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Credenda.

Nunca vuelvas atrés la vista, una vez que hayas cerrado tu puerta al deplorable tumulto de la
codicia y la ambicién... Ama a tu familia y ten muy presente tu ventura. Piensa con cuanto
afdn la buscarfas si no la poseyeras... aprende que el que da con una mano recogerd siempre
con las dos... por encima de todo recuerda que se necesita muy poco para llevar una vida
feliz. Mira hacia arriba. Camina siempre delante... recorre en silencio tu sendero hacia la

eternidad, con caridad y una sonrisa. Cuando partas, todos dirdn que tu legado fue dejar un

mundo mejor que el que tu encontraste.

A mis padres.
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RESUMEN

El canal TRPV4 (Transient Receptor Potential Vanilloid 4) es un canal i6nico
no selectivo permeable a Ca* que tiene un amplio rango de expresion en todo el
cuerpo. Puede ser activado por distintos estimulos externos e internos en la célula
como: temperatura, presion osmoética, cambios de pH entre otros, que resultan
vitales para el buen funcionamiento de los organismos. Ha sido estudiado en
nuestro laboratorio por su inusual localizacion nuclear, sin embargo, se desconoce
su funcién en este compartimento celular. En el presente trabajo se identificaron in
silico aquellos sitios en la proteina que podrian ser potencialmente sefiales de
localizacion nuclear (NLS), y que podrian participar en el direccionamiento del canal
al nucleo. Se encontraron 5 probables sefales de localizacion nuclear (NLS) en la

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

Ademas, mediante programas bioinformaticos se realiz6 una extensa revision
de secuencias registradas en el GenBank para identificar secuencias no publicadas
del canal TRPV4 con esta estrategia identificamos 5 secuencias nuevas que
podrian 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 codificarian para proteinas truncadas que llamamos
hTRPV4-pT1y hTRPV4—pT2Por otra parte, encontramos una variante no reportada
de TRPV4 de perro que tiene una insercion de 18 aminoacidos. 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, podrian tener caracteristicas funcionales
diferentes al canal completo o bien presentar cambios en su localizacion en el

nucleo.

Palabras clave: TRPV4, NLS, variantes de splicing, bioinformatica
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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
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1. INTRODUCCION

1.1. Canales iénicos.

Los canales iGnicos son proteinas que atraviesan la membrana permitiendo
el pasaje de iones a favor de su gradiente de concentracion o de potencial
electroquimico. Los canales conforman un poro que provee un ambiente hidrofilico
favorable para que los iones atraviesen el medio hidrofébico de la bicapa lipidica
membranal (Hille, 2001).

S1 S2 S3 S4 S5 S6

Plasma
membrane

CO0
Cytosol

*NH,

Figura 1. Estructura basica de los canales de potasio activados por voltaje. La proteina
esta conformada por 6 dominios transmembranales (S1-S6), con las regiones amino y carboxilo
terminales hacia el interior celular y el poro de selectividad al i6n se forma por un asa entre las

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

Cada canal tiene, aunque no siempre, una secuencia de aminoacidos que
selecciona los ibnes que pueden pasar especifica o preferencialmente con respecto
a otros iones, en funcion a su carga y disposicion espacial, lo cual funciona como
un filtro de selectividad. De acuerdo a su carga se clasifican en canales aniénicos,
cuando los ibnes que transporta son de carga negativa y canales catiénicos cuando
los ibnes son de carga positiva. A su vez, cada canal serA mas o menos selectivo a
un cierto ion con respecto a otros canales, a esta capacidad de seleccion se le

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

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

éste controle la apertura y el cierre del mismo y que hace la diferencia entre un poro

13
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o canal ibénico en la membrana celular y un agujero en la misma. Algunos canales
estardn mas o menos tiempo abiertos y/o cerrados de acuerdo a los estimulos que
reciben. Existen distintos estimulos que modifican la apertura de los canales, cémo
por ejemplo: temperatura, pH, cambios de presion, voltaje, respuesta a ligandos

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

Por las caracteristicas de los canales i6nicos son elementos fundamentales
en la excitacion eléctrica de las membranas celulares y se presentan en todos los
organismos vivos, desde los organismos procariontes hasta los eucariontes de
mayor tamafio. La importancia de estos canales es variada y se ha descrito su
participacion en infinidad de actividades celulares, como la sinapsis, la contraccion
muscular, la apertura y cierre de estomas en las hojas, el latir del corazon y hasta
estimulos eléctricos violentos como el generado por las anguilas y rayas. A nivel
celular, el correcto funcionamiento de los canales tiene repercusion en la expresion
génica, la transcripcion, la proliferacion y diferenciacion celular. Por el contrario el
funcionamiento incorrecto o0 mutaciones en estos canales pueden causar diversas
patologias como arritmias cardiacas, atrofias musculares, epilepsia, migrafia,
alteraciones en el desarrollo 6seo, entre otras (Everaerts, et al., 2010; Nilius y Voets,
2013).

Debido a la gran diversidad de canales idnicos éstos se han clasificado de
diversas formas, principalmente por el tipo de i6bn que permean y por su estructura
y/o funcion de acuerdo a su origen filogenético que se ha descrito en la mayoria de

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

Los canales ionicos TRP (Transient Receptor Potential) actian como
moléculas sensoriales de la célula que responden a estimulos como temperatura,
osmolaridad, hormonas y estimulos fisiologicos de la célula como fosforilacion,
entorno lipidico, 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 estimulos de
luz entre las moscas mutantes en el gen TRP y se compararon con moscas
silvestres.

A partir de entonces se ha encontrado la expresion de canales TRP en
diversos organismos desde levaduras que responden a estimulos de hipertonicidad,
nematodos que usan canales TRP como quimiorreceptores, hasta mamiferos en los
cuales sus funciones son variadas. Siendo en éstos Ultimos donde se han descrito
mayor cantidad de funciones reguladas por canales TRP como la olfaccion, el gusto,
la audicidn, la vision, la mecano y termosensibilidad asi como la respuesta osmatica
(Zhang, et al., 2003; Montell, 2005; Moore, et al., 2013).

Como se menciona con anterioridad los canales i6nicos 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 aminoacidos y a sus
principales moléculas activadoras, todos los integrantes de la familia TRP tienen
caracteristicas en comun como los dominios ricos en prolina (PRD) en la regién
amino terminal , los repetidos de ankirina (Ank) y la caja TRP en el carboxilo terminal
estdn conservadas en todos los miembros de la familia TRP (Figura 2) (Nilius y
Mahieu, 2006, Everaerts, et al., 2010).

Estas subfamilias se clasificaron segun las homologias de sus estructuras
primarias, iniciando con los TRPC o clasicos o “candnicos” y posteriormente las 6
subfamilias restantes se clasificaron por su modo de activacion o bien sus
caracteristicas unicas: 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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. TRPV5
Mammalian: @6
PKD2: TRPP2 NANOSM-Q TRPV

PKD2L1: TRPP3 TRPVA
PKD2L2: TRPP5 M Rev2
MLN1: TRPML1 | |:| TRJ\'/?;\/“ TRPA
MLN2: TRPML2 TREND it
MLN3: TRPML3 L——TRPA1 .TRF;?
D2L2
— ["Epkozzu TRPP
Drosophila: PKD
TRP —
TRPL CUP-5
TRPy L —!:[‘“'HMLNQ, TRPML
MLN2
NNONPE  TRPN
Nowec 1 RPN

TRPM1
TRPM6
TRPM7
GON-2
wrevs TRPM
TRPC3

TPRM4
TRPM2
TRPMS
TRPC7
— rece TRPC

TRPC4
TRPCS — ’,:.’.”’ga"
TRPC1 : is
L—TRP Fly

Worm

—TRPC2

Figura 2. Filogenia de los canales TRP en humano, pez, mosca y nematodo, marcando
con diferentes colores las especies y marcando la relacion filogenética de las 7 subfamilias.
(Tomada de Nilius y Mahieu, 2006).

La super familia de TRPs muestra una gran diversidad en la activacion e
inhibicion y son diversos en la selectividad y conductancia ionica. Funcionan
mediando el flujo de Na* y Ca* que pasa a través de la membrana citoplasmica y
dentro del citoplasma. Ademas, influyen con muchos procesos celulares como la

transcripcion, traduccién y migracién 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
podrian estar involucrados en la regulacion de la apertura y cierre del canal debido
a su interaccion 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 mas variables segun el tipo de

canal, asi 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).

S1-S4 transmembrane domains
Weak voltage sensing

Gate

M, 1 %

Selectivity filter and upper gate

Anchoring and/or protein interaction
1 ’@(— @r{ :ﬁ%-—-l

—
nkR  Ankl AnkR  AnkR

N

;@R

AnkR AnkR AnkR AnkR
TRPM homology region

Gating lever

TRPV TRPV: 725-871 amino acids

TRP box

TRPC —— | TRPC: 793-1,172 amino acids
~>CIRB
- = PDZ (TRPC4 and TRPCS5)

PDZ (TRPV3)

TRP box CC

— -——"‘ | ———
TRPM ' =
* ADP ribose
TRPBOX  Nudix (TRPM2)
EF hand (TRPP2)
TRPP —— e TRPP: >609 amino acids
2+ s
Ca ER retention
TRPML == TRPML: 553-580 amino acids

ER retention

TRPM: 1,104-2,022 amino acids

PLIK (kinase) (TRPNG6.7)

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

como se muestran en la imagen, la formacién 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).
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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 esta muy conservado en el

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

TRPV1 a 4 son termosensibles, no selectivos a cationes y modestamente
permeables a Ca?'y Na*, ademas 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 mas lentamente a estimulos de temperatura (Clapham, 2003; Nilius, et
al., 2007; Wu, et al., 2010).

1.4. El canal TRPV4

TRPVA4 fue descrito por primera vez en el 2000 cuando se observo que es un
(VRAC) canal ionico regulador de volumen (Liedtke, et al., 2000) y desde entonces
ha sido nombrado de distintas maneras de acuerdo a su respuesta a estimulos:
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 observO que el canal responde a distintos estimulos 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 proteina compuesta de 871 aminoacidos con seis
segmentos transmembrana (T1-T6), y cuatro de estas subunidades se ensamblan
para formar un canal TRPV4 funcional normalmente ensamblado en
homotetrameros, aunque se han reportado que puede formar heterotetrameros con
otros miembros de la familia TRP como TRPP2 y TRPC1 (White., et. al. 2016) Entre
los segmentos T5y T6 se encuentra el poro permeable, mientras que la region entre
T3y T4 parece constituir un dominio de bolsillo de unién a agonistas, en particular,
para los compuestos de ésteres de forbol como el 4a-PDD que es un activador
especifico del canal. Este dominio podria 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 citoplasmético contienen
una variedad de dominios funcionales importantes y de union proteina-proteina. Un
dominio rico en prolina (PRD) en la regién amino citoplasmica se ha implicado en el
mecanismo de sensibilizacion de la actividad del canal TRPV4. Este dominio esta
seguido de seis repetidos de anquinina (ARD) (Figura 4 A.) En el domino carboxilo
terminal se localiza la caja TRP y un dominio de uniéon 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 (12g24.1) 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 proteina completa, y junto con la variante TRPV4-D constituyen las dos Unicas
variantes que llegan a membrana y son funcionales. Las variantes restantes
presentan problemas durante el trafico a la membrana plasmatica y son retenidas

en el reticulo endoplasmico (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
proteina 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 region
S5y S6, se representan también sitios de interaccidn del canal importantes como los de tréfico,
permeabilidad y de interaccién a activadores como 4aPDD, PKA, PKC entre otros.

B) Representacion esquematica 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
regulacion del volumen celular (Leli, et al., 2013) y su interaccion con las proteinas
B-catenina y e-cadherina en el desarrollo de las unidnes célula-célula
indispensables para la correcta estructura de los queratinocitos que forman la piel
(Sokabe, et al., 2010). En nuestro laboratorio se reportdé que la actividad del canal
TRPV4 es necesaria para la correcta formacion y la regulacién de la hermeticidad
de las uniones estrechas en células de epitelio corneal (Martinez-Rendén et al.,
2017). Se conocen alrededor de 37 interacciones del canal TRPV4 con otras
proteinas, 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 ndcleo. Se ha observado en cardiomiocitos de rata neonata

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

En nuestro laboratorio hemos descrito la localizacion 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 (Martinez-Rendon, resultados no
publicados). Por otro lado, Arturo Matamoros (2016) en su tesis de licenciatura
analiz6 por separado las fracciones de proteinas nucleares y citoplasmicas de
células MDCK y por Western Blot usando anticuerpos especificos para TRPV4
encontré que el canal esta en la fraccion nuclear y tiene un peso de 122 kDa que
corresponde al tamafio del canal completo aunque el anticuerpo también detecta

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

Ademas, en el laboratorio se confirmé la localizacion diferencial del canal
TRPVA4, Gabriela Espadas, transfectd células MDCK con el canal TRPV4 marcado
con una bandera de Flag para distinguirlo del canal endégeno y observo que 24
hrs después de transfectar, el canal se encuentra en mayor cantidad en el nucleo
mientras que a 48 hrs postransfectar el canal se mueve hacia el citoplasma y la

membrana plasmatica (figura 5) (G. Espadas, resultados no publicados).
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Flag-TRPV4 Hoechst 33258 Sobreposicion

24 hr

48 hr

Figura 5.Cultivo de células MDCK transfectadas con el canal TRPV4-Flag a 24 y 48 hrs de
expresion. En verde se observa el canal y en azul el DNA tefiido con Hoeschst, donde se ve que el
canal tiene presencia en el ndcleo celular, con mayor aparicion a las 24 hrs y menor pero aun

presente a las 48 hrs.

