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RESUMEN 

El canal TRPV4 (Transient Receptor Potential Vanilloid 4) es un canal iónico 

no selectivo permeable a Ca+ que tiene un amplio rango de expresión en todo el 

cuerpo. Puede ser activado por distintos estímulos externos e internos en la célula 

como: temperatura, presión osmótica, cambios de pH entre otros, que resultan 

vitales para el buen funcionamiento de los organismos. Ha sido estudiado en 

nuestro laboratorio por su inusual localización nuclear, sin embargo, se desconoce 

su función en este compartimento celular. En el presente trabajo se identificaron in 

silico aquellos sitios en la proteína que podrían ser potencialmente señales de 

localización nuclear (NLS), y  que podrían participar en el direccionamiento del canal 

al núcleo. Se encontraron  5 probables señales de localización nuclear (NLS) en  la 

secuencia de TRPV4 de humano y 4 probables NLS en  la secuencia de perro. 

Además, mediante programas bioinformáticos se realizó una extensa revisión 

de secuencias registradas en el GenBank para identificar secuencias no publicadas 

del canal TRPV4 con esta estrategia  identificamos 5  secuencias nuevas que 

podrían ser variantes de splicing alternativo del mismo.  En el caso del canal TRPV4 

de humano se encontraron cuatro secuencias distintas a las descritas con 

anterioridad, dos de ellas codificarían para proteínas truncadas que llamamos 

hTRPV4-pT1 y hTRPV4–pT2Por otra parte, encontramos una variante no reportada 

de TRPV4 de perro que tiene una inserción de 18 aminoácidos. Para cada nueva 

variante se ubicaron las NLS eliminadas debido a inserciones o deleciones en la 

secuencia.  Los resultados obtenidos sugieren  que las nuevas isoformas 

encontradas del canal, si se expresan, podrían tener características funcionales 

diferentes al canal completo o bien presentar cambios en su localización en el 

núcleo. 

Palabras clave: TRPV4, NLS, variantes de splicing, bioinformática
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ABSTRACT. 

The TRPV4 channel (Transient Receptor Potential Vanilloid 4) is a non-

selective Ca+ permeable ion channel that has a expression range throughout the 

body, it can be activated by different external and internal stimuli in the cell such as 

temperature, pressure osmotic, pH changes among others, that are vital for the 

proper functioning of organisms. It has been studied in our laboratory for its unusual 

nuclear localization; however its function in this site is unknown. In the present work, 

we identified in silico, probable sites for  nuclear localization (NLS) in the protein 

which may be involved in the targeting of the channel towad the nucleus. We found 

5 nuclear location signals (NLS) in the human TRPV4 protein sequence and 4 NLS 

in the dog TRPV4 sequence. 

In addition, through bioinformatics programs, an extensive sequence review 

was carried out in the GenBank for non published TRPV4 channel sequences which 

identified 5 new sequences that correspond to splicing variants of the channel. For 

human TRPV4, we found four sequences different to   those previously described, 2 

of them would produced truncated proteins that we called hTRPV4-pT1 and 

hTRPV4-pT2. On the other hand, a new sequence of the dog TRPV4 was found with 

an insertion of 18 aminoacids. 

In each of the new variants described the NLS eliminated by insertions or 

deletions in the sequences were indicated. 

The results obtained suggest that the new isoforms described of the channel, 

if they are expressed, could have different functions to the wild type channel, as well 

as differences   in nuclear localization. 

Keywords: TRPV4, NLS, splicing variants, bioinformatics 

 

 

 

 



13 
 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Canales iónicos.  

Los canales iónicos son proteínas que atraviesan la membrana permitiendo 

el pasaje de iones a favor de su gradiente de concentración o de potencial 

electroquímico. Los canales conforman un poro que provee un ambiente hidrofílico 

favorable para que los iones atraviesen el medio hidrofóbico de la bicapa lipídica 

membranal (Hille, 2001). 

   

Figura 1. Estructura básica de los canales de potasio activados por voltaje. La proteína 

está conformada por 6 dominios transmembranales (S1-S6), con las regiones amino y carboxilo 

terminales hacia el interior celular y el poro de selectividad al ión se forma por un asa entre las 

regiones S5 y S6. (Tomado de Aidley, 1996). 

Cada canal tiene, aunque no siempre, una secuencia de aminoácidos que 

selecciona los iónes que pueden pasar específica o preferencialmente con respecto 

a otros iónes, en función a su carga y disposición espacial, lo cual funciona como 

un filtro de selectividad. De acuerdo a su carga se clasifican en canales aniónicos, 

cuando los iónes que transporta son de carga negativa y canales catiónicos cuando 

los iónes son de carga positiva. A su vez, cada canal será más o menos selectivo a 

un cierto ion con respecto a otros canales, a esta capacidad de selección se le 

denomina permeabilidad (Ramsey, et al., 2006; Everaerts, et al., 2010). 

La permeabilidad de un canal confiere propiedades al canal que harán que 

éste controle la apertura y el cierre del mismo y que hace la diferencia entre un poro 
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o canal iónico en la membrana celular y un agujero en la misma. Algunos canales 

estarán más o menos tiempo abiertos y/o cerrados de acuerdo a los estímulos que 

reciben. Existen distintos estímulos que modifican la apertura de los canales, cómo 

por ejemplo: temperatura, pH, cambios de presión, voltaje, respuesta a ligandos 

(neurotransmisores, hormonas, etc.) entre otros (Clapham, 2003; Montell, 2005). 

Por las características de los canales iónicos son elementos fundamentales 

en la excitación eléctrica de las membranas celulares y se presentan en todos los 

organismos vivos, desde los organismos procariontes hasta los eucariontes de 

mayor tamaño. La importancia de estos canales es variada y se ha descrito su 

participación en infinidad de actividades celulares, como la sinapsis, la contracción 

muscular, la apertura y cierre de estomas en las hojas, el latir del corazón y hasta 

estímulos eléctricos violentos como el generado por las anguilas y rayas. A nivel 

celular, el correcto funcionamiento de los canales tiene repercusión en la expresión 

génica, la transcripción, la proliferación y diferenciación celular. Por el contrario el 

funcionamiento incorrecto o mutaciones en estos canales pueden causar diversas 

patologías como arritmias cardiacas, atrofias musculares, epilepsia, migraña, 

alteraciones en el desarrollo óseo, entre otras (Everaerts, et al., 2010; Nilius y Voets, 

2013). 

Debido a la gran diversidad de canales iónicos éstos se han clasificado de 

diversas formas, principalmente por el tipo de ión que permean y por su estructura 

y/o función de acuerdo a su origen filogenético que se ha descrito en la mayoría de 

los canales iónicos y que se sabe, tienen un ancestro en común (Clapham, 2003). 
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1.2. Superfamilia de canales iónicos TRP 

 

Los canales iónicos TRP (Transient Receptor Potential) actúan como 

moléculas sensoriales de la célula que responden a estímulos como temperatura, 

osmolaridad, hormonas y estímulos fisiológicos de la célula como fosforilación, 

entorno lipídico, repuesta a ligandos entre otros (Clapham, 2003; Ramsey, et al 

2006). Se describieron por primera vez en Drosophila melanogaster en 1969 

(Cosens y Manning, 1966) en este estudio se exhibe la respuesta a estímulos de 

luz entre las moscas mutantes en el gen TRP y se compararon con moscas 

silvestres. 

A partir de entonces se ha encontrado la expresión de canales TRP en 

diversos organismos desde levaduras que responden a estímulos de hipertonicidad, 

nemátodos que usan canales TRP como quimiorreceptores, hasta mamíferos en los 

cuales sus funciones son variadas. Siendo en éstos últimos donde se han descrito 

mayor cantidad de funciones reguladas por canales TRP como la olfacción, el gusto, 

la audición, la visión, la mecano y termosensibilidad así como la respuesta osmótica 

(Zhang, et al., 2003; Montell, 2005; Moore, et al., 2013). 

Como se menciona con anterioridad los canales iónicos pueden ser 

agrupados de acuerdo a su origen filogenético, en el caso de los canales TRP se 

han agrupado en 7 subfamilias con base a su secuencia de aminoácidos y a sus 

principales moléculas activadoras, todos los integrantes de la familia TRP tienen 

características en común como los dominios ricos en prolina (PRD) en la región 

amino terminal , los repetidos de ankirina (Ank) y la caja TRP en el carboxilo terminal 

están conservadas en todos los miembros de la familia TRP (Figura 2) (Nilius y 

Mahieu, 2006, Everaerts, et al., 2010). 

Estas subfamilias se clasificaron según las homologías de sus estructuras 

primarias, iniciando con los TRPC o clásicos o “canónicos” y posteriormente las 6 

subfamilias restantes se clasificaron por su modo de activación o bien sus 

características únicas: TRPM (melastatina), TRPV (vaniloide), TRPP (polcistina), 

TRPML (mucolipina), TRPA (ankirina) y finalmente TRPN (sin potencial 

mecanoreceptor C o NOMPC) (Everaerts, et al., 2010).  
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Figura 2. Filogenia de los canales TRP en humano, pez, mosca y nemátodo, marcando 

con diferentes colores las especies y marcando la relación filogenética de las 7 subfamilias. 

(Tomada de Nilius y Mahieu, 2006).  

La súper familia de TRPs muestra una gran diversidad en la activación e 

inhibición y son diversos en la selectividad y conductancia iónica. Funcionan 

mediando el flujo de Na+ y Ca+ que pasa a través de la membrana citoplásmica y 

dentro del citoplasma. Además, influyen con muchos procesos celulares como la 

transcripción, traducción y migración en células no excitables. (Song y Yuan, 2010). 

