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RESUMEN 

 

Los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV) participan en diferentes 

eventos intracelulares: contracción, secreción, transmisión sináptica, regulación de 

enzimas, fosforilación y desfosforilación de proteínas y la transcripción genética. 

Están compuestos por la subunidad 1 y tres subunidades accesorias , 2 y , 

estas tienen funciones regulatorias dependiendo del tipo de canal de calcio que 

conformen. Los CCDV se clasifican de acuerdo con sus características fisiológicas 

y farmacológicas, derivando en dos grupos: canales de alto umbral (HVA) y canales 

de bajo umbral (LVA), los cuales se subdividen en las familias CaV1, CaV2 y CaV3. 

Los canales de la familia CaV2 tienen una expresión importante en el sistema 

nervioso de los cordados, responsables del inicio de la neurotransmisión en la 

sinapsis química, mediando la entrada de Ca2+ al soma y a las dendritas de las 

neuronas. La familia CaV2 de divide en tres subunidades CaV2.1, CaV2.2 y CaV2.3. 

Los canales CaV2.1 conducen corrientes de tipo P/Q y juegan un rol muy importante 

en la liberación del neurotransmisor en células del sistema nervioso central. Los 

canales CaV2.2 conducen corrientes tipo N son los más importantes en sinapsis de 

neuronas del sistema nervioso periférico. Los canales CaV2.3 conducen corriente 

tipo R y son importantes en el mecanismo de sinapsis rápidas en el sistema nervioso 

central. El mal funcionamiento de los canales de calcio de la familia CaV2 puede 

derivarse de mutaciones genéticas en la región que codifican para estos, las cuales, 

llevan a la ganancia o pérdida de su función que generan diversas patologías como 

la migraña hemipléjica y la ataxia. Las tortugas son utilizadas como modelo de 

estudio para la neurobiología por su tolerancia a la hipoxia, la cual está relacionada 

directamente con el funcionamiento de los canales de calcio. En este trabajo se 

ocupa como modelo de estudio a la especie Trachemys scripta elegans para 

conocer las secuencias de los canales de calcio de la familia CaV2 y mostrar sus 

diferencias o similitudes con las secuencias de los otros grupos de vertebrados. Se 

Clonaron de forma parcial los ADNc de los canales de calcio dependientes de voltaje 

de la familia CaV2 de la tortuga T. scripta elegans mediante el diseño de 



 
II 

 

oligonucleótidos degenerados y posteriormente específicos para amplificar regiones 

hacia el extremo 3´. Se utilizaron las técnicas de amplificación por la reacción en 

cadena de la polimerasa acoplada a la transcripción en reversa, así como su 

caracterización por análisis de restricción y secuenciación. Se compararon las 

secuencias obtenidas con las de otros grupos de vertebrados. Las longitudes de los 

amplificados fueron las esperadas, el amplificado cacnf4-cacnr2 fue de 1,700 pb, 

mientras que el fragmento cacnf1-cacnr2 fue de un tamaño de  350 pb. Se realizó 

un análisis de restricción para identificar las isoformas A, B y E. La subunidad 

1A presenta una similitud del 99% con C. picta belli, 94% con la especie Chelonia 

mydas y el 91% con Pelodiscus sinensis. La subunidad 1B presenta una similitud 

del 99% con las tres especies antes mencionadas, lo mismo que la subunidad 1E 

presenta el 97% de similitud. El porcentaje de similitud entre las secuencias de los 

CCDV de T. scripta elegans evidentemente es mayor con Chrysemys picta, una 

especie de reptil, y diverge en algunas bases con los otros grupos. En el 

alineamiento múltiple de cada uno de los fragmentos amplificados de T. scripta 

elegans (1A, B y E) con las especies de vertebrados muestra un porcentaje 

alto de coincidencia en los aminoácidos de los 5 grupos con la especie modelo. La 

especie con la que presenta mayor número de diferencias es con el anfibio Xenopus 

tropicalis, teniendo un mayor número de coincidencias con Chrisemys picta.  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 MEMBRANA PLASMÁTICA Y CANALES IÓNICOS  

 

La célula está delimitada por una membrana plasmática, la cual está compuesta por 

una bicapa de fosfolípidos, proteínas y algunos carbohidratos. Las funciones 

generales de la membrana plasmática son el aislamiento físico, la comunicación 

entre la célula y su medio, el sostén estructural y la regulación del intercambio de 

sustancias con el medio (Silverthorn 2009). 

La membrana celular posee una cara interna y una externa, denominadas cara 

citosólica y cara exoplasmática, respectivamente. La cara exoplasmática de la 

membrana está dirigida hacia el medio externo y define el límite exterior de la célula, 

mientras que la cara citosólica se encuentra hacia el interior celular, interaccionando 

con el líquido intracelular. Las membranas están compuestas principalmente por 

moléculas anfipáticas que tienen una cabeza hidrofílica y una cola hidrofóbica, estas 

últimas forman la bicapa lipídica en donde las colas de los ácidos grasos se 

encuentran dispuestas hacia el centro y las cabezas de fosfolípidos hacia el medio 

acuoso dentro y fuera de la célula. Los lípidos más comunes que forman la bicapa 

celular son fosfoglicéridos, esfingolípidos y esteroides; cabe mencionar que la 

composición lipídica influye en las propiedades físicas de las membranas (Lodish 

2012). 

 

La membrana plasmática también está compuesta de proteínas; cada célula 

contiene entre 10 y 50 tipos de proteínas insertas en su membrana. Las proteínas 

asociadas con una membrana en particular son responsables de sus actividades 

distintivas; la densidad y la dotación de las proteínas asociadas varían según el tipo 

de célula y la ubicación subcelular. Las proteínas de las membranas se pueden 

clasificar en tres categorías: integrales, ancladas por lípidos y periféricas.  
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La membrana plasmática es una barrera permeable selectiva entre la célula y el 

ambiente extracelular. Sus propiedades de permeabilidad aseguran que las 

moléculas esenciales como iones, glucosa, aminoácidos y lípidos entren fácilmente 

en la célula, que los intermediarios metabólicos permanezcan en ella y los 

compuestos de desecho salgan; esto significa que la permeabilidad selectiva de la 

membrana plasmática le permite a la célula mantener un ambiente interno 

constante. Los movimientos de prácticamente todos los iones y moléculas a través 

de las membranas celulares son mediados por las proteínas transportadoras 

inmersas en la bicapa lipídica (Andreoli 1986). 

 

Un tipo de proteínas integrales de la membrana son los canales iónicos, que 

permiten el flujo de iones (Ca2+, Na+, K+, H+ y Cl−) a favor de su gradiente 

electroquímico. Estructuralmente los canales están provistos de un poro, que 

además constituye el filtro de selectividad, para permitir el paso de los iones hacia 

dentro o fuera de la célula. La selectividad del canal está dada además por un 

estrechamiento con cargas negativas o positivas cerca de la superficie externa de 

la membrana. Los canales iónicos se diferencian por la selectividad iónica, es decir, 

el tipo de iones que permiten pasar y por la regulación, esto es, las condiciones que 

determinan la apertura y el cierre del canal (Tamargo 2004). 

 

De acuerdo con su mecanismo de activación, estas proteínas pueden dividirse en: 

canales mecanosensibles, canales activados por ligando y canales activados por 

voltaje. En los canales mecanosensibles, la apertura es activada por una fuerza 

mecánica ejercida sobre el canal; este mecanismo a su vez genera una señal 

eléctrica que se transmite en cascada hasta llegar al último receptor. Los canales 

iónicos activados por ligando se abren en respuesta a la unión de una sustancia 

química (hormonas, péptidos o neurotransmisores), con una parte del canal llamado 

receptor, que crea un cambio en la energía libre y altera la conformación de la 

proteína abriendo el canal. Por su parte, los canales iónicos regulados u operados 

por voltaje desempeñan el papel principal en la propagación de señales eléctricas 
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en las células nerviosas, aunque también están presentes en muchas otras células 

como las musculares, los oocitos, los protozoos e incluso en células vegetales.  

Estos canales poseen dominios proteicos especializados con carga que reciben el 

nombre de sensores de voltaje y que son sumamente sensibles a las modificaciones 

del potencial de membrana; las alteraciones de este potencial por arriba de cierto 

umbral ejercen una fuerza sobre los dominios proteicos de magnitud suficiente para 

inducir el paso del canal de la conformación cerrada a la abierta o viceversa (Alberts 

2006). 

 

1.2 CANALES DE CALCIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE  

 

Los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV) activan la despolarización de 

la membrana plasmática en muchos tipos de células, esto en respuesta a 

potenciales de acción que llegan a la célula. El ión Ca2+ que entra a la célula a través 

de los canales sirve como segundo mensajero de la señalización eléctrica, iniciando 

muchos procesos fisiológicos celulares diferentes (Catterall 2011). 

 

En células del músculo cardiaco, la activación de los canales de Ca2+ inicia la 

contracción directamente, aumentando la concentración citosólica del ion, y 

promueve la liberación de Ca2+ por la activación de los receptores de rianodina en 

el retículo sarcoplásmico (Fabiato 1983, Andreoli 1986, Bers 2002, Rueda 2014). 

En células endocrinas, los canales de calcio dependientes de voltaje median la 

iniciación de la secreción de hormonas como la insulina en las células beta 

pancreáticas (Yang y Berggren 2006). En las neuronas el ingreso de iones calcio en 

el citosol presináptico desencadena la fusión de las vesículas sinápticas a la 

membrana y la liberación del neurotransmisor (Moreno 2005).  

En diferentes células, la entrada de Ca2+ al citosol controla actividades como el 

aumento o disminución de la actividad de cinasas o fosfatasas de proteínas y la 

expresión de genes, así como diversos eventos bioquímicos (Latorre 1996, Flavell 

y Greenberg 2008, Leon-Iza 2010) (Figura 1).  
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Figura 1. Participación de los CCDV en diferentes eventos intracelulares, incluyendo la 
contracción, la secreción, la transmisión sináptica, la regulación de enzimas, la fosforilación 
y desfosforilación de proteínas y la transcripción genética. Se representan las subunidades que 

conforman a los canales de calcio dependientes de voltaje (la subunidad  forma el poro central; 

una subunidad , que es un a glicoproteína dimérica unida por puentes disulfuro; una subunidad 

intracelular llamada ; y una glicoproteína transmembranal llamada ). (Tomado de Catterall 2011). 

 
 

1.2.1 ESTRUCTURA DE LOS CANALES DE CALCIO DEPENDIENTES DE 

VOLTAJE  

 

Los CCDV están conformados por una subunidad  y otras subunidades 

accesorias, las cuales tienen funciones regulatorias; dependiendo del tipo de canal 

de calcio que conformen, estas subunidades son: ,  y  (Figura 1) (Catterall 

2000). 

La subunidad 1 es una proteína transmembranal de una longitud de alrededor 

2 000 aminoácidos y 190-250 kDa (Takahashi, Seagar et al. 1987). Está conformada 

por cuatro dominios homólogos (I-IV), cada uno de los cuales contienen seis 

segmentos transmembranales (S1-S6) y un asa del poro (P) entre los segmentos 
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S5-S6 (Figura 2). Esta subunidad es la que contiene el poro hidrofílico de 

conducción iónica delineado por los segmentos transmembranales S5 y S6, así 

como el filtro de selectividad iónica formado por el asa P por donde el Ca2+ permea 

a través de la membrana plasmática. Se sabe que la presencia de glutamatos y 

aspartatos en el poro es determinante para que los canales seleccionen el Ca2+ 

sobre otros cationes. El sensor de voltaje, localizado en el segmento S4 de cada 

dominio, consiste en una hélice alfa transmembranal, donde cada tres o cuatro 

aminoácidos hay uno cargado positivamente (lisina o arginina). La subunidad  

tiene en su secuencia regiones de interacción con sus subunidades accesorias y 

sitios de unión de diversos activadores o bloqueadores, motivos de unión a 

proteínas G y propensos a la fosforilación; algunos de estos sitios de interacción 

son comunes, por ejemplo, el de interacción con la subunidad , mientras que otros 

son específicos del tipo de canal (Latorre 1996, Lacinova 2005, Catterall 2011) 

(Figura 2).  

La subunidad  es una proteína auxiliar intracelular co-expresada con la subunidad 

 de todos los canales que se activan a un voltaje alto de membrana (−40 mV a 

−10 mV). En sistemas de expresión heterólogos, esta subunidad se requiere para 

la expresión funcional de las subunidades 1 con el fin de mejorar la densidad de 

corriente y regular la dependencia al voltaje de la activación e inactivación de los 

canales de calcio. Se han identificado cuatro isoformas de esta subunidad (−) 

codificadas por distintos genes; cada isoforma tiene múltiples variantes de empalme 

(splicing), y por lo tanto un tamaño diferente. Esta subunidad regula diferentes 

aspectos de la fisiología de los canales activados por alto voltaje (High Voltage 

Activated HVA), incluyendo la expresión en la superficie, la degradación y el 

mecanismo de apertura o cierre. También es fundamental para la regulación de los 

canales de calcio dependientes de voltaje por lípidos, proteínas G, cinasas, 

fosfatasas y otras proteínas de señalización, así como sustancias de bloqueo 

(Murakami, Fleischmann et al. 2002, Lacinova 2005, Buraei y Yang 2013) (Figura 

2). 

La subunidad  es una proteína glicosilada y tiene un tamaño aproximado de 

175 kDa. Estas subunidades se derivan de un solo gen (Ellis, Williams et al. 1988), 
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en donde después de la traducción los péptidos  y  son generados por proteólisis 

y unidos por un enlace disulfuro (Figura 2). El dominio , que contiene el único 

segmento transmembranal del complejo , alberga las regiones importantes para 

el cambio de la activación e inactivación de canales tipo HVA además de la 

modulación de la cinética de inactivación. Similar a la subunidad , la subunidad  

puede modular la interacción de los canales de calcio con sustancias de bloqueo, 

como lo es el sitio de unión de gabapentinoides. Se demostró que la subunidad  

reduce la tasa de activación como de inhibición del equilibrio del canal CaV2.2 por 

las -conotoxinas (Gurnett, De Waard et al. 1996, Felix, Gurnett et al. 1997, 

Lacinova, Klugbauer et al. 1999, Mould, Yasuda et al. 2004, Lacinova 2005) (Figura 

2). 

La subunidad  es una proteína integral de membrana que contiene cuatro 

segmentos, de la cual existen 8 genes diferentes que se expresan en tejidos 

diferentes de acuerdo con su función. Esta subunidad altera las corrientes de Ca2+ 

y su cinética de inactivación, en donde las subunidades 1 y  están involucradas 

(Lacinova 2005, Buraei y Yang 2010) (Figura 2).  

Figura 2. Representación de la estructura de los CCDV como modelos transmembranales 

plegables. Las hélices se presentan como cilindros; las longitudes de las líneas están 
correlacionadas aproximadamente a las longitudes de los segmentos de polipéptidos representados. 