Por otra parte, se sabe que todas las proteinas halladas en el nucleo son
sintetizadas en el citoplasma y se transportan al nucleo a través de los complejos
del poro nuclear. Para que este proceso suceda, las proteinas necesitan una sefal
de localizacion nuclear (NLS) que es reconocida por las importinas que dirigen su

transporte selectivo hacia el ndcleo (Katta, et al., 2014).
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1.5. Sefales de localizacion y exportacion nuclear.

Todas las proteinas halladas en el nucleo son sintetizadas en el citoplasma
y se transportan al nucleo a través de los complejos del poro nuclear (NPC). Estas
proteinas contienen una sefial de localizaciéon nuclear (NLS) que dirige su transporte
selectivo hacia el nucleo (Ezak y Ferkey 2011). La orientacion al nucleo implica esta
pequefia secuencia de aminoacidos que corresponde a la sefal de localizacion
nuclear (NLS) que es reconocida por una proteina de importacion llamada importina
que transporta la proteina cargo a través del complejo del poro nuclear. La proteina
cargo se acumula en el nicleo mientras que la importina se recicla hacia el
citoplasma. Por el contrario, para que una proteina se mueva del nucleo hacia el
citoplasma requiere de una secuencia de exportacidon nuclear (NES) que es
reconocida por una proteina de exportacion 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 hidrélisis de GTP y la exportina es liberada.
(Devlin, 2004; Katta S. et al, 2014).

1.6. Canalopatias producidas por mutaciones en TRPV4.

Los canales ionicos al igual que las otras proteinas existentes en los
organismos, pueden perder o cambiar de funcién si se altera su secuencia de
aminoacidos. Los trastornos de los canales i6nicos son denominados comunmente
canalopatias y son enfermedades hereditarias causadas por mutaciones en las
proteinas de los canales ib6nicos. Debido a que estos estan intimamente
relacionados con la actividad eléctrica de la célula muchas canalopatias se
manifiestan como trastornos de los tejidos excitables (nervioso y muscular). Por lo
cual ha sido una importante contribucion de la biologia molecular a la medicina, el
analisis de las alteraciones de dichos canales, como diagnéstico 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
canalopatias descritas de TRPV4 (figura 6) son en general enfermedades
osteoarticulares y neurosensoriales como displasia esquelética con estatura baja,
defectos en la calcificacion del hueso, defectos motores en las extremidades,
defectos en el sistema respiratorio, defectos sensoriales, atrofia musculo espinal y
desorden muscular progresivo, entre otras (Everaerts, et al., 2010, Nillius y Voets,
2013).

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

LO23dug

ot )-F% (oo0

o 4

ocasionan displasia esquelética, neuropatias y artropatias en humano. Tomado de Nilius y Voets
2013.

Ademés de las canalopatias descritas se ha relacionado el mal
funcionamiento del canal TRPV4 con enfermedades crénico degenerativas como la
diabetes tipo Il, cirrosis, asma, males cardiacos, dificultades auditivas y algunas

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

Se ha demostrado la presencia inusual del canal TRPV4 en el nucleo celular,
adicionalmente en el laboratorio se ha visto que su localizacién subcelular cambia
cuando se induce la actividad del canal, por ejemplo, poniendo a las células en
medio hiposmatico, en estas condiciones el canal se transloca del ndcleo al
citoplasma. Estas observaciones sugieren que la molécula del canal tenga sefiales
de direccionamiento nuclear que regulen activamente el transito nacleo-citoplasma

del TRPV4 en respuesta a sefiales celulares.

La busqueda in silico de secuencias con caracteristicas de sefiales de
localizacion nuclear nos dara evidencias teoricas sobre el nimero y la ubicacién de
estas sefiales dentro de la proteina del canal para su posterior comprobacion

experimental.
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3. HIPOTESIS.

Si el canal TRPV4 es capaz de dirigirse al nacleo celular, esta proteina
debera contener una o mas sefales de localizacion nuclear (NLS) funcionales. Por
lo que, si construimos una mutante en alguna de las probables sefales de
localizacion nuclear, en este caso en la sefial 2 (mutNLS2) del canal TRPV4 y ésta
es funcional la localizacion del canal deberia verse afectada y no se encontraria en

el nucleo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

> Identificar probables sefiales de localizacion nuclear (NLS) en la

secuencia del canal TRPV4
4.2. Objetivos particulares:

v La basqueda in silico de probables sefiales de localizacion nuclear en
la secuencia de aminoéacidos del canal TRPV4 de perro y de humano
utilizando diferentes programas de libre acceso.

v Hacer una busqueda por homologia 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.

v Analizar las isoformas del canal y alinearlas con el canal silvestre para
ubicar si alguna carece de las probables sefales de localizacién nuclear.

v Introducir una mutacién en la probable sefial de localizacion nuclear 2

(mutNLS2) en el plasmido pTRPV4-Flag por mutagénesis dirigida.
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5. MATERIALES Y METODOS.

Con la finalidad de cumplir los objetivos descritos se empled la siguiente
metodologia, desarrollada en dos fases:

5.1. Analisis in silico.
5.1.1. BLAST de secuencias de proteinas y nucledtidos.

Se realizé una busqueda de las secuencias de nucleétidos y proteinas del
canal TRPV4 de humano y perro reportadas en el GenBank, estas secuencias
fueron la base de la investigacion in silico, una vez obtenidas se hizo una busqueda
mediante el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para proteinas y
nucleodtidos del canal TRPV4 de humano y perro.

— C () | & Esseguro | https//blastncbinim.nih.gov/Blast.cg & W

m) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI
L

BLAST Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

Basic Local Alignment Search Tool
Magic-BLAST 1.2.0 released
BLAST finds regions of similarity between biological sequences.
The program compares nucleotide or protein sequences to
sequence databases and calculates the statistical significance.
Learn more

A new version of the BLAST RNA-seq mapping tool is now
available.

Mon, 27 Feb 2017 14:00:00 EST S

Web BLAST

Figura 7. Pagina principal de la herramienta BLAST, en esta se puede elegir la opcion deseada
para comparar secuencias de nucledtidos, proteinas, o traducciones de proteinas a nucleétidos y

viceversa.
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< C () | & Esseguro | https;//blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi & |

BLAST Genomes
Human Mouse Rat Microbes
Standalone and API BLAST
. Download BLAST B yse BLAST API Use BLAST in the cloud
L] GetBLAST databases and executables mm Call BLAST from your application Startan instance at a cloud provider

Specialized searches

-

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

especie o nombre cientifico con la opcién de descargar en archivo las secuencias encontradas

N
m US National Ubraryof Medicine 3 NCBI National Center for Biatecnnalogy Information SIgN INto NCBI
A

&
BLAST = blastn suite Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

Standard Nucleotide BLAST

Diastn | biasty | bists | thisstn | teissty |

BLASTI saarch more. Geseigsge  Dookmark
Enter Query Sequence — —
Enter accession number{s), gifs), or FASTA @ Ciar  Query subange o
T
o]
O, upload file [ archivo | Ningtin archi i Y
Joh Title [
Enter adescripive e far your SLAST search g
Align two ormore sequences g
Choose Search Set
Database @Human genomic + ranscript ©Mouse genomic + ranseript &0hers {nr ete):
[Nucleotide collecton {nrinty v |
‘Organism
Optional [ | O Exciude [
Enler arganism comanan name, binomial, ar tax k. Crnfy 20 fap taxa will be shaam g
Exclude Models (XMXFP) 0 L i sample sequences
Optional = re
Limit to uences from material
Optional == 2=
Ent: ¥ [ | YoukfH Create
Optional Enter an Enrez query to Bl search gy
Program Selection
Optimize for © Highty similar sequences {megablast)
e e — S gat
) Somenhat sivilar s=quences (blast)
Choose 3 BLAST aigaritm gy
.~ BLAST Search database Nucleotide collection (nrint) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
Thow recutts In & new window
() Algorithm parameters
-
-

Figura 9. P4gina de busqueda nos ofrece una serie de especificaciones para realizar de manera
puntual o general la comparacién de secuencias, en ella tenemos las opciones de introducir el
namero de acceso si es que se cuenta con él, copiar la secuencia directamente, o introducir el
archivo en terminacion .fasta, ademas de otras especificaciones que nos permiten puntualizar

nuestra blsqueda.
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Se utilizo esta herramienta bioinformatica Fig. 9 y se introdujo la secuencia
completa de TRPV4 de humano reportada en el GenBank (No. de Acc. NM_021625)
y se uso la opcion de comparacion de nucledétidos para buscar por homologia las
diferentes secuencias reportadas del canal TRPV4 y saber si existen algunas que
no hayan sido reportadas anteriormente. De la misma forma se realizd la
comparacion de las secuencias de proteinas para saber si habia secuencias
derivadas de las traducciones de las secuencias de nucleotidos o solo existian las

secuencias a partir de cDNA.

Una vez realizadas estas busquedas se llevé a cabo una delimitacion 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 habian sido reportadas por distintos autores dejando Unicamente una
copia por secuencia encontrada. Después de realizar esta delimitacion se
descargaron las secuencias en dos tipos de archivos, en archivo de texto y en
terminacion .fasta, correspondiente al archivo utilizable por otra herramienta
bioinformética llamada NTI Vector 6.0 (Invitrogen), el cual se utilizé para realizar las
traducciones de las secuencias de nucleétidos que no estaban descritas con

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

5.1.2. Busqueda de software para identificar sefiales de localizacion

nuclear (NLS) en secuencias de proteinas.

Simultaneamente a la busqueda de las secuencias del canal TRPV4, se
analizaron algunos articulos que hacian referencia a predictores de NLS (sefiales
de localizacién nuclear) una vez localizados estos software se buscaron en la web
para saber cuales aun estan activos y ofrecen la opcion de detectar mediante un
algoritmo que detecta grupos de aminoacidos basicos consecutivos con lo que
podemos obtener una probable NLS (ver seccion 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 & Lin, etal 2014 Linetal, , 2014

Evolution Laboratory

pSORT Il prediction Nakai Ky Horton P 1999 Moreno-Altamirano et al., 2012

Tabla 1. Revisidn bibliografica de predictores de NLS. Se reporta el disefiador del predictor y una

referencia de uso del mismo software en alguna investigacion cientifica.

Una vez realizada esta busqueda, se seleccionaron solo aquellos predictores
que aun estan disponibles en la web, aquellos que son de uso libre y gratuito y
finalmente los que ofrecen una prediccion de NLS. A su vez se examinaron las
especificaciones de estas herramientas para saber cual es su nivel de prediccién y

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

€& > C ) | ® nis-mapper.iab.keio.acjp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cg Q &

cNLS Mapper

Prediction of importin P nuclear ization signals
About cNLS Mapper NLS & NES | References |

o Input or paste a single amino acid sequence in the box below: @
except alp are i d

or select a file (fasta or row format): | Seleccionar archivo | Ningin archivo seleccionado
o Select a cut-off score: @ 20 30 40 *50 60 70

o Protein regions searched for bipartite NLSs with a long linker (13-20 aa): @
* Within terminal 60-amino-acid regions  Entire region

| Prediet NLS || Clear Form |

Figura 10. cNLS Mapper predictor activo actualmente en la web, basicamente funciona
introduciendo la secuencia de aminoacidos que deseamos analizar, en ésta podemos copiar y
pegar la secuencia, introducir un archivo en terminacién .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

aminoacidos 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 ademas de ser de los softwares mas
completos, sencillos y con mayores especificaciones sobre como se realiza la

prediccion dentro de la secuencia de la proteina.