Los canales TRP a semejanza con los canales de potasio activados por 

voltaje (Figura 1), contienen 6 dominios transmembranales, de los cuales  S1 a S4 

podrían estar involucrados en la regulación de la apertura y cierre del canal debido 

a su interacción con ligandos, mientras que S5 y S6 forman el poro que confiere la 

selectividad del canal. Los dominios amino y carboxilo terminales se encuentran 
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orientados hacia el citoplasma y son los dominios más variables  según el tipo de 

canal, así mismo, casi todos los miembros de la familia conservan ancestralmente 

la caja TRP, y otros dominios como los repetidos de ankirina (ANK) y dominios ricos 

en prolina o PRD (Figura 3) (Clapham, 2003; Ramsey, et al., 2006; Wu, et al., 2010). 

 

 

 

Figura 3.  Esquema de la estructura de los canales TRP con sus regiones transmembranales, 

como se muestran en la imagen, la formación del poro entre S5 y S6 que proporciona la 

selectividad y otras estructuras conservadas en las distintas subfamilias de los TRPs como la caja 

TRP, los dominios PDZ, los repetidos de ANK. (Tomada de Clapham, 2003). 

 

 

 

 

 



18 
 

1.3. La subfamilia de canales TRPV. 

Dentro de la familia de los canales TRP encontramos a los canales TRPV 

(vaniloide), esta subfamilia tiene relevancia por tratarse de moléculas osmo y 

termorreguladoras (Clapham, et al., 2003). 

Se han descrito seis miembros de esta subfamilia TRPV1 a TRPV6. Los 

miembros de esta subfamilia contienen de tres a seis repetidos de ankirina en el 

extremo amino terminal, mientras que el dominio TRP está muy conservado en el 

extremo C- terminal (Wu, et al., 2010) 

TRPV1 a 4 son termosensibles, no selectivos a cationes y modestamente 

permeables a Ca2+y Na+, además son quimiosensores y receptores de ligandos 

(Clapham, 2003; Wu, et al., 2010) 

Por otra parte, los dos miembros restantes TRPV5 y TRPV6 son altamente 

selectivos a calcio, las propiedades de estos miembros juegan un papel crucial 

como receptores de calcio en los epitelios, a diferencia de los otros TRPV’s éstos 

responden más lentamente a estímulos de temperatura (Clapham, 2003; Nilius, et 

al., 2007; Wu, et al., 2010). 

1.4. El canal TRPV4 

TRPV4 fue descrito por primera vez en el 2000 cuando se observó que es un 

(VRAC) canal iónico regulador de volumen (Liedtke, et al., 2000) y desde entonces 

ha sido nombrado de distintas maneras de acuerdo a su respuesta a estímulos: 

OTRPC4 (Osmosensitive Transient Receptor Potencial), VR-OAC (Vanilloid 

Receptor-Related Osmotically Activated Channel), VRL-2 (Vanilloid Receptor-Like 

channel 2), TRP12 (Transient Receptor Potential channel 12); sin embargo en 2002 

se observó que el canal responde a distintos estímulos exhibiendo un 

comportamiento variable (Strotmann, et al.,2000, Liedtke, et al., 2000, Delany, et al., 

2001, Nilius, et al., 2001, Wattabe, et al., 2003). 
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El canal TRPV4 es una proteína compuesta de 871 aminoácidos con seis 

segmentos transmembrana (T1-T6), y cuatro de estas subunidades se ensamblan 

para formar un canal TRPV4 funcional normalmente ensamblado en 

homotetrámeros, aunque se han reportado que puede formar heterotetrámeros con 

otros miembros de la familia TRP como TRPP2 y TRPC1 (White., et. al. 2016) Entre 

los segmentos T5 y T6 se encuentra el poro permeable, mientras que la región entre 

T3 y T4 parece constituir un dominio de bolsillo de unión a agonistas, en particular, 

para los compuestos de ésteres de forbol como el 4α-PDD que es un activador 

específico del canal. Este dominio podría también formar parte de la compuerta del 

canal (Shigematsu, et al., 2010, Stewart, et al., 2010, Nilius y Owsianik 2011). Las 

regiones amino y carboxilo-terminales situadas del lado citoplasmático contienen 

una variedad de dominios funcionales importantes y de unión proteína-proteína. Un 

dominio rico en prolina (PRD) en la región amino citoplásmica se ha implicado en el 

mecanismo de sensibilización de la actividad del canal TRPV4. Este dominio está 

seguido de seis repetidos de anquinina (ARD) (Figura 4 A.) En el domino carboxilo 

terminal se localiza  la caja TRP y un dominio de unión a calmodulina, como se 

observa en el esquema de la figura 4 A (Arniges, et al., 2006, Nillius y Voets, 2013).  

El gen que codifica para el canal TRPV4 en humanos se encuentra en el 

brazo largo del cromosoma 12 (12q24.1) y consta de 15 exones, con los que se 

pueden generar cinco variantes por procesamiento (splicing) alternativo 

denominadas de TRPV4A a E (Figura 4 B). La variante A (TPRV4-A) corresponde 

a la proteína completa, y junto con la variante TRPV4-D constituyen las dos únicas 

variantes que llegan a membrana y son funcionales. Las variantes restantes 

presentan problemas durante el tráfico a la membrana plasmática y son retenidas 

en el retículo endoplásmico (RE) (Argines, et al., 2006; Plant y Strotmann, 2007). 
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Figura 4. Estructura del canal TRPV4. A) La cinta azul representa la estructura de la 

proteína del canal TRPV4 (871aa), los dominios repetidos de ANK en el extremo amino, la caja 

TRP en el extremo carboxilo, los seis dominios transmembranales (S1-S6), el poro entre la región 

S5 y S6, se representan también sitios de interacción del canal importantes como los de tráfico, 

permeabilidad y de interacción a activadores como 4αPDD, PKA, PKC entre otros.  

B) Representación esquemática de las variantes A, B, C, D y E de TRPV4 identificadas en células 

epiteliales de traquea de humano indicando las regiones ausentes por procesamiento alternativo 

en cada isoforma y ubicando los sitios donde se encuentran los repetidos de ANK (Tomado de 

White, et al., 2016). 
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El canal TRPV4 se expresa en la membrana celular en distintos tipos de 

tejidos y juega un papel importante en la homeostasis de la célula.  

Han sido descritas algunas otras funciones importantes del canal como la 

regulación del volumen celular (Lei, et al., 2013) y su interacción con las proteínas 

β-catenina y e-cadherina en el desarrollo de las uniónes célula-célula 

indispensables para la correcta estructura de los queratinocitos que forman la piel 

(Sokabe, et al., 2010). En nuestro laboratorio se reportó que la actividad del canal 

TRPV4 es necesaria para la correcta formación y la regulación de la hermeticidad 

de las uniones estrechas en células de epitelio corneal (Martínez-Rendón et al., 

2017). Se conocen alrededor de 37 interacciones del canal TRPV4 con otras 

proteínas, las cuales son importantes para el correcto funcionamiento de la célula 

(White, et al., 2016). Aunado a las funciones normales del canal en la membrana de 

la célula y su importancia en las uniones celulares, se ha reportado la presencia 

inusual del canal en el núcleo. Se ha observado en cardiomiocitos de rata neonata 

la presencia del canal TRPV4 predominantemente en el núcleo (Zhao, et al., 2012). 

En nuestro laboratorio hemos descrito la localización nuclear del canal 

TRPV4 en células MDCK de epitelio renal y se ha observado que cuando se activa 

al canal éste se transloca al citoplasma (Martínez-Rendón, resultados no 

publicados). Por otro lado, Arturo Matamoros (2016) en su tesis de licenciatura 

analizó por separado las fracciones de proteínas nucleares y citoplásmicas de 

células MDCK y por Western Blot usando anticuerpos específicos para TRPV4 

encontró que el canal está en la fracción nuclear y tiene un peso de 122 kDa que 

corresponde al tamaño del canal completo aunque el anticuerpo también detecta 

una proteína de 90 kDa que se localiza en el citoplasma (Matamoros, 2016). 

Además, en el laboratorio se confirmó la localización diferencial del canal 

TRPV4, Gabriela Espadas, transfectó células MDCK con el canal TRPV4 marcado 

con una bandera de Flag para distinguirlo del canal endógeno y  observó que  24 

hrs después de transfectar, el canal  se encuentra en mayor cantidad en el núcleo 

mientras que a 48 hrs postransfectar el canal se mueve hacia el citoplasma y la 

membrana plasmática (figura 5) (G. Espadas, resultados no publicados). 
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Figura 5.Cultivo de células MDCK transfectadas con el canal TRPV4-Flag a 24 y 48 hrs de 

expresión. En verde se observa el canal y en azul el DNA teñido con  Hoeschst, donde se ve que el 

canal tiene presencia en el núcleo celular, con mayor aparición a las 24 hrs y menor pero aun 

presente a las 48 hrs. 

Por otra parte, se sabe que todas las proteínas halladas en el núcleo son 

sintetizadas en el citoplasma y se transportan al núcleo a través de los complejos 

del poro nuclear. Para que este proceso suceda, las proteínas necesitan una señal 

de localización nuclear (NLS) que es reconocida por las importinas que dirigen su 

transporte selectivo hacia el núcleo (Katta, et al., 2014). 
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1.5. Señales de localización y exportación nuclear. 