La línea en zigzag en la subunidad  representa su ancla de glicosilfosfatidilinositol. (Tomado de 

Catterall 2011). 
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1.2.2 NOMENCLATURA DE LOS CANALES DE CALCIO DEPENDIENTES DE 

VOLTAJE 

 

La nomenclatura de los CCDV se basa principalmente en las características de la 

subunidad . En el año de 1994 se adoptó una nomenclatura unificada basada en 

el sistema más ampliamente aceptado en el momento, partiendo de que la isoforma 

S se refiere a la descubierta en músculo esquelético, y las subunidades A a E 

para las isoformas descubiertas posteriormente; desde entonces se han identificado 

nuevas subunidades , denominadas F a I, las cuales se agrupan en tres 

familias: 1) S , C , D y F ; 2) A , B y E ; y 3) G , H y I  (Tabla 1). Estos 

nombres fueron otorgados de acuerdo con elel gen que las codifica: CACNA1S, C, 

D, F, A, B, E, G, H e I (Lory, Ophoff et al. 1997); otras maneras se basan en la familia 

y el orden cronológico de su descubrimiento, la sensibilidad a una neurotoxina o el 

tipo de corriente del canal. La nomenclatura más reciente, aprobada por NC-

IUPHAR (Internacional Union of Basic and Clinical Pharmacology) es conforme al 

esquema CaVx.y, en donde CaV hace alusión a los canales de calcio dependientes 

de voltaje, x al número designado inicialmente a la subfamilia del canal, es decir, 

tipo L, T, N, P/Q y R, e y es el número de los miembros individuales de cada 

subfamilia (Tabla 1) (Ertel, Campbell et al. 2000).  

 

 

Tabla 1. Nomenclatura de los canales de calcio dependientes de voltaje, de acuerdo con los 
diferentes criterios. (Modificado de Rosich, 2008).  
 

Canal 
(IUPHAR) 

Subunidad 
Tipo de canal 

(corriente) 
Nomenclatura 
gen (HUGO) 

Cromosoma 

CaV1.1 S L CACNA1S 1q32.1 

CaV1.2 C L CACNA1C 12p13.3 

CaV1.3 D L CACNA1D 3p14.3 

CaV1.4 F L CACNA1F Xp11.23 
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CaV2.1 A P/Q CACNA1A 19p13.1 

CaV2.2 B N CACNA1B 9q34.3 

CaV2.3 E R CACNA1E 1q25.3 

CaV3.1 G T CACNA1G 17q21.33 

CaV3.2 H T CACNA1H 16p13.3 

CaV3.3 I T CACNA1I 22q13.1 

 

1.2.3 CLASIFICACIÓN DE LOS CANALES DE CALCIO DEPENDIENTES DE 

VOLTAJE  

 

Debido a sus características fisiológicas y farmacológicas, los CCDV se clasificaron 

inicialmente en dos grandes grupos: canales de alto umbral (High Voltage Activated 

HVA), que se activan a un voltaje alto de membrana (−40 mV a −10 mV); y los 

canales de bajo umbral (Low Voltage Activated LVA) o llamados tipo T, los cuales 

necesitan solo una pequeña despolarización para ser activados (−70 mV a −60 mV) 

(Llinas y Yarom 1981, Catterall 2011).  

 

Los canales HVA, se encuentran de forma abundante en músculo esquelético, liso 

y cardiaco, así como en las neuronas. Su característica farmacológica es la 

sensibilidad a las 1,4-DHPs (dihidropiridinas), una clase amplia de fármacos con 

acción inhibitoria (nifedipina, nisoldipina, isradipina) o activadora (Bay K 8644) en el 

canal (Lacinova 2005).  

 

Los canales tipo T fueron descritos en neuronas sensoriales de vertebrados 

(Carbone y Lux 1984), pero han sido encontrados en diversas células excitables y 

no excitables como en músculo liso y esquelético, fibroblastos, osteblastos, 

astrocitos, etc., y se encuentran ausentes en células neuroendócrinas y simpáticas. 

Su función está relacionada con la actividad rítmica y la entrada de Ca2+ a 
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potenciales negativos (Bean 1985). En contraste con los canales tipo L, son 

resistentes a las dihidropiridinas y son bloqueados por sustancias como la amilorida 

(Tang, Presser et al. 1988), la tetrametrina (Hagiwara, Irisawa et al. 1988), la 

difenilhidantoina (Yaari, Hamon et al. 1987) y el octanol (Llinas, Sugimori et al. 

1989).  

 

Después de la descripción de los canales tipo L y T, en la década de 1980 

experimentos en neuronas del ganglio de la raíz dorsal de pollo revelaron nuevos 

canales de calcio insensibles a las dihidropiridinas y con conductancias entre los 

canales L y T (Nowycky, Fox et al. 1985, Fox, Nowycky et al. 1987); estos canales 

fueron llamados tipo “N” (por la palabra neurona), los cuales son bloqueados por la 

-conotoxina, que se obtiene del veneno de caracoles marinos de género Conus 

(Martin-Moutot, Lang et al. 1995).  Los canales tipo N se han identificado en altas 

cantidades en el hipocampo, corteza y cerebelo, principalmente en regiones con 

muchas sinapsis, ya que su función, al activarse por alto voltaje, es la de permitir la 

liberación de los neurotransmisores en ellas (Lacinova 2005). 

 

Los canales tipo P/Q se describieron inicialmente en las células de Purkinje (Llinas, 

Sugimori et al. 1989). Los canales tipo P se activan a potenciales de membrana 

mayores a −50mV; estos canales están implicados en diversos procesos, 

principalmente en la liberación de neurotransmisores en algunas sinapsis. En 1995 

se describieron los canales tipo Q, los cuales fueron identificados en neuronas 

granulares del cerebelo, y presentan una cinética de inactivación más rápida que 

los tipo P (Randall y Tsien 1995). Los canales tipo P/Q se caracterizan por su 

sensibilidad al veneno de la araña Agelenopsis aperta, la -Agatoxina, y además 

son codificados por el gen CACNA1A, se expresan principalmente en las neuronas 

del sistema nervioso central (SNC) y se localizan en áreas ricas en terminales 

sinápticas, específicamente en la capa molecular del cerebelo y la zona del 

hipocampo CA3 (Hillman, Chen et al. 1991, Catterall, Perez-Reyes et al. 2005). 

También se sabe que actúan como reguladores de la liberación de 



 
10 

 

neurotransmisores y la integración neuronal, esto en las terminaciones nerviosas y 

dendritas (Cornet, Bichet et al. 2002).  

 

Los canales tipo R toman su nombre por la palabra “resistente”, debido a que 

ninguna de las toxinas a las cuales fueron sensibles los canales tipo N y P/Q, ejercía 

algún efecto en estos canales. Se localizan en cuerpos neuronales y dendritas del 

globo pálido, tálamo, amígdala anterior, hipotálamo, y núcleos subtalámicos. Su 

función es producir descargas repetitivas (Rosich 2008).  

 

Los diferentes tipos de canales de calcio fueron definidos principalmente por las 

subunidades , y hasta la fecha diez diferentes se han caracterizado en los 

mamíferos por la clonación de sus ADNc y la expresión funcional en células de 

mamífero o en ovocitos de Xenopus. Estas subunidades, por sus características 

estructurales y funcionales, fueron divididas en tres familias: CaV1, CaV2 y CaV3 

(Catterall 2011).  

 

Las corrientes de calcio tipo L están mediadas por los canales formados por las 

subunidades  de la familia tipo CaV1, y presentan alrededor del 75% de identidad 

de la secuencia de aminoácidos entre ellos. Los canales de tipo CaV2 forman una 

familia distinta con una identidad de secuencia de aminoácidos menor del 40% con 

CaV1, pero más del 70% de identidad de secuencia de aminoácidos entre sí. Las 

subunidades clonadas de CaV2.1 conducen corrientes de calcio de tipo P/Q. Las 

subunidades CaV2.2 conducen corrientes de calcio de tipo N y las subunidades 

CaV2.3 conducen corrientes tipo R (Soong, Stea et al. 1993).  

 

Los canales de calcio de tipo T se denominaron originalmente canales de bajo 

umbral (LVA) ya que pueden ser activados por despolarizaciones pequeñas de la 

membrana plasmática. En muchas neuronas, la afluencia de calcio a través de los 

canales LVA desencadena espigas de bajo umbral, lo que a su vez desencadena 

una ráfaga de potenciales de acción mediados por el Na+. Se cree que el disparo 

de la ráfaga juega un papel importante en la actividad sincronizada del tálamo, así 
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también, la entrada de Ca2+ a través de los canales tipo T puede regular 

directamente las concentraciones de Ca2+ intracelular. La secuencia de 

aminoácidos de estos canales muestra una estructura similar a la encontrada en 

canales HVA y canales de Na+, lo que indica que están relacionados evolutivamente 

(Figura 3). Las actividades electrofisiológicas de los canales CaV3 se diferencian de 

los canales HVA por su activación a voltajes más bajos, una inactivación más rápida, 

una desactivación más lenta y una menor conductancia de Ba+ (Perez-Reyes 2003). 

Estas subunidades están relacionadas distantemente con otros homólogos 

conocidos, con menos del 25% de identidad en los aminoácidos. Estos resultados 

revelan una sorprendente dicotomía estructural entre los canales de calcio LVA y 

HVA. Es evidente que estos dos linajes de canales de calcio divergieron muy 

temprano en la evolución de los organismos multicelulares (Figura 3). 

Representantes únicos de las subfamilias CaV1, CaV2 y CaV3 están presentes en 

genomas de invertebrados como el nematodo Caenorhabditis elegans y la mosca 

de la fruta Drosophila (Catterall 2011).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Representación filogenética de las secuencias de aminoácidos primarias de los 
canales de calcio. Se compara los segmentos transmembranales y las asas del poro. La 
comparación de las secuencias de aminoácidos de los canales de calcio de forma individual reveló 
una relación evolutiva entre las clases de canales. Un evento evolutivo temprano separó las 

subunidades 1 en canales LVA y HVA, con menos del 30% de homología en la secuencia. Un 

evento evolutivo posterior divide los canales HVA en dos familias: tipo L y tipo N, con homología de 
secuencia de alrededor del 50%. Los miembros individuales de ambas familias comparten más del 

80% de homología de secuencia. Eventualmente todas las subunidades 1 conocidas tienen más 

variantes de empalme (splicing alternativo). Éstas comparten usualmente más del 95% de homología 
en las secuencias de forma individual. (Modificado de Lacinova 2005).  
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1.3 CANALES DE CALCIO DE LA FAMILIA CaV2 

 

Los canales de la familia CaV2 tienen una expresión muy importante en el sistema 

nervioso de los cordados; se encuentran en células neuronales y terminaciones 

sinápticas, donde inician el proceso de neurotransmisión en la sinapsis química, 

como las ejercidas por el glutamato, la acetilcolina, el GABA y la glicina, y median 

la entrada de Ca2+ al soma y a las dendritas (Ishikawa, Kaneko et al. 2005). Los 

canales CaV2.1, CaV2.2 y en menor medida CaV2.3 son los principales 

responsables, en el sistema nervioso central de los vertebrados, de la rápida 

liberación de los neurotransmisores para transferir la información entre las 

neuronas. Los canales CaV2.2 que conducen las corrientes de calcio tipo N son las 

más importantes en la sinapsis de neuronas del sistema nervioso periférico, en 

contraste con los canales CaV2.1 que conducen corrientes de calcio de tipo P/Q y 

juegan un rol mayor en la sinapsis de neuronas que forman el sistema nervioso 

central de los mamíferos (Catterall y Few 2008). Estos canales poseen sitios 

específicos asociados al mecanismo de liberación de los neurotransmisores y a la 

alta eficiencia de este proceso, como el sitio de interacción (synprint) con proteínas 

sinápticas, el cual se encuentra en el asa entre los dominios II y III. En las terminales 

nerviosas forma un complejo con las proteínas SNARE (Soluble NFS Attachment 

Protein Receptor) esenciales para la fusión de las vesículas a la membrana 

presináptica. El sitio synprint consiste en dos microdominios separados por un 

eslabón flexible, los cuales se unen de forma específica e independiente a la 

sintaxina-A1 y a la SNAP-25; el Ca2+ que entra a través de los canales de calcio 

dependientes del voltaje, sobre todo de los CaV2.1 y CaV2.2, se une a una proteína 

vesicular llamada sinaptotagmina-1, la cual presenta dos dominios de unión a Ca2+ 

que le permiten insertarse a la membrana y asociarse con los canales de Ca2+. La 

sinaptotagmina-1 aparentemente sincroniza la fusión de las vesículas a la 

membrana presináptica para la liberación simultánea del neurotransmisor a la 

hendidura sináptica. Además, existen en las vesículas asociadas a ellas, proteínas 

como Rim-1 (Rab-3 interacting molecule), CSP (Cysteine String Proteins) y Munc-

18, que modulan la actividad de los canales de forma directa para ajustar la 
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liberación de los neurotransmisores a las diferentes condiciones fisiológicas (Figura 

4) (Sudhof 2004, Catterall y Few 2008, Sudhof 2013). 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Complejo de proteínas implicadas en la exocitosis de vesículas sinápticas. Las 
SNAREs neuronales consisten en las proteínas sintaxina y SNAP-25 en la membrana plasmática, y 
la sinaptobrevina en la membrana vesicular. La fusión vesicular está liderada por la familia de 
proteínas Rab, precisamente la proteína Rab3, la cual unida a GTP se inserta en la membrana 
vesicular y reconoce un complejo proteico efector en la membrana plasmática presináptica 
denominado RIM (Rab interactimg molecule). Una vez que las vesículas han sido ancladas en las 
zonas activas deben ser transformadas en vesículas que están listas para liberarse, en donde están 
implicadas al menos tres proteínas: RIM, Munc-13 y Munc-18. La complexina es una proteína 
mediadora de la activación del complejo SNARE. Se muestra en la membrana plasmática una 

proteína -Liprin que funciona con la fosfotirosina, implicadas en las interacciones célula-matriz 

(Serra-Pages, Medley et al. 1998). Se muestra la unión de la calmodulina y proteínas G, otros 
mecanismos de interacción de los canales de calcio dependientes del voltaje con otras proteínas. 
(Tomado de Sudhof 2013). 
 

Los canales CaV2.1 y CaV2.2 también son modulados por su interacción con las 

subunidades / de las proteínas G (Figura 5); estos receptores, en general, 

modulan negativamente la actividad de los canales de calcio de la familia CaV2, y 

en consecuencia, reducen la liberación de neurotransmisores tanto excitadores 
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como inhibidores, contribuyendo así a la modulación de la activación neuronal 

(Catterall y Few 2008, Lopez 2015). La unión del agonista al GPCR (receptores 

acoplados a proteínas G o G-protein coupled receptors) cataliza el intercambio de 

GDP por GTP en la subunidad G provocando cambios en su conformación que 

desencadena la disociación del monómero G de G (Venkatakrishnan, Deupi et 

al. 2013). Así, las subunidades G y G liberadas son capaces de activar diversas 

cascadas de señalización intracelular y modular múltiples efectores intracelulares, 

como los CaV2 pre-sinápticos (Figura 5) (Zamponi y Currie 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Modulación de los canales de calcio dependientes de voltaje de la familia CaV2 
presinápticos por GPCR. Cuando el agonista se une a su GPCR, activa la proteína G a la cual se 
acopla, pudiendo inhibir por dos mecanismos distintos la actividad de los canales CaV2. Las 

subunidades / de la proteína G se unen directamente al canal provocando una inhibición 

dependiente del voltaje (IDV), mientras que la subunidad  provoca una inhibición independiente del 

voltaje (IIV) que involucra diferentes mediadores dependiendo el tipo de subunidad  activada. Así, 

tras la llegada de potenciales de acción (PA), los CaV2 de la neurona presináptica permiten un 
ingreso del ion calcio al citoplasma y consecuentemente se disminuye la liberación de los 
neurotransmisores contenidos en las vesículas sinápticas (VS) al espacio sináptico (Tomado de 
Lopez 2015).  