Con las herramientas bioinforméaticas que nos ofrecieron resultados
satisfactorios para la prediccion de NLS fueron analizadas las secuencias de la
proteina del canal TRPV4 en ambas especies y de esta forma obtuvimos las 5 NLS
con las que se trabajé 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 nucleétidos o
aminodacidos para analizar las similitudes entre ellas. Para este trabajo se analizaron
las secuencias de aminoacidos y nucledtidos de ambas especies antes

mencionadas.
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5 sec Paco [ hTRPV4-pTL 2804 Linear Basic Neko Ton...  UNKNOWN 03/08/2017 13:54:00
{2l Rogelio’s Lab []DV4Fs 520 Linear Basic Neko Ton... Neko Tonegawa 15/10/2015 16:47:49

ﬁ acocil pTRPV4-Flag 6895 Circ.. Basic Neko Ton... RGarcia 21/09/2015 12:45:36
5 Invitrogen vectors [E]Dvars 524 Circ... Basic Neko Ton...  Neko Tonegawa 27/08/201517:28:26
(50 hNax [Elovar3 518 Circ... Basic Neko Ton... Neko Tonegawa 27/08/2015 17:27:48
50 TRPV4 [ pTRPV4-Flag-NLS2 6899 Circ... Basic Neko Ton... RGarcia 11/08/2015 15:16:30
ﬁ v mutantes []NLS2V4Flag V4R 534 Linear Basic Neko Ton... Neko Tonegawa 24/07/2015 17:00:56
ﬁ | []NLS2V4Flag T3 531 Linear Basic Neko Ton... Neko Tonegawa 24/07/2015 14:57:40
& [#] pv4D-HI 4810 Circ... Basic Neko Ton... RGarcia 20/05/201518:37:38
59 Tanezi [ pCMV-VADXBRI- 6935 Circ.. Basic RGarcia RGarcia 27/04/201515:59:53
&3 Danry [ TRPVArata 3211 Linear Basic UNKNOWN  UNKNOWN 21/04/2015 17:54:36
] Francisco [x]hTRPV4-C 2475 Linear Basic UNKNOWN  UNKNOWN 04/03/201516:04:38

[]hTRPV4-B 3012 Linear Basic UNKNOWN  UNKNOWN 04/03/2015 15:56:48
[=]hTRPV4-E 2295 Linear Basic UNKNOWN  UNKNOWN 04/03/201515:31:53
[x]hTRPV4-D 2514 Linear Basic UNKNOWN  UNKNOWN 04/03/201515:31:21
[]VROACh cds 2843 Linear Basic UNKNOWN  UNKNOWN 17/02/2015 17:12:57
[]VRL2h cds 3256 Linear Basic UNKNOWN  UNKNOWN 17/02/201517:11:00
[]vap x2 3389 Linear Basic UNKNOWN  UNKNOWN 17/02/201517:10:21
[zvap x1 3327 Linear Basic UNKNOWN  UNKNOWN 17/02/2015 17:10:06
[]vah X2 3112 Linear Basic UNKNOWN  UNKNOWN 17/02/2015 17:09:07
[]vah x1 3599 Linear Basic UNKNOWN  UNKNOWN 17/02/2015 17:08:06
[=]vah cds 2764 Linear Basic UNKNOWN  UNKNOWN 17/02/2015 17:05:23
[ TRPVA-SV 7565 linear  Racic HINKNOWN  TINKNOWN 17/02/M517:0491

.75 DNA/RNA molecules

Figura 11.Vector NTI 6.0 en la opcién 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 cudl 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. Andlisis experimental
5.2.1. Mutagénesis dirigida con la técnica de megaprimer.

Se realizaron dos PCR’s para introducir la mutaciéon mutNLS2 en el plasmido
que contiene al canal TRPV4 con un epitopo Flag fusionado al extremo carboxilo
terminal, pTRPV4-Flag. (Ver esquema en la figura 17).

PCR 1: Se realiz6 este procedimiento para amplificar el inicio del canal
TRPV4 con la mutacién (mutNLS2), como templado se utilizé al plasmido (plJP), se
usaron los primers forward (T3: 3-AATTAACCCTCACTAAGGG-5’) vy, el primer
reverso (MutNLS2R: 5-CCTGGTCCAGGGCCTGCTGATGGGTGACC-3) y una
enzima DNA polimerasa de alta fidelidad PlatinumPfx (Invitrogene), esto se realiz
en las siguientes condiciones de amplificacion: 5min a 94°C para desnaturalizacion
inicial y 35 ciclos de: 15 seg a 94°C, 30 seg a 50°C, 45 seg a 68°C.

PCR 2: con plasmido templado pTRPV4-D y los primers forward (NLSmut2F:
5-GCTGACCCATCAGCAGGCCCTGACTGACGAGG-3’), el primer reverso
DV4MG680KR secuencia 5-CATCTCCAGGTCCACCCTTGCCG-3’, utilizando la
enzima de alta fidelidad PlatinumPfx, en las siguientes condiciones de
amplificacion: 5 min a 94°C, y 35 ciclos de 15 seg a 94°C, 30 seg a 55°C y 1.30 min
a 68°C.

De la clonacién de este fragmento amplificado se obtuvo el plasmido
pPTRPV4-Flag-NLS2.

5.2.2. Anadlisis de DNA por restriccibn de endonucleasas vy

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
analisis de restriccion por endonucleasas Not I, EcoRlI, y Hinc 1, con 3 unidades de
enzima por cada microgramo de plasmido. Posteriormente se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% incluyendo un marcador de peso molecular
de referencia. El gel se corrié a 120 volts por 30 minutos y finalmente se observo el
patron de bandas de DNA en un transiluminador de luz UV y se fotografio.
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Purificacion de fragmentos de DNA de gel y ligacion.

Se purificé el DNA obtenido de la mutagénesis en agarosa al 0.8% incluyendo un
marcador de peso molecular de referencia. Se corrié el gel a 120 volts por 30
minutos y se observo la migracion de bandas de DNA en un transiluminador de luz
UV. Después de obtener la banda del peso correspondiente se corto el gel y purifico
con el kit gel and PCR Clean-Up System Promega. Y se ligo el fragmento con el

templado usando la enzima ligasa T4 de Roche.
5.2.3. Transformacion de bacterias competentes

Se transformaron bacterias competentes DH5-a con 10 ng del plasmido o
bien con la mezcla de ligacion cuando se construyé algun plasmido. Se aislaron
colonias en cajas Petri con medio LB y kanamicina 20 pg/ml dejando incubar a 37°C
toda la noche. Posteriormente se inoculé una colonia de estas bacterias en 800 pl
de medio LB con antibiético durante ocho horas para crecer la bacteria y finalmente
inocular 500 pl de este cultivo en un matraz con 50 ml de medio LB y kanamicina
20 pg/mly se incub6 nuevamente a 37°C overnight para purificar el DNA plasmidico.

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

Después de hacer crecer las bacterias se realiz6 una purificacion de DNA de
plasmido por PEG para obtener el DNA y secuenciar.

MIDIPREP con PEG consiste en tres soluciones de lisis con las cuales se
obtiene el DNA plasmidico contenido en las bacterias, éste se precipitd con 0.6
volimenes de isopropanol por 10 minutos a T.A se centrifugo a 10,000 rpm durante
15 minutos, se resuspendio el DNA en 1 ml de TE y se incubd con RNAsa A (100
pg/ml) por 30 minutos a 37°C y se agregd 1 ml de la solucién de polietilenglicol 13%
en NaCl 1.6 M durante 5 minutos. Se centrifugd a maxima velocidad en una
microcentrifuga, la pastilla se lavdé con 1 ml de etanol al 70% y finalmente se

resuspendio en 200 pl de buffer TE.
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5.2.5. Extraccion con fenol-cloroformo.

Para eliminar las proteinas de la muestra de DNA se realiz6 la extraccion con
fenol: cloroformo: isoamilico (25: 24:1) del cual se recuperd el DNA y se precipitd
agregando 0.1 volumen de 3 M acetato de sodio (pH 5.2) y 0.6 volumen de

isopropanol y finalmente se disolvio la pastilla en agua Milli Q estéril.
5.2.6. Secuenciacion de DNA

Se utilizé la secuenciacion automatizada del DNA con el kit Big Dye 3.1
(Applied Biosystems) para comprobar si la mutacion mutNLS2 se habia

incorporado al plasmido pTRPV4-Flag.
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6. Resultados.

Este estudio se llevo a cabo en dos fases, la primera fase correspondio al

analisis in silico, la segunda fase al analisis experimental.
6.1. Anélisis in silico.

El analisis realizado en esta primera fase, consistié en una revision gradual y
conjunta de las diferentes secuencias de la proteina y los nucleétidos del canal
TRPVA4. Inicialmente la busqueda de estas secuencias se limitd a la revision del
GenBank y el entendimiento del BLAST de proteinas, para ello se obtuvieron las
secuencias del canal TRPV4 correspondiente a los cDNAs de humano
(NM_021625) y de perro (NM_00112731), ademas de las secuencias de las
proteinas de TRPV4 de humano (NP_067638) y de perro (NP_001120787).
Después de obtener las secuencias bésicas de este trabajo se realizé un BLAST de
proteinas en el cual se pretendia encontrar las isoformas reportadas del canal
TRPV4 (A-E) y saber si existian algunas otras secuencias diferentes a las
reportadas con anterioridad, de igual forma se obtuvieron las secuencias de
nucleétidos y se analizaron, para finalmente organizar estas secuencias en la tabla
2 donde se resumen las secuencias encontradas: TRPV4 humano (que
corresponde a la proteina 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 proteina completa), TRPV4p-X1y TRPV4p-X2,
corresponden a secuencias no reportadas que denotan interés al corresponder a

secuencias de mayor longitud y peso molecular.

Ademas de organizar las secuencias encontradas se establecieron los
nameros de acceso para proteinas y nucleétidos 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 resultdé de utilidad para el analisis de
Western Blot de TRPVA4 realizados en otros trabajos del laboratorio.

Secuencia Tamafo PM No. de acceso de la No. de acceso de la Tamafo
(aa) (kDa) secuencia de proteinas secuencia de nucleoétidos (pb)
TRPV4
humano
TRPVA-A 871 aa 98.25 NP_067638 NM_021625 3250
TRPV4-B 811 aa 91.25 NP_671737 NM_147204 3012
DQ059644
TRPV4-C AAZ04918
E) 824aa  92.89 (NP_001170899) (NM_001177428) 2475
AAZ04919 DQ059645
TRPV4-D | 837aa  94.99 (NP_001170902) NM_001177431 2514
DQ059646
TRPV4-E AAZ04920
©) 764 aa 85.87 (NP_001170904) (NM_1177433) 2295
hTRPV4- Traducciéon a mRNA BC143307
oT1 552 aa 61.80 Clona IMAGE 2804
hTETPZV 4 | 74222 8330 Traduccion a mRNA XM_011538634 3489
TRPVh-SV 853 aa 96.44 Traduccion a mRNA AB100308 2565
cDNAh C0687493 510
clone Clona EST cDNA
TpReI:r\g4 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

Tabla 2. Secuencias de proteinas del canal TRPV4 encontradas con la herramienta BLAST, se
menciona el tamafio, peso y nUmeros de acceso de las secuencias de proteinas y nucleétidos
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 nimeros 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 realiz6 la traduccién con el programa

NTI Vector 6.0. Ademas se reporta una clona de cDNA encontrada.
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6.1.1. Busqueda de predictores.

Para realizar esta busqueda se utilizaron dos fuentes, la primera consistio en
el analisis de articulos publicados en los cuales se utiliz6 alguna herramienta
bioinformatica que sefala posibles sefiales de localizacion nuclear en secuencias
de proteinas, la segunda parte fue la busqueda en linea de estas herramientas
digitales, descartando aquellos fuera de servicio o que solo ofrecian literatura del
proceso de prediccion. Después de esta revision concluimos que solo tres softwares
de los reportados contindan 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 prediccion que va en un rango de 0.1-
0.9, CNLS Mapper que tiene un rango de prediccién de 7.0- 2.0 y pSORT Il que
tiene un rango de (0.75- 0.45) ademas se encontré 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 localizacion nuclear (NLS) identificada en la secuencia de TRPV4 y el
score de precision del predictor, ademas de probables sefiales de exportacion
nuclear, que pudieran ser utilizadas para futuros trabajos. Con este analisis se
identificaros 5 probables sefiales de localizacién nuclear en la secuencia del canal
TRPV4 de humano y 4 en la secuencia de TRPV4 de perro. Estas sefales se
enumeraron del 1 al 5 en direccion del extremo amino al extremo carboxilo, siendo

1 la NLS més cercana y 5 la mas lejana al extremo amino.
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WESHEREES 121 - KRWRKKII- 128 bipartita
124 - RKK — 126 monopartita

CNLS Mapper [l GPKKAPMDSLFDYGTYRHHSSDNKRWRKKIP]_ (1) 5
121KRWRKKIIEKQPQSPKAPAPQPPPILKVFNR 5.9
175THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN @ 41
727KESKHIWKLQWATTILDIERSFPVFLRKAF @ 4

pSORT II RREVTDEDTRHLSRKFK at 391g) 0.64
pat4: HKKR (3) at 176 e
pat7: PRKWRTD (5) at 861
Sequence-355-R 0.561
NET-NES Sequence-356-L 0.536
Sequence-358-P 0.524
Sequence-518-L 0.538
Sequence-675-K 0.937
Sequence-676-L 1.010
Sequence-677-T 0.592
Sequence-678-I 1.182
Sequence-680-M 0.633

Tabla3.Lista de softwares utilizados para la busqueda de NLS en la secuencia del canal TRPV4 de
humano y perro. Se muestras los NLS identificados por cada programa indicando sus coordenadas
de nimero de aminoécido. La columna a la derecha muestra el score de confiabilidad para cada
uno de ellos. Los nimeros en circulos azules indican la numeracion que se dio a las secuencias
NLS 1-5 de acuerdo a su posicion en el canal de la regién amino al carboxilo. Ademas, se anexan
algunas probables sefiales de exportacién nuclear (NES) encontradas con el programa NET-NES.