Todas las proteínas halladas en el núcleo son sintetizadas en el citoplasma 

y se transportan al núcleo a través de los complejos del poro nuclear (NPC). Estas 

proteínas contienen una señal de localización nuclear (NLS) que dirige su transporte 

selectivo hacia el núcleo (Ezak y Ferkey 2011). La orientación al núcleo implica esta 

pequeña secuencia de aminoácidos que corresponde a la señal de localización 

nuclear (NLS) que es reconocida por una proteína de importación llamada importina 

que transporta la proteína cargo a través del complejo del poro nuclear. La proteína 

cargo se acumula en el núcleo mientras que la importina se recicla hacia el 

citoplasma. Por el contrario, para que una proteína se mueva del núcleo hacia el 

citoplasma requiere de una secuencia de exportación nuclear (NES) que es 

reconocida por una proteína de exportación competente llamada exportina, ésta 

forma un complejo que se transporta a través del canal central del poro nuclear 

hacia el citoplasma, donde se estimula la hidrólisis de GTP y la exportina es liberada. 

(Devlin, 2004; Katta S. et al, 2014). 

 

1.6. Canalopatías producidas por mutaciones en TRPV4. 

Los canales iónicos al igual que las otras proteínas existentes en los 

organismos, pueden perder o cambiar de función si se altera su secuencia de 

aminoácidos. Los trastornos de los canales iónicos son denominados comúnmente 

canalopatías y son enfermedades hereditarias causadas por mutaciones en las 

proteínas de los canales iónicos. Debido a que estos están íntimamente 

relacionados con la actividad eléctrica de la célula muchas canalopatías se 

manifiestan como trastornos de los tejidos excitables (nervioso y muscular). Por lo 

cual ha sido una importante contribución de la biología molecular a la medicina, el 

análisis de las alteraciones de dichos canales, como diagnóstico de estas 

enfermedades (Hille, 2001; Everaerts, et al., 2010). 

Se ha demostrado que mutaciones en el canal TRPV4 afectan a los sistemas 

esquelético y nervioso periférico y pueden causar enfermedades severas incluso en 
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algunas ocasiones pueden ser letales (Dai, et al., 2010; Nilius, et al., 2003 ) Las 

canalopatías descritas de TRPV4  (figura 6) son en general enfermedades 

osteoarticulares y neurosensoriales como displasia esquelética con estatura baja, 

defectos en la calcificación del hueso, defectos motores en las extremidades, 

defectos en el sistema respiratorio, defectos sensoriales, atrofia músculo espinal y 

desorden muscular progresivo, entre otras (Everaerts, et al., 2010, Nillius y Voets, 

2013). 

Figura 6. Vista esquemática del canal TRPV4 indicando las mutaciones severas que 

ocasionan displasía esquelética, neuropatías y artropatías en humano. Tomado de Nilius y Voets 

2013. 

Además de las canalopatías descritas se ha relacionado el mal 

funcionamiento del canal TRPV4 con enfermedades crónico degenerativas como la 

diabetes tipo II, cirrosis, asma, males cardiacos, dificultades auditivas y algunas 

inflamaciones intestinales. (Everaerts, et al., 2010). 
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2. JUSTIFICACIÓN. 

 

Se ha demostrado la presencia inusual del canal TRPV4 en el núcleo celular, 

adicionalmente en el laboratorio se ha visto que su localización subcelular cambia 

cuando se induce la actividad del canal, por ejemplo, poniendo a las células en 

medio hiposmótico, en estas condiciones el canal se transloca del núcleo al 

citoplasma. Estas observaciones sugieren que la molécula del canal tenga señales 

de direccionamiento nuclear que regulen activamente el tránsito núcleo-citoplasma 

del TRPV4 en respuesta a señales celulares. 

La búsqueda in silico de secuencias con características de señales de 

localización nuclear nos dará evidencias teóricas sobre el número y la ubicación de 

estas señales dentro de la proteína del canal para su posterior comprobación 

experimental.  
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3. HIPÓTESIS. 

 

Si el canal TRPV4 es capaz de dirigirse al núcleo celular, esta proteína 

deberá contener una o más señales de localización nuclear (NLS) funcionales. Por 

lo que, si construimos una mutante en alguna de las probables señales de 

localización nuclear, en este caso en la señal 2 (mutNLS2) del canal TRPV4 y ésta 

es funcional la localización del canal debería verse afectada y no se encontraría en 

el núcleo.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo general. 

 Identificar probables señales de localización nuclear (NLS) en la 

secuencia del canal TRPV4  

 

4.2. Objetivos particulares: 

 

 La búsqueda in silico de probables señales de localización nuclear en 

la secuencia de aminoácidos del canal TRPV4 de perro y de humano 

utilizando diferentes programas de libre acceso. 

 Hacer una búsqueda por homología en el GenBank con la finalidad de 

identificar si existen secuencias diferentes del canal TRPV4 de perro y de 

humano que pudieran corresponder a isoformas no reportadas del canal. 

 Analizar las isoformas del canal y alinearlas con el canal silvestre para 

ubicar si alguna carece de las probables señales de localización nuclear.  

 Introducir una mutación en la probable señal de localización nuclear 2 

(mutNLS2) en el plásmido pTRPV4-Flag por mutagénesis dirigida. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

Con la finalidad de cumplir los objetivos descritos se empleó la siguiente 

metodología, desarrollada en dos fases: 

5.1. Análisis in silico.  

5.1.1. BLAST de secuencias de proteínas y nucleótidos. 

Se realizó una búsqueda de las secuencias de nucleótidos y proteínas del 

canal TRPV4 de humano y perro reportadas en el GenBank, estas secuencias 

fueron la base de la investigación in silico, una vez obtenidas se hizo una búsqueda 

mediante el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para proteínas y 

nucleótidos del canal TRPV4 de humano y perro. 

 

 

Figura 7. Página principal de la herramienta BLAST, en esta se puede elegir la opción deseada 

para comparar secuencias de nucleótidos, proteínas, o traducciones de proteínas a nucleótidos y 

viceversa. 
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Figura 8. Buscador BLAST. Se incluye también en la página principal un buscador de genoma por 

especie o nombre científico con la opción de descargar en archivo las secuencias encontradas 

 

Figura 9. Página de búsqueda nos ofrece una serie de especificaciones para realizar de manera 

puntual o general la comparación de secuencias, en ella tenemos las opciones de introducir el 

número de acceso si es que se cuenta con él, copiar la secuencia directamente, o introducir el 

archivo en terminación .fasta, además de otras especificaciones que nos permiten puntualizar 

nuestra búsqueda. 
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Se utilizó esta herramienta bioinformática Fig. 9 y se introdujo la secuencia 

completa de TRPV4 de humano reportada en el GenBank (No. de Acc. NM_021625) 

y se usó la opción de comparación de nucleótidos para buscar por homología las 

diferentes secuencias reportadas del canal TRPV4 y saber si existen algunas que 

no hayan sido reportadas anteriormente. De la misma forma se realizó la 

comparación de las secuencias de proteínas para saber si había secuencias 

derivadas de las traducciones de las secuencias de nucleótidos o solo existían las 

secuencias a partir de cDNA. 

Una vez realizadas estas búsquedas se llevó a cabo una delimitación de las 

secuencias encontradas, se tomaron en cuenta aquellas que tuvieran un porcentaje 

de similitud de entre 80 y 100 por ciento y se eliminaron aquellas que fueran 

idénticas pero habían sido reportadas por distintos autores dejando únicamente una 

copia por secuencia encontrada. Después de realizar esta delimitación se 

descargaron las secuencias en dos tipos de archivos, en archivo de texto y en 

terminación .fasta, correspondiente al archivo utilizable por otra herramienta 

bioinformática llamada NTI Vector 6.0 (Invitrogen), el cual se utilizó para realizar las 

traducciones de las secuencias de nucleótidos que no estaban descritas con 

anterioridad en el GenBank o que corresponden a secuencias de cDNA. 

5.1.2. Búsqueda de software para identificar señales de localización 

nuclear (NLS) en secuencias de proteínas. 

Simultáneamente a la búsqueda de las secuencias del canal TRPV4, se 

analizaron algunos artículos que hacían referencia a predictores de NLS (señales 

de localización nuclear) una vez localizados estos software se buscaron en la web 

para saber cuáles aún están activos y ofrecen la opción de detectar mediante un 

algoritmo que detecta grupos de aminoácidos básicos consecutivos con lo que 

podemos obtener una probable NLS (ver sección de Resultados) y de esta forma 

conocer probables NLS en la secuencia del canal TRPV4 de perro y de humano. De 

los probables softwares utilizados por otros autores y reportados en la literatura (ver 

Tabla 1) solo se encontraron tres en funcionamiento. 
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SOFTWARE REF DE SOFTWARE REF USO DE SOFWARE 

NucPred Brameier, et al., 2007 Patel et al, 2013 

NoD Scott,et al., 2001 Raghavendra y Bonham-Smith., 2013 

NLStradamus Nduyen Ba,et al., 2009 Nduyen Ba et al, 2009 

cNLSMapper Kosugi,et al.,2009 Kosugi, et al., 2009 

Nuc-PLoc Shen y Chou, 2007 Heddad, et al., 2004 

NetNES la Cour, et al., 2004 Zhengdeng y Yang, 2005 

Machine learning & 

Evolution Laboratory 

Lin, et al  2014 Lin et al,  , 2014 

pSORT II prediction Nakai K y Horton P 1999 Moreno-Altamirano et al.,  2012 

Tabla 1. Revisión bibliográfica de predictores de NLS. Se reporta el diseñador del predictor y una 

referencia de uso del mismo software en alguna investigación científica. 

