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RESUMEN 

 

 

La distrofina y el complejo de glicoproteínas asociadas a distrofina (DGC, por sus siglas en 

inglés) son proteínas que funcionan como un andamio molecular en donde se unen diversas 

moléculas de señalización, entre las que se encuentran receptores y canales iónicos como, 

por ejemplo, los canales de calcio dependientes de voltaje (CaV). Los canales CaV están 

conformados por la subunidad formadora del poro CaVα1 y, al menos, dos subunidades 

auxiliares llamadas CaVβ y CaVα2δ. Además de las subunidades auxiliares, el estudio del 

proteoma en el cerebro completo de ratón ha revelado que los canales CaV2 están embebidos 

en un microambiente de alrededor de 200 proteínas, algunas de las cuales pertenecen al 

DGC. Este trabajo tuvo como objetivo estudiar las interacciones entre el canal CaV2.1 y el 

DGC en el cerebro de ratón, así como analizar las repercusiones funcionales de estas 

interacciones. Mediante experimentos de inmunoprecipitación, definimos la composición de un 

complejo proteico formado por Dp140 y α1-sintrofina con CaV2.1, CaVα2δ-1 y CaVβ4e. Por 

medio del ensayo de ligamiento por proximidad (PLA), encontramos que CaV2.1 y CaVα2δ-1 

interactúan con la distrofina en el hipocampo y el cerebelo. Además, demostramos que la 

asociación del canal con Dp140 y α1-sintrofina cambia la estabilidad de la proteína CaV2.1, 

aumentando significativamente su vida media de  24.3 ± 5.2 a  62.4 ± 10.9 horas (P < 0.02). 

Los ensayos de electrofisiología mostraron que la co-expresión de Dp140 y α1-sintrofina con 

el complejo del canal CaV2.1/CaVα2δ-1/CaVβ4e provocó un aumento sustancial en la actividad 

del canal. Con los resultados obtenidos en este trabajo hemos identificado a Dp140 y α1-

sintrofina como compañeros nuevos de interacción del canal neuronal CaV2.1 y, por primera 

vez, proporcionamos evidencia experimental de que esta interacción regula positivamente la 

función de CaV2.1. 
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ABSTRACT 

 

Dystrophin and the dystrophin-associated glycoprotein complex (DGC) are molecular scaffolds 

for binding various signaling molecules, including receptors and ion channels like voltage-

gated Ca2+ (CaV) channels. CaV channels comprise the pore-forming subunit CaVα1 and at 

least two auxiliary subunits called CaVβ and CaVα2δ. Besides the auxiliary subunits, proteome 

study in the whole mouse brain has revealed that CaV2 channels are embedded in a 

microenvironment of about 200 proteins, some of which belong to the DGC. This work aimed 

to study the interactions between the CaV2.1 channel and the DGC in the mouse brain and 

analyze the functional implications of these interactions. Using immunoprecipitation 

experiments, we defined the composition of a protein complex formed by Dp140 and α1-

syntrophin with CaV2.1, CaVα2δ-1, and CaVβ4e. Using proximity ligation assay (PLA), we 

determined that CaV2.1 and CaVα2δ-1 interact with dystrophin in the hippocampus and the 

cerebellum. We showed that the association of the channel with Dp140 and α1-syntrophin 

changes the stability of CaV2.1 protein, significantly increasing the half-life of CaV2.1 from 

24.3 ± 5.2 to 62.4 ± 10.9 hours (P < 0.02). Electrophysiology assays showed that 

coexpression of Dp140 and α1-syntrophin with the CaV2.1/CaVα2δ-1/CaVβ4e channel complex 

caused a substantial increase in channel activity. With the results obtained in this work, we 

have identified Dp140 and α1-syntrophin as novel interaction partners of the neuronal CaV2.1 

channel and provided experimental evidence for the first time that this interaction positively 

regulates CaV2.1 function. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Distrofia muscular de Duchenne 

 

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad hereditaria recesiva 

ligada al cromosoma X que se caracteriza por la degeneración progresiva de los músculos, 

alteraciones cardíacas y cognitivas. Generalmente, los pacientes con DMD son 

diagnosticados entre los 2 y 7 años, ya que durante este período presentan retraso en el 

desarrollo con dificultad para sentarse, caminar y hablar. Casi todos los pacientes pierden la 

capacidad de caminar antes de la adolescencia, lo que los lleva al uso de sillas de ruedas. Por 

lo general, estos pacientes fallecen por complicaciones cardíacas o respiratorias durante la 

tercera década de vida (Birnkrant et al., 2018). La DMD es causada por mutaciones en el gen 

DMD que codifica a la proteína distrofina. El espectro de mutaciones del gen DMD incluye 

80% de eliminaciones y duplicaciones grandes (de uno a varios exones); el 20% corresponde 

a mutaciones pequeñas (menores a un exón), las cuales incluyen mutaciones puntuales, 

eliminaciones, inserciones y mutaciones que afectan a los sitios de splicing (Bladen et al., 

2015). Debido a que el gen DMD tiene una tasa de mutación relativamente alta, 

frecuentemente, se identifican nuevas mutaciones en este gen (Tuffery-Giraud et al., 2009; 

Vieitez et al., 2017).   

 

La “hipótesis del marco de lectura” (Monaco et al., 1988) señala que las mutaciones en 

el gen DMD, que eliminan el marco de lectura abierto, conducen a la pérdida de la distrofina y 

causan la DMD, con una incidencia de aproximadamente 1 en 3,500 varones recién nacidos  

(Emery, 2002; Mah et al., 2014). En cambio, mutaciones que mantienen el marco de lectura 

abierto causan una disminución en la cantidad o alteran el tamaño de la distrofina, 

produciendo una variante de la enfermedad, clínicamente menos severa, conocida como 

distrofia muscular de Becker (DMB) (Bladen et al., 2015; Koenig et al., 1989); en esta 

variación de la enfermedad, la proteína mutada puede compensar parcialmente la función de 

la distrofina. Varios estudios han reportado alrededor del 9% de excepciones a la hipótesis del 

marco de lectura; es decir, pacientes con DMB que tienen eliminaciones o duplicaciones con 
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pérdida del marco de lectura abierto y pacientes con DMD que presentan mutaciones que 

conservan el marco de lectura (Aartsma-Rus et al., 2006). 

 

 

1.2. Distrofina 

 

1.2.1. Expresión de distrofina 

 

La distrofina es una proteína del citoesqueleto, asociada a la membrana plasmática; es 

miembro de la familia de espectrinas que incluye α- y β-espectrina, α-actinina, distrofina y 

utrofina (Nicolas et al., 2014). Las proteínas α- y β-espectrina pueden formar dímeros o 

tetrámeros, α-actinina forma dímeros, mientras que distrofina y utrofina permanecen como 

monómeros (Broderick and Winder, 2005). La distrofina es codificada por el gen DMD, el cual 

es uno de los genes más grandes del genoma humano; se ubica en el brazo corto del 

cromosoma X, abarca 2.22 Mb y codifica un transcrito de 14 kb que dirige la expresión de 

distrofina (Hoffman et al., 1987). La transcripción del gen DMD es controlada por siete 

promotores independientes, específicos de tejido, que originan tres distrofinas de 427 kDa, 

denominadas “distrofinas de longitud completa” y cuatro isoformas de menor tamaño. Las 

isoformas de distrofina se denominan con las letras Dp seguidas de su peso molecular. La 

expresión de Dp427 es controlada por tres promotores distintos y se denominan Dp427c, 

Dp427m y Dp427p. Las isoformas de menor tamaño, cuya expresión es controlada por 

promotores internos, son: Dp260, Dp116, Dp140 y Dp71 (tabla 1 y figura 1). Además de estas 

isoformas, el splicing alternativo hacia el extremo 3’ del mRNA del gen DMD produce 

numerosas variantes, tanto de la distrofina de longitud completa como de las isoformas de 

menor tamaño (Feener et al., 1989; Gazzoli et al., 2016; Tuffery-Giraud et al., 2017).  

 

La caracterización del transcriptoma del gen DMD se ha dificultado por su tamaño y 

complejidad, ya que además de contener 79 exones y siete promotores, el gen DMD tiene 

intrones excepcionalmente largos (rango de 107 bp a 360 kb), dos sitios de poliadenilación y 

numerosos transcritos alternativos (Gazzoli et al., 2016). 
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Tabla 1. La expresión de las diferentes isoformas de distrofina está controlada por varios 

promotores ubicados a lo largo del gen DMD. 

 

Isoforma Promotor 
Ubicación 

del promotor 
Expresión 

Referencias 

(reportes originales) 

Dp427c B (Brain) 
5’ río arriba del 

promotor M 

Hipotálamo, corteza y 

músculos estriados. 

Tejidos fetales 

(Barnea et al., 1990; 

Chelly et al., 1990; 

Gorecki et al., 1992) 

Dp427m M (Muscle) 5' del gen 
Músculo esquelético y 

cardíaco. Tejidos fetales 

(Barnea et al., 1990; 

Chelly et al., 1990) 

Dp427p P (Purkinje) 
3’ río abajo del 

promotor M 

Neuronas cerebelares 

de Purkinje 

(Gorecki et al., 1992; 

Holder et al., 1996) 

Dp260 R (Retinal) Intrón 29 
Retina, cerebro y tejido 

cardíaco 
(D'Souza et al., 1995) 

Dp140 B3 (Brain3) Intrón 44 
Cerebro, retina y tejidos 

renales 
(Lidov et al., 1995) 

Dp116 
S (Schwann 

cells) 
Intrón 55 

Nervios periféricos de 

adulto 
(Byers et al., 1993) 

Dp71 G (General) Intrón 62 
Cerebro, retina, riñón, 

hígado y pulmón 

(Blake et al., 1992; 

Hugnot et al., 1992; 

Lederfein et al., 1992) 
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Figura 1. Esquema de las diferentes isoformas de distrofina. En el recuadro se muestran los principales dominios 

del extremo carboxilo, presente en todas las isoformas de distrofina. Modificado de (Leyva-Leyva et al., 2018). 

 

1.2.2. Función de la distrofina y el complejo de glicoproteínas asociadas a 

distrofina 

 

Campbell y Kahl reportaron el aislamiento de distrofina de membranas de músculo 

esquelético y encontraron una estrecha asociación entre distrofina y un complejo de 

glicoproteínas (Campbell and Kahl, 1989) al que denominaron complejo de glicoproteínas 

asociadas a distrofina (DGC) (Ervasti et al., 1990; Ervasti and Campbell, 1991; Yoshida and 

Ozawa, 1990). La distrofina se une, por medio de su extremo carboxilo, a proteínas integrales 

de membrana y proteínas citosólicas que componen el DGC (Ervasti, 2007) (figura 2). El DGC 

incluye a las sintrofinas y α-distrobrevina, que son proteínas citoplasmáticas, y a los 

sarcoglicanos, sarcospan y distroglicano, que son proteínas transmembranales. La función de 

este complejo es comunicar el interior de la célula con la matriz extracelular. A través de α-

distroglicano, el complejo puede unir varias proteínas de la matriz extracelular como perlecan 

en músculo esquelético, neurexinas en neuronas (Reissner et al., 2014; Sugita et al., 2001) y 

laminina y agrina en la glía; mientras que el dominio intracelular corto de β-distroglicano 

interactúa con distrofina. La distrofina, a su vez, se une a los filamentos de actina por medio 

de su dominio amino-terminal completando así el enlace entre el citoesqueleto y la matriz 

extracelular (figura 2). En el músculo esquelético, el DGC proporciona estabilidad al 
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sarcolema durante las contracciones musculares; en el caso del SNC, el papel que 

desempeña el DGC parece tener otras funciones dependiendo del tipo celular y es probable 

que en el cerebro predomine un papel de señalización.  