6.1.2. Alineamiento de secuencias.

Después de identificar las 5 NLS tedricas en la secuencia de TRPV4 se
procedi6 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 comparacion de las secuencias de la proteina 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 analisis corresponde al alineamiento de todas las secuencias de
proteinas de ambas especies reportadas en este trabajo. Con este andlisis 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 habian
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 proteinas mas cortas mientras que hTRPV4-pT1
y hTRPV4-pT2 corresponden a variantes de procesamiento que incluirian
secuencias extra que introducirian un codon de paro de traduccion por lo que se
esperaria la produccién de proteinas truncadas (pT1y pT2) en el extremo carboxilo
terminal., TRPV4-SV corresponde a un cambio de diez aminoacidos en la secuencia
(#855 RHLCRVRRKR) y por dultimo, TRPV4p-X1 con una insercion de 18
aminoécidos en fase (Ins 130 PAFPLYFLAVCISFHLAL) que produciria una proteina

un poco mas larga.

Finalmente se realiz6 un alineamiento de las secuencias de ambas especies
con las diferentes sefales de localizacidon nuclear (NLS) y se analiz6 cuales sefiales
estan presentes en cada secuencia, lo cual podria influir en la localizacién
subcelular de las isoformas del canal TRPV4 (Figura 15). Con este alineamiento se
observa que la NLS1 se interrumpe debido a la insercién en la secuencia TRPV4p-
X1, la NLS2 esta presente en todas las secuencias, NLS3 se elimina en las
secuencias de las isoformas TRPV4-B y E, la NLS4 no estaria en la hTRPV4-pT1
se interrumpe en la secuencia hTRPV4-pT2 y la NLS5 no estaria en las secuencias
TRPV4-SV, ni en las proteinas truncadas hTRPV4-pT1y hTRPV4-pT2.
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mnl 10 20 30 40 50 60 10 80 90 100 110 120 130 146

Vip (1) MACPSEGPHTGEGEVAETPGDESGT PGSEAF PLSSI ANLFEGELGSPSPSPADTGRPAGPGDGRNLRMKEQGAFRKGYPNPIDLLESTLYESSVV PGEKKAPMDSLEDYGTY RHHPSDNKRWRKKW IEKQPQSPKAPAPQPPPIL

Vah (1) MACSSEGPRAGEGEVAEL PGDESGT FGGEAF PLSSIANLFEGEDGSLSPSPADASRPAGPGDGRENLRMKEQGAFRKGVENPIDLLESTLYESSVVEGEKKAPMDSLEDYGTYRHHS SDNKRWRKKI TEKQPQSPKAFPAPQPPETL
Cmeensus (1) MAD SEGP GEGEVAE PGDESGTEG EAFPLSSIANLFEGECGS SPSPAD RPAGPGDGRENLRMKEQGAERKGVENPIDLLESTLYESSVVEGPKKAPMDSLEDYGTYRHH SDNKRWRKKIIEKQEQSPKAPAEQPPEIL
(147 141 160 170 180 1% 200 210 220 230 240 250 260 210 280 292

Vép (147) KVENRPILFLIVSRGSTTDLDGLLPELLTHKKRLT CEEFREPSTGKTCLPKALINLSNGRNDTI PVLLLIAERTGNMREF INSPERCIYYRGQTALHIATERRCKHYVELLVAQGADVHAQARGREFQPRDEGGY FYFGELPLSLA
VAh(147) KVENRPILFLIVSRGSTADLDGLLPFLLTHKKRLT CEEFREPSTGKTCLPKALINLSNGRNDTI PVLLLIAERTGNMREF INSPERLI YYRGQTALHIATERRCKHYVELLVAQGADVHAQARGREFQPKDEGGY FY FGELPLSLA
Consensus(147) KVENRPILECIVSRGST DLDGLLPELLTHKKRLILEEFREPSTGKTCLEKALINLSNGRNDTIPVLLLIAERTGNMREF INSPERCIYYRGOTALHIATERRCKHYVELLVAQGADVHAQARGREFQPKDEGGYE YEGELELSLA
(23293 300 310 320 330 340 350 360 310 380 390 400 410 420 438

Vip (23) ACTNQPHIVNYLTENPHKKACMRRQDSRGNTVLHALVAIADNTRENTKEVTKMYDLLLLKCARLFPDSNLEAVINSDGLSPIMMARKTGK I GVEQHI IRREVT CECTRHLSRKEKCWAYGPVY SSLYCLSSLDTCGEEASVIEILY
VAh{293) ACTNQPHIVNYLTENPHKKALMRRGDSRGNTVLHALVAIADNT RENTKEVTKMYDLLLLKCARLFPDSNLEAVINNDGLSPIMMARKTGK I GVEQHI TRREVI CECTRHLSRKEKCWAYGPYY SSLYCLSSLDTCGEEASVLEILY
Consensus(293) ACTNQPHIVNYLTENPHKKACMRRQDSRGNTVLHALVATADNTRENTKEVIKMYDLLLLKCARLFEDSNLEAVIN DGLSPIMMARKTGKIGVEQHT IRREVICECTRHLSRKEKDWAYGPVYSSLYLLSSLDTCGEEASVIEILY
{#38) 438 450 460 470 480 490 500 510 520 930 540 950 560 570 983

Vip (438) VYNSKIENRHEMLAVEPINELLRDKWRKEGAVSEY INVVSYLCAMVIFTLTAYYQPLEGTPPY PYRTTVLYI RIAGEL I TLETGVLFFFTNIKCLEMKKCPGVNSLE IDGSEQLLYFIYSVLVIVSARLYLAGIEAYI AVMVFALY
V4h{438) VYNSKIENRHEMLAVEPINELLRDKWRKEGAVSEY INVVSYLCAMVIFTLTAYYQPLEGTPPY PYRTTVLYI RIAGEV I TLETGVLFEFTNIKCLEMKKCPGVNSLE IDGSEQLLYFIYSVLVIVSARLYLAGIEAYIAVMVFALY
Consensus(436) VYNSKTENRHEMLAVEPINELLRDKWRKEGAVSEY INVVSYLCAMVIETLTAY YQPLEGTPEY PYRTTVL YL RIAGE I T TLETGVLEFFINIKCLEMKKCPGYNSLE IDGSFQLLYFIYSVLVIVSAALYLAGIEAYIAVMVEALV
{B84) 984 590 600 610 620 630 640 650 660 610 680 690 100 110 129

1 1 L 1 1 1 il 1 1 ] 1
Vép (534) LGWMNALYFTRGLKLTGTYSIMIQKILFKDLFRFLLVYLLFMIGYASALVSLLNPCANMKVCSEDHINCTVPTYPSCRDSETF STFLLDLFKLTIGMGDLEMLSSTKYPVVE T ILLVTY ITLTFVLLINMLIAIMGETVGQVSKES
V4h({584) TGWMNALYFTRGLKLTGTYSIMIQKI LFKDLFRFLLVYLLEMIGYASALVSLLNPCANMKVCNEDQTNCTVPTYPSCRDSETF STELLDLFKLTTGMGDLEMLSSTKYPVVE T ILLVTY ITLTFVLLINMLIAIMGETVGQVSKES
Consensus(584) LGWMNALYFTRGLKLTGTYSIMIQKILFKDLFRFLLVYLLFMIGYASALVSLLNPCANMKVC ED TNCTVPTYPSCRDSETFSTELLDLFKLTIGMGDLEMLSSTKYPVVEIILLVTYIILTFVLLINMLIAIMGETVGQVSKES
76 126 740 750 760 710 780 790 800 810 820 830 840 850 860 g71
Vidp (726) SKESKHIWKLOWATTILCIERSFPVELRKAFRSGEMVTVGKSSLGTPLRRWCERVDEVNWSHINGNLGIINELPGKSENYQYYGE SHTVGRLRRCRWS SVVPRVVELNKNSNPLEVVVPLDNMGNPSCDGHQQSY PPKWRTCDAPL
VAh(726) SKESKHIWKLQWATTILCIERSFEVELRKAFRSGEMVTIVGKSSLGTPLRRWCERVNEVNWSHINONLGI INECPGKNE TYQY YGE SHTVGRLRRCRWS SVVERVVELNKNSNPLEVVVPLDSMGNPRCDGHOQGY PRKWRTCDAPL
Consensus(726) SKESKHIWKLQWATT ILLCIERSFPVELRKAFRSGEMVTVGKSSCGTPLRRWCFRY EVNWSHWNGNLGIINECPGK E YQYYGESHTVGRLRRLRWSSVVPRVVELNKNSNPLEVVVPLD MGNP CDGHQQ YP KWRTLDAPL
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.
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Ml 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 145
hTRPV4 (1) MACSSEGPRAGPGEVAELFGLESGTPGGEAF PLSSLANL FEGEDGSLSESPACASRPAGPGDGRPNLEMKFQGAFRKGVPNP IDLLESTLYESSVV EGPKKARMCSLE DY GTYRHESSCNKRWRKK [T E~—————————-————~—
WIRPV4B (1) MALSSEGPRAGEGEVAELPGLESGTPCGEAF PLSSLANL FEGEDGSLSPSPACASRPAGPGDGR PN LEMKFQGAFRKGVPNP IDLLES TLYESSVV PGPKKA BMCSLF LY GTYRHHSS NKRWRKK T E-—————————-————~
WTRPWC (1) MALSSEGPRAGPGEVAELPGCESGTPGGEAFPLSSLANLFEGEDGSLSFSPACASREAGPGDGR ENLRMKFQGAFRKGVPNP IDL LESTLYESSVVEGEKKAPMDSLF LY GTYRHHSSCNKRWRKK I TE-—~——~=——==—===~
hTRPVAD (1) MACSSEGPRAGPGEVAELEGLESGTPG-—= === == === === === == mmmm e e —— DGRENLRMKFQGAFRKGVPNPIDLLESTLYESSVVEGEPKKAPMCS LY GTYRHHSSTNKRWRKK I [E~—=——=—==-=—=~—=
WRPWE (1) MALSSEGPRAGPGEVAELPGLESGTPCGEAFPLSSLANI FEGEDGSL SESPACASREAGPGDGRPNLRMKEQGAF RKGVENP DL LESTLYESSVV PGEKKAEMOS LE LY GTYRHHSSONKRWRKK T T E————— == === ===~
WRPWT (1) MACSSEGPRAGPGEVAELPGLESGTPGGEAE PLSSLANL FEGEDGSL SPSPACASRPAGPGDGR PNLEMKFQGAFRKGVPNP DL LESTLYESSVVEGPKKAPMCSLF DY GTYRHESS CNKRWRKK [T E-—————————-————~—
WTRPWPT2 (1) MALSSEGPRAGPGEVAELPGLESGTPGGEAFPLSSLANLFEGEDGSLSPSFALASRPAGPGDGRENLRMKFQGAFRKGVPNPIDLLESTLYESSVVEGEPKKAPMCSLFLYGTYRHHSSCNKRWRKKI IE———————————————
hTRPVASV (1) MAL‘S.‘:EGPRA\;P\JEVAELP\JBESl"TPGGEAFPLSSLANLFEGEDGSISPSPABASRPAGPGDoRP?\ILRMKFQuAFRKGVP\JPIDLLESTLVESSWP"FKKAPMDSL“EW’I‘VRHHSSDVKRWRKKIIE-——---—---———--—
PIRPV4 (1) MATPSEGPHTGPGEVAETFGTESGTPGSEAFPLSSLANLFEGEDGS PSS PACTGREAGPGDGR ENLRMKFQGAFRKGVENPIDLLES TLYESSVVEGEPKKAPME S LFLY GTYRHH ES CNKRWRKKY T E-—=————-=—-—-—-=
PIRPVAX1 (1) MADPSEGPHTGPGEVAET FGLESGTPGSEAF PLSSLANL FEGEDGS PSESPACTGREAGPGDGR ENLRMKFQGAF RKGVPNPIDL LESTLYESSVV BGEKKA MO S LE LY GTYRHH ESCNKRWR PAFELYFLAVCISEHL
PIRVX2 (1) MACPSEGPHTGPGEVAETEGLESGTPGSEAEPLSSLANI FEGEDGSPSPSPACT GREAGPGDGRENL RMKFQGAFRKGVPNPIDLLESTLYESSVV EGPKKAPMESLE LY GTYRHHESTNKRWRK PAFELYFLAVCISFHL