La calmodulina (CAM) es una proteína citosólica, ampliamente distribuida que 

contiene cuatro sitios de unión al calcio. La unión del Ca2+ a la CAM provoca un 

cambio conformacional que le permite unirse a varias proteínas diana y de ese modo 

cambiar de estado activo a inactivo, es decir, funcionan como interruptores y 

trabajan en conjunto para modular la actividad de otras proteínas (Lodish 2012). Los 
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canales tipo P/Q están regulados por la unión del Ca2+ y la CAM en el carboxilo 

terminal del dominio IQ de los canales CaV1.2 (Figura 6). Este dominio está 

involucrado en la inactivación de la corriente de calcio; la CAM se puede unir a esta 

región del canal cuando la concentración de calcio intracelular es baja; y por otro 

lado, en respuesta a impulsos constantes, lo cual genera la acumulación de calcio 

en el citoplasma; esta proteína regula la inactivación dependiente de calcio, lo cual 

hace que la corriente se inactive más rápido que en presencia de bario. Este 

mecanismo de regulación por CAM parece determinar la disponibilidad de canales 

funcionales en función de la concentración de calcio y de la frecuencia con la que 

se despolariza la membrana (Lee, Wong et al. 1999).   

 

  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Comparación de los dominios IQ de calmodulina en canales de calcio dependiente 
de voltaje. A) Diagrama de un canal de calcio CaV2 o CaV1. Se muestra un sitio de unión de alta 
afinidad entre los dominios I-II conocido como el dominio de interacción alfa (AID). La CAM se 
muestra unida al extremo C-terminal de la cola citoplasmática en el sitio del dominio IQ. Las 

subunidades asociadas a la membrana se muestran en naranja y verde (CaV). B) Topología de 

la unidad formadora del poro del canal CaV1, mostrando las posiciones del complejo CaV/AID y el 

dominio Ca2+/CaM–IQ. C) Comparación de las secuencias del dominio IQ de los canales CaV2 y 
CaV1. Las posiciones de las anclas principales se indican con asteriscos. Los colores indican 
contactos con el lóbulo N (verde), el lóbulo C (azul) o ambos (morado) (Tomado de Kim 2010).   



 
16 

 

1.4 CANALOPATÍAS DE LA FAMILIA CAV2  

 

Las canalopatías pueden originarse por dos tipos de mecanismos: las alteraciones 

genéticas y las enfermedades autoinmunes. Dentro de las alteraciones genéticas 

se encuentran las mutaciones que se presentan en la región codificante del gen 

para un canal iónico; estas mutaciones producen cadenas polipeptídicas que no son 

procesadas correctamente, o no se incorporan a la membrana plasmática, o que al 

acoplarse las subunidades y formar los canales, éstos no son funcionales. Otra 

posibilidad frecuente es que, aun siendo canales funcionales, presenten 

propiedades biofísicas alteradas. Cualquiera que sea el caso, llevan a la ganancia 

o pérdida de la función del canal. Dentro de las alteraciones genéticas es posible 

también que se presenten mutaciones en la región promotora del gen que codifica 

para un canal iónico; esto puede causar sub-expresión o sobrexpresión de la 

proteína canal produciendo cambios en el número de canales, es decir, un aumento 

o disminución de la función. Como tercer tipo de alteración genética que determina 

la disfunción se encuentran las mutaciones en los genes que codifican para 

moléculas reguladoras de los canales iónicos, ya sea por defectos en su estructura 

o por defectos en las rutas que llevan a su producción.  

Por otro lado, las enfermedades autoinmunes pueden ser causantes de 

canalopatías ya que los anticuerpos para las proteínas canal pueden disminuir o 

aumentar la función del canal como en la enfermedad miastenia gravis (Martínez 

Rosas 2004).  

 

Las subunidades  formadoras de poros, contienen la maquinaria biofísica esencial 

que controla el flujo de calcio en respuesta a la despolarización de la célula. En 

combinación con las subunidades auxiliares, forman complejos de poro del canal 

que son fundamentales para la fisiología y farmacología de células diversas, que 

van desde los espermatozoides hasta las neuronas. Las mutaciones en los 

complejos del poro generan diversas patologías, que van desde fallos en el 

acoplamiento excitación-contracción hasta la ceguera nocturna (Tabla 2) (Martínez 

Rosas 2004, McKeown, Robinson et al. 2006). Varios trastornos neurológicos 
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heredados son causados por mutaciones en genes que codifican para subunidades 

de canales de calcio dependientes de voltaje, éstas han sido identificadas 

principalmente en el sistema nervioso central de humano y ratón (Pietrobon 2002).  

 

Tabla 2. Enfermedades relacionadas con alteraciones genéticas en canales de calcio 
dependientes de voltaje. (Tomado de Martínez Rosas 2004).  
 

Canal 
iónico 

Gen Subunidad 
afectada/ligando 

Enfermedad 

CaV1.1 CACNA1S  Parálisis periódica hipokalémica; hipertermia maligna. 

CaV1.4 CACNA1F  Ceguera nocturna estacionaria congénita vinculada al 
cromósoma X.  

CaV2.1 CACNA1A  Migraña familiar hemipléjica; ataxia episódica; ataxia 
espinocerebelosa tipo 6. 

 

Los canales de calcio tipo P/Q son unos de los más abundantemente expresados 

en el sistema nervioso central de los mamíferos, además de ser expresados en 

muchos cuerpos celulares y dendritas; están altamente localizados en las terminales 

presinápticas en todo el cerebro y columna vertebral, acoplando la excitación 

neuronal a la secreción del neurotransmisor. El poro conductor de iones está 

formado por cuatro dominios de la subunidad A , mientras que las subunidades 

accesorias (, ) modulan la cinética del canal y el nivel de expresión (Nimmrich 

y Gross 2012). Teniendo en cuenta esto, no es inesperado que las mutaciones en 

el gen CACNA1A que codifica para la subunidad del canal CaV2.1 causan varias 

canalopatías graves. Estas mutaciones están asociadas con desórdenes 

neurológicos en humanos como la migraña familiar hemiplégica, ataxia episódica y 

la ataxia espinocerebelosa tipo 6, y en ratones desórdenes cambiantes que los 

hacen perder el equilibrio. Además de las mutaciones definidas en el canal CaV2.1 

que causan un ataque autoinmune, estos canales se asocian con el síndrome de 

Lambert-Eaton Miasténico (LEMS) (Adams y Snutch 2007).  

Los canales de tipo P/Q están altamente expresados en las neuronas presinápticas, 

donde están críticamente envueltas en la neurotransmisión sináptica y ejercen una 

gran influencia en la excitabilidad neuronal (Evans y Zamponi 2006). Mutaciones en 

CACNA1A (gen que codifica para la subunidad CaV2.1) han sido identificadas en 

algunos casos de epilepsia en humanos, presentando episodios de ataxia tipo 2 y 
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coordinación muscular pobre, además de migraña (Jouvenceau, Eunson et al. 2001, 

Imbrici, Jaffe et al. 2004, Guerin, Feigenbaum et al. 2008).  

La migraña hemiplégica familiar tipo 1 ( FHM-1) se caracteriza por dolores de 

cabeza que debilitan la condición neurológica-vascular en donde el que la padece 

sufre de dolores muy intensos solos o en asociación con aura (visual o auditiva) y 

en algunos casos parálisis. La FHM-1 es un desorden autosómico dominante 

hereditario donde el fenotipo neuronal incluye una ola de hiper excitabilidad seguida 

por la depresión de larga duración de la actividad que se propaga a través de la 

corteza a lo largo de unas pocas decenas de minutos (conocida como depresión 

cortical propagada CSD). Se cree que la participación del sistema vascular 

trigeminal juega un papel clave en los aspectos dolorosos de la migraña (Pietrobon 

2002). Aproximadamente el 50% de los pacientes con FHM-1 poseen mutaciones 

en el gen CACNA1A que codifica para la subunidad CaV2.1 del canal de calcio tipo 

P/Q (Ophoff, Terwindt et al. 1996).  

Otro desorden que envuelven las mutaciones en el gen CACNA1A es la Ataxia 

Episodica tipo 2 (EA2) en donde los pacientes sufren fuertes ataques por la 

coordinación pobre de los músculos que pueden durar unas horas o varios días a 

pesar de administrar tratamientos como el inhibidor de la anhidraza carbónica, 

acetalzolamida (Jen, Kim et al. 2004). Una docena de mutaciones en el gen 

CACNA1A han sido identificadas en pacientes con EA2, así como en algunos 

ratones con rasgos típicos de este desorden. Varias mutaciones están localizadas 

en regiones transmembranales e intracelulares de la subunidad CaV2.1 y no tienen 

sentido o introducen codones de paro prematuros (Adams y Snutch 2007, Pietrobon 

2010). Los efectos de estas mutaciones implican una pérdida de función parcial o 

total, ya sea en la disminución de expresión del canal que se predice como resultado 

del mal plegamiento de la proteína y del transporte a la membrana plasmática y/o 

cambios en el umbral de voltaje para la activación (Wan, Khanna et al. 2005, Adams 

y Snutch 2007, Jeng, Sun et al. 2008, Mezghrani, Monteil et al. 2008).  

La Ataxia Espinocerebelar tipo 6 también es atribuida a mutaciones en los canales 

CaV1.2, en donde los pacientes sufren de atrofia cerebelar, pérdida del movimiento 

y desordenes en la coordinación, pérdida de propiocepción y movimiento de ojos 
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involuntarios (Zhuchenko, Bailey et al. 1997). Investigaciones genéticas revelan que 

se incrementa el número de repeticiones de CAG en el exón 47 del gen CACNA1A 

(Restituito, Thompson et al. 2000).  

 

Los canales CaV2.2 tiene un papel importante en la liberación de los 

neurotransmisores, sin embargo, no se han identificado mutaciones en el gen 

CACNA1B en la población humana. Con estudios basados en ratones knockout se 

puede anticipar problemas en la nocicepción, disminución de la función del sistema 

nervios simpático y alteraciones en respuesta al etanol y a anestésicos (McKeown, 

Robinson et al. 2006). 

  

Los canales CaV2.3 se localizan principalmente en las dendritas y cuerpos 

somáticos de las neuronas centrales y podrían participar en la liberación del 

neurotransmisor, aunque no se han identificado mutaciones en el gen CACNA1E en 

humanos. Observaciones en ratones knockout indican que el deterioro de estos 

canales afecta probablemente las células beta pancreáticas facilitando la entrada 

global de calcio necesaria para el reabastecimiento de gránulos (Jing, Li et al. 2005, 

McKeown, Robinson et al. 2006).  

 

1.5 LA TORTUGA COMO MODELO PARA ESTUDIAR LOS CANALES DE 

CALCIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE 

 

Actualmente se utilizan a las tortugas como modelo de estudio para la neurobiología 

ya que se ha descubierto que varias especies son tolerantes a la hipoxia, es decir, 

un estado de deficiencia de oxígeno en la sangre, células y tejidos del organismo. 

Por ejemplo, la tortuga Chrysemys picta puede sobrevivir a la anoxia (ausencia total 

de oxígeno en sangre y tejidos) durante 5 meses a 1–3 ºC durante la inactividad de 

invierno (Bickler y Donohoe 2002). La tortuga de agua dulce Trachemys scripta 

puede soportar anoxia durante días a temperatura ambiente (Lutz y Milton 2004). 

Investigaciones muestran que esta capacidad no es simplemente una de tolerancia 

pasiva, sino que se debe a un conjunto de adaptaciones que producen un estado 
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de profundo hipo metabolismo, la más eficaz de todas las estrategias de defensa 

contra la hipoxia (Hochachka y Lutz 2001).  

El cerebro de tortuga tiene concentraciones de glucógeno alrededor de cinco veces 

mayor que el de la rata o de la trucha arcoíris, los cuales son anoxia-intolerantes, 

esto proporciona un almacén inmediatamente accesible de la glucosa para la 

glucólisis anaeróbica hasta que un suministro adecuado de glucosa es liberado a 

partir de las reservas del hígado. La tortuga tiene mucho más baja actividad 

enzimática aeróbica y densidades de canales iónicos que los mamíferos, diferencias 

que coinciden con los niveles de sus intensidades metabólicas (Lutz y Milton 2004). 

 

Bickler en 1992 realizó un estudio donde investigó los mecanismos de la anoxia 

cerebral, la concentración de calcio intracelular cerebro cortical y la regulación del 

pH comparando tortugas (T. scripta) y ratas de laboratorio. En exposición a la 

anoxia, la concentración de calcio intracelular aumentó en el cerebro de rata, pero 

en la tortuga la concentración de calcio era normal, incluso después de un mayor 

tiempo de exposición, así como los niveles de ATP en las tortugas anóxicas se 

mantuvieron normales, pero cayeron rápidamente en ratas. Esto indica que la 

tolerancia de la anoxia cerebral en tortugas puede estar relacionada con la 

producción anaeróbica de ATP, la detención de los canales de calcio y la atenuación 

de los cambios en el pH.  

La tortuga también se utiliza como objeto de estudio en las investigaciones de 

regeneración de médula espinal, como la tortuga Trachemys dorbigny, que luego 

de una lesión severa de su médula espinal, puede regenerar los tejidos que rodean 

la lesión y reconectar los circuitos neuronales necesarios para mover los miembros 

afectados, esto por la activación de células progenitoras que reparan el daño (Russo 

2014).   

Las tortugas, en especial C. picta, por ser modelos de estudio son representantes 

de un clado de vertebrados cuya biología y posición filogenética nos ayudan con la 

comprensión de aspectos fundamentales de la evolución de los vertebrados. La 

investigación ecológica y fisiológica extensa puede colocar los nuevos avances de 

la investigación en genética evolutiva, la genómica, la biología del desarrollo 
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evolutivo, contribuyendo a los recursos actuales, tales como una biblioteca de 

cromosomas artificiales bacterianos (BAC) de C. picta, secuencias del genoma y las 

bibliotecas de ADNc. Este enfoque integrador permite a la comunidad de 

investigadores dar explicaciones funcionales y evolutivas para el estudio de los 

rasgos biológicos que se encuentran no solo entre los reptiles, sino en general en 

los vertebrados. Por otra parte, los seres humanos y los reptiles comparten un 

ancestro común, y dada la facilidad del uso de los vertebrados no placentarios en 

biología experimental en comparación con los embriones de mamíferos, las tortugas 

son también un modelo emergente para la investigación biomédica. Por ejemplo, 

las tortugas C. picta han sido estudiadas para entender muchas respuestas 

biológicas a la hibernación y anoxia, como centinelas potenciales para xenobióticos 

ambientales, y como modelo para descifrar la ecología y la evolución del desarrollo 

sexual y la reproducción. Por lo tanto, son un excelente sistema modelo para 

estudios de reptil con la salud humana, ambiental, ecológica y significado evolutivo. 