 

 
Figura 2. Organización molecular del DGC. Tomado de (Leyva-Leyva et al., 2018). 

 

1.2.3. La ausencia de distrofina impacta el funcionamiento normal del sistema 

nervioso central 

 

1.2.3.1. En el humano 

 

La distrofina desempeña un papel importante en la señalización en el SNC y su 

ausencia o su alteración conducen a diversas patologías neurológicas. Existen reportes de 

pacientes con DMD y DMB que presentan discapacidad intelectual, trastorno del aprendizaje y 

algunos desórdenes neuropsiquiátricos que, a diferencia de los síntomas musculares, no son 

progresivos. La gravedad de la discapacidad intelectual tampoco se correlaciona con la 

severidad de la debilidad muscular. Incluso se han reportado casos de pacientes con 

mutaciones en el gen DMD que afectan solamente a Dp427 o a Dp71, que no producen 

distrofia muscular, pero sí ocasionan discapacidad intelectual (de Brouwer et al., 2014; Srour 

et al., 2008). 
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De acuerdo con un extenso metaanálisis que incluyó datos de 1146 pacientes con DMD 

obtenidos de 32 estudios publicados, el coeficiente intelectual (IQ) promedio de pacientes con 

DMD se encuentra en un valor de alrededor de 80, lo que corresponde a una desviación 

estándar por debajo del IQ promedio de 100 de la población general (Cotton et al., 2001; 

Cotton et al., 2005). Estos autores encontraron que el 34.8% de los pacientes con DMD 

tuvieron discapacidad intelectual (IQ menor a 70), con una mayoría en el rango de 

discapacidad intelectual leve (79.3%) y moderada (19.3%). Generalmente, se han 

determinado anormalidades en la función verbal, memoria y función ejecutiva (Wicksell et al., 

2004). La mayoría de los estudios concuerdan que el IQ verbal está más afectado que el IQ 

de desempeño en los pacientes con DMD y que presentan dificultad del aprendizaje (Billard et 

al., 1998; Hinton et al., 2000). Incluso, en una población de pacientes con DMD que no 

presentan discapacidad intelectual global, se han observado deficiencias claras en aspectos 

específicos de la función ejecutiva como la memoria de trabajo y la inhibición (Battini et al., 

2018), los cuales están orientados a la resolución de problemas complejos que requieren 

planeación. La prevalencia elevada de discapacidad intelectual (alrededor del 30%) en los 

pacientes con DMD contrasta con los valores del 1 al 3% estimados para la población general. 

Además de la discapacidad intelectual, los pacientes con DMD y DMB presentan una 

incidencia mayor de algunos desórdenes neuropsiquiátricos, en comparación con la población 

general. En el caso del trastorno por hiperactividad y déficit de atención, se ha reportado una 

frecuencia del 12-32% (Hendriksen and Vles, 2008; Pane et al., 2012) en comparación con el 

3-7% en la población general. 

 

Diversos estudios han mostrado una elevada prevalencia del trastorno del espectro 

autista entre los pacientes de DMD, con valores que alcanzan hasta el 21% (Colombo et al., 

2017; Hinton et al., 2009; Ricotti et al., 2016). Adicionalmente, pacientes con DMD también 

presentan una incidencia incrementada de trastorno obsesivo-compulsivo (5-14%) (Banihani 

et al., 2015; Hendriksen and Vles, 2008; Lee et al., 2018). Finalmente, la epilepsia también es 

una comorbilidad asociada con DMD, con una prevalencia de 6.3% a 7.9% en estos pacientes 

(Hendriksen et al., 2018; Pane et al., 2013) en comparación con la población pediátrica 

general (0.5-1%). Además, se ha reportado que algunos desórdenes como el trastorno de 

hiperactividad y déficit de atención, trastorno obsesivo-compulsivo y ansiedad tienen una 
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prevalencia con un incremento adicional cuando la epilepsia está presente en pacientes con 

DMD (Hendriksen et al., 2018).   

 

1.2.3.2. En el modelo de ratón mdx 

   

El ratón mdx es el modelo animal más comúnmente usado para estudios de deficiencia 

de distrofina. El ratón mdx carece de las distrofinas de longitud completa debido a una 

mutación puntual espontánea en el exón 23 del gen dmd. El análisis de la secuencia del cDNA 

del ratón mdx reveló una sustitución de una citosina por una timina en la posición nucleotídica 

3185, generando un codón de paro prematuro (Sicinski et al., 1989). A diferencia de los 

pacientes con DMD, los ratones mdx adultos no desarrollan deterioro en la movilidad general, 

lo que se ha atribuido a que se encuentran activos procesos de regeneración a lo largo de la 

vida de estos ratones (Turk et al., 2005). Al no tener alteraciones de la función motora que 

interfieran con las evaluaciones cognitivas, el ratón mdx resulta ser un modelo genético 

bastante útil para estudiar aspectos del SNC. Diversos estudios han reportado evidencias de 

que el ratón mdx presenta una variedad de deficiencias neurológicas, como las que se 

describen a continuación. 

 

Los ratones mdx presentan un comportamiento defensivo incrementado en 

comparación con ratones silvestres, lo que se manifiesta por inmovilidad posterior a un 

procedimiento de manipulación (Comim et al., 2019; Vaillend and Chaussenot, 2017). El 

tratamiento de los ratones mdx con oligonucleótidos morfolinos antisentido, que ocasionan el 

salto del exón 23 y restauran el marco de lectura, rescata la expresión de distrofina. Esta 

estrategia experimental permitió reducir parcialmente el comportamiento defensivo inducido 

por inmovilización en los ratones mdx, lo que sugiere que el incremento en la respuesta 

defensiva en este modelo se puede atribuir a la deficiencia de distrofina (Sekiguchi et al., 

2009). Además, los ratones mdx mostraron un comportamiento tipo depresivo al ser 

evaluados mediante la prueba de nado forzado (Comim et al., 2019) o al utilizar el ensayo de 

suspensión de cola (Manning et al., 2014). En ambos ensayos, los ratones mdx estuvieron 

más tiempo inmóviles y presentaron menor latencia a la inmovilidad que los ratones silvestres, 

resultados acordes con un comportamiento tipo depresivo. Vaillend y colaboradores 
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presentaron evidencias de que los ratones mdx tienen afectada la memoria de reconocimiento 

de objetos, así como la memoria espacial a largo plazo, usando un protocolo de 

entrenamiento masivo en el laberinto de agua (Vaillend et al., 2004). 

 

Los ratones mdx también manifiestan un comportamiento tipo ansiedad evaluado en el 

laberinto elevado plus, o mediante exploración de la zona central en un campo abierto o en un 

ensayo de elección luz-oscuridad (Comim et al., 2019; Manning et al., 2014; Remmelink et al., 

2016). Sin embargo, se ha reportado una gran variabilidad en la expresión de este 

comportamiento, atribuida a la dependencia del ambiente del ensayo y a la duración de la 

prueba de ansiedad (Remmelink et al., 2016).  

 

1.3. Interacción entre distrofina y canales iónicos o receptores  

 

Como hemos visto, la distrofina tiene un papel importante en la función normal del 

SNC, y se cree que algunas de estas funciones dependen de la interacción de la distrofina y el 

DGC con algunos canales iónicos. La evidencia reportada por múltiples estudios apoya la idea 

de que la distrofina y los miembros del DGC actúan como andamios moleculares que regulan 

la organización estructural de ciertos microdominios de membrana especializados en donde 

se ubican los canales iónicos y otras proteínas de señalización (Constantin, 2014; Leyva-

Leyva et al., 2018). Estas interacciones son cruciales para la homeostasis celular y las 

alteraciones en la organización de estos microdominios membranales tienen consecuencias 

sobre el funcionamiento correcto de los canales iónicos. En la tabla 2 se presenta un resumen 

de las interacciones que se han descrito entre el DGC y receptores o canales iónicos. Estos 

canales regulan diversas funciones celulares y, específicamente, los canales de calcio 

dependientes de voltaje participan en la regulación de procesos fisiológicos importantes. 

 

Como podemos ver en la tabla 2, la mayor parte de las interacciones entre distrofina y 

los canales iónicos han sido descritas en músculo cardíaco y esquelético. Sin embargo, en el 

cerebro, específicamente en las neuronas y en la glía, también se han descrito interacciones 

entre la distrofina y algunos canales iónicos.  
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Tabla 2. Interacciones descritas de los canales iónicos con el DGC. Modificado de (Leyva-

Leyva et al., 2018). 

 

Canal/Receptor Nombre Tejido  Referencias 

TRP 

TRPC1 

TRPC3 

TRPC4 

TRPV2 

Músculo esquelético 

(Iwata et al., 2003; Iwata et al., 2009; 

Millay et al., 2009; Sabourin et al., 2009; 

Vandebrouck et al., 2007) 

NaV 
NaV1.4 

NaV1.5 

Músculo esquelético 

Músculo cardíaco 

(Gavillet et al., 2006; Gee et al., 1998; 

Hirn et al., 2008; Petitprez et al., 2011; 

Shy et al., 2014) 

CaV Tipo L 

Músculo esquelético 

Músculo liso 

Músculo cardíaco 

(Friedrich et al., 2004; Friedrich et al., 

2008; Johnson et al., 2005; Koenig et al., 

2014; Liu et al., 2020; Quignard et al., 

2001; Sadeghi et al., 2002; Woolf et al., 

2006) 

Kir Kir4.1 
Retina 

Cerebro 

(Connors and Kofuji, 2002; Connors et 

al., 2004; Dalloz et al., 2003; Guadagno 

and Moukhles, 2004; Noel et al., 2005; 

Rurak et al., 2007; Satz et al., 2009) 

BK 
SLO-1 

SLO-2 
Músculo esquelético 

(Abraham et al., 2010; Carre-Pierrat et 

al., 2006; Kim et al., 2009) 

GABA Tipo A 
Hipocampo 

Amígdala 

(Knuesel et al., 1999; Kueh et al., 2008; 

Kueh et al., 2011; Sekiguchi et al., 2009) 

NMDA 

AMPA  
 

Hipocampo 

Neuronas de 

Purkinje 

(Daoud et al., 2009; Helleringer et al., 

2018) 
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En los astrocitos, los canales de potasio tienen la función de promover el 

amortiguamiento del potasio en el SNC, por lo que es necesario que se encuentren 

localizados en dominios específicos en la membrana plasmática para que estos canales 

funcionen correctamente. Es interesante que en los astrocitos, la Dp71 tiene la función de 

controlar el direccionamiento y la distribución subcelular de los canales de potasio de 

rectificación entrante Kir4.1 (Connors et al., 2004). Además, en estas células gliales, los 

canales Kir4.1 co-localizan con el canal de agua, la acuaporina 4 (AQP4), lo cual sugiere que 

el amortiguamiento del potasio mediado por Kir4.1 podría estar acoplado al transporte de agua 

a través de AQP4 (Nagelhus et al., 2004). Adicionalmente, AQP4 se asocia con α1-sintrofina, 

Dp71 y β-distroglicano en astrocitos perivasculares (Neely et al., 2001). Kir4.1 y AQP4 pueden 

unir, cada uno, a una molécula de α1-sintrofina, permitiendo que ambos canales sean parte 

del mismo complejo, lo que proporciona evidencia que el DGC funciona como un soporte para 

estos canales y determina su localización en subdominios membranales. 

 

La ausencia de distrofina conduce a un funcionamiento anormal de ambos canales, lo 

que tiene como consecuencia fisiológica el aumento en la concentración extracelular de iones 

K+ y un incremento en la salida de agua de los astrocitos a los capilares, lo que provoca que 

los astrocitos se hinchen y se comprometa la función de la barrera hematoencefálica. Estos 

dos eventos generan activación glial y excitabilidad neuronal (Connors et al., 2004). 