Consensus (1) MAESSEGPRAGPGEVAELPGEESGTPGGEAEPI_SSLANI_FEGEDGSLSPSPAL‘ASRPAGPGDGRFNLRMKFQGAFRKGVPNPIDI_LESTLYESSVVPGPKKAFMESLFEYGTYRHHSS]:NKRWRKKIIE
(144 149 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 288
hTRPV4(130) ———KQPQSPKAFAPQPPPILKV':"NRPILFL‘IVSRGSTADLDGLLPE‘LI_T!H(KFLTI:EEFREESTGKTCLPKALLNLSNGHNDTIPVLLDIAERTGBMREEINSPE‘RDIYYRGQTALHIAIERRCKHYVELLVAQGADVHAQARG
hTRPV4B (130) ————KQPQSPKAPAEQPPPTLKVFNREI LFLTVSRGSTADLDGLLPF LI THKKRLTCEEFRE ESTGKTCLEKALLNL SNGENCTTPVLL DIAERTGNMREF INS PFRDIY YRGQTALHIATERRCKHYVEL LVAQGADVHAQRRG
NTRPW-C(130) ————KQPQSPKAPAPQPPPTLKVFNRPILFCIVSRGSTADLDGLLPFLL THKKRLTCEEFRE PSTGKTCLPKALLNL SNGRNCT IPVLLDIAERTGNMREF INSPFRDIYYR
hTRPVAD (88) —---KQFQSPKAPAPQPPPILKVENRFILFCIVSRGSTADLDGLLPFLL THKKRLTLEEFRE PSTGKTCLEPKALLNLSNGRNCT TPVLLDIAERTGNMREF INSPFRDTY YRGTALHIA TERRCKHYVEL LVAQGADVHAQARG
hIRPW-E(130) ~---KQEQSPKAPAFQFPPT LKVENREI LFLTVSRGSTADLDGLL PFLLTHKKRLT CEEFREFSTGKTCLEKALLNLSNGRNCT I PVLLDIAERTGNMREF INSEFRDIY YR —- -~
ATRPWPT1 (130) ——KQFQSPKAPAPQFPPILKVENRFILFLIVSRGSTADLDGLLPFLI THKKRLTCEEFREPSTGKTCLPKALINLSNGRNCTIPVLIDIAERTGNMREF INSFFRDIYYRGQTALHIAIERRCKHYVELLVAQGADVHAQARG
NTRPV4pT2(130) ——-~KQPQSPKAPAPQPPPI LKVENRPI LFLIVSRGSTADLDGLL PFLLTHKKRLTDEEFRE PSTGKTCLPKALINLSNGRNCT IPVLL DIAERTGNMREF INSPFRDIY YRGQTALHIATERRCKHYVELLVAQGADVHAQARG
hTRPV4-SV(10) —---KQEQSPKAPARQFPPTLKVFNREI LFDTVSRGSTADLDGLL PFLLTHKKRLT EEFRE PSTGKTCLEKALLNLSNGRNDT TPVLLDIAERTGNMREF INS PFRD Y YRGQTALH IATERRCKHYVELLVAQGADVHAQARG
PTRPVA(130) —---KQEQSPKAPAPQEPPI LKVENRPILFLIVSRGSTTDLDGLL PFLLTHKKRLTCEEFREPSTGKTCLEKALLNL SNGRNCT I PVLLDIAERTGNMREF INSPFRDIY YRGOTALHIATERRCKHYVELLVAQGADVHAQARG
PIRPVAX1 (144) HLALKDEQSPKAPAPQPPPT LKVENRPILFCTVSRGSTTDLDGLL PELL THKKRL TCEEFREPSTGKTCLPKALLNL SNGENDT TPVLLDIAERTGNMREF INSEFRDIY YRGQTALHIA TERRCKHYVEL LVAQGADVHAQARG
PTRV4X2(144) HLALKQEQSPKAPAPQPPPILKVFNRPILFCIVSRGSTTDLDGLL PF LI THKKRL TCEEFREPSTGKTCLPKALLNL SNGRNDT IPVLL DIAERTGNMREF INSEFRDIY YRGOTALHIATERRCKHYVELLVAQGADVHAQARG
Coneenaus(144)  KQPOSPKAPAPQPPPILKVENRPILFTCIVSRGSTADLDGLLPFLLTHKKRLTCEEFREPSTGKTCLEKALLNLSNGRNCT IPVLLDIAERTGNMREF INSPFRDIY YRGQTALHIATERRCKHYVEL LVAQGADVHAQARG
@89) 289 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 433

hTRPV4@71) RFEQPKLEGGYFYFGELPLSLAACTNGPHIVNYLTENPHKKALMRRCDSRGNTVLHALVA IADNTRENTKFVTKMY CLLLLKCARLF PLSNLEAVLNNCGLS PLMMAAKTGK IGVFQHITRREVI DEDTRHLSRKFKDWAYGEVY
hTRPV4B @71) RFEQPKCEGGYFYFGELPLSLAACTNOPHIVNYLTENPHKKACMRRODSRGNTVLHALVAIACNTRENTKEVTKMY CLLLLKCARLF PCSNLEAVLNNCGLSFLMMAAKTCKIG———=————=————=——————m————— e

hTRPWM-C@3B) ——————————————GELPLSLAACTNCPHIVNYLTENPHKKACMRRCDSRGNTVIHALVATACNTRENTKEVTKMY LI LT KCARLE PLSNLEAVLNNCGL S FLMMAAKTGK IGIFCH I TRREVTDEDTRHLSRKEKDWAYGEVY
hTRPV4D@37) REFQFKCEGGYFYFGEL PLSLARCTNCPHIVNYLTENPHKKAIMRRQDSRGNTVLHALVATACNTRENTKEVTKMY CLL LI KCARLE PLSNLEAVLNNCGLS PLMMAAKTGK IGIFGH I IRREVTDEDTRHLSRKFKDWAYGEVY
hRPWM-E@38) ——————————-————CGELPLSLAARCTNQPHIVNYLTENPHKKALMRRQDSRGNTVLHALVAIALNTRENTKEVTKMY CLL LI KCARLE PLSNLEAVLNNCGLSFLMMARKTGKIG

hTRPV4pT1 @71) RFEQFKCEGGYFYFGELPLSLAACTNQPHIVNYLTENPHKKACMRRODSRGNTVLHALVAIACNTRENTKEVTKMY CLLLLKCARLE PLSNLEAVLNNCGLS FLMMAAKTGKIGIFQHI TRREVTDEDTRHLSRKFKDWAYGEVY
hTRPV4pT2@271) RFEQEKCEGGYFYFGELPLSI AACTNCPHIVNY LTENPHKKACMRRQDSRGNTVLHALVATACNTRENTKEVTKMYCLI LT KCARLF PLSNLEAVLNNCGLS FLMMAARTGK IGIFCHTTRREVTDEDTRHLSRKEKDWAYGEVY
hTRPV4-SV@M) RFFQFKCEGGYFYFGEL PLSLAACTNGPHIVNYLTENPHKKAIMRRODSRGNTVLHALVATACNTRENTKEVTKMY CLI LT KCARLF PESNLEAVLNNCGLS PLMMAAKTGKIGIFQH ITRREVTDEDTRHLSRKFKDWAYGEVY
PTRPVA2T1) REEQPKCEGGYFYFGEL PLSLAACTNCPHIVNY LTENPHKKALMRRCDSRGNTVLHALVATACNTRENTKFVTEMY CLL LT KCARLE PLSNLEAVLNSCGL S PLMMAAKTGK IGVFQHITRREVTDEDTRHLSRKFKDWAYGEVY
PTRPVAX1 (289) REFQPKLCEGGYFYFGELPLSLAACTNCPHIVNY LTENPHKKALMRRQDSRGNTVLHALVATALNTRENTKFVTKMYCLLLLKCARLE PLSNLEAVLNS CGLSPLMMARKTGK IGYFCHI IRREVTDEDTRHLSRKFKDWAYGEVY
pTRV4X2(89) RFFQFKCEGGYFYFGELPLSLAACTNGPHIVNYLTENFPHKKALMRRCDSRGNTVLHALVATACNTRENTKFVTKMY CLLLLKCARLEPLSNLEAVLNS CGLS FLMMAAKTGK IGVFGH I IRREVTDEDTRHLSRKFKDWAYGEVY
Consensus288) RFFQPKCEGGYFYFGELPLSI AACTNGPHIVNYLTENPHKKACMRRCDSRGNTVLHALVATACNTRENTKEVTKMYCLL LI KCARLE PLSNLEAVLNNCGLS FLMMAAKTGKIGIFQHI IRREVTDEDTRHLSRKEKDWAYGEVY

@) 431 440 450 460 70 480 490 500 510 520 530 540 550 560 578
hTRPV4{416) SSLYCLSSLDTCGEEASVLEILVYNSKIENRHEMI AVEPINEL LRDKWRKEGAVSFY INVVSYLCAMV IFTLTAYYQPI EGTEPYPYRTTVDYLRLAGEVITLETGVLEFETNIKDLEMKKCPGVNSLE ILGSFQLLYETYSVLY
hTRPV48 (385) NRHEMIAVEPINELLRDKWRKFGAVSFYINVVSYLCAMVIFTLTAYYQPIEGTPPYPYRTTVDYLRLAGEVITLFTGVLEFFTNIKDLFMKKC PGVNSLEIDGSFQLLYFTYSVLY

hTRPW-CE89) SSLYCLSSLDTCGEEASVLEILVYNSKIENRHEMLAVE PINELLRDKWRKEGAVSFYINVVSYLCAMVIFTLTAYYQPIEGTPPYPYRTTVDYLRLAGEVITLF TGVLEFFFTNIKDLFMKKCPGVNSLE ILGSFQLLYFIYSVLY
hTRPV4DE82) SSLYCLSSLDTCGEEASVLEILVYNSKIENRHEMIAVE PINELLRDKWRKEGAVSFYINVVSYLCAMV IFTLTAYYQPLEGT PPYPYRTTVDYLRLAGEVITLF TGVLFFFTNIKDLFMKKCPGVNSLE IDGSFQLLYFIYSVLY
hTRPW-EG38) -NRHEMILAVEFINELLRDKWRKEGAVSFYINVVSYLCAMVIFTLTAYYQPLEGT PPYPYRTTVDYLRLAGEVITLFTGVLEFFTNIKDLFMKKCPGVNSLEIDGSFQLLYFIYSVLV
hTRPV4pT1416) SSLYCLSSLDTCGEEASVIEILVYNSKIENRHEMI AVEFINEL LRDKWRKEGAV SEY INVVSYLCAMV IFTLTAYYQPLEGT PPYPYRTTVDY LRLAGEV ITLFTGVLEFFTNI KDLFMKKCPGVNSLE IDGSFQLL ———————
WIRPV4pT2(416) SSLYCLSSLDTCGEEASVIEILVYNSKIENRHEMI AVEFINELLRDKWRKEFGAVSEY INVVSYLCAMYV IFTLTAYYQPL EGT PPYPYRTTVDYLRLAGEVITLFIGVLE FETNIKDLFMKKC PGVNSLE ILGSFQLLYEIYSVLY
hTRPV4-SV@416) SSLYLCLSSLDTCGEEASVLE ILVYNSKIENRHEMIAVEPINELLRDKWRKEGAVSFYINVVSYLCAMVIFTLTAYYQPLEGT PPYPYRTTVDYLRLAGEVITLFTGVLEFFTNIKDLFMKKCPGVNSLE IDGSFQLLYEIYSVLV
pTRPV4{416) SSLYLCLSSLDTCGEEASVLEILVYNSKIENRHEMLAVE PINELLRDEKWRKEGAVSFYINVVSYLCAMV IFTLTAYYCPLEGTPPYPYRTTVDYLRLAG] % ITLFTGVLFFFTNIKDLFMKKCPGVNSLE IDGSFQLLYFIYSVLV