 

En un estudio sobre la presencia de canales LVA en las neuronas motoras de 

animales adultos, se utilizaron tortugas adultas de la especie T. scripta elegans por 

ser un modelo de estudio mucho más resistente a la hipoxia que las preparaciones 

microscópicas de la médula espinal de roedores, mostrando la evidencia de que 

canales de la familia CaV3 están presentes en la médula espinal de los animales 

adultos y que estos canales pueden contribuir a determinar la excitabilidad de las 

neuronas motoras (Canto-Bustos, Loeza-Alcocer et al. 2014).  

 

En la tortuga T. scripta elegans se ha mostrado la presencia de los canales N y P/Q 

en moto neuronas inervadas por las fibras provenientes del funículo dorso lateral 

(Castro, Aguilar et al. 2007) y además, utilizando bloqueadores específicos para los 

canales de calcio, se sabe que ambos tipos de canales N y P/Q están implicados 

en la liberación de los neurotransmisores en las tortugas, pero que solo los canales 

tipo N están implicados en la modulación presináptica por receptores GABAB en la 

sinapsis corticoestriatal de la tortuga (Sánchez-Mejorada et al., 2009). Esta situación 

contrasta de forma notable con lo que sucede en los mamíferos, donde de igual 
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forma ambos tipos de canales están involucrados en la liberación de los 

neurotransmisores, pero los canales modulados son los P/Q (Barral, Toro et al. 

2000).   

 

La modulación de la actividad de los canales de calcio dependientes de voltaje de 

la familia CaV2 en la tortuga con respecto a la rata no puede ser comparada por su 

expresión heteróloga, debido a la falta de secuencias codificantes de los canales de 

calcio en la tortuga. Como ya antes se dijo, la tortuga se ha utilizado como modelo 

para estudios en neurociencias y otras áreas, por las ventajas fisiológicas con 

respecto a otros vertebrados, sin embrago, el no conocer el funcionamiento 

molecular de las proteínas canales dentro del sistema nervioso de estos organismos 

dificulta el empleo de los mismos en estudios de investigación. 

 

Los estudios de caracterización molecular, funcional y farmacológica de los CCDV 

en los vertebrados se han realizado principalmente en mamíferos y peces, y en 

menor escala en el resto de los grupos. En una búsqueda reciente de secuencias 

depositadas en la base de datos NBCI (National Center for Biotechnology 

Information) empleando como palabras clave “canales iónicos” y “voltaje”, se 

encontraron resultados que confirman lo antes dicho. Por estas razones, es 

necesario una caracterización molecular y biofísica más completa de los CCDV en 

ese tipo de organismos, por lo cual el presente trabajo tiene como objetivo la 

clonación parcial de regiones de los CCDV de la familia CaV2 de la tortuga T. scripta 

elegans, un organismo perteneciente al grupo de los reptiles y que, por causa de su 

crianza artificial, no está considerado en peligro de extinción como otros. 
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II. HIPÓTESIS 

Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje de la familia CaV2 presentes en el 

tejido nervioso de la tortuga presentan la misma secuencia que en los mamíferos, 

pero exhiben características biofísicas, farmacológicas y estructurales diferentes 

que los hacen útiles para entender la diversificación de las funciones que este grupo 

de proteínas tiene en el sistema nervioso de los vertebrados.  

 

III. OBJETIVOS  

 

3.1 GENERAL 

• Clonar parcialmente los ADNc de los canales de calcio dependientes de 

voltaje de la familia CaV2 de la tortuga T. scripta elegans. 

 

3.2 PARTICULARES 

• Diseñar oligonucleótidos degenerados en regiones conservadas de las tres 

isoformas de los canales de calcio dependientes de voltaje de la familia CaV2 

de la tortuga T. scripta elegans. 

• Diseñar oligonucleótidos específicos para amplificar regiones de la 

subunidad 1 de los canales de calcio dependientes del voltaje de la familia 

CaV2 de la tortuga T. scripta elegans. 

• Amplificar por la reacción en cadena de la polimerasa acoplada a la 

transcripción en reversa, regiones de los canales de calcio dependientes del 

voltaje de la familia CaV2 de la tortuga T. scripta elegans. 

• Clonar y caracterizar por análisis de restricción y secuenciación, las regiones 

amplificadas de los canales de calcio dependientes del voltaje de la familia 

CaV2 de la tortuga T. scripta elegans. 

• Comparar las secuencias de aminoácidos, deducidas a partir de las regiones 

amplificadas de los ADNc de los canales de calcio dependientes del voltaje 
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de la familia CaV2 de la tortuga T. scripta elegans, con las ya reportadas de 

otras especies, principalmente de vertebrados. 

 

IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1 Diseño de oligonucleótidos degenerados  

 

A partir del análisis y comparación múltiple de secuencias de aminoácidos de los 

canales de Ca2+ de la familia CaV2 de otros grupos de vertebrados, principalmente 

mamíferos, previamente se diseñaron oligonucleótidos degenerados mediante la 

estrategia CODEHOP (Consensus-Degenerate Hybrid Oligonucleotide Primer) 

basada en primers oligonucleótidos híbridos degenerados por consenso. Un 

oligonucleótido degenerado consiste en un conjunto de primers que contienen cada 

uno una secuencia diferente en la región central de 30 degenerados, donde cada 

primer proporciona una de las posibles combinaciones de codones que codifican un 

motivo de 3 a 4 aminoácidos conservados dentro del bloque de la secuencia (Rose, 

Henikoff et al. 2003).   

Estos oligonucleótidos permitieron amplificar mediante la RT-PCR, a partir de ARN 

de cerebro de tortuga, fragmentos de aproximadamente 350 pb (Moreno 2016). Con 

base en estas secuencias se diseñaron oligonucleótidos degenerados para 

amplificar fragmentos de 1,500 pb. Los oligonucleótidos degenerados se diseñaron 

con las características especificadas en la Tabla 3.  

 

Tabla 3. Especificaciones de los oligonucleótidos degenerados (cacnf4, cacnf1 y cacnr2) 
utilizados para amplificar los ADNc de los canales de calcio de la familia CaV2 de la tortuga 
T. scripta elegans.  
 

Nombre Sentido Secuencia (5´-3´) GC 
(%) 

Tm 
(ºC) 

Longitud 
(pb) 

cacnf4 Sentido 
(forward)  

GCGCCTACTTCCGGGAYBTNTGGAA 52 63.6 25 

cacnf1 Sentido 
(forward) 

TGATCGCCATGCTGTTCTTYATHTAYGC 39.29 60.2 28 

cacnr2 Antisentido 
(reverse) 

CCCGGGTCAGGTACTCGAARTTRTCCAT 50 63 28 

Nota: N= cualquier nucleótido; R= A o G; Y= C o T; H= Cualquiera excepto G; B= Cualquiera excepto 
A.  
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4.2 Síntesis del ADNc a partir del ARN total del cerebro de la tortuga T. scripta 

elegans.  

 

El ADNc se obtuvo mediante la transcripción en reversa (RT) utilizando como molde 

el ARN total del cerebro de tortuga (previamente extraído por Moreno, 2016). Se 

empleó la enzima transcriptasa reversa ProtoScript II (New England Biolabs, 

Ipswich, MA), dodecámeros al azar (dN12, concentración final 6 M) y el 

oligonucleótido linker-dT (CCTAGGTCGACCGGTGATGAATTC[T]18, concentración 

final 5 M) (Figura 7). El volumen final de la reacción fue de 20 L. Inicialmente se 

mezclaron 2 g de ARN total del cerebro de tortura (640 ng/L), el oligonucleótido 

linker-dT, los dodecámeros al azar, 1 L de dNTPs 10 mM y agua libre de ARNsas 

suficiente para un volumen de 11 L. Esta mezcla inicial se incubó a 70 ºC por 5 

min y posteriormente se enfrió rápidamente a 4 ºC. En seguida se añadieron 4 L 

de regulador de reacción 5, 1 L de inhibidor placentario de ARNasa (RNasin, 

20 U/L), 2 L de transcripasata reversa ProtoScript II (40 U/L) y 2 L de DTT 

10 mM. Al final, el volumen de la reacción se ajustó a 100 L con agua libre de 

ARNasas y se mantuvo a -20 ºC hasta su uso. 

 

Figura 7. Esquema de la síntesis del ADNc de los canales de Ca2+ de la familia CaV2 del cerebro 
de tortuga utilizando el oligonucleótido linker-dT. Este oligonucleótido presenta varios sitios de 
restricción en su extremo 5’ (R1-R3) y una cadena de poli-dT en su extremo 3’, que se hibrida con 
las bases de la cadena poli-A del extremo 3´ de los ARNm. 

 

4.3 Amplificación por la reacción en cadena de la polimerasa de los 

fragmentos de ADNc utilizando los oligonucleótidos degenerados.  

 

La amplificación por la PCR de los fragmentos de ADNc de los canales de calcio 

CaV2 del cerebro de tortuga se realizó utilizando los oligonucleótidos degenerados 

nombrados cacnf4, cacnf1 y cacnr2 (Figura 8). Para esto se utilizó una polimerasa 
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de ADN de alta fidelidad (Q5 DNA polymerase, New England Biolabs, Ipswich, MA). 

Las condiciones de la reacción, que se realizó en un volumen final de 25 L, fueron: 

regulador para polimerasa Q5 con MgCl2 1; dNTPs 0.2 mM c/u; oligonucleótidos 

en sentido y antisentido 0.4 M c/u; polimerasa de ADN Q5 0.5 U; ADNc del cerebro 

de tortuga 5  L (Tabla 4).   

 

Tabla 4. Composición de la mezcla de amplificación por PCR RACE con los 

oligonucleótidos cacnf4, cacnf1 y cacnr2.  
 

Componentes de la amplificación Volumen 

H2O 10.75 L 

Regulador para polimerasa Q5 con MgCl2 (5) 5 L 

dNTPs (5 mM c/u) 1 L 

cacnr2 (10 M) 1 L 

Q5 ADN polimerasa (2 U/L) 0.25 L 

cacnf4 (10 M) 1 L (Reacción 1) 

cacnf1 (10 M) 1 L (Reacción 2) 

Molde (ADNc) 5 L 

 

Las condiciones de las amplificaciones fueron las siguientes: I) 95 ºC/2 min; II) 95 

ºC/30 s; 55 ºC/30 s; 72 ºC/1.5 min; 15 ciclos; III) 95 ºC/30 s; 45 ºC/30 s; 72 ºC/1.5 

min; 20 ciclos; IV) 72 ºC/5 min.  

 

 

Figura 8. Esquema del sitio de unión de los oligonucleótidos cacnf4, cacnf1 y cacnr2 
utilizados en la amplificación del fragmento dentro de los dominios III y IV del canal de Ca2+.  
Se muestran en color púrpura los cuatro dominios del canal de Ca2+ de la familia CaV2 del cerebro 
de la tortuga T. scripta elegans; las flechas en color rojo representan la posición aproximada de los 
oligonucleótidos y el sentido en el que están. 

 

4.4 Electroforesis en gel de agarosa 

  

Los amplicones resultantes se resolvieron en geles de agarosa al 1% preparados 

en regulador TBE 0.75, a los que se les agregó bromuro de etidio (0.25 g/mL) 
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para la tinción del ADN. La solución se vertió en un molde con un peine formador 

de pozos. Una vez que el gel se polimerizó se transfirió a una cámara de 

elctroforesis al que se le agregó regulador TBE 0.75. Las muestras de ADN 

amplificadas se mezclaron con regulador de carga 6 (30% glicerol, 0.25% azul de 

bromofenol y 0.25% xilen-cianol) y se cargaron dentro de los pozos, incluyendo los 

marcadores de peso molecular correspondientes. La separación de los fragmentos 

se realizó a un voltaje constante de 75 V por aproximadamente 70 min. 

 

Los fragmentos de ADN en el gel fueron detectados con un equipo transiluminador 

de luz ultravioleta Gel DocTM EZ (BioRad, Hercules, CA) con un tiempo de 

exposición de 0.2 s. Las imágenes fueron procesadas mediante el software Image 

Lab (BioRad Hercules CA).  

 

4.5 Purificación de los fragmentos amplificados de ADNc cacnf4-cacnr2 

 

Se escaló en un mayor volumen las reacciones de amplificación cacnf4-cacnr2 y los 

amplicones se purificaron utilizando el kit GeneJETTM Gel Extraction Kit (Thermo 

Scientific). Las bandas de interés se cortaron del gel de agarosa con una hoja de 

bisturí, y después de estimar su volumen se le agregó un volumen igual del 

regulador de unión que contiene una alta composición de sales. La agarosa se 

disolvió a una temperatura de 60 ºC y se transfirió a una columna de silica-gel 

acoplado a un microtubo para la recolección del líquido que pasa a través de esta; 

en seguida se centrifugó a 10,000 rpm durante 1 min y se decantó el líquido 

obtenido. Se añadieron 750 L de regulador de lavado con etanol, se centrifugó 

nuevamente decantando el líquido en el tubo de recolección. El ADN se recuperó 

por elución en 30 L con regulador de elución (Tris-HCl 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH 

8) por centrifugación por 1 min a máxima velocidad (13,000 rpm). 
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4.6 Ligación del fragmento amplificado de ADNc cacnf4-cacnr2 al vector 
pJET1.2  
 

Los fragmentos purificados se ligaron al vector pJet 1.2/blunt (ThermoScientific-

Fermentas) (Figura 9). Este vector contiene extremos romos con extremos 5´ 

fosforilados, presenta el gen letal Eco471R para selección positiva mediante la 

inactivación de este gen al insertarse al fragmento amplificado evitando con ello su 

expresión. La reacción de ligación se hizo con una relación inserto:vector 3:1. Se 

emplearon 400 U de la enzima ligasa del fago T4 (400 U/L, New England Biolabs) 

en un volumen final de 20 L que contenían de 100–200 ng de ADN total, y se 

incubaron por 30 min a temperatura ambiente (22-25 ºC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema del vector pJET1.2/blunt. Este plásmido fue utilizado para ligar el fragmento 
amplificado cacnf4-cacnr2. Obtenido de Thermo Fisher Scientific manualkit PCR.  