 

En las neuronas, la Dp427 contribuye a la localización correcta de los receptores GABA 

tipo A (GABAA) en la densidad postsináptica de las neuronas del hipocampo, células 

piramidales corticales y células cerebelares de Purkinje. Dp427 co-localiza con los receptores 

GABAA en las sinapsis inhibitorias y parece jugar un papel crítico en el anclaje y agrupamiento 

de estos receptores (Knuesel et al., 1999); esta localización es necesaria para la transducción 

eficiente de señales sinápticas. La ausencia de Dp427 en las neuronas del ratón mdx provoca 

la difusión lateral de los receptores hacia regiones extrasinápticas y su desestabilización en la 

membrana, lo que puede incrementar la excitabilidad neuronal a consecuencia de una 

inhibición sináptica disfuncional (Hendriksen et al., 2015). También produce la reducción 

significativa del número y tamaño de las agrupaciones de los receptores GABAA en el 

hipocampo (Knuesel et al., 1999) y en la amígdala (Sekiguchi et al., 2009). La reducción en el 
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número de receptores funcionales localizados en las sinapsis GABAérgicas en las células 

cerebelares de Purkinje en el ratón mdx concuerda con el incremento de los receptores 

GABAA extrasinápticos (Kueh et al., 2011). Los niveles de expresión de los receptores GABAA 

no se modificaron, apoyando la idea de que se encuentra afectada la localización de estos 

receptores en las sinapsis en los ratones mdx y no la expresión de la proteína (Kueh et al., 

2008). Esta deslocalización de los receptores GABAA postsinápticos en los ratones mdx se ha 

asociado con el comportamiento tipo ansiedad observado en este modelo (Vaillend and 

Chaussenot, 2017).  

 

Resultados similares fueron obtenidos con la eliminación de distrobrevinas α y β, 

componentes del DGC, (Grady et al., 2006), ya que ratones knockout para estas dos 

proteínas presentaron disminución en los agrupamientos del receptor GABAA, tanto en 

tamaño como en número, en las sinapsis inhibitorias en el cerebelo. De esta manera, las 

isoformas de distrofina Dp427 y la distrobrevina contribuyen al establecimiento de las sinapsis 

GABAérgicas y su función en la neurotransmisión, lo cual ayuda a explicar el comportamiento 

tipo ansiedad observado en los ratones mdx (Vaillend and Chaussenot, 2017). 

 

Adicionalmente, la Dp71 se detectó en las postsinapsis excitadoras, donde interactúa 

con los receptores NMDA y AMPA, los cuales son canales catiónicos activados por glutamato 

que permiten el paso de iones Na+ y K+. Estudios de electrofisiología realizados con ratones 

transgénicos carentes de Dp71 mostraron que la transmisión excitadora se encuentra 

incrementada selectivamente en las sinapsis glutamatérgicas en las neuronas cerebelares de 

Purkinje (Helleringer et al., 2018), así como en las sinapsis glutamatérgicas del área CA1 del 

hipocampo (Daoud et al., 2009). Estos resultados sugieren que la expresión de Dp71 en las 

neuronas tiene un papel en la regulación de la organización y función de las sinapsis 

glutamatérgicas (Daoud et al., 2009). En concordancia con estos resultados, mediante 

microscopía electrónica se demostró que la pérdida de Dp71 altera la organización 

ultraestructural presináptica de las sinapsis glutamatérgicas centrales (Miranda et al., 2011). 

 

Como podemos observar, el papel que tienen las diferentes isoformas de distrofina en 

el cerebro parece estar relacionado con su capacidad de funcionar como un componente 
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central del DGC y estructurar un andamio molecular para regular la organización de moléculas 

de señalización. La interacción con los canales y receptores mencionados anteriormente abre 

la posibilidad de que alguna de las isoformas de distrofina o un componente del DGC pueda 

estar agrupando o regulando otra clase de canales iónicos, como por ejemplo los canales de 

calcio dependientes de voltaje. A continuación, expondremos las evidencias que podrían 

sustentar esta idea. 

 

1.4. Interacción entre distrofina y los canales CaV  

 

1.4.1. Generalidades sobre los canales CaV 

 

Los canales de calcio dependientes de voltaje (CaV) representan la principal vía de 

entrada de iones calcio a las células desde el espacio extracelular, en respuesta a una 

despolarización de la membrana plasmática. El calcio que entra a través de estos canales 

actúa como un segundo mensajero de la señalización eléctrica y contribuye a la regulación de 

diversos procesos fisiológicos como la contracción muscular, la transcripción génica, la 

plasticidad sináptica, la división celular, la secreción de hormonas, la liberación de 

neurotransmisores y la propagación del potencial de acción cardíaco (Catterall, 2011; Felix, 

2005; Lacinova, 2005). Los CaV se clasifican, con base en su potencial de activación, en dos 

familias: a) Los canales HVA (canales de alto umbral de activación). Para su activación, estos 

canales requieren voltajes de membrana desde -30 mV. Esta familia agrupa a los canales 

CaV1 y CaV2. Los miembros de la familia HVA son complejos proteicos conformados por una 

subunidad principal α1 (CaVα1) regulada por las subunidades auxiliares β (CaVβ), α2δ (CaVα2δ) 

y, en músculo esquelético, también por la subunidad γ (CaVγ) (figura 3, imagen superior 

izquierda). La subunidad CaVα1 es una proteína transmembranal que forma el poro por donde 

pasan los iones calcio, en la cual se encuentra el filtro de selectividad y el sensor de voltaje; 

también, contiene la mayoría de los sitios de unión para todos los agonistas y antagonistas 

conocidos que se unen al canal de calcio. 
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Figura 3. Organización molecular y clasificación de los canales de calcio dependientes de voltaje. 

Tomado de (Gonzalez-Ramirez and Felix, 2018). 

 

 

b) Los canales LVA (canales de bajo umbral de activación). Son activados a voltajes de 

alrededor de -70 mV. La corriente se activa e inactiva rápidamente y la conductancia de canal 

único es pequeña, por lo que también son llamados canales tipo T. En contraste con los 

canales de la familia HVA, los canales LVA pueden funcionar solamente con la subunidad 

CaVα1, en ausencia de subunidades auxiliares (figura 3, imagen superior derecha). 

 

1.4.2. Interacciones de distrofina y el DGC con los CaV en cerebro 

 

Las interacciones entre el DGC y los CaV se han estudiado, principalmente, en músculo 

esquelético y cardíaco (tabla 2).  Sin embargo, Müller y colaboradores en el 2010 describieron 

el proteoma de los canales de calcio CaV2 en el cerebro completo de ratón (Muller et al., 

2010). Estos autores utilizaron una estrategia de proteómica cuantitativa en combinación con 

espectrometría de masas de alta resolución. El análisis mostró que los canales CaV2, 

compuestos de la subunidad CaVα1 y la subunidad auxiliar CaVβ, están embebidos en una red 

proteica integrada por un grupo de 200 proteínas. Entre las proteínas que encontraron 

interactuando con estos canales de calcio había algunas proteínas que forman parte del DGC 
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como la α-distrobrevina y la enzima óxido-nítrico sintetasa NOS1, la cual se une a α-sintrofina 

(figura 2). Adicionalmente, en este análisis, los autores encontraron interacción con una 

proteína de la matriz extracelular llamada α-neurexina, la cual se une directamente a α-

distroglicano (Sugita et al., 2001), proteína que también forma parte del DGC.  

 

Los CaV tienen una importancia crítica para la función normal del cerebro, por lo que su 

expresión inapropiada, su disfunción o desregulación, originan una amplia variedad de 

desórdenes neurológicos entre los que se incluyen la epilepsia mioclónica juvenil, desorden 

bipolar, esquizofrenia, migraña hemipléjica familiar, ataxia episódica, dolor neuropático, 

desorden del espectro autista, depresión y otros (Nanou and Catterall, 2018; Simms and 

Zamponi, 2014). Por lo tanto, el estudio de las interacciones que pueden formar los canales 

de calcio con la distrofina y los miembros del DGC en cerebro es de gran relevancia debido a 

que, en este tejido, el DGC participa en ensamblajes macromoleculares que anclan receptores 

y canales a sitios específicos de la membrana plasmática. 

 

1.4.3 Papel de distrofina en la función de los canales iónicos 

 

Uno de los papeles de la distrofina y el DGC es agrupar a diferentes proteínas de 

señalización para que lleven a cabo su función. Como hemos mencionado anteriormente, la 

distrofina y el DGC interactúan con algunos canales iónicos, y esta interacción regula la 

actividad de los canales. Siguiendo esta idea, la ausencia de distrofina puede afectar el 

funcionamiento normal de los canales iónicos y se han propuesto dos mecanismos diferentes 

(Leyva-Leyva et al., 2018). El primer mecanismo podría modificar directamente el 

funcionamiento de los canales, como se ha reportado para el caso de los canales TRPC 

(Millay et al., 2009; Sabourin et al., 2009) y los canales NaV1.4 (Hirn et al., 2008). El segundo 

mecanismo afecta la localización y el tráfico celular de los canales, como se demostró para los 

canales de sodio NaV1.5 (Petitprez et al., 2011) y los canales de potasio Kir4.1 (Rurak et al., 

2007). Es interesante plantear la hipótesis de que la distrofina y el DGC podrían también 

interactuar con los canales CaV en el cerebro y de esta manera regular su actividad. 
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Figura 4. La ausencia de distrofina altera la función de los canales iónicos.  

La distrofina agrupa a ciertos canales iónicos en la membrana plasmática y su ausencia altera la función de estos 

canales. Tomado de (Leyva-Leyva et al., 2018). 

 

Hasta el momento, la función de la distrofina y el DGC ha sido estudiada 

detalladamente en el músculo esquelético (Blake et al., 2002; Davies and Nowak, 2006; 

McNally and Pytel, 2007); sin embargo, la función que realizan en el SNC no ha sido 

investigada con suficiente atención (Sekiguchi, 2005), por lo que nos hemos planteado el 

objetivo de estudiar las probables interacciones de los CaV2 con distrofina y el DGC en el 

cerebro.  
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

Las funciones neuronales dependen de la expresión y la correcta localización de los 

canales de calcio, por lo que es importante determinar si la distrofina y los miembros del DGC 

pueden establecer interacciones con los CaV2 y regular su actividad. Este trabajo contribuirá a 

conocer la base molecular de la participación de estos complejos multiproteicos en la 

homeostasis del calcio en el SNC. 
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3. HIPÓTESIS 

 

La distrofina y el DGC interaccionan con los CaV2 en el cerebro y, de esta forma, 

pueden regular su actividad o su estabilidad en la membrana plasmática. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo general 

 

Caracterizar las interacciones entre el DGC y los CaV2.1 en el cerebro de ratón y 

evaluar si estas interacciones regulan la actividad o la estabilidad en la membrana plasmática 

de los CaV2.1. 

 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

4.2.1. Identificar las interacciones del DGC con los CaV2.1 mediante ensayos de co-

inmunoprecipitación. 

4.2.2. Localizar en cerebro la interacción del DGC con los CaV2.1 mediante 

inmunohistoquímica y el ensayo de ligamiento por proximidad (PLA), utilizando anticuerpos 

que reconozcan a las proteínas de interés.     

4.2.3. Amplificar el cDNA completo de la Dp140 y de α1-sintrofina de ratón y clonarlos 

en el vector pcDNA3.1-CT-GFP.  

4.2.4. Amplificar el cDNA completo de CaVβ4e de ratón y clonarlo en el vector pCMV-

Tag2B. 