PIRPVAX1{434) SSLYCLSSLDTCGEEASVLEILVYNSKIENRHEMILAVE PINELLRDKWRKEGAVSFYINVVSYLCAMV IFTLTAYYCPLEGTPPYPYRTTVDY LRLAGEI ITLFTGVLEFFTNIKDLFMKKCPGVNSLE ICGSFQLLYFIYSVLY
PIRVAX2(434) SSLYCLSSLDTCGEEASVLEILVYNSKIENRHEMI AVE PINELLRDKWRKEGAY SFY INVVSYLCAMV IFTLTAYYCPI EGT FPYPYRTTVDY LRLAGEE ITLFTGVLE FFTNIKDLEMKKC PGVNSLEICGSFQLLYFIYSVLY
Consensus{434) SSLYLCLSSLDTCGEEASVLEILVYNSKIENRHEMIAVEFINELLRDKWRKEGAVSFYINVVSYLCAMVIFTLTAYYQPIEGTPPYPYRTTVDYLRLAGEVITLFTGVLEFFTNIKDLFMKKCEGVNSLEICGSFQLLYEFIYSVLV
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hTRPV4(561) TVEAALYLAGIEAY I AVMVEALVLCHMNALYFTRGLKLTCTY SIMIGKILEKCLFRFLLVYLI FMIGYASALVSLLNPCANMKVCNEDGTNCTVET Y PSCRDSETFSTFLLDL FKLTTGMCDLEMLSSTKYPVVE ITLIVIYITL
hTRPVAB (B01) TVSAALYLAGIEAYIAVMVEALVLGWMNALYFTRGLRLIGTY SIMIQK ILFKLLFREFLLVYLLFMI GYASALVSLLNPCANMKVCNEDGTNCTVET Y PSCRDSETFSTELLDLFKLT IGMGDLEMLSS TKYPVVE IILLVTY IIL
hTRPA-C{E14) TVSAALYLAGIEAY AVMVEALYVLGWMNALYFTRGLEKLTGTY SIMIGK ILFKCLERELLVYLL FMIGYASALYSLLNPCANMKVCNEDGTNCTV T Y PSCRDSETF STELLDL FKLT IGMGDLEMLSSTKYPVVELILLVTY ITL
hTRPVAD(EZ) TVSAALYLAGIEAYIAVMVEALVLGWMNALYFTRGLRLIGTY STMIQK ILFKCLFRFLLVYLL FMIGYASALVSL LNPCANMKVCNEDGTNCTVET YPSCROSETFSTELL DL FKLTIGMCDLEMLSSTKYPVVE TILLVTYITL
hTRPA-E@54) TVSAALYLAGIEAYI AVMVFALVLGWMNALYFTRGLKLIGTY SIMIGK ILFKDLERFLLV YL FMIGYASALVSLLNPCANMKVCNEDGTNCTVETYPSCRDSETF STELL DL FKLTIGMGDI EMLSSTKYPVVETILIVIYITL
hTRPV4pT1 553) ——
hTRPVART2(S61) TVSAALYLAGIEAYIAVMVEALVLGWMNALYFTRGLKLIGTY STMIQK TLFKCLFRFLLVYLI FMI GYASALVSL LNPCANMKVCNEDGTNCTVETYPSCRDSETFSTFLL DL FKLTTGMGDI EMLSSTKYPVVE TTLIVTY ITT
hTRPVSY(E61) TVSAALYLAGIEAYLAVMVEALVLGWMIALYFTRGLELTGTY SIMIGK ILFKCLERFLLVYLL FMIGYASALVSLLNPCANMKVCNEDGTNCTVETYPSCRDSETF STELLDL FKLT IGMGDIEMLSSTKYPVVELILLVIYIIL
pTRPVA(E61) TVSARLYLAGIEAYI AVMVFALVLCWMNALYFTRGLKLTGTY SIMIQKILFKDLERELLVYLL FMICYASALVSILNPCANMEVCSEDETNCTVET Y PSCRDSETE STELLDL FRLTTGMCDLEMLSSTRYPVVE ITLIVIYITL
PTRPVAX1 (579) TVSAALYLAGIEAYIAVMVFALVLGWMNALYFTRGLKLTGTY SIMIGKILFKCLERFLLVYLL FMICYASALVSLLNPCANMKVCESEDETNCTVET Y PSCRDSETF STFLLDL FKLTTGMCDLEMLSSTKYPVVEITLIVIYITL
pTRVAX2 (B IVSAALYLAGIEAYIAVMVEALVLGWMNALYFTRGLKLTGTY SINIGKILFKCLERELLVYLL FMIGYASALVSLLNPCANMKVCSEDETNCTVET YPSCRDSETFSTELLDLFRLT I GMGDLEMLSSTKYPVVEIILLVTYITL
Consensurs(579) 1VSAALYLAGIEAYIAVMVEALVLGWMNALYFTRGLKLIGTYSIMIGK ILFKCLERELLVYLLEMI GYASALYS LLNPCANMKVCNEDQTNCTVET Y PSCRDSETF STELLDLFKLT LGMGDLEMLSS TKYPVVE IILLVTY IIL
@29 724 130 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 868

hTRPVA{706) TEVLLLNMLIAIMGETVGCVSKESKHIWKLOWATTILDIERSFPVFLRKAFRSGEMVTVGES SDGT PDRRWCERVIEVHN SHWNCNLG I INELPGENETYQY YGE SHTVGRLRRCRWS SVVPRVVE LMK SNEDEVVV PLLSMGH
hTRPV4B $46) TFVLLLNMLIALMGETVGQVSKESKHIWKLGWATTILDIERSFPVFLREKAFRSGEMVTVGKS SDGTEDRRWCERVDEVNWSHWNCNLG I INECPGEKNETYQ Y YGE SHTVGRLRRCRWS SVVPRVVELNKNSNEDEVVV ELLSMGN
hTRPA-CESD) TEVLLLNMLIALMGETVGQVSKESKHIWKLOWATTILDIERSE PVFLRKAFRSGEMVTVGKS SDGT PDRRWCERVDEVNWSHWNGNLGIINECPGKNETYQY YGE SHTVGRLRRECRWS SVVPRVVELNENSNPDEVVYVELCSMGN
hTRPVADE7A) TEVLLLMMLIALMGETVGOVSKESKHIWRLOWATTILDIERSFPVELREAFRSGEMVTVGKS SDGT PDERWCERVDEVNWSHWNONLG IINECPGRNETYCYYGE SHTVGRLRRCRWS SVVPRVVELNENSNPDEVVY PLCSMGH
hTRPW-EESS) TEVLLLNMLIALMGETVGOVSKESEH IWKLOWATTILDIERSEPVELREAFRSGEMVTVGKS SDGT PDERWCE RVDEVNWSHWNGNLG ITNECPGKNETY QY YGE SHTVGRLERCRWS SVVPRVVELNENSNPDEVVY ELCSMGHN
hTRPV4pT1H53) ——
hTRPVAET2(706) TEVLLLNMLIALMGETVGCVSKESEHIWKLOSGRRRL——
hTRPVASV(70B) TEVLLLNMLIALMGETVGQVSKESKH IWKLOWATTILDIERSEFPVFLREKAFRSGEMVTVGKS SDGT FDRRWCEFRVDEVNWSHWNGNLG I INECPGKNETYQYYGE SHTVGRLRRCRWS SVVPRVVELNKNSNEDEVVVRHLCRVE
pTRPVA(706) TFVLLLNMLIALMGETVGQVSKESKHIWKLGWATTILDIERSF PVFLRKAFRSGEMVTVGKS SDGT PDRRWCE RVDEVNWSHWNGNLG I INECPGKSENYQYYGE SHTVGRLRRCRWS SVVPRVVE LNKNSNPDEVVYV PLCNMGN
pTRPVAXI (f24) TEVLLLNMLIALMGETVGQVSKESKHIWELCWATTILDIERSEFPVFLRKAFRSGEMVT VGRS SDGT PDRRWCFRVDEVNWSHWNCNLG I INELPGK SENYQYYGE SHTVGRLRRLEWS SVVPRVVE LNRN SNFDEVVV PLLNMGHN
pTRVAXZ(724) TEVLLLNMLIALMGETVGOVSKESEH IWKLOWATTIL DIERSEPVELREAFRSGEMVTVGKS SDGT PDERWCE RVDEVNWSHWNGNLG ITNECPGK SENY QY YGE SHTVGRLERCRWS SVVPRVVELNENSHPDEVVY FLCNMGHN
Consensus(724) TEVLLLNMLIALMGETVGQVSKESKHIWKLCWATTILDIERSFPVFLRKAFRSGEMVTVGKS SDGT PDRRWCERVDEVNWSHWNGNLGIINELPGKNETYQY YGESHTVGRLRRCRWS SVVPRVVELNENSNEDEVVYVELE MGN
(745) 1 870 889
hTRPVA(7Z7) NFRCDGHOOGY FREWRTLDAPL
hTRPV4B (857) NFRCDGHQQGY PRKWRTLDAPL
hTRPVAC(630) NPRCDGHOQGYFRKWRTLDRAPL
hTRPVAL}(883) NFRCDCHOQGYFREWRTLDAPL
hTRPVAE(B2) YFRCDGHOQGY FRKWRTTDAPL
hTRPV4-pT1 (553) -
hTRPVApT2({727) -

&) 5719 290 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 100 7o 123

pTRPVA(7ZT) 1PSCDGHOQSYPPEWRTLCDAPL
pTRPVA-X1(745) N1ESCDGHOQSY FEPKWRTCDAPL
pTRVAX2(745) NESCDGHOQSYFPEKWRTLDAPL
Consensus(746) NPRCDGHQQ YP KWRTLDRPL

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 asi como las secuencias hTRPV4pT1, hTRPV4pT2y hTRPV4-SV, correspondiendo estas
Ultimas a variantes de la proteina no reportadas anteriormente y descritas en este trabajo. Por otra parte las secuencias de las proteinas
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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{©8) 98 110 120 130 140 150 160
hTRPV4 {98) GPKKAPMDSLEDYGTYRHHSSECNKRWRKKIIE—————————————————— KQPQSPKAEAEQPPPILKVENI
hTRPV4AD (84) GPKKAPMDSLEDYGTYRHHSSCNKRWRKKIIE—————————————————— KQPQSPKAFAPQPPPILKVENI
hTRPVAC (98) GPKKAPMDSLEDYGTYRHHSSONKRWRKK I TE—————————————————— KQPQSPKAPAPQPPPILKVEN]
hTRPVAB {98) GPKKAPMDSLEDYGTYRHHSSENKRWRKKITE—————————————— KQPQSPKAPAPQPPPILKVENI
hTRPV4E (98) GPKKAPMDSLEDYGTYRHHSSCNKRWRKKIIE—————————————————— KQPQSPKAPAPQPPPILKVENI
hTRPV4pT1 (98) GPKKAPMDSLEDYGTYRHHSSONKRWRKKIIE—————————————————— KQPQSPKAPAPQPPPILKVEN]
hTRPWM-SV (98) GPKKAPMDSLEDYGTYRHHSSENKRWRKK I TE—————————————————— KQPQSPKAFPAPQPPPILKVEN]
hTRPVApT2 (98) GPKKAPMDSLEDYGTYRHHSSONKRWRKK I TE—————————————————— KQPQSPKAFAPQPPPILKVENI
pTRPV4 (98) GPKKAPMDSLEDYGTYRHHESCNKRWRKKVIE KQPQSPKAFAPQPPEILKVEN]
pTRPVAX1 GPKKAPMDSLEDYGTYRHHESCNKRWRKKVILPAFEL HIALKOPOSPKAFAPQPPEILKVEN]
(1) GPKKAPMDSLEDYGTYRHHSSCNKRWRKKIIE—————————————————— KQPQSPKAEPAPQPPPILKVEN
R | e e .
T Y |
NS () e e e e s
T i | e e e e e
Consensus (98) GPKKAPMDSLEDYGTYRHHSSCNKRWRKKIIE KQPQSPKAFPAPQPPEILKVEN]

(198) 193 200 210 220 409) 409 420

hTRPV4A{175) THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN
hTRPVAD(141) THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN
hTRPWM-C(175) THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN
hTRPV4B (175) THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN
hTRPWU-E(175) THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN
hTRPV4pT1{(175) THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN
hTRPV4-SV(175) THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN
hTRPV4pT2{175) THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN
pTRPVA(175) THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN
pTRPVAX1(193) THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN

hTRPV4391) RREVTDEDTRHLSRKFK
hTRPVAD@57) RREVTDEDTRHLSRKFEK
hTRPW-C344) RREVTDEDTRHLSRKFE

hTRPV4pT1{(391) RREVTDEDTRHLSRKEK
hTRPV4-SV{@391) RREVTDEDTRHLSRKFK
hTRPV4pT2(391) RREVTDEDTRHLSRKEK
pTRPVA391) RREVTDEDTRHLSRKFK
pTRPVA-X1{409) RREVTDEDTRHLSRKEK

NLS1 (84) ———————————— NLS1 (58) ————————————————
(NLS2 (1) THRKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN) . —
NS3 (1) —— (NLS3 (1) RREVTDEDTRHLSRKEK)
NS4 (1) ——————r NS4 () —————————
NLSE (1) —— - NSE (i) e s oo o ci

Consensus(198) THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN

(745) 745 750 760 770

hTRPV4({7Z) KESKHIWKLQWATT ILCIERSFEVELRKAF
hTRPVADEB) KESKHIWKLQWATTILCIERSFEVELRKAF
hTRPVM-CE80) KESKHIWKLQWATTILDIERSFPVELRKAF
hTRPV4B §67) KESKHIWKLQWATT ILCIERSFEVELRKAF
hTRPW-EE20) KESKHIWKLQWATTILCIERSFEVELRKAR
ITRPM-PT 50 i o i i s,
hTRPVASV({7Z7) KESKHIWKLQWATTILCIERSEFPVELRKAE
hTRPV4PT2(72Z) KESKHIWKLQSGRRRL~————————————-—
pTRPV4(7Z7) KESKHIWKLQWATT ILCIERSFEVELRKAF
pPTRPVA-X1({745) KESKHIWKLQWATTILLIERSFEVELRKAF

747 0

Consensus{409) RREVTDEDTRHLSRKFK

870 889

hTRPV4(729) /PL. DSMGNPRCDGHQQGY PRKWRTLCDAPL
hTRPV4-D{686) /P 1 DSMGNPRCDGHOQGY PRKWRTLDAPL
hTRPVA-C682) /PL.DSMGNPRCDGHCQGY PRKWRTLDAPL

hTRPV4B §69) /p1 DS

YPRKWRTCDAPL

hTRPVAE$22) /P1.DSMGNPRCDGHOQGY PRKWRTCDAPL

717 T2 b 2 s o

hTRPVA-SV(f29) /RHLCRVRRKR——————————————————

hTRPVAPT2(729) - ———— ———— e
PTRPVA({729) /P DNMGNESCDGHOOSY

PPKWRTLCDAPL

Kty [ ) Y pPTRPVA-X1 (747) /P DNMGNEPSCDGHOQSY PPKWRTEDAPL
O RS SRS S NLS1 (54 - —————— -
NIS3 (18) —————————— Ns2et)-—————
(NLS4 {1 KESKHIWKI_QWATTILEIERSFPVFLRKAF] Mo () e e
D Wl e e i ———— = .
Consensus(745) KESKHIWKLQWATTILCIERSFEVELRKAFE Zok, =

Figura 14. Alineamiento realizado con el programa Vector NTI 6.0, se reporta la comparacion entre
las secuencias encontradas para la proteina TRPV4 de humano con cinco sefiales y perro con las
cuatro sefales de localizacion nuclear obtenidas del analisis con los predictores.
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6.1.3. Resumen grafico del analisis de las isoformas deducidas de
TRPV4 y sus probables secuencias de localizacion nuclear.