 
 

4.7 Transformación de bacterias competentes  

 
Para realizar la transformación del vector-inserto Rx pJet 1.2/PCR cacnf4-cacnr2 se 

utilizaron bacterias competentes de Escherichia coli DH5. En un microtubo se 

realizó una mezcla con el ADN plasmídico obtenido de la ligación con el vector y las 

células de las bacterias competentes, éste se agitó suavemente y se colocó a 4 ºC 

durante 30 min. Posteriormente se incubaron a 42 ºC por 30 s para exponer la 

mezcla a un choque térmico, para garantizar la entrada eficiente del ADN a las 
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células bacterianas. Las células fueron crecidas en medio LB sin antibiótico y se 

incubaron a 37 ºC por 1 h a 250 rpm. Estas células fueron sembradas en placas de 

agar con medio LB con ampicilina (100 g/mL) y se incubaron a 37 ºC por 16 h. 

 

4.8 Purificación del ADN plasmídico 

 

Una vez crecidas, se seleccionaron colonias aisladas de las placas y se inocularon 

en medio LB con ampicilina 100 (g/mL) para posteriormente ser incubadas a 37 ºC 

por 12-16 h a 200 rpm. Se recuperaron las células por centrifugación a 13,000 rpm 

por 1 min. La extracción del ADN plasmídico se llevó a cabo mediante la técnica de 

“miniprep” por lisis alcalina (Engebrecht, Brent et al. 2001). El paquete celular se re-

suspendió en 100 L de solución GTE (glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8 y 

EDTA 10 mM) y se agitó vigorosamente con un vortex, posteriormente se agregaron 

200 L de solución NaOH/SDS (NaOH 0.2 N; SDS 1% p/v), se mezcló por inversión 

de dos a tres veces y se colocó a 4 ºC por 5 min; al final de este tiempo se añadieron 

150 L de solución de acetato de potasio 5 M pH 4.8 y se incubó de nuevo a 4 C 

por 5 min. Enseguida se centrifugó a 13,000 rpm por 10 min y el sobrenadante se 

recuperó por decantación a un nuevo microtubo. A éste se añadieron 900 L de 

etanol al 95% y se incubó a temperatura ambiente por 20 min con agitación suave. 

El ADN precipitado se precipitó por centrifugación a 13,000 rpm por 10 min, el 

sobrenadante se desechó y la pastilla se lavó con 500 L de etanol al 70% y se 

agitó con vortex. La pastilla se centrifugó a 13,000 rpm por 5 min, se desechó el 

sobrenadante nuevamente y las pastillas se secaron hasta que perdieran el color 

blanco y después se resuspendieron en 40 L de regulador de elución con ARNasa 

(Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 0.1 mM, ARNasa A 50 g/mL).  
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4.9 Análisis de restricción para identificar las isoformas presentes en los 

fragmentos amplificados 

 

Los plásmidos purificados fueron caracterizados mediante análisis de restricción 

con distintas enzimas. La enzima BglII permitió identificar los plásmidos positivos 

que contuvieran el inserto del tamaño esperado, esto debido a que el vector pJet 

1.2 contiene dos sitios BglII en los extremos del sitio de clonación. Para identificar 

la isoforma B se empleó la enzima HindIII, presente en la secuencia de esa 

isoforma (Moreno, 2016), así como en el propio plásmido. Los plásmidos no 

cortados con la enzima HindIII fueron cortados con las enzimas MfeI y SacI para 

identificar la isoforma A. La isoforma E se identificó cortando con las enzimas 

EcoRV y BspEI los plásmidos que no fueron ni positivos para A ni para B. Las 

enzimas se utilizaron de acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante. Cada 

enzima tiene condiciones óptimas de funcionamiento en cuanto a la temperatura, 

pH, tiempo de digestión, concentración de sales y regulador adecuado. Brevemente, 

las digestiones se realizaron en un volumen final de 10 L con el regulador 1, 3 U 

de la enzima y 100-200 ng del plásmido. 

 

4.10 Secuenciación y análisis de los fragmentos seleccionados 

 

Con base en los análisis de restricción se seleccionaron 8 muestras para 

secuenciar, 4 para la isoforma A y para las isoformas B y 1E dos muestras 

para cada una. La secuenciación se solicitó en la Unidad de Secuenciación del 

Laboratorio de Biología Molecular de la FES Iztacala, y se llevó a cabo por el método 

de Sanger que se basa en la polimerización del ADN y el uso de didesoxinucleótidos 

(Sanger, Nicklen et al. 1992) que son marcados con fluoróforos y separados 

mediante electroforesis capilar. Se utilizaron los oligonucleótidos específicos en 

sentido pJet1.2 Forward y en antisentido pJet1.2 Reverse. Las secuencias de 

aminoácidos, deducidas a partir de los ADNc obtenidos, fueron comparadas con 

otras secuencias de canales de calcio dependientes de voltaje registradas en bases 

de datos en línea como GenBank utilizando el algoritmo BLASTx. 
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4.11 Diseño de oligonucleótidos específicos a partir del transcriptoma del 

ARNm de T. sacripta elegans.  

 

Se solicitó el análisis transcriptómico (Wolf 2013) del ARNm del cerebro de T. scripta 

elegans en la Unidad Universitaria de Secuenciación Masiva y Bioinformática del 

Instituto de Biotecnología de la UNAM con el fin de tener un panorama más amplio 

en cuanto a lo que conforma las secuencias de CCDV en esta especie. 

 A partir del transcriptoma se diseñaron oligonucleótidos específicos en sentido y en 

antisentido utilizando el software Clone Manager (SciEd) a lo largo de la secuencia 

del canal (Tabla 5).  

 

Tabla 5. Oligonucleótidos específicos diseñados a partir del transcriptoma de T. scripta 

elegans utilizados para las amplificaciones del ADNc del CCDV CaV2.1. 

  

Nombre Sentido Secuencia (5´-3´) 
GC 
(%) 

Tm 
(ºC) 

Longitud 
(pb) 

TseCav2.1F1 Sentido (forward) GGCCCAGAGGATGTACAAG 57.8 62.1 19 

TseCav2.1F2 Sentido (forward) TGTCAACCGGTCCCTGTTC 57.8 66.2 19 

TseCav2.1R1 Antisentido 
(reverse) 

TGACCATTCGGCGGATATAG 50.0 64.6 20 

TseCav2.1R2 Antisentido 
(reverse) 

AGGAAGTCGGAGAGCCAATC 55.0 64.6 20 

TseCav2.1F3 Sentido (forward) GGAGAGCCACCATCAAGAAG 55.0 63.8 20 

TseCav2.1F4 Sentido (forward) GGAGGAAGCAGACGATCAG 57.8 62.6 19 

TseCav2.1R3 Antisentido 
(reverse) 

CTCCCTGTCATCCCTCTTG 57.8 62.3 19 

TseCav2.1R4 Antisentido 
(reverse) 

GGGCCTTGGTTCTCTTTC 55.5 61.2 18 

TseCav2.1F5 Sentido (forward) GGAGCAGAGAACGAGTGAG 57.8 60.4 19 

TseCav2.1F6 Sentido (forward) GGGAAGCCCTGTACAATGAG 55.0 63.4 20 

TseCav2.1R5 Antisentido 
(reverse) 

TTTGCTGCTGCCTGTGAAG 52.6 65.4 19 

TseCav2.1R6 Antisentido 
(reverse) 

ACCACGCAGTCAAAGACAG 52.6 61.6 19 

TseCav2.1F7 Sentido (forward) CATCCTGCTGTGGACCTTC 57.8 63.4 19 

TseCav2.1F8 Sentido (forward) GCCCTTCCCTATGTCTGTC 57.8 61.1 19 

TseCav2.1R7 Antisentido 
(reverse) 

GCCACTTACGGAACTACTACC 52.3 59.2 21 

TseCav2.1R8 Antisentido 
(reverse) 

TGGTGCCGGATGTTGAAAG 52.6 67.1 19 
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TseCav2.1F9 Sentido (forward) TTCAGACAGCGACCACTAC 52.6 59.0 19 

TseCav2.1F10 Sentido (forward) GACCTACCTCCCAAAGAAAG 50.0 59.2 20 

TseCav2.1R9 Antisentido 
(reverse) 

CCAGGTTAGCAGCAGTCATC 55.0 62.5 20 

TseCav2.1R10 Antisentido 
(reverse) 

TCAAACCGCTTCCAGGTTAG 50.0 64.0 20 

 

4.12 Amplificación por la reacción en cadena de la polimerasa de los 

fragmentos de ADNc utilizando los oligonucleótidos específicos para el canal 

CaV2.1.  

 

Se realizaron amplificaciones con pares de oligonucleótidos (forward/reverse) 

externos de la siguiente manera (Tabla 6): 

  

Tabla 6. Pares de oligonucleótidos (forward-reverse) para amplificar los ADNc de los CCDV 
CaV2.1.  

Sentido (forward) Antisentido (reverse) 

TseCav2.1F1 TseCav2.1R2 

TseCav2.1F3 TseCav2.1R4 

TseCav2.1F5 TseCav2.1R6 

TseCav2.1F7 TseCav2.1R8 

TseCav2.1F9 TseCav2.1R10 

 

Para esto se utilizó la polimerasa de ADN de alta fidelidad (Q5 DNA polymerase, 

New England Biolabs, Ipswich, MA). Las condiciones de la reacción, que se realizó 

en un volumen final de 25 L, fueron: regulador para polimerasa Q5 con MgCl2 1; 

dNTPs 0.2 mM c/u; oligonucleótidos en sentido y antisentido 0.4 M c/u; polimerasa 

de ADN Q5 0.5 U; ADNc del cerebro de tortuga 5 L. Las condiciones de 

amplificación fueron: I) 95 ºC/2 min; II) 95 ºC/30 s; 55 ºC/30 s; 72 ºC/1.5 min; 15 

ciclos; III) 95 ºC/30 s; 45 ºC/30 s; 72 ºC/1.5 min; 20 ciclos; IV) 72 ºC/5 min. Se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa con las muestras de las amplificaciones para 

observar los tamaños de estas y compararlos con los tamaños esperados.  
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4.13 Amplificación anidada por la reacción en cadena de la polimerasa de los 

fragmentos de ADNc utilizando los oligonucleótidos específicos para el canal 

CaV2.1.  

 

Se realizó una amplificación anidada con el producto del primer PCR amplificado 

con los oligonucleótidos externos con el fin de incrementar la sensibilidad y la 

especificidad de la detección utilizando oligonuclétidos internos a las secuencias 

tentativamente amplificadas con anterioridad (Tabla 7). 

 

Tabla 7. Pares de oligonucleótidos (forward-reverse) utilizados en la amplificación anidada 

para los ADNc de los CCDV CaV2.1.  

    

Sentido (forward) Antisentido (reverse) 

TseCav2.1F2 TseCav2.1R1 

TseCav2.1F4 TseCav2.1R3 

TseCav2.1F6 TseCav2.1R5 

TseCav2.1F8 TseCav2.1R7 

TseCav2.1F10 TseCav2.1R9 

 

De igual manera se utilizó la polimerasa de ADN de alta fidelidad (Q5 DNA 

polymerase, New England Biolabs, Ipswich, MA). La condiciones de la reacción, que 

se realizó en un volumen final de 25 L, fueron: regulador para polimerasa Q5 con 

MgCl2 1; dNTPs 0.2 mM c/u; oligonucleótidos en sentido y antisentido 0.4 M c/u; 

polimerasa de ADN Q5 0.5 U; primer amplificado 1–2 L. Las condiciones de 

amplificación fueron: I) 95 ºC/2 min; II) 95 ºC/30 s; 55 ºC/30 s; 72 ºC/1.5 min; 15 

ciclos; III) 95 ºC/30 s; 45 ºC/30 s; 72 ºC/1.5 min; 20 ciclos; IV) 72 ºC/5 min. Se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa con las muestras de las amplificaciones para 

observar los tamaños de estas y compararlos con los tamaños esperados.  
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4.14 Análisis de restricción para identificar los fragmentos amplificados 

positivos de los ADNc del canal CaV2.1 de T. scripta elegans. 

 

 Los fragmentos de ADN amplificados se sometieron a un análisis de restricción 

para comprobar su identidad. Las enzimas fueron seleccionadas de acuerdo con los 

sitios de restricción que presenta cada fragmento esperado en la amplificación. Se 

utilizaron dos enzimas diferentes en dos muestras separadas del mismo amplificado 

para tener una verificación más exacta. En la tabla 8 se muestran los sitios de 

restricción utilizados para analizar cada fragmento amplificado. 

Tabla 8. Sitios de restricción utilizados para confirmar la identidad de los fragmentos 

amplificados del ADNc del canal CaV2.1 de T. scripta elegans en la PCR anidada.  

 

Fragmento amplificado Sitios de restricción 

TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 
BamHI 

EagI 

TseCav2.1F4-TseCav2.1R3 
PstI 

BamHI 

TseCav2.1F6-TseCav2.1R5 
SalI 

BamHI 

TseCav2.1F8-TseCav2.1R7 
ApaI 

EagI 

TseCav2.1F10-TseCav2.1R9 
SacII 

XmaI 

 

 

4.15 Amplificaciones con oligonuclétidos específicos distantes entre sí a 

partir del transcritoma del ARNm de T. scripta elegans.   

 

Se realizaron amplificaciones con pares de oligonuclétidos específicos 

(forward/reverse) con una distancia mayor entre ellos para obtener un amplificado 

de mayor tamaño (Tabla 9). 
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Tabla 9. Pares de oligonucleótidos distantes (forward-reverse) utilizados en la amplificación 
anidada para los ADNc de los CCDV CaV2.1. 
 

Sentido (forward) Antisentido (reverse) 

TseCav2.1F1 TseCav2.1R8 

TseCav2.1F1 TseCav2.1R7 

TseCav2.1F2 TseCav2.1R8 

TseCav2.1F2 TseCav2.1R7 

 

Se utilizó la polimerasa de ADN de alta fidelidad (Q5 DNA polymerase, New England 

Biolabs, Ipswich, MA). La condiciones de la reacción, que se realizó en un volumen 

final de 25 L, fueron: regulador para polimerasa Q5 con MgCl2 1; dNTPs 0.2 mM 

c/u; oligonucleótidos en sentido y antisentido 0.4 M c/u; polimerasa de ADN Q5 

0.5U; ADNc del cerebro de tortuga 5  L.  

Las condiciones de amplificación fueron: I) 95 ºC/2 min; II) 95 ºC/30 s; 55 ºC/30 s; 

72 ºC/1.5 min; 15 ciclos; III) 95 ºC/30 s; 45 ºC/30 s; 72 ºC/1.5 min; 20 ciclos; IV) 72 

ºC/5 min. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa con las muestras de las 

amplificaciones para observar los tamaños de éstas y compararlos con los tamaños 

esperados.  

 

4.16 Selección de fragmentos positivos en las amplificaciones para su 

purificación y análisis. 

 

Los fragmentos positivos en las amplificaciones (TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 y 

TseCav2.1F8-TseCav2.1R7) se purificaron (técnica descrita en el apartado 8.5), se 

ligaron al vector pJet1.2 (técnica descrita en el apartado 8.6) y este producto fue 

usado para transformar bacterias competentes (técnica descrita en el apartado 8.7). 

