) de acuerdo con sus propiedades fisiolégicas vy
farmacoldgicas. En el grupo de alto umbral de activacion, se han descrito como complejos
heteromultiméricos conformados por: un complejo formador del poro (subunidad o) y las
unidades auxiliares del canal (B, a.0) y en algunas situaciones puede existir una subunidad
gamma y. Estas subunidades, a su vez, pueden interactuar con diferentes moléculas,
incluyendo al citoequeleto®,



Un antecedente importante planteado por Gavillet y colaboradores® es la interaccion entre
la sintrofina y el canal de sodio Nay1.5, principal canal de sodio expresado en el tejido
cardiaco, en donde interacciona la a1-sintrofina con el canal Nav1.5, donde a través de un
complejo multiprotéico, donde la expresion de la distrofina y la a1-sintrofina regulan la
expresion de dicho canal. Interesantemente, la delecion del gen SNTAT que codifica para
proteina al-sintrofina, se relaciona con patologias de la conduccidn intracardiacas como:
el sindrome de Brugada.*®

Adicionalmente, hay evidencia de un complejo proteico especifico entre la isoforma de la
distrofina Dp140, a1-sintrofinay el canal de calcio dependiente de voltaje Cay2.1, que con
la interaccién subunidades auxiliares Cava,0-1 y CayBie aumenta la actividad del canal
Cay2.1 a través de un mayor numero de canales en la membrana que se acompafa de una
mayor densidad de corriente.’

De igual manera, una desregulacion en la funcion del canal Cay2.1 a nivel cerebral., se
asocia a disfuncidén o desregulacion de la funcidn neuronal, lo que se traduce en la
presencia de epilepsia miocldnica juvenil, desorden bipolar, esquizofrenia, migrafa
hemipléjica familiar, dolor neuropatico y otras entidades neuroldgicas y psiquiatricas™.

Debido a la importancia que tienen las sintrofinas y el interactoma que presentan con una
gran variedad de moléculas de senalizacion entre ellas a varios canales idnicos, el motivo
de este trabajo de investigacioén es e identificar el sitio de interaccién entre el canal Cay2.1
y la a1-sintrofina, asi como determinar el mecanismo por el cual a.1-sintrofina incrementan
la estabilidad de la proteina del canal Cay2.1, aumentando el nimero de canales en la
membrana plasmatica y, como consecuencia, elincremento en la densidad de la corriente.

Justificacion

La interaccidn entre las diferentes proteinas es crucial para el funcionamiento adecuado de
las células y los tejidos, es necesario conocer cuales son las proteinas claves en estos
procesos. al-sintrofina es una proteina adaptadora involucrada en diversas funciones
celulares, determinando a qué proteinas se une y conociendo los dominios estructurales
importantes para dichas interacciones, se lograra conocer los mecanismos moleculares
que subyacen el proceso de senalizacién. Esto, con el fin ultimo de relacionar la interaccidon
entre ambas proteinas con la disfuncion en el sistema nervioso central.



Justificacion

Al conocer la interaccion de los canales de calcio dependiente de voltaje Cav2.1 con la a1-
sintrofina en un modelo in vivo, podremos determinar regiones cruciales donde se llevarian
a cabo dichas interacciones y una posible asociacidon entre mutuaciones puntuales en
dicho sitio y alteraciones en las propiedades biofisicas del canal, lo que pudiera asociarse
a un estado patolégico.

Pregunta de Investigacion

¢La al1-sintrofina podria interaccionar directamente con el Cay2.1 a través de uno de sus
dominios?

Hipotesis
HA: La a1-sintrofina, a través de alguno de sus dominios es capaz de interaccionar

directamente con el canal de calcio dependiente de voltaje Cay2.1 o con alguna de sus
subunidades.

HO: La a1-sintrofina, a través de alguno de sus dominios no es capaz de interaccionar
directamente con el canal de calcio dependiente de voltaje Cay2.1 o con alguna de sus
subunidades

Objetivo del Protocolo de Investigacion

Identificar qué proteina del complejo del canal Cay2.1 interactua con la al-sintrofina
mediante la amplificacion y expresion de los diversos dominios de la proteina y la
realizaciéon de mutaciones para investigar estas interacciones mediante ensayos de
inmunoprecipitacion.