Finalmente el andlisis in silico concluyd organizando toda la informacién
obtenida de forma gréfica en un esquema del canal TRPV4 indicando las isoformas,
las sefales de localizacion nuclear y las caracteristicas relevantes de la estructura
del canal, las cuales se representan en la Figura 15 y se organizan de la siguiente
manera: la estructura basica 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 especificamente las diferencias en
la secuencia de cada una en cuanto a los dominio ausentes en las proteinas. La
isoforma TRPV4-A corresponde a la proteina completa, TRPV4-B y E carecen de la
secuencia del aa 384 al 444 (A384- 444), en las isoformas TRPV4-C y E faltan los
aa de 237 a 284 (A237-284) y en la isoforma TRPV4-D faltan los aa 27 a 61 (A27-
61), (Arniges et al, 2006). De las variantes descritas en este trabajo la proteina
truncada 1, hTRPV4-pT1, tiene un coddn de paro debido a una insercion de un
codon de paro después del aa 552 (Ins de codén de paro), la proteina truncada 2,
hTRPV4-pT2, tiene una insercidon que cambia el marco de lectura después del aa
736 y agrega 6 aa diferentes a partir del aa 337 al 742 y un codon de paro (#737
SGRRRL). La secuencia TRPV4-SV tiene diferencias en la secuencia a partir del aa
855 con diez aminoacidos diferentes (#855 RHLCRVRRKR) con respecto a la
secuencia de TRPV4-A y por dltimo, de las secuencias de perro TRPV4p-X1 y
TRPV4p-X2, solo se esquematiza la X1 debido a que después del andlisis se
determind que corresponden a secuencias idénticas en el sitio que codifica la
proteina, en esta secuencia se encontr6 una diferencia de 18 aminoacidos
adicionales que corresponden a una insercion a partir del aminoacido 130 (Ins 130
PAFPLYFLAVCISFHLAL).

En el esquema se indican las 5 NLS y su ubicacién dentro de la proteina para
mostrar cuales son las regiones que podrian ser responsables del trafico de esta
proteina al nacleo, asi mismo de cuales isoformas tendrian estas sefiales y cuantas

de ellas.
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TRPV4-D
A27-61

NLS 2
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Figura 15. Esquema del canal TRPV4 y sus isoformas. Se indican las caracteristicas estructurales mas relevantes del canal, ademas de las
variantes del canal reportadas previamente en la literatura y las encontradas en este trabajo asi como la localizacién de las probables sefiales de
localizacion nuclear. En morado, se observan los repetidos de Ank 1-6, los rombos amarillos corresponden a las regiones transmembranales 1-6,

el rectangulo verde indica las secuencias del canal ausentes en las isoformas indicadas de TRPV4. Con lineas azules se indican las probables
sefiales de localizacion nuclear y finalmente las secuencias no reportadas se marcan en la figura indicando Ins: insercién, # secuencia diferente y
corte de la secuencia. Mas detalles en el texto.
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6.2. Andlisis experimental.
6.2.1. Disefio 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 continuacion.
6.2.2. Construccion 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 nacleo celular
(Matamoros, 2016). Esta observacién sugiere que la proteina del canal tenga
secuencias de localizacion nuclear que la direccionen de forma activa a través de
los poros de la envoltura nuclear. La pregunta a resolver con el analisis
bioinformético de la secuencia de TRPV4 fue identificar probables sitios NLS. El
analisis descrito en la seccion anterior nos arrojo la presencia de 4 NLS tedricos en
la secuencia de TRPV4 de perro. Para empezar a validar experimentalmente si
estas NLS son funcionales se utilizé un plasmido 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 vy detectarlo con la etiqueta
Flag para distinguirlo del canal enddégeno y ademas seguir su localizacion

subcelular.

En este trabajo se escogio al sitio NSL2, para verificar experimentalmente si
era funcional para lo cual se disefiaron oligonucle6tidos con la mutacion deseada
para eliminar la sefial NLS2 como se describe en la figura 16 en la cual se describe
como se disefid una mutacion en la NLS2. Se muestra la secuencia consenso de
una NLS formada por 2 aminoacidos con carga positiva K (lisina) o R (arginina), un
espaciador de 10 a 12 aminoacidos cualquiera seguidos de una secuencia de 5

aminoacido sen donde al menos 3 tienen carga positiva (Fig. 16 A).
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A (KR) (K/R)x10-12 (K/R) 3/5

B ' THKKRLTDEEFREPSTGKTCLPKALLNLSN 204

C Lys Lys Arg
WT 5_g CTG ACC CAT AAG AAG CGC CTG ACT GAC GAG G-3
NLS2M2F 5_g CTG ACC CAT CAG CAG GCC CTG ACT GAC GAG G-3

MutNLS2M2R 5 -G CTC GTC AGT CAG GGC CTG CTG ATG GGT CAG C-3

D WT NLSM2F
AAG AAG CGC CAG CAG GCC
Lys Lys Arg Glu Glu Ala

Figura 16. Mutagénesis del sitio NLS2. A) Secuencia consenso de una NLS bipartita
tedrica B) Secuencia de aminoacidos del canal TRPV4 de perro del 174 al 204 marcando en rojo
se indican 3 aminoacidos con carga positiva que serian afectados por la mutacién propuesta. C)

Secuencia de nucledtidos del canal TRPV4: secuencia silvestre (WT), y las secuencias de los
oligos NLS2mutF (forward) y NLS2mutR (reverso) disefiados para introducir los cambios de los 3
aminoacidos indicados en la parte superior, mostrando en rojo los nucleétidos cambiados para
producir la mutacion. D) Codones afectados por la mutacion indicando el cambio de los

aminoacidos entre el silvestre y el mutante.

6.2.1.1. Construccién de los plasmidos que se usaron de templado

para la mutagénesis.

La construccion partié de disefiar un plasmido intermediario para la mutagénesis
por la técnica de megaprimer a partir del plasmido pCMV-VADXBRI- existente en el
laboratorio el cual fue cortado inicialmente con la enzima de restriccion Eco RI para
verificar su identidad. En la Figura 17 se observa que se obtuvo el patrén esperado
de 2 bandas de 5292 y 1643 pb. Posteriormente este plasmido se cortd con la
enzima Hinc Il que produce 3 fragmentos de 4810, 1764 y 361 pb. Después de cortar

el plasmido se religé para recircularizar el fragmento de 4810 pb y construir el
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plasmido pV4D-HII. Con esta estrategia se elimind la mayor parte de la secuencia
de TRPV4 y un sitio Eco RI. En la fig. 18 se muestra el mapa del plasmido pV4D-
HIl al cual se le destruyo el sitio Eco RI cortando el plasmido con esta enzima y
posteriormente reparando la molécula con la enzima Klenow. Después fue religado
para producir un nuevo plasmido final llamado plJP (fig.19). Este plasmido se realizé
con la finalidad de obtener un pldsmido intermediario para la amplificaciébn por
megaprimer que tuviera solo el inicio de la proteina del canal TRPV4 de perro y que

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

Posteriormente el plasmido construido (plJP) se transformé en bacterias
competentes DH5a y se purificd para finalmente usar este templado en la primera
PCR de la amplificacién por megaprimer siguiendo la estrategia mostrada en la fig.
20.
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5

L~ EcoRI(673)

A)

6108b
5090 bp 5292bp 2990 4810
'Sa:I {(1468) 4072
Hine I (1604)
s pCMV-V4DXBRI-
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/ \
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Figura 17. A) mapa del plasmido pCMV-V4DXBRI- donde se muestran algunos sitios de restriccion, se observan dos sitios Eco Rl y tres
sitios Hinc Il que se usaron en las siguientes subclonaciones. B) Verificacion de los sitios Eco RI. El patron electroforético nos indica la presencia
de dos bandas del tamafio esperado de Eco RI: 1643 bp y 5292bp y tres bandas para Hinc Il a 361 bp, 1764 bp y 4810 bp, se realizé la

comparacion de las muestras vs el marcador de peso molecular (MM) de 1kb
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Figural8.Verificacion de sitio Eco RI en el plasmido pV4D-HII. A) Mapa del plasmido pV4D-HII, se observa que el plasmido solo tiene un sitio Eco
RI, un sitio Hinc Il y 2 sitios Sac |. B) Andlisis electroforético del sitio de restriccién con Hinc Il que deberia producir una banda 4810 el cual
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MM Hinc Il EcoRI

Figura. 19. Verificacion del plasmido plJP. A) Mapa del plasmido. B) Andlisis electroforético de la restricciéon Hinc Il y Eco Rl vs el MM,

donde se ve que el sitio Eco RI no tiene corte, por el contrario con Hincll se observa una banda a 4810bp,
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Mutagénesis para la construccién del plasmido pNLS2-Flag (TRPV4) por megaprimer

* Mutacién NLS2

T3 NLS2mutR
N @
Templado 900 pb del extremo
plUP | |Kpn amino de TRPV4 de perro
Km® Mot
*
f_ 12 PCR
Not + V4D-680K
&
Templado
cDNA completo de TRPV4
Not Eco RI
pTRPV4D Eco Rl
Ap"
——r*— 22 PCR
Not EcoRI

l

Cortar con Not | y Eco R1 e intercambiarlo por el
fragmento equivalente en pTRPV4-Flag

Figura 20. Esquema de la mutagénesis. 1ra PCR se inserta la mutante reversa (NLS2mutR) en un templado intermedio

plJP. En la 2da PCR se inserta el cDNA TRPV4 completo en el templado pTRPV4D para obtener el megaprimer.

AihiY



6.2.2. Amplificacién por megaprimer.

La mutagénesis del sitio NLS2 de TRPV4 se realiz6 por PCR con la técnica
de megaprimer siguiendo el esquema que se describe en la figura 20

Se realizé la amplificacion de la regién inicial del canal TRPV4 a partir del
plasmido templado plJP y utilizando los oligos T3 (directo) y NLS2mutR (reverso)
gue contiene los cambios en la secuencia que se querian introducir con lo cual
esperabamos obtener un fragmento de 600 bp (12 PCR) mostrado en la figura 21
A.

El fragmento de 600 pb corresponde al megaprimer y se us6 en la segunda
PCR agregando el oligo reverso V4D-680K y el DNA templado pTRPV4D.

En la segunda PCR se esperaba la amplificacion de un fragmento de 2185
pb, Figura 21 B. Este fragmento se purifico de gel y posteriormente se cortd con
las enzimas Not | y Eco RI para intercambiarlo por el fragmento Notl-EcoRI del
plasmido pTRPV4-Flag Figura 21 C.
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A) B) MM  PCR2
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1018 bp 1636bp 2185bp
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517 bp
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MUtNLS2
MutNLS2
MUtNLS2
DV4F4
— 325 e pTRP\{f.fIag-NLS 2 R
2036 ‘ 6899 bp
* Hinc I1 (1608
1636
DV4F3
TRPV4- Flag
1018
DV4FS
65 EcoRI(232
506

Flag
Figura 21. Construccion de la mutante TRPV4 NLS2 Verificacion 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 inespecificas.
C) Restriccion con Notl y EcoRI del fragmento de la PCR2 purificado de gel. D). Mapa del plasmido
final pTRPV4-Flag-NLS2 que se intentd construir, en este se denota con una flecha roja la proteina
del canal TRPV4, se encuentran sefialados el sitio que corresponderia a la mutacion NLS2 y la

etiqueta Flag en el extremo carboxilo terminal.

De esta construccidn se secuenciaron 3 clonas pero desafortunadamente
no tenian incorporada la mutacién del sitio NLS2 y correspondieron a la secuencia

silvestre.
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7. DISCUSION.

La membrana celular mantiene separada la célula del medio que la rodea y
regula la entrada y salida de sustancias. Los canales i6nicos 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 podria sobrevivir. Sin
embargo algunas proteinas de canales i6nicos pueden translocarse al ndcleo, estas
observaciones son recientes, puesto que hasta hace unos afos se creia que los
canales solo se encargaban del transporte selectivo a nivel de la membrana
plasmatica (Curtis y Schnbek, 2007).