4.2.5. Transfectar células HEK-293 con el complejo del canal CaV2.1/CaVα2δ-1/CaVβ4e 

en presencia o ausencia de la Dp140 y α1-sintrofina.  

4.2.6. Evaluar los cambios en la vida media del CaV2.1 mediante ensayos con 

cicloheximida en presencia o ausencia de la Dp140 y α1-sintrofina. 

4.2.7. Medir la actividad de los CaV2.1 mediante registros electrofisiológicos utilizando 

la técnica de patch-clamp en presencia o ausencia de la Dp140 y α1-sintrofina.  
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5. METODOLOGÍA 

 

5.1. Manejo de animales 

 

Los ratones macho de la cepa singénica C57BL/6J de 8 a 10 semanas de edad se 

mantuvieron en un ambiente de ciclos controlados de 12 horas de luz y 12 horas de 

oscuridad, así como acceso libre a agua y alimentos. Todos los procedimientos 

experimentales se realizaron de acuerdo con los lineamientos éticos estipulados dentro de la 

Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la producción, 

cuidado y uso de los animales de laboratorio” y fueron aprobados por el Comité Interno para el 

Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del Hospital General "Dr. Manuel Gea 

González” (Ciudad de México, México).  

 

5.2. Ensayos de inmunoprecipitación 

 

Se extrajeron proteínas totales de cerebro completo, hipocampo y cerebelo de ratón. 

Cada tejido se homogenizó con buffer de inmunoprecipitación (IP) [Tris-HCl 50 mM pH 8.0, 

NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, Tritón X-100 1%, PMSF 0.5 mM, NaF 10 mM, Na3VO4 1 mM y 

mezcla de inhibidores de proteasas libre de EDTA Complete 2X (Roche Applied Science)] a 

4°C. Las proteínas se cuantificaron utilizando el método del ácido bicinconínico (Smith et al., 

1985). Alícuotas de 1-2 mg de proteínas totales se mezclaron con 30 μl de Proteína G 

Agarosa recombinante (rPGA, Invitrogen) previamente equilibrada con buffer IP conteniendo 

BSA (albúmina sérica bovina) al 1%, como agente bloqueador, y se incubaron a 4°C con 

agitación constante durante 2 horas en un volumen final de 500 μl con el fin de preclarificar los 

lisados proteicos. La rPGA fue eliminada por centrifugación a 12,470 x g durante 5 min y se 

recuperaron los sobrenadantes. Los extractos proteicos preclarificados se incubaron toda la 

noche a 4°C en agitación constante con 20 μl de rPGA nueva (previamente equilibrada y 

bloqueada) y con cada uno de los siguientes anticuerpos específicos (ver Tabla 3): 5 μl de 

anti-distrofina H4, 2.5 μl anti-α1-sintrofina C4, 2.5 μg de anti-CaVα2δ-1 o anti-GST (IgG0 

irrelevante) como un control negativo. Posteriormente, los complejos inmunes fueron 

recuperados por centrifugación a 12,470 x g durante 5 min y lavados 3 veces con 1 ml de 
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buffer de lavado [Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, EDTA 1 mM, Tritón X-100 1%, SDS 

0.1%, PMSF 0.5 mM] y dos veces con 500 μl de PBS a 4°C con agitación constante durante 

10 min. Después de centrifugación a 12,470 x g durante 5 min, las pastillas fueron 

suspendidas con buffer de muestra Laemmli (Laemmli, 1970) 2X (Tris-HCl 125 mM pH 6.8, 

SDS 4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0.004%) y calentadas en 

un baño con agua a ebullición durante 5 min. Después de electroforesis en geles de 

poliacrilamida (PAGE) desnaturalizantes Mini-Protean TGX Precast al 10%, las proteínas co-

inmunoprecipitadas fueron analizadas por ensayos de Western blot. 

 

5.3. Western blot 

 

Alícuotas de 50-100 μg de extractos de proteínas totales y proteínas co-

inmunoprecipitadas se diluyeron con buffer de muestra Laemmli 2X, calentadas en agua a 

ebullición durante 5 min y separadas por SDS-PAGE. Después de electroforesis, las proteínas 

fueron transferidas a membranas PVDF (Amersham Pharmacia GE Healthcare), las cuales 

fueron bloqueadas con caseína grado Hammerstein (MP Biomedicals) al 1% en TBS-T (Tris-

HCl 10 mM pH 7.6, NaCl 15 mM, Tween 20 0.05%) durante 1 h a temperatura ambiente. Las 

membranas fueron incubadas a 4°C toda la noche en agitación constante con los siguientes 

anticuerpos primarios (ver Tabla 3) diluidos en TBS-T: anti-CaV2.1, anti-CaVα2δ-1, anti-

distrofina H4, anti-CaVβ1, anti-CaVβ2, anti-CaVβ3 o anti-CaVβ4. Después de 3 lavados con TBS-

T, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos secundarios correspondientes 

dependiendo del origen del anticuerpo primario usado: anti-ratón de cabra conjugado a HRP 

(Horseradish peroxidase) (Zymed) o anti-conejo de cabra conjugado a HRP (Jackson 

ImmunoResearch) diluidos en TBS-T conteniendo 5% de leche sin grasa. La incubación se 

realizó a temperatura ambiente durante 1 h en agitación constante. La detección 

quimioluminiscente se realizó con el Sistema Immun-Star HRP (Bio-Rad) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Se expusieron placas de rayos X a la membrana durante 

diferentes tiempos. 
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5.4. Inmunohistoquímica 

 

Los ratones fueron anestesiados con una combinación de ketamina (100 mg/kg) y 

xilacina (10 mg/kg) por vía intramuscular. Una vez anestesiados, se sometieron a perfusión 

cardíaca a través del ventrículo izquierdo utilizando PBS frío a pH 7.4, seguido por una 

solución de paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS. Los cerebros completos se retiraron 

cuidadosamente de los cráneos y se fijaron por inmersión en PFA al 4% en PBS durante 24 h 

a 4°C. Posteriormente, los cerebros se sumergieron en soluciones de sacarosa al 10%, 20% y 

30% (en PBS) durante 24 h en cada una. Después, los cerebros fueron embebidos en Tissue-

Tek O.C.T., se congelaron y se realizaron cortes coronales de 20 µm en un criostato. Los 

cortes se mantuvieron en PFA al 4% en PBS hasta su uso. Los cortes se sometieron a 

recuperación de antígeno (SDS al 1% en PBS durante 5 min a temperatura ambiente), 

permeabilización (Tritón X-100 al 0.2% en PBS durante 10 min) y después incubación con 

solución de bloqueo [BSA (Jackson ImmunoResearch) 1%, gelatina 0.1%, suero fetal bovino 

(SFB) 2%, Tritón X-100 0.1% en PBS] a 37°C durante 30 min en una cámara húmeda 

previamente calentada. Los cortes se incubaron toda la noche a 4°C, en una cámara húmeda, 

con diluciones 1:50 de los anticuerpos primarios (ver Tabla 3) en las combinaciones 

siguientes: anti-distrofina MANDRA1 con anti-CaV2.1 y anti-distrofina H4 con anti-CaVα2δ-1 

(Sigma-Aldrich, Inc.).   

 

5.5. Ensayo de ligamiento por proximidad 

 

Las interacciones de distrofina con CaV2.1 y CaVα2δ-1 en cerebro y en cerebelo se 

detectaron mediante el ensayo de ligamiento por proximidad (PLA) (Alam, 2018) usando el 

Duolink in situ red starter kit (Sigma-Aldrich, Inc.) para la combinación de anticuerpos de 

ratón/conejo, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para visualizar las estructuras 

neuronales, los cortes se incubaron con el marcador neuronal conjugado con Alexa Flúor 488 

(ver Tabla 3) durante 2 h a temperatura ambiente. La señal de fluorescencia en rojo (624 nm) 

se detectó usando el mismo filtro que corresponde a Texas Red. Las imágenes se adquirieron 

con un microscopio confocal Zeiss LSM 710 Duo usando el objetivo de inmersión 63X. El 

análisis de las imágenes se realizó utilizando el programa Zen 2012. 
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Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados en este trabajo. 

 

Anticuerpo 
Clonalidad / 

Isotipo 

Posición del antígeno 

(Inmunógeno) 
Referencia / Fuente 

H4 

(pan-distrofinas) 

Policlonal / 

conejo IgG 
C-terminal aa 3663-3678 (Daoud et al., 2009) 

MANDRA1 

(pan-distrofinas) 

monoclonal / 

ratón IgG1 
C-terminal aa 3558-3684 ab7164, Abcam 

C4 

(α1-sintrofina) 

policlonal / 

conejo IgG 
aa 141-206 (Daoud et al., 2009) 

CaVα2δ-1 
policlonal / 

conejo IgG 
N-terminal aa 27-41 

ACC-015, Alomone 

Laboratories 

CaVα2δ-1 
monoclonal / 

ratón IgG2a 
conejo subunidad α2 D219, Sigma-Aldrich, Inc. 

GST 
monoclonal / 

ratón IgG1κ 
GST de S. japonicum 

sc-374171, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. 

CaV2.1 
policlonal / 

conejo IgG 
aa 865-881 rata CaV2.1 

ACC-001, Alomone 

Laboratories 

CaVβ1 
monoclonal / 

ratón IgG2a 

recombinante humano 

CaVβ1 

sc-134377, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. 

CaVβ2 
monoclonal / 

ratón IgG1κ 

recombinante humano 

CaVβ2 

sc-81890, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. 

CaVβ3 
monoclonal / 

ratón IgG1 
recombinante rata CaVβ3 

sc-130560, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. 

CaVβ4 
monoclonal / 

ratón IgG2a 

C-terminal aa 425-463 

humano 

sc-376432, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. 

Marcador 

neuronal 

monoclonal / 

ratón IgG1 

conjugado con Alexa Flúor 

488 

MAB2300X, Millipore 

Corporation 

Actina 
monoclonal / 

ratón 
región central conservada 

Dr. J. M. Hernández, 

CINVESTAV 
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5.6. Amplificación del cDNA de Dp140, α1-sintrofina y CaVβ4e 

 

El RNA total se aisló de cerebro completo de ratón utilizando el reactivo TRIzol™ 

(Invitrogen) (Chomczynski, 1993). Para sintetizar el cDNA, se realizó la transcripción reversa 

con 1 μg de RNA total utilizando el sistema de transcripción ImProm-II™ (Promega 

Corporation). Posteriormente, se realizó la amplificación de la región codificante de Dp140, 

α1-sintrofina y CaVβ4e por PCR utilizando oligonucleótidos específicos para cada secuencia.  

a) Dp140. Debido a que no se ha reportado en el NCBI la secuencia de la Dp140 de ratón, 

realizamos el alineamiento de la secuencia de Dp140 de humano (NM_004013) con la 

secuencia de distrofina de longitud completa de ratón (NM_007868) para ubicar la región que 

corresponde a la isoforma Dp140. Una vez ubicado el codón de inicio, se diseñaron los 

iniciadores que flanquean toda la región que corresponde a Dp140. Iniciador sentido (F): 5´-

ATGCCATCTTCCTTGATG-3´ e iniciador anti-sentido (R): 5´-CCATTGTGTCCTCTCTCAT-3´. 

Las condiciones de PCR fueron: desnaturalización inicial (94°C / 5 min); 40 ciclos 

(desnaturalización a 94°C / 30 s, alineamiento a 52°C / 10 s y extensión a 68°C / 4 min) y 

extensión final (68°C / 10 min). b) α1-sintrofina (NM_009228). Iniciador sentido (F): 5´-

ATGGCGTCAGGCAGGCGC-3´ e iniciador anti-sentido (R): 5´-

CGGCCAAGAGCCCCAAGCG-3´. Las condiciones de PCR fueron: desnaturalización inicial 

(94°C / 5 min); 30 ciclos (desnaturalización a 94°C / 20 s, alineamiento a 55°C / 20 s y 

extensión a 68°C / 2 min) y extensión final (68°C / 10 min). c) CaVβ4e (NM_001285428). 