Una vez realizada esta búsqueda, se seleccionaron solo aquellos predictores 

que aún están disponibles en la web, aquellos que son de uso libre y gratuito y 

finalmente los que ofrecen una predicción de NLS. A su vez se examinaron las 

especificaciones de estas herramientas para saber cuál es su nivel de predicción y 

en que se basa el algoritmo predictivo con el que trabaja cada uno.  

 

Figura 10. cNLS Mapper predictor activo actualmente en la web, básicamente funciona 

introduciendo la secuencia de aminoácidos que deseamos analizar, en ésta podemos copiar y 

pegar la secuencia, introducir un archivo en terminación .fasta o .row, se puede elegir el porcentaje 

de confiabilidad de la secuencia y finalmente si se quiere examinar toda la secuencia o solo los 60 

aminoácidos terminales. 
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La fig.10 es un ejemplo de los predictores encontrados, en general todos 

trabajan de la misma forma que cNLS Mapper por lo que usamos esta herramienta 

para ejemplificar el uso de un predictor de NLS además de ser de los softwares más 

completos, sencillos y con mayores especificaciones sobre cómo se realiza la 

predicción dentro de la secuencia de la proteína. 

Con las herramientas bioinformáticas que nos ofrecieron resultados 

satisfactorios para la predicción de NLS fueron analizadas las secuencias de la 

proteína del canal TRPV4 en ambas especies y de esta forma obtuvimos las 5 NLS 

con las que se trabajó durante esta tesis y en algunos otros trabajos dentro del 

laboratorio. 

5.1.3. Alineamiento de secuencias 

Después de obtener las secuencias reportadas en el GenBank 

correspondientes al canal TRPV4 de humano y perro, se realizaron tres 

alineamientos con el programa Vector NTI 6.0 (Invitrogen), el cual nos ofrece entre 

algunas otras opciones alinear una o varias secuencias de nucleótidos o 

aminoácidos para analizar las similitudes entre ellas. Para este trabajo se analizaron 

las secuencias de aminoácidos y nucleótidos de ambas especies antes 

mencionadas. 
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Figura 11.Vector NTI  6.0 en la opción de alignment, nos ofrece la posibilidad de introducir la 

secuencia en archivo .fasta y poder alinear varias secuencias al mismo tiempo 

El primero de los alineamientos corresponde a las secuencias de perro y 

humano, las cuales se analizaron con el objetivo de saber cuál es su porcentaje de 

similitud, el segundo alineamiento fue de las secuencias reportadas como isoformas 

del canal TRPV4 y finalmente el tercer alineamiento conjunta las isoformas del canal 

en ambas especies y ubica las probables NLS encontradas por los predictores web. 
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5.2. Análisis experimental 

5.2.1. Mutagénesis dirigida con la técnica de megaprimer. 

Se realizaron dos PCR’s para introducir la mutación mutNLS2 en el plásmido 

que contiene al canal TRPV4 con un epítopo Flag fusionado al extremo carboxilo 

terminal, pTRPV4-Flag. (Ver esquema en la figura 17). 

PCR 1: Se realizó este procedimiento para amplificar el inicio del canal 

TRPV4 con la mutación (mutNLS2), como templado se utilizó al plásmido (pIJP),  se 

usaron los primers forward  (T3: 3’-AATTAACCCTCACTAAGGG-5’) y, el primer 

reverso (mutNLS2R: 5’-CCTGGTCCAGGGCCTGCTGATGGGTGACC-3’) y una 

enzima DNA polimerasa de alta fidelidad PlatinumPfx (Invitrogene), esto se realizó 

en las siguientes condiciones de amplificación: 5min a 94ºC para desnaturalización 

inicial y 35 ciclos de: 15 seg a 94ºC, 30 seg a 50ºC, 45 seg a 68ºC. 

PCR 2: con plásmido templado pTRPV4-D y los primers forward (NLSmut2F: 

5’-GCTGACCCATCAGCAGGCCCTGACTGACGAGG-3’), el primer reverso 

DV4M680KR secuencia 5’-CATCTCCAGGTCCACCCTTGCCG-3’, utilizando la 

enzima de alta fidelidad PlatinumPfx,  en las siguientes condiciones de 

amplificación: 5 min a 94ºC,  y 35 ciclos de 15 seg a 94ºC, 30 seg a 55ºC y 1.30 min 

a 68ºC.  

De la clonación de este fragmento amplificado se obtuvo el plásmido 

pTRPV4-Flag-NLS2. 

5.2.2. Análisis de DNA por restricción de endonucleasas y 

electroforesis. 

Para verificar que los fragmentos de PCR obtenidos tuvieran solo los sitios 

de corte requeridos o bien para subclonarlos en los vectores adecuados, se hizo un 

análisis de restricción por endonucleasas Not I, EcoRI, y Hinc II, con 3 unidades de 

enzima por cada microgramo de plásmido. Posteriormente se analizaron por 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8% incluyendo un marcador de peso molecular 

de referencia. El gel se corrió a 120 volts por 30 minutos y finalmente se observó el 

patrón de bandas de DNA en un transiluminador de luz UV y se fotografió. 
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Purificación de fragmentos de DNA de gel y ligación. 

Se purificó el DNA obtenido de la mutagénesis en agarosa al 0.8% incluyendo un 

marcador de peso molecular de referencia. Se corrió el gel a 120 volts por 30 

minutos y se observó la migración de bandas de DNA en un transiluminador de luz 

UV. Después de obtener la banda del peso correspondiente se cortó el gel y purificó 

con el kit gel and PCR Clean-Up System Promega. Y se ligó el fragmento con el 

templado usando la enzima ligasa T4 de Roche.  

5.2.3. Transformación de bacterias competentes 

Se transformaron bacterias competentes DH5-α con 10 ng del plásmido o 

bien con la mezcla de ligación cuando se construyó algún plásmido. Se aislaron 

colonias en cajas  Petri con medio LB y kanamicina 20 µg/ml dejando incubar a 37°C 

toda la noche. Posteriormente se inoculó una colonia de estas bacterias en 800 µl 

de medio LB con antibiótico durante ocho horas para crecer  la bacteria y finalmente 

inocular 500 µl de este cultivo en un matraz con 50 ml de medio LB y kanamicina 

20 µg/ml y se incubó nuevamente a 37°C overnight para purificar el DNA plasmídico. 

5.2.4. Purificación de DNA por MIDIPREP con polietilenglicol (PEG). 

Después de hacer crecer las bacterias se realizó una purificación de DNA de 

plásmido por PEG para obtener el DNA y secuenciar. 

MIDIPREP con PEG consiste en tres soluciones de lisis con las cuales se 

obtiene el DNA plasmídico contenido en las bacterias, éste se precipitó con 0.6 

volúmenes de isopropanol por 10 minutos a T.A se centrifugo a 10,000 rpm durante 

15 minutos, se resuspendió el DNA en 1 ml de TE y se incubó con RNAsa A (100 

µg/ml) por 30 minutos a 37°C y se agregó 1 ml de la solución de polietilenglicol 13% 

en NaCl 1.6 M durante 5 minutos. Se centrífugó a máxima velocidad en una 

microcentrífuga, la pastilla se lavó con 1 ml de etanol al 70% y finalmente se 

resuspendió en 200 µl de buffer TE. 
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5.2.5. Extracción con fenol-cloroformo. 

Para eliminar las proteínas de la muestra de DNA se realizó la extracción con 

fenol: cloroformo: isoamilico (25: 24:1) del cual se recuperó el DNA y se precipitó 

agregando  0.1 volumen de 3 M acetato de sodio (pH 5.2) y 0.6 volumen de 

isopropanol y finalmente se disolvió la pastilla en agua Milli Q estéril.  

5.2.6. Secuenciación de DNA  

Se utilizó la secuenciación automatizada del DNA con el kit Big Dye 3.1 

(Applied Biosystems) para comprobar si  la mutación mutNLS2 se había  

incorporado al plásmido pTRPV4-Flag.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

6. Resultados. 

Este estudio se llevó a cabo en dos fases, la primera fase correspondió al 

análisis in silico, la segunda fase al análisis experimental. 

6.1. Análisis in silico. 

El análisis realizado en esta primera fase, consistió en una revisión gradual y 

conjunta de las diferentes secuencias de la proteína y los nucleótidos del canal 

TRPV4. Inicialmente la búsqueda de estas secuencias se limitó a la revisión del 

GenBank y el entendimiento del BLAST de proteínas, para ello se obtuvieron las 

secuencias del canal TRPV4 correspondiente a los cDNAs de humano 

(NM_021625) y de perro (NM_00112731), además de las secuencias de las 

proteínas de TRPV4 de humano (NP_067638) y de perro (NP_001120787). 

Después de obtener las secuencias básicas de este trabajo se realizó un BLAST de 

proteínas en el cual se pretendía encontrar las isoformas reportadas del canal 

TRPV4 (A-E) y saber si existían algunas otras secuencias diferentes a las 

reportadas con anterioridad, de igual forma se obtuvieron las secuencias de 

nucleótidos y se analizaron, para finalmente organizar estas secuencias en la tabla 

2 donde se resumen las secuencias encontradas: TRPV4 humano (que 

corresponde a la proteína completa o isoforma A), las secuencias de TRPV4 B, C, 

D, E correspondientes a las isoformas del canal reportadas por Arniges et al., 2005; 

hTRPV4-pT1,  hTRPV4-pT2 y TRPVh-SV fueron secuencias encontradas en el 

BLAST pero que no han sido reportadas con anterioridad. TRPV4 perro 

(corresponde a la secuencia de la proteína completa), TRPV4p-X1 y TRPV4p-X2, 

corresponden a secuencias no reportadas que denotan interés al corresponder a 

secuencias de mayor longitud y peso molecular. 