La presencia sumamente inusual del canal TRPV4 en el nicleo, reportada
por primera vez por Zhao y col. (2012), describe el canal TRPV4 en el nacleo de
miocitos ventriculares de rata neonata, TRPV4 se presenta como una proteina que
se transloca al nucleo al poner a las células en medio hipotdnico y podria tener en
el nacleo funciones distintas a las descritas para los canales en la membrana
plasmética. Adicionalmente, por resultados obtenidos en nuestro laboratorio
sabemos que el canal TRPV4 se encuentra en el nicleo en células MDCK de
epitelio renal, aunque todavia se desconoce su funcion en este compartimento
celular, esto resulta interesante desde el punto de vista molecular ya que se han
descrito algunos canales i6nicos que se localizan en el nicleo y que regulan la
transcripcion como es el caso del canal de potasio BK activado por calcio y voltaje
(Li, et al., 2014). Sin embargo, por la poca informacion sobre la existencia de
canales ionicos en el nucleo, nos es dificil inferir cuél seria la funcion del canal
TRPV4 en el nucleo celular. Una primera aproximacion es identificar si tiene alguna
sefal de localizacion nuclear en su secuencia y asi poder identificar dominios de la

proteina que sean importantes para su direccionamiento activo hacia el nucleo.

De esta forma suponemos que la presencia de TRPV4 en el nucleo debe
estar relacionada con la presencia de una o varias secuencias de localizacién
nuclear, por esa razén en este trabajo se buscaron estas sefiales y se encontraron

4 probables sitios NLS en la secuencia de TRPV4 de perro y cinco sefales en la
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secuencia de humano que podrian ser funcionales (tabla 3). Se sabe que una sefal
de localizacion nuclear funcional es reconocida por las importinas en el citoplasma,
las cuales son responsables de dirigir e importar proteinas del citoplasma al nucleo.
Existe un reporte del canal ibnico OCR-2 de Caenorabditis elegans que pertenece
a la familia de los canales TRPV en donde se describe que éste se encuentra en el
nucleo de células neuronales y tiene una sefal de localizacion nuclear que al ser
mutada evita la llegada del canal al nacleo, aunque en este trabajo no se logra
demostrar la funcién que tendria esta molécula en el nucleo (Ezak y Ferkey, 2011).
Con la intencién de saber si el canal TRPV4 de perro aislado de células MDCK
cuenta con una o varias sefiales de localizacion nuclear que expliquen su inusual
localizacion en este compartimento celular, se llevd a cabo un analisis in silico de la
secuencia de esta proteina mediante el uso de herramientas bioinformaticas, las
cuales ofrecen a la ciencia un sin nimero de opciones para realizar investigaciones
de manera mucho més eficiente; entre ellos se destacan la gestién de datos en el
laboratorio, la automatizacidon de experimentos, el ensamblaje de secuencias
contiguas, la prediccibn de dominios funcionales en secuencias génicas, el
alineamiento de secuencias, las blsquedas en bases de datos de estructuras, la
determinaciéon y prediccién de la estructura de macromoléculas, la evolucion

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

La identificacion de secuencias dentro de una proteina es actualmente una
de las técnicas bioinformaticas mas utilizadas cuando se busca una secuencia
funcional. Por lo tanto, en este trabajo se evaluaron las probables sefiales de
localizacion nuclear (NLS) de la proteina del canal TRPV4 con la ayuda de estas
herramientas, iniciando con la blusqueda de predictores que utilizaran algoritmos
matematicos para identificar NLS (tabla 1). Estas pequefias secuencias de
aminoacidos modulan el transporte de una proteina al ndcleo y estan directamente
relacionadas con la localizacion de una proteina en el nucleo, los residuos de estas
secuencias forman una interaccion critica con las a-importinas las cuales son el
primer adaptador de importancia en el nucleo (Ezak y Ferkey, 2011). Aunque para
el canal TRPV4 no se han reportado funciones de estas secuencias otros autores

que utilizan herramientas bioinformaticas han determinado la presencia de
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proteinas nucleo-citopldsmicas en levaduras a partir de secuencias de NLS
predichas por la herramienta bioinformética cNLS Mapper, al igual que en este
trabajo, ellos dirigen su atencién a las predicciones del programa y después
experimentan con estas proteinas para encontrar dichas secuencias (Kosugi, et al.,
20009).

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 cuales secuencias podrian ser funcionales en el transporte de la proteina
al nucleo. En su estudio ellos comparan PSORT Il con cNLS Mapper para
determinar proteinas nucleo-citoplasmicas en levaduras, PSORT Il es utilizado
también para realizar un andlisis basado en secuencias gendémicas para detectar
factores de virulencia de Micobacterium tuberculosis y en el caso de este trabajo se
utilizé 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 aminoacidos basicos usualmente lisinas (K) y argininas (R) y
estas pueden ser monopartitas o bipartitas dependiendo del contenido de residuos
bésicos. Nduyen, et al., 2009 utilizan este analisis para implementar un predictor
NLStradamus que calcula mediante un algoritmo matematico cuales secuencias
pudieran ser una NLS, segun los autores y creadores de estos software, la
secuencias se dividen en: monopartitas; las secuencias que contienen solo un grupo
de residuos basicos y a su vez se dividen en dos subclases, basicos consecutivos
con al menos cuatro aminoacidos basicos consecutivos y basicos representados
por K(K/R) x (K/R) con una secuencia consenso donde x indica cualquier
aminoacido y por otra parte las secuencias bipartitas que son secuencias que
contienen dos grupos de residuos basicos separados por un enlazador de 10-12
aminoacidos definida como (K/R) (K/R) x10-12 (K-R) 3/5 donde x es cualquier
aminoéacido y (K/R) es al menos 3 lisinas o argininas de 5 aminoacidos (Nduyen, et
al., 2009, Raghavendra y Bonham-Smith, 2013). Después de entender cual es el

algoritmo que utilizan los predictores de NLS se realizé la busqueda de estos
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softwares de libre acceso (tabla 1) de los cuales solo se encontraron activos cNLS
Mapper, PSORT Il y NLStradamus. Dado que las herramientas bioinformaticas
trabajan en conjunto se utilizaron los resultados del BLAST que se realizé 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
realiz6 el alineamiento para saber cudles 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 realizé 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). Sabiamos de ante mano que no
podiamos experimentar con todas las NLS obtenidas por lo cual se decidio que se
enumerarian en un orden logico del extremo amino al carboxilo de esta forma se
podria probar experimentalmente las secuencias y poder tener un orden en la
experimentacion y asi determinar cuales de estas NLS son funcionales para el

direccionamiento de TRPV4 al nucleo.

De las cinco probables sefales de localizacion nuclear se experimento
mutando la NLS2 debido al orden en el que se asigno la numeracién, es decir del
extremo amino al carboxilo, (tabla 2) cabe resaltar que esta sefial es la Unica de las
cinco que estad 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 sefal esta presente en todas las variantes
de TRPV4 encontradas, se sabe que solo la isoforma A (proteina completa) y la D
son funcionales en la membrana plasmaética, las otras isoformas (C, D y E) son
retenidas en el reticulo endoplasmico (Arniges, et al., 2006). Aungque ninguna se ha
reportado que alcance el nudcleo. Aunado a estas variantes de splicing, en este
trabajo se encontraron cuatro mas que no habian sido reportadas con anterioridad

y en las cuales también se encuentra presente esta sefial de localizacién nuclear.

El uso de programas como Vector NTI 6.0 (fig. 11) nos permitié 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 profundizacion 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 ademas sabemos que los dominios del carboxilo terminal son
criticos para la maduracion de la misma, por ejemplo, si se realiza una delecién de
la region 837- 857 se verd afectada la maduracion de la proteina y su transporte a
través de la célula (Lei, et al., 2013). De la misma manera la pérdida o eliminacion
de los dominios del amino terminal obtenidas por procesamiento alternativo
(variantes de splicing) puede provocar alteraciones con las interacciones del canal
con otras proteinas. La importancia de la completa y correcta maduracion de la
proteina del canal TRPV4 se liga directamente a que una sola mutacion puede
derivar en un déficit funcional, por ejemplo, una simple mutacion en el aminoacido
E797 del COOH- terminal resulta en la apertura constitutiva del canal (Shigematsu,
et al., 2010) a su vez la interaccidbn del canal con otras proteinas resulta
indispensable para el correcto funcionamiento de la célula al corresponder a una
proteina polimodal, se conocen cerca de 37 proteinas que interactian con el canal
dentro de las cuales se encuentra el grupo de las proteinas que modifican la
localizacion 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 nlcleo y posteriormente en células crecidas
a alta densidad celular el canal ya no se ve en el nucleo y se localiza en los bordes
celulares (Matamoros, 2016 y Martinez-Renddn, resultados no publicados). Por lo
cual es necesario saber cudl de las NLS presentes en el canal es la responsable de
este movimiento inusual, asi como saber si todas las sefales 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 migracion inusual del canal TRPV4 entre el nucleo y el

citoplasma y asi poder estudiar mas a detalle su funcion.

Al ser TRPV4 un canal ionico activado por un gran numero de estimulos, su

funcién y expresion en diversos érganos y tejidos es imprescindible pues una simple
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alteracion podria 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
expresion de las proteinas que codifican para los canales ionicos, las cuales se les
conoce como canalopatias, en el caso del canal TRPV4, se han descrito con mayor
importancia las displasias esquelética, atrofias musculares, neuropatias,
enfermedades neurodegenerativas, cancer y finalmente la muerte, todas causadas
por mutaciones en el canal (Gller, 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
proteina que se ha encontrado en el ndcleo corresponde a la proteina completa de
acuerdo a los pesos moleculares identificados de 122 kDa, pero ademas, de
acuerdo a los resultados obtenidos en el Western Blot (Matamoros, 2016) podrian
encontrarse fragmentos o variantes del canal en el nicleo de acuerdo a los pesos
moleculares de bandas de 90 y 50 kDa que también se han identificado. Aunque
aun se desconoce, cudl seria la funcién de estas isoformas y cuales de estas
sefiales de localizacion nuclear son funcionales para el trafico del canal TRPV4 al
nudcleo, se siguen investigando en nuestro laboratorio la funcionalidad de las NLS

encontradas en este trabajo.

La sintesis del DNA abre el camino para la produccién de cantidades
importantes de fragmentos de DNA. Mediante la incorporacion de un DNA
recombinante en un sistema celular que permita la replicacion del DNA
recombinante, puede conseguirse la amplificacion del DNA. Para ello se utiliza un
DNA portador, denominado vector de clonacion. Los plasmidos bacterianos son

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

Muchas bacterias contienen un UGnico cromosoma circular de
aproximadamente cuatro millones de pares de bases y moléculas de DNA

minicircular denominadas plasmidos (Schleif, 2000).
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Los plasmidos o construcciones plasmidicas son moléculas de DNA
extracromosomal, circulares y de doble hebra que se pueden replicar en una
bacteria, estan compuestos normalmente de unas pocas pares de bases y
raramente asociados con la gran molécula cromosémica. Los genes contenidos en
el pldsmido cumplen varias funciones; entre ellas la capacidad de conferir a la
bacteria resistencia a los antibioticos, una caracteristica util para la seleccion de
colonias especificas en una bacteria (Lodish, 2005, Biggs, 2007). Debido a su
capacidad de replicacion independiente a la replicacion cromosomal, estas
construcciones son ampliamente utilizadas en técnicas de DNA recombinante para
integrar fragmentos de informacién genética especifica que se pretende amplificar
en una bacteria con la finalidad de construir proteinas recombinantes o con
mutaciones especificas predisefiadas que permitan el estudio de dominios
funcionales de proteinas de interés (Schleif, 2000). En el caso de la biologia
molecular, las construcciones plasmidicas que producen proteinas marcadas con
epitopos (etiquetas) son altamente utilizadas para la busqueda de la localizacién

intracelular de proteinas (Devlin, 2004).

El andlisis molecular actualmente provee de respuestas claves sobre cémo
funcionan los organismos a nivel proteico y cOmo estos procesos interactian con la
célula y a su vez con otras proteinas, 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 fendbmenos ocurridos en
un modelo celular silvestre (WT) y un modelo mutante. En conjunto con el uso de
plasmidos con mutaciones especificas se realizan infinidad de investigaciones
sobre la funcién de las proteinas y su repercusion 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 idoneas para la misma, al secuenciar nuestra

construccion observamos que no se logré introducir la mutacién que se deseaba.
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Sin embargo, la relevancia sobre el trafico nucleo-citopldsmico del canal
TRPV4 y sus variantes continla siendo una pregunta a resolver y este trabajo sienta
las bases para empezar a validar cada una de las probables sefiales de localizacion
nuclear del canal TRPV4 y ademas 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

v 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
deberan ser validadas experimentalmente.

v En este trabajo se reportan 4 isoformas probables del canal TRPV4 no
reportadas anteriormente las proteinas truncadas pT1l y pT2 de 552 y 742 aa
respectivamente, una proteina mas larga TRPV4pX1 de 889 aa y una proteina
de 865 aa con 10 aa del extremo carboxilo diferente con respecto al canal
silvestre de 871 aa.

v Algunas de las NLS propuestas se eliminan en algunas variantes de
canal TRPV4 pudiendo originar variantes con diferente localizacion nuclear y
citoplasmica.

v No todas las isoformas tienen las mismas NLS debido a inserciones o
deleciones en los extremos amino o carboxilo terminales.

v Finalmente, con la insercion de la mutNLS2 no obtuvimos resultados
positivos pues después de secuenciar nuestro plasmido se observé que no tenia

la mutacién que desedbamos.
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