Iniciador sentido (F): 5´-GGATCCATGGTATCAGGAACATTCCG-3´ e iniciador anti-sentido (R): 

5´-GTCGACTCAAAGCCTATGTCGGGAGT-3´. Las condiciones de PCR fueron: 

desnaturalización inicial (94°C / 5 min); 30 ciclos (desnaturalización a 94°C / 30 s, 

alineamiento a 58°C / 10 s y extensión a 68°C / 1 min) y extensión final (68°C / 10 min). 

 

5.7. Clonación de Dp140, α1-sintrofina y CaVβ4e en vectores de expresión 

 

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1%, se 

visualizaron las bandas amplificadas por tinción con bromuro de etidio y se purificaron usando 

el QIAquick gel extraction kit (Qiagen). Posteriormente, Dp140 y α1-sintrofina se clonaron en 

el vector pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO® (Invitrogen) para expresar estas proteínas con la 
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proteína verde fluorescente (GFP) fusionada al extremo carboxilo, siguiendo las 

especificaciones del fabricante. La CaVβ4e se clonó en los sitios BamHI y SalI del vector 

pCMV-Tag2B (Agilent Technologies, Inc.) con el fin de expresar a esta proteína fusionada con 

el epítopo FLAG en el extremo amino. Las clonas se caracterizaron por medio de análisis de 

restricción y fueron secuenciadas en un secuenciador automatizado ABI PRISM 310 (Perkin-

Elmer/Applied Biosystems) para la verificación definitiva de identidad.  

 

5.8. Cultivo celular y transfección 

 

Las células HEK (Human embryonic kidney)-293 (ATCC, CRL-11268) se mantuvieron 

en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, GIBCO) con alta glucosa 

suplementado con 10% de SFB, L-glutamina al 1%, piruvato de sodio 110 mg/l y antibióticos, 

a 37°C bajo una atmósfera humidificada conteniendo 5% de CO2 / 95% de aire. Las células 

HEK-293 se cultivaron en cajas Petri de 35 mm a una densidad de 60-70% de confluencia. 

Para la condición control, las células HEK-293 se transfectaron transitoriamente con 1 μg de 

cada uno de los siguientes plásmidos que contienen el cDNA de CaV2.1α1A-2 de humano 

(AF004883) (Hans et al., 1999a; Hans et al., 1999b), CaVα2δ-1 (M86621) (Kim et al., 1992) y 

CaVβ4e (esta tesis) y se mezclaron con 12 μl de TurboFect Transfection Reagent (Thermo 

Fisher Scientific Inc.) en 200 μl de DMEM libre de suero. Para la condición problema, además 

de la combinación de plásmidos usados anteriormente, se agregaron los vectores pcDNA3.1-

Dp140-GFP (esta tesis) y pcDNA3.1-α1-sintrofina-GFP (esta tesis). Para las mediciones 

electrofisiológicas, ambas condiciones (control y problema) se co-transfectaron con 0.6 μg de 

un plásmido de cDNA que codifica a GFP (Green-Lantern; Invitrogen) a fin de identificar y 

seleccionar a las células HEK-293 transfectadas. 

 

5.9. Determinación de la vida media de la proteína CaV2.1   

 

La vida media del CaV2.1 se determinó mediante el ensayo de inhibición de la síntesis 

de proteínas utilizando cicloheximida (CHX) (Kao et al., 2015). Brevemente, las células HEK-

293 se transfectaron con la combinación de los plásmidos CaV2.1α1A-2/CaVα2δ-1/CaVβ4e en 

ausencia y presencia de Dp140 y α1-sintrofina. Después de 24 horas de la transfección, las 
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células se trataron con CHX (Sigma-Aldrich, Inc.) a una concentración de 50 μg/ml en medio 

DMEM. Se cosecharon las células a las 0, 8, 24, 32 y 48 horas después del tratamiento y se 

lisaron para obtener extractos de proteínas totales; se cuantificaron los extractos y se 

analizaron por Western blot usando anticuerpos anti-CaV2.1 y anti-actina como control de 

carga. Después de la detección quimioluminiscente, se cuantificó la intensidad relativa de 

cada una de las bandas correspondientes a las proteínas CaV2.1 y actina con el programa 

GelAnalyzer 19.1. Los promedios de las densidades de CaV2.1, de tres ensayos 

independientes, se normalizaron contra los promedios de las densidades de actina en cada 

tiempo. Posteriormente, los datos se normalizaron contra el tiempo 0 y se obtuvo el logaritmo 

natural (ln) de los datos, se graficaron y la curva se ajustó a una función exponencial de 

primer orden utilizando la regresión lineal por el método de mínimos cuadrados. Esta 

maniobra fue usada para determinar la constante de la tasa de decaimiento (k, la pendiente), 

la cual se usó para calcular el valor de la vida media de la proteína CaV2.1 con la siguiente 

fórmula: 

 

En donde, T1/2  es la vida media y k es la constante de la tasa de decaimiento (Belle et 

al., 2006). Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos agrupados se sometieron 

a análisis estadístico.   

 

 

5.10. Electrofisiología 

 

Después de 48 h de la transfección, se registraron las corrientes de Ba2+ a través de los 

canales CaV2.1 recombinantes. El registro electrofisiológico se realizó usando la técnica de 

patch-clamp en la configuración de célula completa (Sandoval et al., 2004) a temperatura 

ambiente (22-24°C). La solución extracelular contenía: BaCl2 5 mM, TEA-Cl 125 mM, HEPES 

10 mM y glucosa 15 mM (pH 7.3). La solución intracelular contenía: CsCl 110 mM, MgCl2 5 

mM, EGTA 10 mM, HEPES 10 mM, Na-ATP 4 mM, Na-GTP 0.1 mM (pH 7.3). Las células 

transfectadas se identificaron al observar la fluorescencia de la GFP en un microscopio 

invertido Nikon TE300. Los registros se realizaron utilizando un amplificador Axopatch 200B 
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(Axon Instruments; Molecular Devices, LLC.). Las corrientes se digitalizaron a una frecuencia 

de muestreo de 5.71 kHz y se filtraron a 2 kHz (filtro Bessel de cuatro polos). La adquisición y 

el análisis de los datos se realizó empleando una interfase Digidata 1320A (Molecular 

Devices, LLC.) con el programa pClamp10 (Molecular Devices, LLC.) y SigmaPlot versión 

11.0 (Systat Software, Inc.) como se ha reportado con anterioridad (Sandoval et al., 2007a; 

Sandoval et al., 2007b). Los componentes de fuga lineal y la capacitancia residual se restaron 

en línea usando un protocolo P/4. La capacitancia de membrana (Cm) se determinó como se 

ha descrito previamente (Avila et al., 2004) y se usó para normalizar las corrientes. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Distrofina y α1-sintrofina interactúan con el canal CaV2.1 en el cerebro 

  

Como hemos visto, la distrofina interactúa con una gran variedad de canales iónicos y 

receptores (tabla 2). Con el fin de identificar las probables interacciones de distrofina con los 

canales CaV2.1, se realizaron ensayos de inmunoprecipitación a partir de extractos proteicos 

totales de cerebro. El primer acercamiento fue usar un anticuerpo que reconoce a todas las 

isoformas de distrofina (H4) e inmunoprecipitarlas del extracto de cerebro de ratón. 

Posteriormente, mediante Western blot se detectaron a las proteínas que co-

inmunoprecipitaban con la distrofina. Como se observa en la figura 5A, se logró detectar una 

banda de ~190 kDa tanto en el control de carga (carril IN) como en la inmunoprecipitación 

(carril IP) que corresponde al peso reportado para el canal CaV2.1 (Aikawa et al., 2017; 

Westenbroek et al., 1995). 

 

Además, realizamos ensayos de inmunoprecipitación con un anticuerpo dirigido contra 

α1-sintrofina, que forma parte del DGC. El análisis de Western blot nos mostró que el canal 

CaV2.1 también co-inmunoprecipitó con α1-sintrofina (figura 5B, carril IP). Estos ensayos de 

co-inmunoprecipitación fueron específicos, ya que no se detectaron estas proteínas con un 

anticuerpo no relacionado que se usó como control negativo de interacción (carril IgG0, en 

ambos incisos). Estos resultados sugieren que distrofina y α1-sintrofina interaccionan con el 

canal CaV2.1 en el cerebro del ratón.  
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Figura 5. Interacción de los canales CaV2.1 con distrofina y α1-sintrofina. A) Análisis de Western blot con 

anticuerpo específico anti-CaV2.1 después de inmunoprecipitación con anticuerpo anti-distrofina. B) Análisis de 

Western blot con anticuerpo específico anti-CaV2.1 después de inmunoprecipitación con anticuerpo anti-α1-

sintrofina. Las flechas muestran una banda de ~190 kDa que corresponde al canal CaV2.1 que co-

inmunoprecipita con distrofina y α1-sintrofina.  IP, anticuerpo usado para la inmunoprecipitación; WB, anticuerpo 

usado para el Western blot. Carriles: IN, control de carga; IP, co-inmunoprecipitación; IgG0, control negativo. Los 

ejemplos mostrados son representativos de tres experimentos independientes. 

 

6.2. Dp140 interactúa con la subunidad auxiliar CaVα2δ-1 en el cerebro 

 

Los canales CaV2.1 están asociados a las subunidades auxiliares CaVα2δ y CaVβ 

(Catterall, 2011), por lo que decidimos investigar si estas subunidades eran parte de las 

interacciones que observamos entre distrofina y el canal CaV2.1 en el cerebro. Realizamos 

ensayos de inmunoprecipitación utilizando como anticuerpo inmunoprecipitante al H4 y se 

realizó el análisis de Western blot con un anticuerpo dirigido contra la subunidad auxiliar 

CaVα2δ-1, la cual es común a los siete canales CaV que integran a la familia HVA. Como 

podemos observar en la figura 6A, se detectó una banda de aproximadamente 140 kDa que 

corresponde al peso esperado de la subunidad CaVα2δ-1, tanto en el control de carga (carril 

IN), como en la co-inmunoprecipitación (carril IP), lo que sugiere la interacción entre distrofina 

y la subunidad CaVα2δ-1. Esta interacción es específica porque en el control negativo (carril 

IgG0) no se detectó a la subunidad CaVα2δ-1. 



31 
 

El siguiente paso fue conocer la isoforma de la distrofina que estaba interactuando con 

el complejo del canal CaV2.1. Como se sabe, en el cerebro de ratón adulto se expresan varias 

isoformas de distrofina, principalmente Dp427, Dp140 y Dp71, siendo Dp71 la isoforma más 

abundante en este tejido. Para identificar cuál de estas isoformas de distrofina estaba 

interaccionando con la subunidad auxiliar CaVα2δ-1, realizamos un ensayo de co-

inmunoprecipitación cruzada, en el cual utilizamos, como anticuerpo inmunoprecipitante, el 

anticuerpo dirigido contra CaVα2δ-1. El análisis de Western blot se realizó con el anticuerpo H4 

que reconoce a estas tres isoformas de distrofina que se expresan en cerebro y algunas 

variantes pequeñas de la Dp71 (con un peso menor que Dp71, figura 6B, carril IN). Estas 

isoformas de distrofina se observan en el primer carril de la figura 6B, que corresponde al 

control de carga (IN). En el segundo carril (IP), podemos observar que solamente la isoforma 

de distrofina Dp140 co-inmunoprecipitó con CaVα2δ-1 en los lisados de cerebro de ratón, a 

pesar de que Dp71 es la isoforma más abundante en el cerebro, como se puede observar en 

la figura 6B (IN). Como control negativo del ensayo de inmunoprecipitación se utilizó un 

anticuerpo no relacionado (carril IgG0).  