Además de organizar las secuencias encontradas se establecieron los 

números de acceso para proteínas y nucleótidos en el GenBank, con la finalidad de 

llevar el registro para futuros trabajos, se establecieron las 
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longitudes de las secuencias proteicas y se calcularon los pesos moleculares para 

estas mismas secuencias (tabla 2), lo cual resultó de utilidad para el análisis de 

Western Blot de TRPV4 realizados en otros trabajos del laboratorio.   

 

Tabla 2. Secuencias de proteínas del canal TRPV4 encontradas con la herramienta BLAST, se 

menciona el tamaño, peso y números de acceso de las secuencias de proteínas y nucleótidos 

registradas en el GenBank, Las isoformas A-E, corresponden a las descritas en Arniges 

et.al.(2006) conservando el nombre y no. de acc. Asignados originalmente para evitar confusiones. 

Los números de acceso entre paréntesis corresponden a las secuencias actualizadas en el 

GenBank y las isoformas entre paréntesis son los nombres de isoformas asignados en el GenBank. 

Para el caso de las variantes no reportadas anteriormente se realizó la traducción con el programa 

NTI Vector 6.0. Además se reporta una clona de cDNA encontrada. 

 

 

Secuencia 
Tamaño 

(aa) 
PM 

(kDa) 
No. de acceso de la 

secuencia de proteínas 
No. de acceso de la 

secuencia de nucleótidos 
Tamaño 

(pb) 

TRPV4  

humano 

TRPV4-A 
871 aa 98.25 NP_067638 NM_021625 3250 

TRPV4-B 811 aa 91.25 NP_671737 NM_147204 3012 

TRPV4-C 
(E) 

824 aa 92.89 
AAZ04918 

(NP_001170899) 

DQ059644 
(NM_001177428) 

 
2475 

TRPV4-D 837 aa 94.99 
AAZ04919 

(NP_001170902) 
DQ059645 

NM_001177431 
2514 

TRPV4-E 
(C) 

764 aa 85.87 
AAZ04920 

(NP_001170904) 

DQ059646 
(NM_1177433) 

 
2295 

hTRPV4-
pT1 

552 aa 61.80 
Traducción a mRNA 

 
BC143307 

Clona IMAGE 
2804 

hTRPV4-
pT2 

742 aa 83.30 Traducción a mRNA XM_011538634 3489 

TRPVh-SV 853 aa 96.44 Traducción a mRNA AB100308 2565 

cDNAh 
clone 

  
CO687493 

Clona EST cDNA 
510 

 

TRPV4 
perro 

871 aa 98.19  NP_001120787 NM_001127315 2616 

TRPV4p-X1 889 aa 100.18 XP_005636075 XM_005636018 3333 

TRPV4p-X2 889 aa 100.18 XP_005636076 XM_005636019 3458 
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6.1.1. Búsqueda de predictores. 

Para realizar esta búsqueda se utilizaron dos fuentes, la primera consistió en 

el análisis de artículos publicados en los cuales se utilizó alguna herramienta 

bioinformática que señala posibles señales de localización nuclear en secuencias 

de proteínas, la segunda parte fue la búsqueda en línea de estas herramientas 

digitales, descartando aquellos fuera de servicio o que solo ofrecían literatura del 

proceso de predicción. Después de esta revisión concluimos que solo tres softwares 

de los reportados continúan en funcionamiento NLStradamus (Nduyen Ba., et al 

2009), cNLS Mapper (Kosugi., et al 2009) y pSORT II (Moreno-Altamirano, et al.,  

2012). NLStradamus el cual tiene un score de predicción que va en un rango de 0.1-

0.9, CNLS Mapper que tiene un rango de predicción de 7.0- 2.0 y pSORT II que 

tiene un rango de (0.75- 0.45) además se encontró en un link adicional a estos 

softwares un programa que predice NES y se introdujeron en la tabla para futuras 

referencias.  

En la tabla 3 se muestran los nombres de los predictores, la probable 

secuencia de localización nuclear (NLS) identificada en la secuencia de TRPV4 y el 

score de precisión del predictor, además de probables señales de exportación 

nuclear, que pudieran ser utilizadas para futuros trabajos. Con este análisis se 

identificaros 5 probables señales de localización nuclear en la secuencia del canal 

TRPV4 de humano y 4 en la secuencia de TRPV4 de perro. Estas señales se 

enumeraron del 1 al 5 en dirección del extremo amino al extremo carboxilo, siendo 

1 la NLS más cercana y 5 la más lejana al extremo amino. 
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Tabla3.Lista de softwares utilizados para la búsqueda de NLS en la secuencia del canal TRPV4 de 

humano y perro. Se muestras los NLS identificados por cada programa indicando sus coordenadas 

de número de aminoácido. La columna a la derecha muestra el score de confiabilidad para cada 

uno de ellos. Los números en círculos azules indican la numeración que se dio a las secuencias 

NLS 1-5 de acuerdo a su posición en el canal de la región amino al carboxilo. Además, se anexan 

algunas probables señales de exportación nuclear (NES) encontradas con el programa NET-NES. 

 

6.1.2. Alineamiento de secuencias. 

Después de identificar las 5 NLS teóricas en la secuencia de TRPV4 se 

procedió a realizar un alineamiento de todas las secuencias de TRPV4 encontradas 

en este trabajo (enlistadas en la tabla 2) con el programa Vector NTI 6.0, iniciando 

con la comparación de las secuencias de la proteína completa de humano y perro 

(Figura 12), de donde se obtuvo un 97.7% de similitud y 97.4% de identidad entre 

ambas secuencias lo cual nos indica que probablemente el canal TRPV4 funcione 

de forma muy similar en ambos organismos. 
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El siguiente análisis corresponde al alineamiento de todas las secuencias de 

proteínas de ambas especies reportadas en este trabajo. Con este análisis se pudo 

observar las diferencias entre las isoformas B, C, D y E de TRPV4 ya descritas en 

la literatura y las secuencias que encontramos en este trabajo que no se habían 

reportado con anterioridad (Figura 13). A partir de estos alineamientos se evidencia 

que las isoformas B, C, D y E corresponden a variantes de procesamiento 

alternativo (splicing) que producen proteínas más cortas mientras que hTRPV4-pT1 

y hTRPV4-pT2 corresponden a variantes de procesamiento que incluirían 

secuencias extra que introducirían un codón de paro de traducción por lo que se 

esperaría la producción de proteínas truncadas (pT1 y pT2) en el extremo carboxilo 

terminal., TRPV4-SV corresponde a un cambio de diez aminoácidos en la secuencia 

(≠855 RHLCRVRRKR) y por último, TRPV4p-X1 con una inserción de 18 

aminoácidos en fase (Ins 130 PAFPLYFLAVCISFHLAL) que produciría una proteína 

un poco más larga. 

Finalmente se realizó un alineamiento de las secuencias de ambas especies 

con las diferentes señales de localización nuclear (NLS) y se analizó cuales señales 

están presentes en cada secuencia, lo cual podría influir en la localización 

subcelular de las isoformas del canal TRPV4 (Figura 15). Con este alineamiento se 

observa que la NLS1 se interrumpe debido a la inserción en la secuencia TRPV4p-

X1, la NLS2 está presente en todas las secuencias, NLS3 se elimina en las 

secuencias de las isoformas TRPV4-B y E, la NLS4 no estaría en la hTRPV4-pT1 

se interrumpe en la secuencia hTRPV4-pT2 y la NLS5 no estaría en las secuencias 

TRPV4-SV, ni en las proteínas truncadas hTRPV4-pT1 y hTRPV4-pT2.  
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Figura 12. Alineamiento de las secuencias de TRPV4 de perro y humano, realizado con el programa Vector NTI  6.0. Se obtiene un 97.7% de 

similitud entre ambas especies. 

 

 



 

43 
 

 



 

44 
 

 

Figura 13. Alineamiento con el programa Vector NTI 6.0 de las secuencias de TRPV4 encontradas en el BLAST, reportadas como hTRPV4 y las 

secuencias de las isoformas de humano de A-E así como las secuencias  hTRPV4pT1, hTRPV4pT2y  hTRPV4-SV, correspondiendo estas 

últimas a variantes de la proteína no reportadas anteriormente y descritas en este trabajo. Por otra parte las secuencias de las proteínas 

correspondientes a perro fueron pTRPV4, la reportada en el GenBank y las secuencias pTRPV4-X1, pTRPV4-X2, las variantes no reportadas 

antes de este trabajo. 
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Figura 14. Alineamiento realizado con el programa Vector NTI 6.0, se reporta la comparación entre 

las secuencias encontradas para la proteína TRPV4 de humano con cinco señales y perro con las 

cuatro señales de localización nuclear obtenidas del análisis con los predictores. 
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6.1.3. Resumen gráfico del análisis de las isoformas deducidas de 

TRPV4 y sus probables secuencias de localización nuclear. 