Objetivo realizado por el alumno:

e Estandarizar las condiciones 60ptimas del ensayo de Western blot de los anticuerpos
primarios que reconocen a las proteinas que conforman el complejo del canal de
calcio Cav2.1



Objetivos secundarios realizados por el alumno:

e Obtencidn de extractos proteicos a partir de un modelo murino.
e Cuantificar la concentracién de proteinas por medio del ensayo del acido
bicinconinico.

Material y Métodos
Tipo de Investigacion:
e Experimental

Caracteristicas de Diseno:

e Estudio Experimental en ciencias bésicas in vitro.
Metodologia

Variables Independientes

Culitativa Nominal Dicotémica (Si
interaccion/ No interaccion)

Interaccién de la a1-sintrofina con el

. Se refiere a la asociacidn de proteinas con
complejo del canal Cayz

el proposito de delucidar su interaccion en
una perspectiva de sefalizacion de
sefales; la interaccioén es cualitativa.

Variable Dependiente

Cualitativa Nominal dicotémica (Si hay
expresion/ No hay expresion).

Expresioén de las proteinas

Definicién: proceso en la que la activacién
de un gen produce la generacién de un
ARNmM y un producto protéico final .




Procedimientos

Western Blot

Después de la extraccidon de proteinas totales, se realizaron alicuotas con una
concentracion de 50-100ug y proteinas totales. Se utilizé el buffer de Laemmeli 2X,
calentadas en agua a ebullicion durante 5 min y separadas por SDS-PAGE. Después de
haber realizado la electroforesis (trans-blot) hacia un papel de nitrocelulosa (Amersham
Pharmacia GE Healthcare), las cuales fueron bloqueados con caseina de grado médicoy se
incubaron en agitacion cosntante a 4°C durante toda la noche junto con los anticuerpos
primarios (Santa Cruz, Anti-Cay2.; anti-al1-sintrofina). Posteriormente, se realizaron 3
lavados con Buffer de lavado (Tris-HCL10 mM pH 7.6, NaCl 15 mM, Tween 20 0.05%) durante
Thr a temperatura ambiente. Posteriormente, se aplica el anticuerpo secundario (Santa
Cruz) durante 5 min. Posteriormente, a través de un sistema de luminol 2x (Thermo Fisher)
se puso la membrana en un casette para revelado en una placa de rayos X en un cuarto
oscuroy se reveld con un foco rojoy solucion de revelado (Kodak).

Ensayo de Inmunoprecipitacion

Las proteinas totales se homogenizaron con buffer de inmunoprecipitacién (IP) [Tris-HCL:
50mM a un pH 8.0, EDTA 10 mM, Tritén X-100 1%, PMSF 0.5 mM, NaF 10 nM, NazVO, y una
mezcla de inhibidores de proteasas libre de EDTA [complete 2X Roche Applied Science] a
4°C. Las proteinas se cuantificaron con el método del acido bisicodinico. Las proteinas
totales se hicieron alicuotas de 1-2 mg, se mezclaron con 30 ug de proteina G agarosa
recombinante (Invitrogen) previamente equilibrada con buffer IP conteniendo BSA
(albumina sérica bovina) al 1% como agente bloqueador y se incubd a 4°C en agitacion
constante durante 2 hrs.
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Informe Numérico Narrativo de las Actividades Realizadas

Mes calendario programado

3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 | 12

Actividad

Revision del protocolo

Revision de manuales del protocolo

Acreditacion de Curso de Metodologia de la
Investigacion en Salud

Revision de literatura de los temas del protocolo
Capacitacion y revision de la bibliografia para
realizar experimentos en biologia molecular (PCR,
Western Blots y ensayos por inmunoprecipitacion)
Ejecucion de PCR, ampliacion y clonacion de los
dominios estructurales de la e1-sintrofina, asi como XX | X[ X|X|X]|X
realizacion de Western Blots.
Revision de base de datos X[ XX X[ X
Capacitacion de base de datos X1 X ]| X | X X
Realizar un trabajo producto del protocolo para el X x| x| x
alumno
Elaboracion de reporte semestral X | X
Elaboracion de reporte/ trabajo final X[ X

E B Eall e
P e Eal Ead L
b

>~
>~
b
P
=
b
P
b
P
<
=
<

Calendario de actividades. En el siguiente cuadro se describen las actividades realizadas dentro del afo de investigacion, previamente acordado
con la tutora externa, responsable del protocolo ante el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez y ante la Comisién interinstitucional para la
Formacién de Recusos Humanos en Salud (CIFRHS).