 

 

 

Figura 6. Interacción de CaVα2δ-1 con distrofina. A) Análisis de Western blot, posterior a la inmunoprecipitación 

con un anticuerpo anti-distrofina, muestra la detección de una banda de 140 kDa que corresponde a la subunidad 

CaVα2δ-1 (carril IP). B) Análisis de Western blot, posterior a la inmunoprecipitación con un anticuerpo específico 

anti-CaVα2δ-1. En el carril IN se observan a todas las isoformas de distrofina expresadas en el cerebro (Dp427, 

Dp140, Dp71 y variantes pequeñas de Dp71) detectadas con el anticuerpo H4. En el carril IP se observa que 
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solamente la Dp140 co-inmunoprecipita con la subunidad CaVα2δ-1 (flecha). Como control negativo (carril IgG0), 

se usó un anticuerpo irrelevante. Los ejemplos mostrados son representativos de tres experimentos 

independientes.  

 

6.3. Las subunidades auxiliares CaVβ y CaVα2δ-1 interactúan con α1-sintrofina en el 

cerebro 

 

En el cerebro se expresan una gran variedad de isoformas de la subunidad auxiliar 

CaVβ (Buraei and Yang, 2010); estas isoformas tienen una amplia distribución, pero es en el 

hipocampo y el cerebelo donde hay una mayor expresión. Por esta razón, en los ensayos de 

inmunoprecipitación, además de extractos proteicos de cerebro completo, incluimos extractos 

de cerebelo y de hipocampo con el propósito de ubicar en estas regiones la interacción de α1-

sintrofina y las diferentes subunidades auxiliares CaVβ. La inmunoprecipitación se realizó con 

un anticuerpo dirigido contra α1-sintrofina y el Western blot se hizo con los anticuerpos que 

reconocen a cada una de las cuatro diferentes subunidades CaVβ. 

 

Como se puede observar en la figura 7A, la subunidad CaVβ1 no co-inmunoprecipita 

con la α1-sintrofina. La subunidad CaVβ2 tiene un peso molecular aparente de 68 kDa (carril 

IN); sin embargo, se observa que inmunoprecipita una proteína de menor tamaño (carril IP), 

que posiblemente sea una isoforma pequeña de CaVβ2. Esta isoforma se expresa 

principalmente en cerebelo, mientras que en los extractos de hipocampo y de cerebro total no 

se alcanza a detectar. En el caso de CaVβ3, que tiene un peso molecular de 55 kDa, también 

se encontró que una isoforma de menor peso co-inmunoprecipitó con α1-sintrofina; al parecer 

esta isoforma se expresa en cerebelo e hipocampo, mientras que en los extractos de cerebro 

total no se distingue.  Para la subunidad CaVβ4 de 58 kDa ocurrió algo similar, una banda de 

menor peso es la que co-inmunoprecipitó con α1-sintrofina. Esta isoforma pequeña de CaVβ4 

se observa en los extractos de cerebro total y cerebelo, mientras que en el hipocampo su 

expresión es baja.  

 

Finalmente, también se encontró la interacción entre la subunidad CaVα2δ-1 y α1-

sintrofina en los tres distintos extractos. Como podemos observar en la figura 7B, se detectó 

una banda de aproximadamente 140 kDa que corresponde al peso esperado de la subunidad 
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auxiliar CaVα2δ-1, tanto en el control de carga (carril IN), como en la co-inmunoprecipitación 

(carril IP). En este caso, la expresión de esta subunidad es igual en el cerebro total, cerebelo 

e hipocampo. 

 

 

 

Figura 7. Interacción de α1-sintrofina con las diferentes subunidades auxiliares. A) Análisis de Western blot con 

anticuerpos específicos anti-CaVβ1, anti-CaVβ2, anti-CaVβ3 y anti-CaVβ4. B) Western blot con anticuerpo específico 

anti-CaVα2δ-1. La inmunoprecipitación se realizó con anticuerpo anti-α1-sintrofina en extractos proteicos de 

cerebro completo, cerebelo e hipocampo de ratón.  

 

6.4. Co-localización entre CaVα2δ-1 y distrofina en el cerebro de ratón 

 

Los experimentos de co-inmunoprecipitación nos permitieron definir la composición de 

un complejo de proteínas formado por Dp140, α1-sintrofina y el complejo del canal 

CaV2.1/CaVα2δ-1/CaVβ. La siguiente pregunta de esta investigación fue determinar la 

localización de este complejo en el cerebro de ratón, para lo cual realizamos ensayos de 

inmunohistoquímica (IHC) utilizando cortes coronales de cerebro completo. En primer lugar, 

realizamos ensayos de IHC mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos dirigidos 

contra la subunidad CaVα2δ-1 y distrofina. Las dos proteínas se encuentran distribuidas en 
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todo el cerebro de ratón (figura 8), y se pudo observar que existe cierto grado de co-

localización en varias regiones del cerebro. También observamos que mediante esta técnica 

la sensibilidad que tenemos es muy baja. Sin embargo, a pesar de esta limitación, podemos 

ver zonas en color amarillo que indican la co-localización de ambas proteínas. Se ve una 

aparente co-localización de estas dos proteínas en la capa polimórfica del giro dentado del 

hipocampo, en la capa molecular del giro dentado y la capa stratum oriens del CA1 (figura 7, 

óvalos blancos). 

 

 

 

Figura 8. Co-localización de la distrofina y la subunidad CaVα2δ-1 en el cerebro. 

Se observa la co-localización de distrofina y la subunidad CaVα2δ-1 en la región del hipocampo. Imágenes 

confocales de barrido en cortes coronales de 20 µm del cerebro completo de ratón. Los cortes se incubaron con 

anticuerpos específicos anti-distrofina y anti-CaVα2δ-1, seguidos por los anticuerpos secundarios Alexa flúor 555 

(rojo) y Alexa flúor 488 (verde) respectivamente. Esta figura fue tomada con un objetivo 10X, no tiene una escala 

de tamaño ya que la figura es una composición de múltiples fotografías. 

 

6.5. Interacción entre distrofina/CaV2.1 y distrofina/CaVα2δ-1 en el hipocampo 

 

Debido a la baja resolución que tiene la IHC para detectar la co-localización de dos 

proteínas (aproximadamente 200 nm), decidimos utilizar el ensayo PLA, el cual permite ubicar 

la interacción in situ entre dos proteínas que se encuentran a una distancia menor de 40 nm 

(Alam, 2018); las señales de interacción se amplifican y se visualizan como puntos 

fluorescentes en el tejido o la célula. Realizamos el análisis de PLA en cortes coronales del 
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cerebro y cerebelo de ratón con la combinación de los anticuerpos MANDRA1/CaV2.1 y 

H4/CaVα2δ-1. Las señales positivas del PLA (puntos rojos) fueron detectadas 

predominantemente en regiones que corresponden a la formación hipocampal CA1, CA3 y el 

giro dentado (figura 9A), lo cual es indicativo de interacción entre CaV2.1 y distrofina en el 

hipocampo. Adicionalmente, las señales positivas también fueron detectadas entre CaVα2δ-1 y 

distrofina en las mismas áreas del hipocampo (figura 9B).  Se puede observar una interacción 

notablemente mayor en el área CA1 del hipocampo en comparación con CA3 y el giro 

dentado, tanto entre distrofina y el canal CaV2.1, como en la interacción entre distrofina y la 

subunidad auxiliar CaVα2δ-1. Al ampliar las imágenes de la región CA1, podemos ver que 

algunos de los puntos de interacción siguen una trayectoria lineal a lo largo de las 

prolongaciones neuronales (figura 10, panel de acercamiento). 

 

 

 

Figura 9. Interacción entre distrofina/CaV2.1 y distrofina/CaVα2δ-1 en el hipocampo. Imágenes confocales de 

cortes coronales de cerebro de ratón de 20 µm después del ensayo de PLA entre distrofina/CaV2.1 (A) y 

distrofina/CaVα2δ-1 (B). Las señales de PLA positivas se visualizan como puntos rojos. Los núcleos fueron 

teñidos con DAPI (azul) y los cuerpos de las neuronas fueron teñidos en verde con un anticuerpo que reconoce 
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proteínas neuronales. Las imágenes son resultados representativos de tres réplicas independientes. Barra de 

escala = 10 µm. El control se realizó omitiendo los anticuerpos primarios. 

 

 

 

Figura 10. Interacción entre distrofina/CaV2.1 y distrofina/CaVα2δ-1 en el área CA1 del hipocampo. Imágenes 

confocales de cortes coronales de cerebro de ratón de 20 µm después del ensayo PLA entre distrofina/CaV2.1 

(A) y distrofina/CaVα2δ-1 (B). Las señales de PLA (rojo) representan la interacción entre distrofina y CaV2.1 o 

CaVα2δ-1; los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul) y los cuerpos de las neuronas fueron teñidos en verde. Las 

imágenes son resultados representativos de tres réplicas independientes. Barra de escala = 10 µm. El control se 

realizó omitiendo los anticuerpos primarios. 

 

6.6. Interacción entre distrofina/CaV2.1 y distrofina/CaVα2δ-1 en el cerebelo 

 

Para evaluar la interacción entre distrofina y CaV2.1 o CaVα2δ-1 en el cerebelo, realizamos el 

análisis de PLA en cortes coronales del cerebelo completo de ratón. Los cortes fueron 

incubados con los anticuerpos anti-distrofina y anti-CaV2.1 o anti-CaVα2δ-1. Las señales 

positivas del PLA (puntos rojos) fueron detectadas predominantemente en regiones que 
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corresponden al lóbulo II, lóbulo III y paraflóculo (figura 11A), lo cual es indicativo de 

interacción entre CaV2.1 y distrofina en el cerebelo. Adicionalmente, las señales positivas 

también fueron detectadas entre CaVα2δ-1 y distrofina en las mismas áreas del cerebelo 

(figura 11B). Particularmente, observamos una interacción mayor en la región del paraflóculo 

del cerebelo en comparación con el lóbulo II y el lóbulo III, tanto entre distrofina y el canal 

CaV2.1, como en la interacción entre distrofina y la subunidad auxiliar CaVα2δ-1. Al ampliar las 

imágenes (figura 12), podemos ver que los puntos de interacción (puntos rojos) se acumulan 

en las prolongaciones neuronales formando líneas que siguen su trayectoria. 

 

 

 

Figura 11. Interacción entre distrofina/CaV2.1 y distrofina/CaVα2δ-1 en el cerebelo. Imágenes confocales de cortes 

coronales de cerebelo de ratón de 20 µm después del ensayo PLA entre distrofina/CaV2.1 (A) y 

distrofina/CaVα2δ-1 (B). Las señales de PLA (puntos rojos) representan la interacción entre distrofina y CaV2.1 o 

CaVα2δ-1; los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul) y los cuerpos de las neuronas fueron teñidos en verde. Las 

imágenes son resultados representativos de tres réplicas independientes. Barra de escala = 10 µm. El control se 

realizó omitiendo los anticuerpos primarios.  
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Figura 12. Interacción entre distrofina/CaV2.1 y distrofina/CaVα2δ-1 en la región del paraflóculo del cerebelo. 

Imágenes confocales de cortes coronales de cerebelo de ratón de 20 µm después del ensayo PLA entre 

distrofina/CaV2.1 (A) y distrofina/CaVα2δ-1 (B). Las señales de PLA (rojo) representan la interacción entre 

distrofina y CaV2.1 o CaVα2δ-1; los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul) y los cuerpos de las neuronas fueron 

teñidos en verde. Las imágenes son resultados representativos de tres réplicas independientes. El control se 

realizó omitiendo los anticuerpos primarios. Barra de escala = 10 µm.  