Las colonias transformantes fueron crecidas como se ha descrito para purificar a 

partir de ellas el ADN plasmídico (técnica descrita en el apartado 8.8). Para la 

verificación de su identidad se realizó un análisis de restricción con las enzimas XhoI 

y BglII. Se seleccionaron las clonas 13 y 14 para el primer amplificado y las clonas 

71, 75 y 76 para el segundo amplificado, para las cuales se solicitó su secuenciación 

(técnica descrita en el apartado 8.10). Las secuencias de aminoácidos, deducidas 
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a partir de los ADNc obtenidos, fueron comparadas con otras secuencias de CCDV 

registradas en bases de datos en línea como GenBank utilizando el algoritmo 

BLASTx. 

 
V. RESULTADOS 

 

5.1 Verificación del ADNc por la RT-PCR   

 

Las longitudes de los amplificados por la RT-PCR de los fragmentos de ADNc de 

los CCDV de la familia CaV2 del cerebro de tortuga, utilizando los oligonucleótidos 

degenerados en sentido (cacnf4 y cacnf1) y antisentido (cacnr2) fueron las 

esperadas. El amplificado cacnf4-cacnr2 fue de 1,700 pb, mientras que el 

fragmento cacnf1-cacnr2 fue de un tamaño de  350 pb, tamaños predichos al 

realizar el diseño de los oligonucleótidos (Figura 10). Con el fin de obtener una 

mayor cantidad del amplicon cacnf4-cacnr2, esta reacción se escaló en un mayor 

volumen. En la figura 11 se muestra el gel utilizado en la purificación del fragmento 

cacnf4-cacnr2, que para este propósito fue teñido con el colorante de ADN SYBR 

Gold. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Reacción de amplificación de ADNc a partir del ARN total de cerebro de la tortuga 
con los oligonucleótidos cacnf4, cacnf1 y cacnr2. En el carril 1 se muestra el amplificado cacnf4-
cacnr2 y en el carril 2 el amplificado cacnf1-cacnr2. M marcadores de peso molecular de 1 kb. 

M 
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Figura 11. Electroforesis para realizar la purificación del fragmento cacnf4-cacnr2. En el círculo 

rojo se indica la banda a purificar (1,500 pb). M marcadores de peso molecular de 1 kb. 

 

Se comprobó la recuperación del fragmento purificado (1,500 pb) en un gel de 

agarosa para posteriormente ser ligado con el vector pJET1.2.  

 

5.2 Clonación parcial de los CCDV de la familia CaV2 de Trachemis scripta 

elegans  

 

Debido a que los fragmentos presentaron las características esperadas, se procedió 

a clonarlos en el vector pJet1.2 (pJET1.2/blunt-cacnf4-cacnr2) el cual tendría un 

tamaño de 4,455 pb. Para verificar las clonas positivas al vector con el inserto se 

realizó un análisis de restricción con la enzima BglII y las 14 muestras fueron 

positivas al corte. Se esperaban dos fragmentos, uno de aproximadamente 

2,928 pb y otro de  1,527 pb. En la figura 12 se puede observar la digestión con 

la enzima BglII de las 14 muestras de los plásmidos obtenidos a partir de las 

colonias transformantes que se eligieron. En las muestras 5 y 13 se observa un 

patrón diferente al esperado, mientras que en la muestra 14 se observa una 

digestión incompleta. Este análisis indicó que aparentemente 12 de los 14 

plásmidos purificados tienen el tamaño esperado del inserto.   

M 
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A1A

PJet 1.2

337 BglII

Construcción 
Pjet1.2 – A1A
4455 pb

1864 BglII
A

Figura 12. Análisis de restricción de los plásmidos purificados de las colonias transformantes 
con el fragmento cacnf4-cacnr2. A) Esquema del inserto cacnf4-cacnr2 en el vector pJET1.2-blunt; 

se indican los sitios de corte con la enzima BglII (2,928 pb y 1,527 pb). B) Digestión de las clonas 

obtenidas, utilizando la enzima BglII para identificar los insertos positivos. C) Análisis in silico de la 
digestión con la enzima BglII. 
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5.3 Identificación de las clonas correspondientes a los canales B 

 

Una vez que se determinó que la mayoría de las clonas obtenidas tenían el patrón 

de digestión que se esperaba con BglII, se procedió a la identificación de aquellas 

que correspondieran a la isoforma B con el uso de la enzima HindIII, dado que el 

vector de clonación presenta un sitio para esta enzima y el inserto se espera que al 

menos tenga uno (datos no publicados). Ya que tanto el inserto como el vector 

tienen extremos romos, el resultado final de la ligación son dos productos que 

dependen de la orientación en la que el inserto se liga al vector. Un análisis in silico 

muestra que las clonas 2, 6 y 12 resultaron positivas, con fragmentos de 2,900 pb 

y 1,500 pb para uno de las opciones, y 4,000 pb y 400 pb para la otra orientación 

del fragmento B  (Figura 13). 
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5.4 Identificación de las clonas correspondientes a los canales 1A 

 

Las muestras digeridas en un solo sitio con la enzima HindIII, la cual identificó las 

clonas pertenecientes a la isoforma 1B (clonas 2, 6 y 9), fueron sometidas a un 

análisis de restricción con las enzimas MfeI y SacI. Esta estrategia se basa en el 

hecho de que el vector presenta el sitio MfeI y, de forma similar que para HindIII en 

el caso de 1B, se esperaba que en la isoforma 1A existiera al menos un sitio para 

la enzima SacI (datos no publicados). De este análisis se identificó que las clonas 

positivas fueron las 3, 4, 5, 7, 8, 10 y 11. En estas clonas el patrón de digestión es 

variable en dependencia de la orientación del inserto en el vector, por lo cual pueden 

Figura 13. Análisis de restricción de los plásmidos purificados para identificar la isoforma B.  

A) Esquema del inserto cacnf4-cacnr2 en el vector pJET 1.2 y los cortes con HindIII en las dos posibles 

orientaciones de inserción del fragmento de ADNc. B) Identificación de la isoforma B por digestión de 

los plásmidos purificados con la enzima HindIII. Se puede observar que la muestra 2 tuvo una orientación 
distinta del inserto en el vector, en comparación con las muestras 6 y 12. C) Análisis in silico de la 
digestión de las clonas con la enzima HindIII.  
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predecirse fragmentos de  2,800 pb y 500 pb para una orientación y 2,500 pb y 

1,900 pb para la siguiente (Figura 14).  

 

 

 
 
 

 

 

  Figura 14. Análisis de restricción de los plásmidos purificados para identificar la isoforma 

A. A) Esquemas del inserto cacnf4-cacnr2 en el vector pJET 1.2 y cortes de las enzimas MfeI y 

SacI en las dos orientaciones del inserto. B) Identificación de la isoforma  A; clonas positivas: 3, 4, 

5, 7, 8, 10 y 11. C) Análisis in silico de la digestión con las enzimas MfeI y SacI y los tamaños 
esperados.  
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5.5 Identificación de las clonas correspondientes a los canales E 
 

Por exclusión se determinó que las clonas 1 y 9 corresponden a la isoforma E, no 

obstante, con el fin de confirmarlo estos plásmidos se digirieron con las enzimas 

BspEI y EcoRV, que de forma similar a lo que sucede en las otras isoformas, para 

la primera enzima existe un sitio en el vector y se espera al menos uno en el inserto, 

en tanto que para la segunda se espera al menos un sitio en el inserto (datos no 

publicados). De igual forma que para los casos anteriores, el inserto se puede ligar 

en una de dos orientaciones posibles al vector, sin embargo, dado que los sitios 

para ambas enzimas se encuentran en el inserto, este análisis no permite identificar 

de manera categórica la orientación del inserto, sino solo su identidad juzgada por 

la digestión con las enzimas. En la Figura 15 se observa que en ambos plásmidos 

se obtuvieron fragmentos de  3,000 pb y 1,300 pb. 

 
 
  

A1E

PJet 1.2

448 EcoRV

Construcción 
Pjet1.2 – A1E
4487 pb

1757 BspEI

A
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5.6 Análisis de las secuencias de los plásmidos obtenidos de la amplificación 

con los oligonucleótidos cacnf4-cacnr2  

 

Una vez que se definió la posible identidad de cada una de las clonas analizadas, 

se seleccionaron algunas de ellas y se solicitó su secuenciación en la Unidad de 

Biología Molecular de la UBIPRO en la FES Iztacala. Se tomaron en consideración 

algunos criterios específicos para elegir las de mejor calidad. Estos fueron los 

plásmidos 1, 5, 6, 9, 11, 12, 13 y 14, y la subunidad a la que corresponden se 

muestra en la tabla 10. 

 

Tabla 10. Plásmidos seleccionados para secuenciar  

 
 
 
 
 

 
Las secuencias recibidas se analizaron tomando en cuenta la calidad de la señal y 

la longitud de las mismas. Una vez que se eliminaron las bases correspondientes al 

vector y que se identificaron los límites en los cuales la intensidad de la señal era 

Subunidad Nº de clona 

  13, 14, 11, 5. 

 6, 12. 

 1, 9. 

Figura 15. Digestión de las clonas 1 y 9 con las enzimas EcoRV y BspEI para la identificación 

de la isoforma E. A) Esquema del inserto cacnf4-cacnr2 en el vector pJET 1.2 indicando la 

posición de los sitios para EcoRV y BspEI. B) El patrón de digestión indica que ambas clonas son 
positivas. C) Análisis in silico de la digestión de las clonas 1 y 9 con las enzimas EcoRV y BspEI y 
los tamaños esperados.  
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confiable, se tradujeron y se compararon con secuencias de canales de calcio 

dependientes de voltaje de la tortuga C. picta esperando una posible homología alta 

entre ellas. Se hicieron contiguos (forward+reverse) de las secuencias que tenían 

identidad con los canales y que tenían una buena calidad de secuenciación. Éstas 

fueron las secuencias 11 y 14 para A 6 para B y 1 para E En la figura 16 se 

observa una muestra del electroferograma obtenido de las secuencias. 

 

  

Figura 16. Muestras de los electroferogramas de la secuenciación del fragmento amplificado en sentido (A) y 

en antisentido (B) de la clona 11 del canal    

A 

B 



 
45 

 

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y se descartaron aquellas con baja 

calidad de secuenciación, fueron elegidas para A las clonas 11 y 14, para B la 

clona 6 y para E la clona 1. En la tabla 11 se muestran los tamaños de las clonas 

obtenidas.  

 
Tabla 11. Tamaño de las clonas resultado de la secuenciación 
 

Subunidad Clona Tamaño (pb) 

1A 
11 1,445 

14 1,521 

1B 6 1,513 

1E 1 1,553 

 

A las secuencias se les realizó un análisis BLAST con la base de datos de NCBI 

BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) lo que dio como resultado una 

similitud en las secuencias de nucleótidos de los genomas predichos del ARNm de 

los canales de calcio de tortugas. La subunidad 1A presenta una similitud del 99% 

con C. picta belli (Figura 17), 94% con la especie Chelonia mydas y el 91% con 

Pelodiscus sinensis. La subunidad 1B presenta una similitud del 99% con las tres 

especies antes mencionadas, lo mismo que la subunidad 1E presenta el 97% de 

similitud.  

La figura 17 muestra del análisis BLAST de un fragmento del amplificado de 1A de 

T. scripta elegans alineado con la secuencia de nucleótidos de 1A de C. picta 

belli.Al deducir la secuencia de aminoácidos de los fragmentos amplificados se 

realizó un análisis BLAST y se observó que la similitud no solo era con las especies 

de tortugas, sino con algunos otros grupos, en especial de vertebrados, lo que nos 

permitió elegir secuencias representativas de los cinco grupos de vertebrados para 

realizar una comparación entre ellas. Los alineamientos múltiples se realizaron con 

el programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) con las 

secuencias de obtenidas de la base de datos GenBank de Xenopus tropicalis 

(anfibio), Danio rerio (pez), Rattus norvergicus (mamífero), Gallus gallus (ave) y C. 

picta (reptil). 
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En los alineamientos realizados de las secuencias obtenidas de los CCDV de 

T. scripta elegans (A, B y E) con secuencias de los CCDV de la familia Cav2 

de los otros grupos de vertebrados, se observa que en el caso de los nucleótidos 

existen diferencias en las bases, sin embargo, se pueden ver grandes similitudes 

en la secuencia de aminoácidos. Esto no es de sorprender debido a la degeneración 

del código genético que permite que un aminoácido pueda ser codificado por uno o 

varios codones. El porcentaje de similitud entre las secuencias de los CCDV de T. 

scripta elegans evidentemente es mayor con Chrysemys picta, una especie de reptil, 

y diverge en algunas bases con los otros grupos. 

 

Cabe recordar que la región amplificada de los CCDV subunidades A, B y E 

con los oligonucleótidos cacnf4-cacnr2 corresponden a la región comprendida por 

los segmentos transmembranales IIIS1 a IVS6, y con el alineamiento de las 

Figura 17. Muestra del análisis BLAST de un fragmento del amplificado de A de T. scripta elegans 

alineado con la secuencia de nucleótidos de A de C. picta belli.  
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secuencias de los grupos de vertebrados con T. scripta se tiene la intención de 

comparar los genomas de las especies y observar si estos canales pudieran 

comportarse de la misma manera en los diferentes grupos de vertebrados, o por el 

contrario, encontrar discrepancias para predecir una posible funcionalidad diferente 

en la especie T. scrita elegans. 

 

En el alineamiento múltiple de cada uno de los fragmentos amplificados de T. scripta 

elegans (A, B y E) con las especies de vertebrados muestra un porcentaje 

alto de coincidencia en los aminoácidos de los 5 grupos con la especie modelo. La 

especie con la que presenta mayor número de diferencias es con el anfibio Xenopus 

tropicalis, teniendo un mayor número de coincidencias con Chrisemys picta (Figuras 

18, 19 y 20).   

 
 

 

 

Figura 18. Muestra de alineamiento de la secuencia amplificada de la subunidad 1A con 

otros vertebrados (Xenopus, Danio, Rattus, Gallus y Chrysemys).  
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Figura 19. Muestra de alineamiento de la secuencia amplificada de 1B con otros 

vertebrados (Xenopus, Danio, Rattus, Gallus y Chrysemys).  

Figura 20. Muestra de alineamiento de la secuencia amplificada de 1E con otros vertebrados 

(Xenopus, Danio, Rattus, Gallus y Chrysemys).  
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El alineamiento entre las secuencias de nucleótidos de A, B y E nos muestra 

un porcentaje de identidad entre ellas del 78%.  

En el alineamiento de las secuencias de aminoácidos se observa para el canal E 

una identidad del 78.06% con A y el 79.64% con B y para A la identidad con 

B es del 88.67%.  

 

5.7 Clonación de los CCDV CaV2.1 utilizando oligonucleótidos específicos 

basados en el Transcriptoma. 

 

Además de los oligonucleótidos degenerados descritos en este trabajo, también se 

diseñaron otros que permitieran la amplificación de diferentes regiones de los CCDV 

CaV2, sin embargo, no ha sido posible el obtener algún amplicón con su uso (datos 

no publicados). Por esta razón, se solicitó en la Unidad de Secuenciación Masiva 

del Instituto de Biotecnología de la UNAM, el transcriptoma del cerebro de la tortuga 

T. scripta elegans para poder identificar en él los transcritos de los CCDV CaV2 en 

esa especie, y con ello diseñar oligonucleótidos específicos que posibilitaran la 

amplificación completa del ADNc de cada una de las isoformas. 