Resultados

1. Obtenciéon de tejido cerebral y de cerebelo en ratones macho de la cepa
C57BL/6).

Se utilizaron dos ratones (Mus musculus) machos de la cepa singénica C57BL/6) de 4 a 6
semanas de edad con un peso aproximado de 20 gr, las cuales fueron obtenidos de la
Unidad de Modelos Biolégicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Los
procesos experimentales realizados con estos modelos se realizaron de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones Técnicas para la
Producciéon, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio”. Asi mismo, este modelo murino se
encuentra libre de enfermedades infecto-contagiosas o de cualquier otra indole, por lo que
no supone un mayor riesgo a la salud de los investigadores.

Para la obtencién de tejido cerebral se utilizé la técnica de obtencién de cerebro en fresco.
Para realizar dicha técnica, previamente se anestesiaron a los ratones con una inyeccién
intraperitoneal de 15 pl de pentobarbital (dosis letal), una vez que se observa un cese en la
actividad motora, se realizd6 una decorticacion manual por traccion cervical.
Posteriormente, se decapita el ratén y se realiza diseccion roma de la béveda del craneo
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hasta lograr la separacion del cerebro de ésta. Se separa el cerebelo del cerebro y se
procede a color dichos tejidos en una solucién buffer de PBS al 1% en un homogeneizador
tipo Dounce, previamente prelavado con una solucién de lisis y se generan golpes de pistén
hasta obtener una mezcla homogénea. Para su almacenamiento, se colocan las muestras
en refrigeracion a 4°C para posteriormente ser colocado a -20° C.

2. Extraccién de proteinas totales

Las proteinas totales se homogenizaron con buffer de inmunoprecipitacion (IP) [Tris-HCL 50
mM pH 8.0, NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, Tritén X-100 1%, PMSF 0.5 mM, NaF 10 mM, Na.VO.
1 mM y mezcla de inhibidores de proteasas libre de EDTA Complete 2X (Roche Applied
Science)]a 4°C. Las proteinas se cuantificaron utilizando el método del acido bicinconinico.
Los extractos proteicos totales se almacenaron con buffer de inmunoprecipitacion (IP) [Tris-
HCL150 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, Tritén X-100 1%, PMSF 0.5 mM, NaF 10 mM,
Na.VO. 1 mM y mezcla de inhibidores de proteasas libre de EDTA Complete 2X (Roche
Applied Science)] en alicuotas de 50 pl a -20°C.

3. Cuantificacion de proteinas mediante el método del acido bicinconinico

Preparar por duplicado la curva de proteinas estandar utilizando el stock de BSA a una
concnetracion de 2 mg/ml. Para realizar la cuantificacion, se realizan diluciones utilizando
agua desionizada de la siguiente manera:

Tubo 6 5 4 3 2 1 0
Concentracion
2000 1000 500 250 125 25 0
BSA (ng/ul)
Volumen del ;
20 (vial . . .

20 20 20 (vial 4) 20 (vial 3) 20 (vial 2) 0

. 5)

estandar (ul)

H,0 (ul) 0 20 20 20 20 80* 20

* Después de homogenizar la solucién, desechar 80 pl con el fin de tener solamente
20 ul de cada estandar.

12



2. Se prepard, por duplicado, 20 ul de diluciones 1:20, 1:10 y 1:5 de las muestras de
proteinas que se estan cuantificando. Utilizar agua desionizada para preparar las
diluciones.

3. Se Colocaron 20 pl de cada estandar de proteinas, del blanco y de las diferentes
diluciones de las muestras de proteinas en pozos separados de las microplacas.

4. Se preparo el reactivo de bloqueo disolviendo un tubo (20 mg) del reactivo de bloqueo en
1 ml de buffer del reactivo de bloqueo. Mezclar con vértex durante 30 segundos. Esta
cantidad de solucion es suficiente para el analisis de 50 muestras (20 pl por muestra).
Mantener a temperatura ambiente.

5. Afadir 20 pl de reactivo de bloqueo recién preparado a todos los pozos conteniendo la
curva de proteinas estandar, el blanco y las muestras.