Finalmente el análisis in silico concluyó organizando toda la información 

obtenida de forma gráfica en un esquema del canal TRPV4 indicando las isoformas, 

las señales de localización nuclear y las características relevantes de la estructura 

del canal, las cuales  se representan en la Figura 15 y se organizan de la siguiente 

manera: la estructura básica del canal TRPV4 con sus 871 aa, las seis regiones 

transmembranales, los seis repetidos de ankirina (Ank), las cinco isoformas 

reportadas por Arniges et al. (2006) indicando específicamente  las diferencias en 

la secuencia de cada una en cuanto a los dominio ausentes en las proteínas. La 

isoforma TRPV4-A corresponde a la proteína completa, TRPV4-B y E carecen de la 

secuencia del aa 384 al 444 (Δ384- 444), en las isoformas TRPV4-C y E faltan los 

aa de 237 a 284 (Δ237-284) y en la isoforma TRPV4-D faltan los aa 27 a 61 (Δ27- 

61), (Arniges et al, 2006). De las variantes descritas en este trabajo la proteína 

truncada 1, hTRPV4-pT1, tiene un codón de paro debido a una inserción de un 

codón de paro después del aa 552 (Ins de codón de paro), la proteína truncada 2, 

hTRPV4-pT2, tiene una inserción que cambia el marco de lectura después del aa 

736 y agrega 6 aa diferentes a partir del aa 337 al 742 y un codón de paro (≠737 

SGRRRL). La secuencia TRPV4-SV tiene diferencias en la secuencia a partir del aa 

855 con  diez aminoácidos diferentes (≠855 RHLCRVRRKR) con respecto a la 

secuencia de TRPV4-A y por último, de las secuencias de perro TRPV4p-X1 y 

TRPV4p-X2, solo se esquematiza la X1 debido a que después del análisis se 

determinó que corresponden a secuencias idénticas en el sitio que codifica la 

proteína, en esta secuencia se encontró una diferencia de 18 aminoácidos 

adicionales que corresponden a una inserción a partir del aminoácido 130 (Ins 130 

PAFPLYFLAVCISFHLAL). 

En el esquema se indican las 5 NLS y su ubicación dentro de la proteína para 

mostrar cuáles son las regiones  que podrían ser responsables del tráfico de esta 

proteína al núcleo, así mismo de cuáles isoformas tendrían estas señales y cuantas 

de ellas.  
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Figura 15. Esquema del canal TRPV4 y sus isoformas. Se indican las características estructurales más relevantes del canal, además de las 

variantes del canal reportadas previamente en la literatura y las encontradas en este trabajo así como la localización de las probables señales de 

localización nuclear. En morado, se observan los repetidos de Ank 1-6, los rombos amarillos corresponden a las regiones transmembranales 1-6, 

el rectángulo verde indica las secuencias del canal ausentes en las isoformas indicadas de TRPV4. Con líneas azules se indican las probables 

señales de localización nuclear y finalmente las secuencias no reportadas se marcan en la figura indicando Ins: inserción, ≠ secuencia diferente y 

 corte de la secuencia. Más detalles en el texto.   
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6.2. Análisis experimental. 

6.2.1. Diseño de la mutante NLS2. 

En la secuencia del canal TRPV4 de perro se encontraron 4 NLS que se 

denominaron de la 1 a la 4 en el orden del amino al carboxilo terminal. En este 

trabajo se propuso realizar la mutante de la NLS2 mencionada con anterioridad y 

siguiendo la estrategia descrita a continuación. 

6.2.2. Construcción de la mutante NLS2 del canal TRPV4. 

Resultados previos del laboratorio mostraron que cuando las células MDCK 

se crecen a baja densidad celular el canal TRPV4 se localiza en el núcleo celular 

(Matamoros, 2016). Esta observación sugiere que la proteína del canal tenga 

secuencias de localización nuclear que la direccionen de forma activa a través de 

los poros de la envoltura nuclear. La pregunta a resolver con el análisis 

bioinformático de la secuencia de TRPV4 fue identificar probables sitios NLS. El 

análisis descrito en la sección anterior nos arrojó la presencia de 4 NLS teóricos en 

la secuencia de TRPV4 de perro. Para empezar a validar experimentalmente si 

estas NLS son funcionales se utilizó un plásmido que expresa al canal TRPV4 con 

una etiqueta Flag fusionada al extremo carboxilo terminal (TRPV4-Flag) para de 

esta manera poder expresar al canal en células MDCK y detectarlo con la etiqueta 

Flag para distinguirlo del canal endógeno y además seguir su localización 

subcelular. 

En este trabajo se escogió al sitio NSL2, para verificar experimentalmente si 

era funcional para lo cual se diseñaron oligonucleótidos con la mutación deseada 

para eliminar la señal NLS2 como se describe en la figura 16 en la cual se describe 

como se diseñó una mutación en la NLS2. Se muestra la secuencia consenso de 

una NLS formada por 2 aminoácidos con carga positiva K (lisina) o R (arginina), un 

espaciador de 10 a 12 aminoácidos cualquiera seguidos de una secuencia de 5 

aminoácido sen donde al menos 3  tienen carga positiva (Fig. 16 A).  
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Figura 16. Mutagénesis del sitio NLS2. A) Secuencia consenso de una NLS bipartita 

teórica B) Secuencia de aminoácidos del canal TRPV4 de perro del 174 al 204 marcando en rojo 

se indican 3 aminoácidos con carga positiva  que serían afectados por la mutación propuesta. C) 

Secuencia de nucleótidos del canal TRPV4: secuencia silvestre (WT), y las secuencias de los 

oligos NLS2mutF (forward) y NLS2mutR (reverso) diseñados para introducir los cambios de los 3 

aminoácidos indicados en la parte superior, mostrando  en rojo los nucleótidos cambiados para 

producir  la mutación. D) Codones afectados por la mutación indicando el cambio de los 

aminoácidos entre el silvestre y el mutante. 

 

6.2.1.1. Construcción de los plásmidos que se usaron de templado 

para la mutagénesis. 

La construcción partió de diseñar un plásmido intermediario para la mutagénesis 

por la técnica de megaprimer a partir del plásmido pCMV-V4DXBRI- existente en el 

laboratorio el cual fue cortado inicialmente con la enzima de restricción Eco RI para 

verificar su identidad. En la Figura 17 se observa que se obtuvo el patrón esperado 

de 2 bandas de 5292 y 1643 pb. Posteriormente este plásmido se cortó con la 

enzima Hinc II que produce 3 fragmentos de 4810, 1764 y 361 pb. Después de cortar 

el plásmido se religó para recircularizar el fragmento de 4810 pb y construir el 
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plásmido pV4D-HII. Con esta estrategia se eliminó la mayor parte de la secuencia 

de TRPV4 y un sitio Eco RI. En la fig. 18 se muestra el mapa del plásmido pV4D-

HII al cual se le destruyó el sitio Eco RI cortando el plásmido con esta enzima y 

posteriormente reparando la molécula con la enzima Klenow. Después fue religado 

para producir un nuevo plásmido final llamado pIJP (fig.19). Este plásmido se realizó 

con la finalidad de obtener un plásmido intermediario para la amplificación por 

megaprimer que tuviera solo el inicio de la proteína del canal TRPV4 de perro y que 

no tuviera ningún sitio de corte para la enzima Eco RI.  

Posteriormente el plásmido construido (pIJP) se transformó en bacterias 

competentes DH5α y se purificó para finalmente usar este templado en la primera 

PCR de la amplificación por megaprimer siguiendo la estrategia mostrada en la fig. 

20.  
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Figura 17. A) mapa del plásmido pCMV-V4DXBRI- donde se muestran algunos sitios de restricción, se observan dos sitios Eco RI y tres 

sitios HInc II que se usaron en las  siguientes subclonaciones. B) Verificación de los sitios Eco RI. El patrón electroforético nos indica la presencia 

de dos bandas del tamaño esperado de Eco RI: 1643 bp y 5292bp y tres bandas para Hinc II a 361 bp, 1764 bp y 4810 bp, se realizó la 

comparación de las muestras vs el marcador de peso molecular (MM) de 1kb



 

52 
 

 

Figura18.Verificación de sitio Eco RI en el plásmido pV4D-HII. A) Mapa del plásmido pV4D-HII, se observa que el plásmido solo tiene un sitio Eco 

RI, un sitio Hinc II y 2 sitios Sac I. B) Análisis electroforético del sitio de restricción con Hinc II que debería producir  una banda 4810 el cual 

coincide al hacer la comparación con el MM y Sac I a 926 bp y 3342 bp usada como refencia. 
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Figura. 19. Verificación del plásmido pIJP. A) Mapa del plásmido. B) Análisis electroforético de la restricción Hinc II y Eco RI vs el MM, 

donde se ve que el sitio Eco RI no tiene corte, por el contrario con HincII se observa  una banda a 4810bp,   
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Figura 20. Esquema de la mutagénesis. 1ra PCR se inserta la mutante reversa (NLS2mutR) en un templado intermedio 

pIJP. En la 2da PCR se inserta el cDNA TRPV4 completo en el templado pTRPV4D para obtener el megaprimer. 
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6.2.2. Amplificación por megaprimer. 

La mutagénesis del sitio NLS2 de TRPV4 se realizó por PCR con la técnica 

de megaprimer siguiendo el esquema que se describe en la figura 20 

Se realizó la amplificación de la región inicial del canal TRPV4 a partir del 

plásmido templado pIJP y utilizando los oligos T3 (directo) y NLS2mutR (reverso) 

que contiene los cambios en la secuencia que se querían introducir  con lo cual 

esperábamos obtener un fragmento de 600 bp (1ª PCR) mostrado en la figura 21 

A. 