 

Con los experimentos de inmunoprecipitación y los ensayos PLA, se pudo determinar que el 

complejo del canal CaV2.1/CaVα2δ-1/CaVβ4e forma un complejo multiproteico con la Dp140 y 

α1-sintrofina, en el cerebro de ratón. 

  

6.7. Clonación del cDNA de Dp140 y α1-sintrofina  

 

Los experimentos de inmunoprecipitación mostraron que la Dp140 y α1-sintrofina 

forman un complejo con el canal CaV2.1. Considerando estos resultados, decidimos clonar a 

α1-sintrofina y a la isoforma Dp140 con el fin de sobre-expresar a estas proteínas y realizar 
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los ensayos de vida media y los experimentos de electrofisiología. Como primer paso, se 

amplificaron los cDNA completos de α1-sintrofina y de Dp140 de cerebro de ratón por medio 

de RT-PCR. Como puede observarse en la figura 13, se obtuvo un producto de 1501 bp para 

α1-sintrofina (figura 13A) y de 3679 bp para Dp140 (figura 13B).  

 

 

 

Figura 13. Amplificación de los cDNA de α1-sintrofina y Dp140. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que 

muestra la amplificación de los cDNA completos de α1-sintrofina (A) y de Dp140 (B) de cerebro de ratón por 

medio de RT-PCR. M, marcador; 1, producto de PCR. 

 

Los cDNA completos de α1-sintrofina y de Dp140 se clonaron en un vector de 

expresión TOPO que tiene la ventaja de proporcionar una estrategia de clonación altamente 

eficiente para la fusión directa de los productos de PCR a la proteína GFP. Posteriormente, se 

analizaron las clonas para ver si estaban en la orientación correcta y marco de lectura.  En el 

caso de α1-sintrofina, se realizaron cortes con las enzimas de restricción EcoRI y EcoRV. En 

la figura 14A se muestra la electroforesis del producto digerido que corresponde al tamaño 

esperado de 1000 pb. En la figura 14B se muestra el esquema de la construcción después de 

clonar α1-sintrofina en el vector de expresión. 
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Figura 14. Clonación del cDNA de α1-sintrofina. A) El cDNA completo de α1-sintrofina se clonó en el vector de 

expresión pcDNA3.1-TOPO y se confirmó la orientación correcta al liberarse una banda de 1000 bp al digerir las 

posibles clonas con las enzimas EcoRI y EcoRV. M, marcador; 1, clona número 1 sin digerir; 2, clona número 1 

digerida; 3, clona número 2 digerida. B) Mapa final del vector generado después de la clonación del cDNA 

completo de α1-sintrofina. 

 

En el caso de Dp140, se realizaron cortes con la enzima de restricción EcoRV. En la 

figura 15A se muestra la electroforesis de los productos obtenidos por la digestión y que 

corresponden con los tamaños esperados de 1639 y 1189 bp. En la figura 15B se muestra el 

esquema de la construcción después de clonar Dp140 en el vector de expresión. 

 

 

 

Figura 15. Clonación del cDNA de Dp140. A) El cDNA completo de Dp140 se clonó en el vector de expresión 

pcDNA3.1-TOPO y se confirmó la orientación correcta mediante ensayo de restricción utilizando la enzima 

EcoRV. M, marcador; 1, clona número 1 digerida; 2, clona número 2 digerida; 3, clona número 2 sin digerir.       

B) Mapa final del vector generado después de la clonación del cDNA de Dp140. 
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Finalmente, las clonas de α1-sintrofina y de Dp140 seleccionadas se secuenciaron para 

la verificación definitiva de su identidad. Para comprobar que estas clonas generaban las 

proteínas de interés, se procedió a expresarlas, de manera heteróloga, para lo cual 

realizamos transfección transitoria en las células HEK-293. Determinamos, por ensayos de 

Western blot, la expresión de Dp140 y de α1-sintrofina utilizando anticuerpos dirigidos contra 

estas proteínas. En la figura 16 se observa la expresión de Dp140 y de α1-sintrofina, con un 

incremento de aproximadamente 27 kDa en su peso molecular debido a la fusión con GFP 

(figura 16). 

 

 

 

Figura 16. Expresión heteróloga de Dp140-GFP y α1-sintrofina-GFP. A) Análisis de la expresión de Dp140-GFP 

en un extracto de proteínas totales obtenido de células HEK-293 transfectadas con el vector pcDNA3.1-Dp140-

GFP. B) Análisis de la expresión de α1-sintrofina-GFP en un extracto de proteínas totales obtenido de células 

HEK-293 transfectadas con el vector pcDNA3.1-α1-sintrofina-GFP. 1, Células HEK-293 transfectadas con el 

vector vacío; 2, HEK-293 transfectadas con los vectores pcDNA3.1-Dp140-GFP y pcDNA3.1-α1-sintrofina-GFP, 

respectivamente. 

 

6.8. Clonación de CaVβ4e 

 

Los ensayos de inmunoprecipitación con α1-sintrofina mostraron que varias 

subunidades auxiliares CaVβ (CaVβ2, CaVβ3 y CaVβ4) interaccionan con esta proteína. Llama la 

atención que son isoformas que tienen un peso molecular menor que las isoformas de 
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longitudes completas (figura 7). De todas estas isoformas elegimos a CaVβ4, ya que es la 

subunidad CaVβ más abundante en el cerebro y los reportes en la literatura indican que la 

variante de splicing CaVβ4e es la segunda subunidad CaVβ4 más abundante en el cerebelo y 

puede interactuar funcionalmente con CaV2.1 en las células tsA201 y en neuronas cultivadas. 

Además, se ha reportado que CaVβ4e favorece la expresión en la membrana plasmática de 

CaV2.1 y el direccionamiento de estos canales hacia la terminal nerviosa (Etemad et al., 

2014).   

 

Como primer paso, se amplificó el cDNA completo de CaVβ4e de cerebro de ratón por 

medio de RT-PCR (figura 17) y se clonó en un vector de expresión pCMV-Tag2B, con el fin de 

expresar a la subunidad CaVβ4e fusionada con el epítopo FLAG en el extremo amino. 

Posteriormente, se analizaron las clonas para ver si estaban en la orientación correcta y 

marco de lectura, para lo cual se realizaron cortes con las enzimas de restricción BamHI y 

SalI. En la figura 18A se muestra la electroforesis del producto digerido que corresponde al 

tamaño esperado de 1005 pb. En la figura 18B se muestra el esquema de la construcción 

después de clonar CaVβ4e en el vector de expresión. 

 

 

 

Figura 17. Amplificación del cDNA de CaVβ4e. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la 

amplificación del cDNA completo de CaVβ4e de cerebro de ratón por medio de RT-PCR. M, marcador; 1, producto 

de PCR. 
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Figura 18. Clonación del cDNA de CaVβ4e. A) El cDNA completo de CaVβ4e se clonó en el vector de expresión 

pCMV-Tag2B y se confirmó la orientación correcta mediante ensayo de restricción utilizando las enzimas BamHI 

y SalI. M, marcador; 1, clona número 1 sin digerir; 2, clona número 1 digerida; 3, clona número 2 digerida.          

B) Mapa final del vector generado después de la clonación del cDNA de CaVβ4e. 

 

Finalmente, la clona de CaVβ4e seleccionada se secuenció para la verificación definitiva de su 

identidad. Para comprobar que esta clona generaba la proteína de interés, se procedió a 

expresarla, de manera heteróloga, para lo cual realizamos transfección transitoria en las 

células HEK-293. Determinamos, por ensayos de Western blot, la expresión de CaVβ4e. En la 

figura 19 se observa la expresión de CaVβ4e. 

 

 
Figura 19. Expresión heteróloga de CaVβ4e. Análisis de la expresión de CaVβ4e en un extracto de proteínas totales 

obtenido de células HEK-293 transfectadas con el vector pCMV-Tag2B-CaVβ4e. 1, HEK-293 transfectadas con el 

vector vacío; 2, HEK-293 transfectadas con el vector pCMV-Tag2B-CaVβ4e. 
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6.9. Dp140 y α1-sintrofina incrementan la vida media del canal CaV2.1 

  

Las interacciones que ocurren entre los componentes del DGC y los canales iónicos en la 

membrana plasmática conducen al funcionamiento correcto de los canales. En ausencia de 

distrofina, estas interacciones ya no se dan y pueden afectar a los canales por dos diferentes 

mecanismos (Leyva-Leyva et al., 2018): A) afectando directamente el funcionamiento del 

canal como se ha reportado para los canales TRPC y los canales NaV1.4. B) alterando la 

localización y el tráfico, como se ha reportado para los canales de sodio NaV1.5 y los canales 

de potasio Kir4.1. Considerando esta segunda posibilidad, se decidió determinar la vida media 

de la proteína del canal CaV2.1. Para cumplir con este objetivo se transfectaron células HEK-

293 con el complejo del canal (CaV2.1, CaVβ4e y CaVα2δ-1) en ausencia (control) o presencia 

(problema) de Dp140 y α1-sintrofina. Posterior a la transfección, se inhibió la síntesis de las 

proteínas con CHX y se obtuvieron extractos proteicos totales a diferentes tiempos. Como se 

observa en la figura 20, la presencia de la Dp140 y α1-sintrofina aumentaron 

significativamente la estabilidad de la proteína del canal CaV2.1 de 24.3 ± 5.2 a 62.4 ± 10.9 

horas (P < 0.02). El aumento en la vida media del canal CaV2.1 por la presencia de Dp140 y 

α1-sintrofina sugiere que el número de canales en la membrana podría estar aumentado. 

 

 

 

Figura 20. Dp140 y α1-sintrofina incrementan la estabilidad de la proteína CaV2.1. A) Immunoblots 

representativos que muestran el efecto de la co-expresión de Dp140 y α1-sintrofina sobre la estabilidad de 

CaV2.1 después del tratamiento con CHX durante los tiempos indicados (h). Panel superior, control: transfección 

del complejo del canal CaV2.1/CaVα2δ-1/CaVβ4e. Panel inferior, transfección con el complejo del canal y 
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Dp140/α1-sintrofina. Las intensidades de las bandas de CaV2.1 fueron normalizadas con actina. B) Cuantificación 

de la vida media de la proteína CaV2.1 en ausencia (círculos negros) y presencia (círculos blancos) de Dp140/α1-

sintrofina. 

 

 

6.10. Dp140 y α1-sintrofina aumentan la actividad de los canales CaV2.1 

 

A continuación, tratamos de determinar el posible impacto funcional de las 

interacciones moleculares descritas. Para ello, se realizaron registros electrofisiológicos 

utilizando la técnica patch-clamp en la modalidad de célula completa mediante el método de 

fijación de voltaje. Se utilizaron células HEK-293 que expresaban de forma heteróloga al 

complejo del canal CaV2.1 (CaV2.11/CaVα2δ-1/CaVβ4e), en ausencia o presencia de Dp140 y 

α1-sintrofina. La figura 21A muestra los trazos representativos de las corrientes superpuestas 

en respuesta a pulsos de prueba a 10 mV desde un potencial de mantenimiento de -80 mV. 