 

La primera amplificación se realizó con los oligonucleótidos específicos en sentido 

y antisentido (forward-reverse) a lo largo del canal CaV2.1. Los fragmentos que 

coincidieron con los tamaños esperados (Tabla 12) fueron los amplificados 

TseCav2.1F1−TseCav2.1R2 y TseCav2.1F7-TseCav2.1R8 (Figura 21). 

 

 Tabla 12. Tamaños esperados en la amplificación de los fragmentos con los 
oligonucleótidos específicos del canal CaV2.1.  

 

Fragmento Tamaño esperado (pb) 

TseCav2.1F1- TseCav2.1R2 1,419 

TseCav2.1F3- TseCav2.1R4 1,864 

TseCav2.1F5- TseCav2.1R6 1,803 

TseCav2.1F7- TseCav2.1R8 1,784 

TseCav2.1F9-TseCav2.1R10 1,196 
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Con el propósito de aumentar la sensibilidad y especificidad de las reacciones de 

amplificación, se decidió realizar una amplificación anidada con oligonucleótidos 

internos para cada una de las primeras reacciones, independientemente de que 

haya sido posible o no observar algún fragmento amplificado en el gel, o que los 

tamaños del amplificado no coincidan con los tamaños esperados (Tabla 13). En la 

figura 22 se muestra el resultado de la amplificación; se puede observar que solo el 

amplificado TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 y el TseCav2.1F8-TseCav2.1R7 

coincidieron con el tamaño esperado (Tabla 13). 

 

Tabla 13. Tamaños esperados en la amplificación anidada de los fragmentos con los 

oligonucleótidos específicos internos del canal CaV2.1.  

Fragmento Tamaño esperado (pb) 

TseCav2.1F2- TseCav2.1R1 1,419  

TseCav2.1F4- TseCav2.1R3 1,864 

TseCav2.1F6- TseCav2.1R5 1,803 

TseCav2.1F8- TseCav2.1R7 1,784 

TseCav2.1F10-TseCav2.1R9 1,196 

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificación con oligonucleótidos 
específicos (forward-reverse) a lo largo del canal CaV2.1. M) Marcador de peso molecular 1Kb. 

1) Fragmento TseCav2.1F1-TseCav2.1R2. 2) Control negativo de 1. 3) Fragmento TseCav2.1F3-
TseCav2.1R4. 4) Control negativo de 3. 5) Fragmento TseCav2.1F5-TseCav2.1R6. 6). Control 
negativo de 5. 7) Fragmento TseCav2.1F7-TseCav2.1R8. 8) Control negativo de 7. 9) Fragmento 
TseCav2.1F9-TseCav2.1R10. 10) Control negativo de 9.  
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5.8 Análisis de restricción para verificar la identidad de las amplificaciones 

anidadas con los oligonucleótidos específicos diseñados a partir del 

transcriptoma del canal CaV2.1 de T. scripta elegans. 

 

Se realizó un análisis de restricción para identificar la identidad de los fragmentos 

amplificados. Esto, con los sitios de restricción localizados para cada fragmento, 

utilizando dos enzimas por separado para cada fragmento (Tabla 8). En la 

electroforesis se observan fragmentos que coinciden con el tamaño esperado en el 

amplificado TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 y en TseCav2.1F8-TseCav2.1R7, 

confirmando lo anterior en cuanto a que estos fragmentos contienen las secuencias 

esperadas (Figura 23 y Tabla 14).  

 

Tabla 14. Tamaños esperados en el análisis de restricción de la amplificación anidada de 
los fragmentos con los oligonucleótidos específicos internos del canal CaV2.1.  

 

Fragmento amplificado Sitio de restricción Tamaño esperado (pb) 

TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 BamHI 822, 404 

EagI 844, 382 

TseCav2.1F4-TseCav2.1R3 PstI 950, 386 

Figura 22. Electroforesis de amplificación anidada con oligonucleótidos internos específicos, 
usando como molde el primer amplificado con oligonucléotidos específicos del canal CaV2.1. 

M) Marcador de peso molecular 1Kb. 1) Fragmento TseCav2.1F2-TseCav2.1R1. 2) Control negativo 
de 1. 3) Fragmento TseCav2.1F4-TseCav2.1R3. 4) Control negativo de 3. 5) Fragmento 
TseCav2.1F6-TseCav2.1R5. 6). Control negativo de 5. 7) Fragmento TseCav2.1F8-TseCav2.1R7. 8) 
Control negativo de 7. 9) Fragmento TseCav2.1F10-TseCav2.1R9. 10) Control negativo de 9.  
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BamHI 1469, 317 

TseCav2.1F6-TseCav2.1R5 SalI 1116, 418, 117 

BamHI 1244, 405 

TseCav2.1F8-TseCav2.1R7 ApaI 1335, 387 

EagI 1170, 544 

TseCav2.1F10TseCav2.1R9 SacII 492, 344 

XmaI 685, 151 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.9 Amplificaciones con oligonuclétidos específicos distantes entre sí a 

partir del transcriptoma del ARNm de T. scripta elegans.   

 

Se probó el amplificar regiones de mayor longitud utilizando oligonucleótidos 

específicos en sentido (forward) y en antisentido (reverse) con posiciones a mayor 

distancia entre sí. El primer amplificado se realizó con los oligonucleótidos 

Figura 23. Electroforesis del análisis de restricción de los fragmentos de la amplificación 
anidada con los oligonucleótidos específicos. M) Marcador de peso molecular 1 Kb. 1) 
Fragmento TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 digerido con BamHI. 2) Fragmento TseCav2.1F2-
TseCav2.1R1 digerido con EagI. 3) Fragmento TseCav2.1F4-TseCav2.1R3 digerido con PstI. 4) 
Fragmento TseCav2.1F4-TseCav2.1R3 digerido con BamHI. 5) Fragmento TseCav2.1F6-
TseCav2.1R5 digerido con SalI. 6) Fragmento TseCav2.1F6-TseCav2.1R5 digerido con BamHI. 
7) Fragmento TseCav2.1F8-TseCav2.1R7 digerido con ApaI. 8) Fragmento TseCav2.1F8-
TseCav2.1R7 digerido con EagI. 9) Fragmento TseCav2.1F10-TseCav2.1R9 digerido con SacII. 
10) Fragmento TseCav2.1F10-TseCav2.1R9 digerido con XmaI.          
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TseCav2.1F1-TseCav2.1R8, con los cuales no se observó amplificación alguna al 

realizar la electroforesis en gel de agarosa (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Se realizaron amplificados con otros tres pares de oligonucleotidos específicos 

distantes entre sí, y el resultado no fue el esperado, ya que en la electroforesis de 

los amplificados no se observa alguna banda que evidencie la presencia de algún 

fragmento amplificado (Figura 25). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 24. Electroforesis de amplificación con oligonucleótidos TseCav2.1F1-TseCav2.1R8. 
M) Marcador de peso molecular 1Kb. 1) Fragmento TseCav2.1F1-TseCav2.1R8. 2) Control 
negativo de 1.    

Figura 25. Electroforesis de las amplificaciones con 
oligonucleótidos específicos con mayor distancia entre sí. M) 
Marcador de peso molecular 1Kb. 1) Fragmento TseCav2.1F1-
TseCav2.1R7. 2) Control negativo de 1. 3) Fragmento 
TseCav2.1F2-TseCav2.1R8. 4) Control negativo de 3. 5) 
Fragmento TseCav2.1F2-TseCav2.1R7. 6) Control negativo de 5.      
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5.10 Fragmentos TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 y TseCav2.1F8-TseCav2.1R7 

regiones seleccionadas para ser secuenciadas.   

 

Se decidió trabajar con los fragmentos que resultaron positivos en las 

amplificaciones anidadas, es decir, los fragmentos TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 y 

TseCav2.1F8-TseCav2.1R7. Se realizaron amplificaciones para escalarlas en un 

mayor volumen y se procedió a ser transformados sin ser purificados previamente 

ya que al purificar los fragmentos (técnica descrita en el apartado 8.5) y realizar la 

electroforesis para comprobar el tamaño de los fragmentos purificados, éstos no se 

mostraban en el gel de agarosa. Después de ser transformados en bacterias 

competentes (técnica descrita en el apartado 8.6), se ligaron al vector pJet1.2 

(técnica descrita en el apartado 8.7).  

Se obtuvieron 6 clonas para cada fragmento y se sometieron a un análisis de 

restricción para comprobar su identidad con la región del canal CaV2.1. Las clonas 

del fragmento TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 se cortaron con la enzima XhoI y las 

clonas correspondientes al fragmento TseCav2.1F8-TseCav2.1R7 fueron cortadas 

con la enzima BglII. Todas las clonas coincidieron con el tamaño esperado en el 

análisis de restricción (Figura 26). Se eligieron las clonas 13 y 14 del fragmento 

TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 y del fragmento TseCav2.1F8-TseCav2.1R7 se 

seleccionaron las clonas 71, 75 y 76 para ser enviadas a secuenciar.  
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Las secuencias recibidas se analizaron mediante la comparación en la base de 

datos NCBI BLAST. Los fragmentos amplificados TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 y 

TseCav2.1F8-TseCav2.1R7 muestran una identidad del 98% con la secuencia del 

canal CaV2.1 de C. picta belli predicho a partir del genoma de dicha especie (Figura 

27).  

 

Figura 26. Análisis de restricción de los fragmentos TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 y TseCav2.1F8-
TseCav2.1R7. A) Electroforesis en gel de agarosa del anális de restricción: 11-16 clonas correspondientes 
al fragmento TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 digeridas con la enzima XhoI. 71-76 clonas correspondientes al 
fragmento TseCav2.1F8-TseCav2.1R7 digeridas con la enzima BglII. B) Análisis in silico de la digestión de 
las clonas del fragmento TseCav2.1F2-TseCav2.1R1, tamaños esperados: 3047 pb y 1,153 pb. C) Análisis 
in silico de la digestión de las clonas del fragmento TseCav2.1F8-TseCav2.1R7, tamaños esperados: 2,928 
pb, 955 pb y 813 pb.     

Figura 27.  Muestra del análisis BLAST del fragmento TseCav2.1F2-TseCav2.1R1 amplificado comparado 
con el genoma predicho de C. picta belli. 
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VI. DISCUSIÓN 
 
Los canales de calcio de la familia CaV2 tienen un papel importante en la liberación 

de los neurotransmisores en las sinapsis rápidas de las neuronas en los 

vertebrados. Se conocen las secuencias de estas proteínas principalmente en el 

grupo de los mamíferos, sin embargo, la información es escasa en cuanto al grupo 

de los reptiles, o nula en algunas especies como lo es el caso de la tortuga T. scripta 

elegans. 

 

Los datos de este trabajo indican que la subunidad A se encuentra en mayor 

proporción en el cerebro de la tortuga, seguida de B y E, esto con base en el 

número de clonas obtenidas de cada tipo de canal. No obstante, habrá que 

profundizar en el análisis para verificar este hecho ya que la cantidad de muestras 

analizadas fue pequeña, e incluso en diferentes regiones del cerebro las 

proporciones pudieran diferir. 

 

Diversos estudios han revelado la distribución neuronal de estas subunidades: las 

subunidades A y B están expresadas principalmente en dendritas y terminales 

presinápticas. En general, A está concentrada en un mayor número de terminales 

neurales en comparación con B (Day, Shaw et al. 1996). Esto podría explicar la 

mayor proporción de la isoforma A detectada. 

 

La importancia del canal A se destacó por la evidencia de las mutaciones en el 

gen CACNA1A, ya que se sabe puede causar un grupo de trastornos neurológicos 

humanos con herencia dominante como la migraña hemipléjica familiar, la ataxia 

episódica tipo 2 y la ataxia espinocerebelar tipo 6 (Ophoff, Terwindt et al. 1996, 

Zhuchenko, Bailey et al. 1997). La característica del canal tipo P/Q está determinada 

principalmente por la subunidad , que contiene el poro de conducción y el sensor 

de voltaje. Esta subunidad es una proteína de aproximadamente 2,000 aminoácidos 

organizados en cuatro dominios homólogos que contienen cada uno seis 

segmentos transmembranales (S1-S6). El fragmento amplificado en este trabajo 
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corresponde a la región formadora del poro donde la -Agatoxina IVA y las -

Conotoxinas se unen a la boca externa de la subunidad formadora de poros en los 

canales A y B, respectivamente (Adams, Myers et al. 1993, Doering y Zamponi 

2003).  

Se sabe que los canales CaV2.1 median la entrada de Ca2+ en las neuronas y la 

liberación de neurotransmisores en las sinapsis del sistema nervioso central. Los 

determinantes estructurales de la inactivación de los canales CaV2.1 se encuentran 

en diferentes partes de las subunidades 1 del canal, incluidos los segmentos y 

bucles transmembrana formadores de poros, los conectores de dominio intracelular 

y el carboxilo terminal (Herlitze, Hockerman et al. 1997, Soldatov, Zuhlke et al. 

1997). La inactivación rápida y lenta dependiente del voltaje de este tipo de canal 

está regulada por subunidades  auxiliares y otras proteínas reguladoras 

intracelulares (Sather, Tanabe et al. 1993).  

En ratones con deleción del gen que codifica para CaV2.1, muestran ataxia severa 

y desarrollan convulsiones por su ausencia, mueren aproximadamente en 4 

semanas después de nacer (Jun, Piedras-Renteria et al. 1999). El fenotipo atáxico 

observado con estos animales es consistente con la importancia de los canales tipo 

P/Q en la fisiología cerebral. En platas terminales de neuronas del hipocampo y en 

moto neuronas, hay una compensación funcional por los canales CaV2.2 y CaV2.3 

que permite continuar con la transmisión sináptica (Jun, Piedras-Renteria et al. 

1999, Urbano, Piedras-Renteria et al. 2003), a pesar de que las convulsiones 

indican que esta compensación es incompleta. En varias líneas de ratones con 

mutaciones en los canales CaV2.1 se han identificado los síntomas de ataxia y 

convulsiones en distintas maneras, por ejemplo, en los ratones en los que se 

eliminan los canales CaV2.1 en las células de Purkinje no presentan el espectro 

completo de disfunciones neurológicas, sino que se desarrollan durante la edad 

adulta (Mark, Maejima et al. 2011). Esto sugiere un importante rol de estos canales 

en el desarrollo temprano (Simms y Zamponi 2014).  

En humanos, las alteraciones en los canales CaV2.1 producen una variedad de 

fenotipos. Las mutaciones de ganancia de función en el gen CACNA1A se han 

relacionado con la migraña hemipléjica familiar, y un amplio rango de enfermedades 
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(Tottene, Conti et al. 2009, Pietrobon y Moskowitz 2013). Se han identificado 

algunas mutaciones de pérdida de función que conducen a variaciones aberrantes 

de splicing, éstas identificadas en pacientes con ataxia tipo 2 (Pietrobon 2010, 

Kipfer, Jung et al. 2013).  