El fragmento de 600 pb corresponde al megaprimer y se usó en la segunda 

PCR agregando el oligo reverso V4D-680K y el DNA templado pTRPV4D. 

En la segunda PCR se esperaba la amplificación de un fragmento de 2185 

pb, Figura 21 B. Este fragmento se purificó de gel y posteriormente se cortó con 

las enzimas Not I y Eco RI para intercambiarlo por el fragmento NotI-EcoRI del 

plásmido pTRPV4-Flag Figura 21 C. 
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Figura 21. Construcción de la mutante TRPV4 NLS2 Verificación del megaprimer. A) 

Electroforesis de la PCR 1 del proceso de megaprimer donde se obtuvo una banda de 600 bp B) 

Electroforesis de la PCR 2, se obtuvo una banda de 2185 bp y algunas otras bandas inespecíficas. 

C) Restricción con NotI y EcoRI del fragmento de la PCR2 purificado de gel. D). Mapa del plásmido 

final pTRPV4-Flag-NLS2 que se intentó construir, en este se denota con una flecha roja la proteína 

del canal TRPV4, se encuentran señalados el sitio que correspondería a la mutación NLS2 y la 

etiqueta Flag en el extremo carboxilo terminal. 

De esta construcción se secuenciaron 3 clonas pero desafortunadamente 

no tenían incorporada la mutación del sitio NLS2 y correspondieron a la secuencia 

silvestre. 
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7. DISCUSIÓN. 

La membrana celular mantiene separada la célula del medio que la rodea y 

regula la entrada y salida de sustancias. Los canales iónicos atraviesan la 

membrana permitiendo el pasaje de iones, la selectividad de cada uno de los 

canales regula la entrada y salida de las sustancias existentes en el medio, lo que 

mantiene a la célula estable, pues sin estos mecanismos no podría sobrevivir. Sin 

embargo algunas proteínas de canales iónicos pueden translocarse al núcleo, estas 

observaciones son recientes, puesto que hasta hace unos años se creía que los 

canales solo se encargaban del transporte selectivo a nivel de la membrana 

plasmática (Curtis y Schnbek, 2007).  

La presencia sumamente inusual del canal TRPV4 en el núcleo, reportada  

por primera vez por Zhao y col. (2012), describe el canal TRPV4 en el núcleo de 

miocitos ventriculares de rata neonata, TRPV4 se presenta como una proteína que 

se transloca al núcleo al poner a las células en medio hipotónico y podría tener en 

el núcleo funciones distintas a las descritas para los canales en la membrana 

plasmática. Adicionalmente, por resultados obtenidos en nuestro laboratorio 

sabemos que el canal TRPV4 se encuentra en el núcleo en células MDCK de 

epitelio renal, aunque todavía se desconoce su función en este compartimento 

celular, esto resulta interesante desde el punto de vista molecular ya que se han 

descrito algunos canales iónicos que se localizan en el núcleo y que regulan la 

transcripción como es el caso del canal de potasio BK activado por calcio y voltaje 

(Li, et al., 2014). Sin embargo, por la poca información sobre la existencia de 

canales iónicos en el núcleo, nos es difícil inferir cuál sería la función del canal 

TRPV4 en el núcleo celular. Una primera aproximación es identificar si tiene alguna 

señal de localización nuclear en su secuencia y así poder identificar dominios de la 

proteína que sean importantes para su direccionamiento activo hacia el núcleo. 

De esta forma suponemos que la presencia de TRPV4 en el núcleo debe 

estar relacionada con la presencia de una o varias secuencias de localización 

nuclear, por esa razón en este trabajo se buscaron estas señales y se encontraron 

4 probables sitios NLS en la secuencia de TRPV4 de perro y cinco señales en la 
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secuencia de humano que podrían ser funcionales (tabla 3). Se sabe que una señal 

de localización nuclear funcional es reconocida por las importinas en el citoplasma, 

las cuales son responsables de dirigir e importar proteínas del citoplasma  al núcleo. 

Existe un reporte del canal iónico OCR-2 de Caenorabditis elegans que pertenece 

a la familia de los canales TRPV en donde se describe que éste se encuentra en el 

núcleo de células neuronales y tiene una señal de localización nuclear que al ser 

mutada evita la llegada del canal al núcleo, aunque en este trabajo no se logra 

demostrar la función que tendría esta molécula en el núcleo (Ezak y Ferkey, 2011). 

Con la intención de saber si el canal TRPV4 de perro aislado de células MDCK  

cuenta con una o varias señales de localización nuclear que expliquen su inusual 

localización en este compartimento celular, se llevó a cabo un análisis in silico de la 

secuencia de esta proteína mediante el uso de herramientas bioinformáticas, las 

cuales ofrecen a la ciencia un sin número de opciones para realizar investigaciones 

de manera mucho más eficiente; entre ellos se destacan la gestión de datos en el 

laboratorio, la automatización de experimentos, el ensamblaje de secuencias 

contiguas, la predicción de dominios funcionales en secuencias génicas, el 

alineamiento  de secuencias, las búsquedas en bases de datos de estructuras, la 

determinación y predicción de la estructura de macromoléculas, la evolución 

molecular y los árboles filogenéticos (Ligeya, et al., 2003). 

La identificación de secuencias dentro de una proteína es actualmente una 

de las técnicas bioinformáticas más utilizadas cuando se busca una secuencia 

funcional. Por lo tanto, en este trabajo se evaluaron las probables señales de 

localización nuclear (NLS) de la proteína del canal TRPV4 con la ayuda de estas 

herramientas, iniciando con la búsqueda de predictores que utilizaran algoritmos 

matemáticos para identificar NLS (tabla 1). Estas pequeñas secuencias de 

aminoácidos modulan el transporte de una proteína al núcleo y están directamente 

relacionadas con la localización de una proteína en el núcleo, los residuos de estas 

secuencias forman una interacción critica con las α-importinas las cuales son el 

primer adaptador de importancia en el núcleo (Ezak y Ferkey, 2011). Aunque para 

el canal TRPV4 no se han reportado funciones de estas secuencias otros autores 

que utilizan herramientas bioinformáticas han determinado la presencia de 
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proteínas núcleo-citoplásmicas en levaduras a partir de secuencias de NLS 

predichas por la herramienta bioinformática cNLS Mapper, al igual que en este 

trabajo, ellos dirigen su atención a las predicciones del programa y después 

experimentan con estas proteínas  para encontrar dichas secuencias (Kosugi, et al., 

2009). 

Al igual que Kosugi, et al., 2009, probamos los predictores a los que tuvimos 

acceso, se compararon las secuencias y se homogenizaron las mismas para poder 

determinar cuáles secuencias podrían ser funcionales en el transporte de la proteína 

al núcleo. En su estudio ellos comparan PSORT II con cNLS Mapper para 

determinar proteínas núcleo-citoplásmicas en levaduras, PSORT II es utilizado 

también para realizar un análisis basado en secuencias genómicas para detectar 

factores de virulencia de Micobacterium tuberculosis y en el caso de este trabajo se 

utilizó para determinar posibles NLS en el canal TRPV4 (Moreno-Altamirano, et al., 

2012). 

Se sabe que las secuencias probables para formar una NLS funcional son 

secuencias ricas en aminoácidos básicos usualmente lisinas (K) y argininas (R) y 

estas pueden ser monopartitas o bipartitas dependiendo del contenido de residuos 

básicos. Nduyen, et al., 2009 utilizan este análisis para implementar un predictor 

NLStradamus que calcula mediante un algoritmo matemático cuales secuencias 

pudieran ser una NLS, según los autores y creadores de estos software, la 

secuencias se dividen en: monopartitas; las secuencias que contienen solo un grupo 

de residuos básicos y a su vez se dividen en dos subclases, básicos consecutivos 

con al menos cuatro aminoácidos básicos consecutivos y básicos  representados 

por K(K/R) x (K/R) con una secuencia consenso donde x indica cualquier 

aminoácido y por otra parte las secuencias bipartitas que son secuencias que 

contienen dos grupos de residuos básicos separados por un enlazador de 10-12 

aminoácidos definida como (K/R) (K/R) x10-12 (K-R) 3/5 donde x es cualquier 

aminoácido y (K/R) es al menos  3 lisinas o argininas de 5 aminoácidos (Nduyen, et 

al., 2009, Raghavendra y Bonham-Smith, 2013). Después de entender cuál es el 

algoritmo que utilizan los predictores de NLS se realizó la búsqueda de estos 
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softwares de libre acceso (tabla 1) de los cuales solo se encontraron activos cNLS 

Mapper, PSORT II y NLStradamus. Dado que las herramientas bioinformáticas 

trabajan en conjunto se utilizaron los resultados del BLAST que se realizó con 

anterioridad en el que no solo encontramos las variantes de TRPV4 reportadas 

previamente, sino también de otras secuencias no reportadas y  de las que se 

realizó el alineamiento para saber cuáles eran las diferencias entre las mismas (fig. 

13) y finalmente con los resultados que obtuvimos de las 5 probables NLS en la 

secuencia de TRPV4 de humano, se realizó otro alineamiento final en el que se 

observa con mayor claridad en qué variantes de TRPV4 se encuentran presentes 

las NLS predichas por los softwares (fig. 14). Sabíamos de ante mano que no 

podíamos experimentar con todas las NLS obtenidas por lo cual se decidió que se 

enumerarían en un orden lógico del extremo amino al carboxilo de esta forma se 

podría probar experimentalmente las secuencias y poder tener un orden en la 

experimentación y así determinar cuáles de estas NLS son funcionales para el 

direccionamiento de TRPV4 al núcleo. 