6. Mezclar completamente durante 30 segundos.

7. Sellar la placa e incubar a 37°C durante 30 minutos.

8. Preparar el reactivo de trabajo del BCA (50:1), considerando 200 pl por pozo:
Reactivo A: 6,000 pl
Reactivo B: 120 ul

Nota: Al mezclar, se observara una turbidez verde que desaparecera al continuar
mezclando para obtener una solucién verde. Mantener el reactivo a temperatura ambiente.

9. Nos aseguramos de que no haya liquido en la tapa de la placa y adicionar 200 ul del
reactivo de trabajo del BCA (50:1) a todos los pozos conteniendo la curva de proteinas
estandar, el blanco y las muestras.

10. Se mezclé completamente durante 30 segundos.
11. Se selld la placa e incubar a 37°C durante 30 minutos.

12. Después de la incubacion, se enfrié la placa a temperatura ambiente y asegurarse de
que no haya liguido en la tapa de la placa.

13. Leer la absorbancia a 562 nm.
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Cuantificacion de proteinas mediante el método del acido bicinconinico

s —
B 0.109 0.144 0.285 0.448 0.756 1.294 2.249
C
D 215 1.006 0.328 0.354 0.918 0.407
E 1.427 0.651 0.507 0.547 1.196 0.57
F
G 0.751 0.635 0.45 0.452
H 1.168 0.926 0.648 0.744
Muestra | Promedio r= 0.99653784 |
X
Y
(ng/ml)
0 0
25 0.1435
125 0.28
250 0.462
500 0.768
1000 1.3165
2000 2.2125
Y [ X (e/ml) | Dilucién Concentracion
Cerebro Ratén 2.15 2.15 1884.46 15 (1pl) 9.4 pg/ul
Lote: 2-X-2025 1427 1.427 119057  1:10(2u) 119 pug/pl | 10.7 pg/pl
Cerebelo Ratén 1.006 1.006 786.522  1:5 (1pl)  3.93 pg/pl
Lote: 2-X-2025 0.651 0.651 445817  1:10(2 ) 446 g/ | 4.2 pgfpl
S =0.07264932
r= 099653784

Y Axis (units)

T T T T T
25 368.3 734.2 1100.0 1465.8 1831.7 2197.5

X Axis (units)

Tabla 1: Estandarizacion en la extraccion de proteinas: en esta table se observa una cuadricula de la B-H en donde en las filas B-E corresponden a
extractos proteinicos de cerebro (por triplicado) y de la F a la H corresponden a extractos proteicos de cerebelo. Se realizé la medicion en la
absorbancia de las muestras y se promediaron los valores de la absorbancia por triplicado. Se realizé una gréfica con la absorbancia y los gramos
de proteinas con correlacién con una concentracién conocida con proteina albimina bovina. Se calculé el valor de r? de los valores de los extractos
y se obtiene un valor de r=0.99, por lo que se considera que los valores predichos de concentracion se encuentran dentro de la recta.

4. Estandarizacion del ensayo de Western blot

Se utilizaron los extractos proteicos provenientes del tejido cerebral de los modelos
murinos, descritos previamente.
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Alicuotas de 50-100 ug de extractos de proteinas totales y proteinas co-inmunoprecipitadas
se diluyeron con buffer de muestra Laemmli 2X, calentadas en agua a ebullicién durante 5
min y separadas por SDS-PAGE. Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron
a membranas PVDF (Amersham Pharmacia GE Healthcare), las cuales se bloquearon con
caseina grado Hammerstein (MP Biomedicals) al 1% en TBS-T (Tris-HCL 10 mM pH 7.6, NaCl
15 mM, Tween 20 0.05%) durante 1 h atemperatura ambiente. Las membranas se incubaron
a 4°C toda la noche en agitacion constante con los siguientes anticuerpos primarios
diluidos en TBS-T: anti-Cay2.1, anti-Caya,6-1 y anti-CayB,. Después de 3 lavados con TBS-T,
las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes
dependiendo del origen del anticuerpo primario usado: anti-ratén de cabra conjugado a HRP
(Horseradish peroxidase) (Zymed) o anti-conejo de cabra conjugado a HRP (Jackson
ImmunoResearch) diluidos en TBS-T conteniendo 5% de leche sin grasa. La incubacion se
realiz6 a temperatura ambiente durante 1 h en agitacion constante. La deteccidn
guimioluminiscente se realizé con el Sistema Immun-Star HRP (Bio-Rad) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Se expusieron peliculas autorradiograficas sensibles a
quimioluminiscencia (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a la membrana durante diferentes
tiempos.