Berjukow, Marksteiner et al. en 2001 identifican puntos importantes en el segmento 

IVS6 de la subunidad  que determinan la inactivación del canal, los cuales ocurren 

de manera independiente a la a la subunidad , esta región corresponde a los 

residuos: AYFYFVSFIFLCSFLMLNLFVAVIM, y se encuentra conservada en el caso 

de T. scripta elegans, por lo que se infiere que esta actividad ocurre de la misma 

forma en la tortuga. Sin embargo, los detalles estructurales de cómo el segmento 

IVS6 influye en la inactivación del canal aún no se han aclarado.  

(Hans, Urrutia et al. 1999) reporta que los aminoácidos en las regiones IVS3-S4 del 

canal CaV2.1 son importantes en el mecanismo general para controlar la 

inactivación y sus cambios en la secuencia podrían alterar significativamente la 

transmisión sináptica y por lo tanto, tener profundas consecuencias fisiológicas. En 

este trabajo se amplificaron esas regiones, las cuales coinciden con la secuencia 

de aminoácidos reportada en mamíferos, sugiriendo que su funcionamiento es 

similar.  

 

Los canales tipo CaV2.2 se localizan en las terminales nerviosas presinápticas y 

median eventos clave como la sinaptogénesis y la neurotransmisión. Se ha 

determinado que estos canales son sustrato de la cinasa 5 dependiente de ciclina 

(Cdk5). La subunidad 1 formadora del poro del canal se fosforila en el dominio 

C-terminal, y esta fosforilación da como resultado un aumento de la afluencia de 

calcio debido al aumento de la probabilidad de apertura del canal. La fosforilación 

del canal tipo N o CaV2.2 por Cdk5 facilita la liberación de los neurotransmisores y 

altera la plasticidad presináptica aumentando el número de vesículas en la 

presinápsis. Estos efectos están mediados por una interacción alterada entre los 

canales de calcio de tipo N y la proteína RIM1, que ancla los canales de calcio 

presinápticos a la zona activa (Su, Seo et al. 2012). En la secuencia amplificada de 

este canal de la tortuga, se aprecia que esta región está altamente conservada, lo 
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que también sugiere que el funcionamiento de este mecanismo es similar en este 

grupo de vertebrados. 

Los estudios en ratones que carecen del canal CaV2.2 muestran un fenotipo mucho 

más amigable en comparación con los ratones con ausencia de CaV2.1. Presentan 

hiposensibilidad al dolor inflamatorio y neuropático, lo que encaja con la importancia 

de estos canales en la transmisión sináptica entre las fibras sensoriales y las 

neuronas del asta dorsal en la médula espinal (Hatakeyama, Wakamori et al. 2001, 

Kim, Jun et al. 2001, Saegusa, Kurihara et al. 2001, Simms y Zamponi 2014). Estos 

ratones también muestran déficits en el control simpático de la frecuencia cardiaca 

y la presión arterial y son hiperactivos (Mori, Nishida et al. 2002, Beuckmann, Sinton 

et al. 2003).  

 

Las neuronas de T. scripta elegans en estado de anoxia muestran un aumento de 

aproximadamente 2 veces en la concentración de Ca2+ intracelular (240 nM) durante 

las primeras 2–3 h, pero luego el Ca2+ se estabiliza a este nivel durante semanas 

de exposición a la anoxia (Bickler 1998). Por lo tanto, la regulación de los niveles de 

calcio intracelular puede ser una parte crucial de la tolerancia a la anoxia y puede 

requerir ajustes de las actividades o niveles de las proteínas de almacenamiento de 

Ca2+, y de otras proteínas que responden al Ca2+ para ayudar a mantener el nivel 

de Ca2+ intracelular en los límites adecuados. La CaMKII, como se mencionó 

anteriormente es una cinasa de proteínas dependiente de Ca2+ y se ha demostrado 

que la actividad de esta enzima a lo largo de la anoxia no cambia, pero sí durante 

las actividades de recuperación aeróbica, donde disminuyó significativamente su 

actividad en un 37–40%, cambios que se deben a la modificación postraduccional, 

posiblemente como resultado de la acción de la fosforilación (Storey 2007), ya que 

ésta reduce la actividad de la CaMKII.   

 

La corriente tipo R no necesariamente refleja un tipo de canal único, sino una familia 

de canales molecularmente distintos con características farmacológicas y 

electrofisiológicas similares (Snutch 2013). Se sabe que estos canales están 

disponibles en el potencial de reposo, son activados por el potencial de acción y 
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permanecen abiertos para inducir una posdespolarización, debido a que ésta se 

relaciona directamente con el disparo en ráfagas de las neuronas CA1 del 

hipocampo, los canales CaV2.3 son cruciales para este importante comportamiento 

celular, que codifica los campos hipocampales del lugar y aumenta la plasticidad 

(Metz, Jarsky et al. 2005). 

  

Los canales CaV2.3 no pueden ser clasificados perfectamente en las categorías 

HVA o LVA. En reportes donde se han aislado ADNc de 1E a partir de cerebro de 

conejo, rata y raya eléctrica, estos clones codifican proteínas de 2,178–2,259 

aminoácidos con masas molares predichas de aproximadamente 250 kDa (Niidome, 

Kim et al. 1992, Horne, Ellinor et al. 1993, Soong, Stea et al. 1993). Los canales 

Cav2.1 y Cav2.2 tienen alrededor de un 85-90 % de identidad con los Cav2.3, lo 

que sugiere que los canales 1E son miembros de un subgrupo de canal insensible 

a las DHPs (Niidome, Kim et al. 1992). Estos canales se han encontrado en niveles 

altos de expresión en el Sistema Nervioso Central de mamíferos en la corteza 

cerebral, hipocampo y músculo liso, y niveles más bajos en las células del cerebelo, 

bulbo olfatorio, mesencéfalo y células de Purkinje. No se detectan en músculo 

esquelético, corazón, estómago o riñón. A nivel subcelular se identifican casi 

exclusivamente en el cuerpo celular de las neuronas (Yokoyama, Westenbroek et 

al. 1995). Estudios en ratones con deleción del canal Cav2.3 presentan un fenotipo 

poco agresivo que incluye hiposensibilidad al dolor y resistencia a las convulsiones 

inducidas químicamente (Saegusa, Matsuda et al. 2002, Weiergraber, Henry et al. 

2007). Actualmente no se conocen mutaciones de este canal en humanos y esto 

probablemente es porque las mutaciones en estos canales generan solo fenotipos 

no agresivos, médicamente no detectados (Simms y Zamponi 2014).  

 

El fragmento amplificado en este trabajo muestra similitud en la secuencia de 

aminoácidos al realizar la comparación con otras especies de vertebrados, con lo 

cual podemos deducir que el funcionamiento del canal 1E es similar en la especie 

T. scripta elegans y los demás grupos de vertebrados, especialmente por la 

información obtenida de estudios antes mencionados en mamíferos. 
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El Ca2+ modula casi todos los aspectos de la función celular en las bacterias, 

protistas, plantas, hongos y animales. La evolución de las moléculas primitivas que 

forman los principios básicos de la señalización de Ca2+ se produjo muy temprano 

en los procesos de la vida de los organismos procariotas; en las eucariotas, los 

organelos intracelulares como las mitocondrias, los lisosomas y el retículo 

endoplásmico emergieron como compartimientos intracelulares de Ca2+ para 

permitir probablemente una mejor regulación espacial y temporal de las 

concentraciones de Ca2+ en respuesta a estímulos ambientales más complejos (Cai, 

Wang et al. 2014). 

 

La señalización del calcio evolucionó alrededor de variaciones en la concentración 

de calcio dentro del citosol en la célula, proviniendo del espacio extracelular y/o de 

los organelos intracelulares que lo almacenan. El flujo de calcio a través de la 

membrana plasmática y las endomembranas depende de varios canales de calcio 

que se encuentran en las membranas celulares. 

 

Algunas de las primeras células aparecieron en el océano primitivo en donde los 

elementos principales eran iones derivados de las sales de la corteza terrestre (Na+, 

K+, Cl−, Ca2+ y Mg2+); no se conocen con exactitud las concentraciones de estos 

iones en el océano primitivo, sin embargo, algunos paleontólogos sugieren que la 

concentración de Ca2+ era muy baja y cercana a 100 nM, y por lo tanto las primeras 

células habrían adquirido un contenido muy bajo de Ca2+ en sus citoplasmas. 

Prueba de ello es que actualmente organismos como las cianobacterias (que 

probablemente son los organismos más antiguos en la actualidad) tienen un bajo 

requerimiento de Ca2+ y son alcalófilos (alto requerimiento de sodio) (Kazmierczak, 

Zhang et al. 2013). 

 

Una amplia maquinaria de señalización por Ca2+ probablemente habría 

evolucionado a principios de la raíz de los eucariotas antes de la divergencia de los 

principales supergrupos eucariontes. Los animales y los hongos divergieron de un 

antepasado unicelular común del clado de Ophisthokonta, hace aproximadamente 
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mil millones de años (Ruiz-Trillo, Burger et al. 2007). En el linaje que conduce a los 

animales, la maquinaria ancestral de señalización de Ca2+ está altamente 

conservada. Por el contrario, los mecanismos de señalización de Ca2+ en la mayoría 

de los protistas, plantas y hongos modernos presentan pérdidas genéticas 

sustanciales. No obstante, la evidencia de la presencia de una maquinaria ancestral 

extensa de señalización de Ca2+ todavía se puede encontrar en pocos protistas 

como Aurantiochytrium limacinum y Thecamonas trahens (Cai, Wang et al. 2014). 

  

Los canales CaV de cuatro dominios son una parte integral de la maquinaria de 

señalización del Ca2+ en los animales. Similar a los canales de sodio de cuatro 

dominios en los animales, los poros conductores de iones residen en el centro del 

polipéptido grande que atraviesa la membrana plasmática (Armstrong y Hille 1998). 

Alineados por los segmentos transmembranales cada dominio contribuye al poro 

central, con los cuatro módulos de detección del voltaje dispuestos simétricamente 

alrededor del poro central. Se tiene la hipótesis de que los canales de calcio de 

cuatro dominios surgieron de un canal ancestral común de un solo dominio con un 

gen de dominio único primordial que se sometió a una duplicación interna para crear 

una estructura de dos dominios y una segunda duplicación interna dio lugar a la 

estructura de cuatro dominios que hoy se conoce. Por lo tanto, los dominios I y III, 

así como los dominios II y IV, siguen siendo más similares entre sí como resultado 

de su historia evolutiva (Strong, Chandy et al. 1993). Una implicación de este 

esquema es que un péptido ancestral de dos dominios era capaz de producir una 

proteína de canal funcional, ya que existía el tiempo suficiente tanto para que 

ocurriera una divergencia sustancial de secuencia como para dar lugar a la 

estructura de cuatro dominios mediante una duplicación adicional; (Isacoff, Jan et 

al. 1990) mostraron que los dímeros de la cabeza a la cola de las proteínas de 

canales de potasio de las moscas y los mamíferos son capaces de formar canales 

funcionales y diversos.  

Parece que los canales KV, CaV y NaV probablemente surgen de un solo domino de 

sensor de voltaje acoplado a un domino de poros S5/S6 (Strong, Chandy et al. 

1993). A pesar de que la mayoría de los protistas modernos, plantas y hongos 
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tienden a exhibir redes simplificadas de señalización de Ca2+, los rastros de 

sistemas de señalización de Ca2+ relativamente conservados están presentes en 

algunas especies básicamente divergentes, como el hongo basal Allomyces 

macrogynus (Cai y Clapham 2012) y el alga basal divergente Cyanophora paradoxa 

(Cai, Wang et al. 2015).  

 

Los fragmentos amplificados de los ADNc de los canales de calcio de la familia CaV2 

de T. scripta elegans en este trabajo muestran similitud con los grupos de 

vertebrados en el alineamiento de secuencias, lo cual sugiere que esta especie de 

tortuga concuerda con el ancestro común antes mencionado en la filogenia tomando 

como referencia el estudio de la evolución de los canales de calcio de CaV2. Se 

estima que las tortugas divergieron como grupo independiente hace 260 millones 

de años (Zug 2019), y pese a ello, la señalización y proteínas participantes se 

encuentran altamente conservadas.  

 

La supervivencia de los animales durante la anoxia se ve reforzada por una variedad 

de adaptaciones bioquímicas incluyendo vías fermentativas de producción de 

energía y lo más importante, la capacidad de reducir drásticamente la tasa 

metabólica 5–20 veces y entrar en un estado hipometabólico. La regulación 

bioquímica del paro metabólico está demostrando tener principios moleculares 

comunes que se extienden a través de líneas filogenéticas y que se conservan en 

diferentes tipos de estados detenidos (no sólo anaerobiosis sino también estivación, 

hibernación, etc.). Estudios con T. scripta elegans han identificado una variedad de 

mecanismos reguladores, involucrados tanto en la depresión de la tasa metabólica 

como en el proceso de recuperación aeróbica: la modificación post-traduccional de 

proteínas celulares y funcionales por fosforilación reversible y cambios en las 

actividades de proteín-cinasas y fosfatasas para regular esto, asociaciones 

reversibles de unión a enzimas con elementos estructurales subcelulares, 

diferencias en la expresión génica y procesamiento del ARN que producen nuevas 

variantes de ARNm y nuevos productos proteínicos, cambios en la actividad de 

proteasas y modificaciones tanto constitutivas como anóxicas de sistemas 
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antioxidantes celulares, para tratar el estrés oxidativo durante la transición anóxico-

aeróbica (Storey 1996). Bickler en 1998 obtuvo pruebas directas de la inactivación 

de los canales de Ca2+ en cortes anóxicos de corteza de tortuga, aunque aún no se 

conocen los mecanismos moleculares implicados en estas acciones. 

 

Hasta ahora en los fragmentos clonados de los ADNc de tortuga T. scripta elegans 

no se observan diferencias significativas en las secuencias de las subunidades 1A, 

1B y 1E de los canales de calcio.  

 

 

VII.  CONCLUSIÓN 

 

Los resultados obtenidos de las amplificaciones de los ADNc de los canales de 

calcio de la familia CaV2 de la tortuga T. scripta elegans evidencian la similitud que 

éstos tienen con las secuencias de proteínas homólogas de otros vertebrados.  

 

Hasta ahora se sugiere que la especie T. scripta elegans es un buen modelo de 

estudio para las neurociencias, siendo necesario llevar a cabo la clonación completa 

de las subunidades de la familia CaV2, lo cual permitirá identificar los cambios 

biofísicos, farmacológicas y estructurales que dichos canales presentan en este 

organismo con respecto a los canales de calcio dependientes de voltaje de los 

mamíferos.  

 

Así también, un estudio más extenso con la clonación completa de estos canales 

nos abrirá el panorama acerca de las cuestiones evolutivas en las que las tortugas 

están implicadas, tomando en cuenta el funcionamiento de su metabolismo a las 

condiciones de anoxia a las que se pueden adaptar. 
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