De las cinco probables señales de localización nuclear se experimentó 

mutando la NLS2 debido al orden en el que se asignó la numeración, es decir del 

extremo amino al carboxilo, (tabla 2) cabe resaltar que esta señal es la única de las 

cinco que está presente en todas las variantes registradas para el canal TRPV4 

tanto de perro como de humano (fig. 12).  

Sin embargo y a pesar de que esta señal está presente en todas las variantes 

de TRPV4 encontradas, se sabe que solo la isoforma A (proteína completa) y la D 

son funcionales en la membrana plasmática, las otras isoformas (C, D y E) son 

retenidas en el retículo endoplásmico (Arniges, et al., 2006). Aunque ninguna se ha 

reportado que alcance el núcleo. Aunado a estas variantes de splicing, en este 

trabajo se encontraron cuatro más que no habían sido reportadas con anterioridad 

y en las cuales también se encuentra presente esta señal de localización nuclear. 

El uso de programas como Vector NTI 6.0 (fig. 11) nos permitió encontrar no 

solo las diferentes secuencias del canal TRPV4 si no también comparar la 

secuencia de humano con otras especies, tomando con mayor importancia la de 
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perro debido al origen de las células que usamos como modelo experimental 

(MDCK). La profundización de este estudio nos responde algunas preguntas sobre 

el canal TRPV4, pues se analizaron las variantes del canal y se conocen sus pesos 

moleculares, pero además sabemos que los dominios del carboxilo terminal son 

críticos para la maduración de la misma, por ejemplo, si se realiza una deleción de 

la región 837- 857 se verá afectada la maduración de la proteína y su transporte a 

través de la célula (Lei, et al., 2013). De la misma manera la pérdida o eliminación 

de los dominios del amino terminal obtenidas por procesamiento alternativo 

(variantes de splicing) puede provocar alteraciones con las interacciones del canal 

con otras proteínas. La importancia de la completa y correcta maduración de la 

proteína del canal TRPV4 se liga directamente a que una sola mutación puede 

derivar en un déficit funcional, por ejemplo, una simple mutación en el aminoácido 

E797 del COOH- terminal resulta en la apertura constitutiva del canal (Shigematsu, 

et al., 2010) a su vez la interacción del canal con otras proteínas resulta 

indispensable para el correcto funcionamiento de la célula al corresponder a una 

proteína polimodal, se conocen cerca de 37 proteínas que interactúan con el canal 

dentro de las cuales se encuentra el grupo de las proteínas que modifican la 

localización de TRPV4 (White, et al., 2016). 

En el caso de TRPV4 se ha visto que en células MDCK en crecimiento el 

canal se localiza preferentemente en el núcleo y posteriormente en células crecidas 

a alta densidad celular el canal ya no se ve en el núcleo y se localiza en los bordes 

celulares (Matamoros, 2016 y Martínez-Rendón, resultados no publicados). Por lo 

cual es necesario saber cuál de las NLS presentes en el canal es la responsable de 

este movimiento inusual, así como saber si todas las señales son funcionales o solo 

algunas de las presentes son las involucradas. Sin embargo, el haber identificado 

cinco diferentes NLS en la secuencia de TRPV4 nos deja un precedente importante 

para abordar el tema de la migración inusual del canal TRPV4 entre el núcleo y el 

citoplasma y así poder estudiar más a detalle su función. 

Al ser TRPV4 un canal iónico activado por un gran número de estímulos, su 

función y expresión en diversos órganos y tejidos es imprescindible pues una simple 
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alteración podría ocasionar problemas en sistemas como el cardiovascular; donde 

controla la resistencia vascular de varios tejidos, el sistema respiratorio, el urinario, 

el sistema musculo esquelético, digestivo, el sistema nervioso central y periférico y 

en muchas de las células endoteliales presentes en el ser humano. Actualmente se 

realizan estudios enfocados a las enfermedades causadas por alteraciones en la 

expresión de las proteínas que codifican para los canales iónicos, las cuales se les 

conoce como canalopatías, en el caso del canal TRPV4,  se han descrito con mayor 

importancia las displasias esquelética, atrofias musculares, neuropatías, 

enfermedades neurodegenerativas, cáncer y finalmente la muerte, todas causadas 

por mutaciones en el canal (Güler, et al., 2002, Nilius, et al., 2013, Everaest, et al., 

2010) 

Los resultados in silico de este trabajo pueden sustentar el hecho de que la 

proteína que se ha encontrado en el núcleo corresponde a la proteína completa de 

acuerdo a los pesos moleculares identificados de 122 kDa, pero además, de 

acuerdo a los resultados obtenidos en el Western Blot (Matamoros, 2016) podrían 

encontrarse fragmentos o variantes del canal en el núcleo de acuerdo a los pesos 

moleculares de bandas de 90 y 50 kDa que también se han identificado. Aunque 

aún se desconoce, cuál sería la función de estas isoformas y cuáles de estas 

señales de localización nuclear son funcionales para el tráfico del canal TRPV4 al 

núcleo, se siguen  investigando en nuestro laboratorio  la funcionalidad de las NLS 

encontradas en este trabajo. 

La síntesis del DNA abre el camino para la producción de cantidades 

importantes de fragmentos de DNA. Mediante la incorporación de un DNA 

recombinante en un sistema celular que permita la replicación del DNA 

recombinante, puede conseguirse la amplificación del DNA. Para ello se utiliza un 

DNA portador, denominado vector de clonación. Los plásmidos bacterianos son 

ideales como vectores de DNA recombinante (Biggs, 2007). 

Muchas bacterias contienen un único cromosoma circular de 

aproximadamente cuatro millones de pares de bases y moléculas de DNA 

minicircular denominadas plásmidos (Schleif, 2000). 
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Los plásmidos o construcciones plasmídicas son moléculas de DNA 

extracromosomal, circulares y de doble hebra que se pueden replicar en una 

bacteria, están compuestos normalmente de unas pocas pares de bases y 

raramente asociados con la gran molécula cromosómica. Los genes contenidos en 

el plásmido cumplen varias funciones; entre ellas la capacidad de conferir a la 

bacteria resistencia a los antibióticos, una característica útil para la selección de 

colonias especificas en una bacteria (Lodish, 2005, Biggs, 2007). Debido a su 

capacidad de replicación independiente a la replicación cromosomal, estas 

construcciones son ampliamente utilizadas en técnicas de DNA recombinante para 

integrar fragmentos de información genética específica que se pretende amplificar 

en una bacteria con la finalidad de construir proteínas recombinantes o con 

mutaciones específicas prediseñadas que permitan el estudio de dominios 

funcionales de proteínas de interés (Schleif, 2000). En el caso de la biología 

molecular, las construcciones plasmídicas que producen proteínas marcadas con 

epítopos (etiquetas) son altamente utilizadas para la búsqueda de la localización 

intracelular de proteínas (Devlin, 2004). 

El análisis molecular actualmente provee de respuestas claves sobre cómo 

funcionan los organismos a nivel proteico y cómo estos procesos interactúan con la 

célula y a su vez con otras proteínas, para formar complejos mecanismos en el ser 

vivo. Existen métodos aplicables a muchos organismos experimentales los cuales 

involucran el uso de mutantes, en donde se comparan los fenómenos ocurridos en 

un modelo celular silvestre (WT) y un modelo mutante. En conjunto con el uso de 

plásmidos con mutaciones específicas se realizan infinidad de investigaciones 

sobre la función de las proteínas y su repercusión sobre los procesos celulares 

(Devlin, 2004; Lodish, 2005). 

Por otra parte, los resultados experimentales no fueron exitosos al no poder 

construir  la mutante TRPV4-NLS2. Después de trabajar en la mutagénesis dirigida 

y experimentar sobre las condiciones idóneas para la misma, al secuenciar nuestra 

construcción observamos que no se logró introducir la mutación que se deseaba.  
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Sin embargo, la relevancia sobre el tráfico núcleo-citoplásmico del canal 

TRPV4 y sus variantes continúa siendo una pregunta a resolver y este trabajo sienta 

las bases para empezar a validar cada una de las probables señales de localización 

nuclear del canal TRPV4 y además para explorar experimentalmente la presencia 

de las isoformas de TRPV4 que se identificaron en este trabajo y que no han sido 

reportadas. 
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8. CONCLUSIONES 

 

 Se identificaron cinco probables NLS en la secuencia del canal TRPV4 

de humano y cuatro NLS en la secuencia de TRPV4 de perro. Las cuales 

deberán ser validadas experimentalmente. 

 En este trabajo se reportan 4 isoformas probables del canal TRPV4 no 

reportadas anteriormente las proteínas truncadas pT1 y pT2 de 552 y 742 aa 

respectivamente, una proteína más larga TRPV4pX1 de 889 aa y una proteína 

de 865 aa con 10 aa del extremo carboxilo diferente con respecto al canal 

silvestre de 871 aa. 

 Algunas de las NLS propuestas se eliminan en algunas variantes de 

canal TRPV4 pudiendo originar variantes con diferente localización nuclear y 

citoplásmica. 

 No todas las isoformas tienen las mismas NLS debido a inserciones o 

deleciones en los extremos amino o carboxilo terminales. 

 Finalmente, con la inserción de la mutNLS2 no obtuvimos resultados 

positivos pues después de secuenciar nuestro plásmido se observó que no tenía 

la mutación que deseábamos.  
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