Western blot del canal neuronal Cav2.1

kbpa A B

250-

130_“ < Ca,21
100-
70-
55-

S . <« actina
35-
25-

A Cerebro
B Cerebelo

llustracion 1 Western Blot: Se muestran dos carriles con extractos proteicos extradds de A: cerebro y B: cerebelo de
ratones hembra de 4-8 semanas de edad. Se realizé el Western Blot a un voltaje de 12 mV con los anticuerpos primarios
(Alomone) en donde se observa sefnal en el carril 130 kDa compatible con el peso del canal Cav2.1 donde demuestra la
estandarizacion de condiciones para la realizacion del Western Blot. Como control positivo se utilizé a-actina (Santa
Cruz).
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Inicialmente se utilizaron geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7.5% de la marca Bio-
Rad, en los cuales se cargaron en diferentes pozos alicuotas de extractos proteicos
obtenidos de muestras de cerebro y cerebelo obtenidos de modelos murinos. Sin embargo,
para las proteinas de mayor peso molecular se decidio utilizar geles al 10% con el fin de
obtener una mejor resolucion de las proteinas.

Como un primer abordaje, se utilizd un anticuerpo primario contra el canal Cay2.1 de la
marca Santa Cruz a una concentracion de 1:500; sin embargo, no se obtuvo una senal
especifica para la subunidad principal del complejo del canal de calcio, por lo que se
decidié realizar un cambio del anticuerpo primario contra la subunidad formadora del poro
del canal Cayoia (Alomone ACC-001) a una dilucién de 1:2000. Utilizando estas condiciones
se obtuvieron los resultados esperados de sefal (ilustracion 2).

En cuanto al anticuerpo secundario, se utilizé a una concentracidon que varia desde 1:8000
hasta 1:10,000 dependiendo del origen del anticuerpo primario usado, diluidos en TBS-T. La
incubacion se realizé a temperatura ambiente durante 1 h en agitacién constante.

Conclusiones

La estandarizacion de las condiciones para la realizacion de la técnica de Western blot,
constituye un paso importante para la caracterizacion del complejo del canal de calcio
neuronal Cay2.1/Cava,0-1/CaB4(tipo P/Q) y la al-sintrofina en tejido cerebral y cerebeloso.

La identificacidon de esta interaccién sugiere un posible papel regulador de la al-sintrofina
sobre los canales de calcio dependientes de voltaje tipo P/Q, no Unicamente en su funcion
como canales iénicos, sino también en su modulacién a través de proteinas accesorias.
Este hallazgo podria contribuir a ampliar el conocimiento sobre los mecanismos mediante
los cuales el citoesqueleto participa en la regulaciéon funcional de los canales idnicos,
particularmente del canal de calcio tipo P/Q en tejido neuronal.

A lo largo del ano de estancia en investigacién, adquiri tanto las bases tedéricas como la
experiencia practica en la aplicacién de técnicas fundamentales de Biologia molecular,
entre las que destacan la estandarizacion de condiciones para la extraccién de proteinasy
la posterior realizacién de ensayos de Western blot.

Considerando que el proyecto de investigacion en el que participé se encontraba en una
fase inicial y, debido a la calendarizacion de actividades y a los procesos de
estandarizacion, no fue posible involucrarme directamente en las etapas de clonacion de
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los diversos dominios de las proteinas y la realizacién de mutaciones para investigar las
posibles interacciones entre el complejo del canal mediante ensayos de
inmunoprecipitacion.

Sin embargo, la oportunidad de participar en la etapa inicial del proyecto resulté altamente
valiosa para mi formacion, ya que esta experiencia me permitio fortalecer habilidades en la
planeacion experimental, ejecucion de protocolos y optimizacion de técnicas
experimentales, aspectos esenciales para la formacidon en investigaciéon en Biologia
molecular.
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Anexos

La Secretaria de Salud
a través de la Direccion General
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Otorga el presente

CONSTANCIA
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