Los resultados muestran que la presencia de Dp140 y α1-sintrofina produce un aumento 

significativo en la amplitud de la corriente. El aumento de la densidad de corriente máxima 

(Im/Cm) fue de alrededor del 40% (P < 0.05; figura 21B). Este aumento también es significativo 

a varios voltajes evaluados, como muestra la comparación de las curvas corriente-voltaje en la 

figura 21C. Por el contrario, la presencia de Dp140 y α1-sintrofina no modificó la posición de 

las curvas de conductancia e inactivación en el eje de voltaje (figura 21D y E, 

respectivamente). Del mismo modo, ni la activación ni la inactivación durante el pulso se ve 

afectada por la presencia de Dp140 y α1-sintrofina (figura 21F). El hecho de que haya un 

aumento en la densidad de corriente, sin afectar la cinética o la dependencia del voltaje de las 

corrientes, sugiere que el efecto de Dp140 y α1-sintrofina es en el número de canales en la 

membrana plasmática y no en sus propiedades funcionales. Estos hallazgos concuerdan 

completamente con los datos obtenidos en los ensayos con CHX, que muestran un aumento 

de los canales CaV2.1α1 en la membrana plasmática. 
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Figura 21. Dp140 y α1-sintrofina aumentan el número de canales CaV2.1 en la membrana plasmática. A) Trazos 

de corriente representativos registrados en células HEK-293 que expresan transitoriamente a los canales 

CaV2.1/CaVα2δ-1/CaVβ4e en ausencia y presencia de Dp140 y α1-sintrofina. B) Gráfico de barras comparando la 

densidad de corriente pico media (pA/pF) a través de los canales, el asterisco indica significancia estadística (p < 

0,05 prueba t de Student). C) Curvas I-V de los canales CaV2.1. El número de células registradas se indica entre 

paréntesis. D) Comparación de las curvas de conductancia máxima normalizada en función del voltaje en 

ausencia y presencia de Dp140/α1-sintrofina. E) Comparación de las curvas de inactivación en estado 

estacionario en ausencia y presencia de Dp140/α1-sintrofina. F) Gráfico de barras que compara la constante de 

tiempo (τ) de activación (izquierda) e inactivación durante el pulso (derecha) en células de control y co-

transfectadas con Dp140/α1-sintrofina. 

 

Además, los resultados de nuestros ensayos funcionales muestran que la actividad de 

los canales CaV2.1 en presencia de la subunidad CaVβ4a (la isoforma de tamaño completa) no 

cambia significativamente cuando se co-expresan Dp140 y α1-sintrofina. La figura 22A 

muestra los trazos de corriente representativos superpuestos, mostrando que la presencia de 

Dp140 y α1-sintrofina no tiene efecto sobre la amplitud. Lo mismo ocurre para todos los 

voltajes explorados, como se muestra en la comparación de las curvas de corriente y 

conductancia-voltaje (figura 22B y C, respectivamente). En conjunto, estos resultados 
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sugieren que el efecto Dp140 y α1-sintrofina sobre la actividad del canal depende de CaVβ4e y 

es independiente de la subunidad CaVβ4a. 

 

 

 

 

Figura 22. El efecto de Dp140 y α1-sintrofina sobre la actividad de los canales CaV2.1 no depende de CaVβ4a.    

A) Trazos de corriente representativos a través de canales CaV2.1 superpuestos, obtenidos en células HEK-293 

transfectadas en la condición de control (con el cDNA que codifica para CaV2.1/CaVα2δ-1/CaVβ4a) y co-

transfectadas con Dp140/α1-sintrofina. En este caso, el complejo incluía la subunidad auxiliar CaVβ4a (de longitud 

completa). B) Comparación de las curvas I-V de los canales CaV2.1 registrados en células HEK-293.                  

C) Comparación de las curvas de conductancia máxima en función del voltaje en ausencia y presencia de 

Dp140/α1-sintrofina. 
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7. DISCUSIÓN 

 

 Los canales CaV2 constan de una subunidad formadora del poro CaVα1 y, al menos, 

dos subunidades auxiliares distintas denominadas CaVβ y CaVα2δ (Zamponi et al., 2015). 

Asimismo, estudios del proteoma han revelado que la subfamilia CaV2 forma parte de un 

microambiente de unas 200 proteínas además de las subunidades auxiliares mencionadas. 

De esta manera, varias clases de proteínas forman este macrocomplejo, siendo interesante 

que algunas de estas proteínas pertenecen al DGC (Muller et al., 2010). El presente trabajo 

muestra evidencia de que el canal CaV2.1 interactúa con la distrofina y el DGC. Nuestros 

ensayos de inmunoprecipitación muestran la identidad molecular de un complejo formado por 

el canal CaV2.1 y sus subunidades auxiliares CaVβ4e y CaVα2δ-1 junto con Dp140 y α1-

sintrofina en el cerebro de ratón. Mediante ensayos PLA confirmamos la interacción del 

CaV2.1 con distrofina en algunas regiones del cerebro; la distribución de estos complejos 

moleculares es una sucesión de puntos a lo largo del axón. Además, mostramos que la 

asociación del canal con Dp140 y α1-sintrofina cambia la estabilidad de la proteína CaV2.1 

aumentando su vida media. 

 

Especulamos que este cambio puede tener una consecuencia funcional, ya que ayuda a 

estabilizar el canal en la membrana plasmática, aumentando su número y la densidad de 

corriente. Estudios recientes han demostrado que la ausencia de Dp140 deteriora la 

transmisión glutamatérgica en neuronas basolaterales de la amígdala en ratones mdx52 

(Hashimoto et al., 2022). En particular, hay una disminución en la relación de corriente 

postsináptica excitadora/inhibitoria y la frecuencia de las corrientes postsinápticas excitadoras 

en miniatura. Estos datos sugieren que la plasticidad de las sinapsis es diferente en los 

ratones que carecen de Dp140. Además, la ausencia de Dp140 también disminuye la 

expresión de VGLUT1 y, en consecuencia, el número de vesículas presinápticas (Hashimoto 

et al., 2022). Curiosamente, los canales CaV2.1 localizados en las terminales presinápticas, 

las membranas del soma y las dendritas tienen un papel destacado en la liberación de 

neurotransmisores desencadenada por el potencial de acción y en la liberación espontánea de 

neurotransmisores en estado de reposo (Pietrobon, 2010; Sara et al., 2005). Además, la 

liberación glutamatérgica espontánea se desencadena por un aumento de Ca2+ producido por 
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la apertura estocástica de los canales CaV (Ermolyuk et al., 2013). Esta liberación espontánea 

de neurotransmisores es un proceso dependiente de la calmodulina y requiere vesículas 

presinápticas cerca de los canales CaV2.1 (Lee et al., 2022). Como se mencionó 

anteriormente, la distrofina forma un complejo molecular más grande compuesto de 

distroglicanos, sarcoglicanos, sarcospan, distrobrevinas y sintrofina (Bhat et al., 2018; Cohn 

and Campbell, 2000; Constantin, 2014). Las sintrofinas son una familia de proteínas 

adaptadoras asociadas a la membrana celular que pueden interactuar con varias proteínas, 

implicando a las sintrofinas en numerosas vías de señalización celular (Constantin, 2014). Por 

ejemplo, en el cerebro α1-sintrofina puede interactuar con la nNOS en neuronas y también 

puede unirse al carboxilo terminal de los canales de sodio activados por voltaje en músculo 

esquelético y cardíaco (Gavillet et al., 2006). La idea de que el complejo distrofina/sintrofina 

interactúa con canales iónicos y regula su función también ha sido propuesta para los canales 

TRPC (Vandebrouck et al., 2007). Estos estudios destacan el papel central de la α1-sintrofina 

en el mantenimiento de un complejo de señalización anclado al andamio de distrofina 

necesario para la expresión y función apropiada del canal iónico. Otro componente esencial 

en la organización de la membrana presináptica es la subunidad auxiliar CaVα2δ-1. Se sabe 

que la liberación de neurotransmisores mediada por los canales CaV2.1 depende de la 

interacción de CaVα2δ-1 con la α-neurexina. Esta última proteína es un regulador positivo de 

los canales CaV2.1 y se sabe que interactúa con α-distroglicano, un miembro del DGC (Sugita 

et al., 2001). Esto revela que la transmisión glutamatérgica es un proceso en el que CaV2.1 y 

CaVα2δ-1 están cumpliendo una función importante. En este contexto, nuestros resultados 

sugieren que Dp140 y α1-sintrofina agrupan el complejo del canal CaV2.1 en un nanodominio 

donde la calmodulina y las vesículas que contienen neurotransmisor están en estrecha 

proximidad. Los resultados del ensayo PLA apoyan esta especulación, ya que la interacción 

entre Dp140 y el complejo CaV2.1/CaVα2δ-1 tiene una localización somato dendrítica en el 

hipocampo. Además, nuestros análisis electrofisiológicos mostraron que esta interacción 

aumenta la vida media de la proteína y también influye en la actividad de los canales, lo que 

podría determinar la liberación adecuada de neurotransmisores. Una característica distintiva 

de esta nueva interacción molecular entre la Dp140/α1-sintrofina y el complejo del canal 

CaV2.1 es la participación de la subunidad CaVβ4e. Esta proteína es una variante corta de la 

subunidad auxiliar CaVβ4 expresada principalmente en el hipocampo, la corteza y el cerebelo 
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(Schlick et al., 2010). A nivel celular, la isoforma CaVβ4e es abundante en el axón distal y, a 

diferencia de la subunidad CaVβ4 de longitud completa, no muestra propiedades de 

orientación nuclear. Además, esta variante cumple funciones que dependen de su asociación 

con los canales CaV en la presinapsis (Etemad et al., 2014). En particular, los resultados de 

nuestros ensayos funcionales muestran que la actividad de los canales CaV2.1 en presencia 

de CaVβ4a no cambia significativamente cuando se sobre-expresan Dp140 y α1-sintrofina. Por 

el contrario, la co-expresión de la variante corta CaVβ4e con Dp140/α1-sintrofina provoca un 

aumento sustancial de la actividad del canal. Este hallazgo apoya la idea de que la función del 

complejo Dp140/α1-sintrofina es interactuar con la subunidad CaVβ4e para regular los canales 

CaV2.1 en la membrana plasmática (Leyva-Leyva et al., 2023). 
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8. CONCLUSIONES 

 

Nuestro estudio muestra, por primera vez, pruebas experimentales de la formación de 

un complejo molecular específico entre Dp140/α1-sintrofina y el complejo del canal neuronal 

CaV2.1. Esta interacción regula a los canales de la membrana plasmática y contribuiría a la 

correcta liberación de neurotransmisores en las sinapsis. Nuestros datos también resaltan la 

importancia de identificar las interacciones moleculares de la distrofina, el DGC y los canales 

CaV en el sistema nervioso para entender mejor cómo su desregulación puede contribuir a 

deficiencias en desórdenes neurológicos encontrados en varias enfermedades humanas 

incluyendo la distrofia muscular de Duchenne. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

Los resultados del presente trabajo de tesis revelan, por primera vez, la interacción funcional 

entre la isoforma de distrofina Dp140 y el canal de calcio CaV2.1. Será muy interesante 

identificar el sitio de interacción directo entre las proteínas del DGC y el complejo del canal 

CaV2.1. Un posible candidato sería 1-sintrofina, ya que se ha reportado que esta proteína 

adaptadora se asocia a algunos canales iónicos mediante su dominio PDZ. Además, 

considerando que nuestros experimentos de electrofisiología mostraron que la subunidad 

auxiliar CaVβ4e es una proteína distintiva y muy específica de la interacción que estamos 

reportando, nos parece interesante explorar la posibilidad de que la asociación directa con el 

DGC sea a través de esta subunidad. 

 

Por otra parte, consideramos importante determinar el mecanismo por el cual Dp140 y 1-

sintrofina incrementan la estabilidad de la proteína del canal CaV2.1, aumentando el número 

de canales en la membrana plasmática y, como consecuencia, el incremento en la densidad 

de la corriente observado en nuestros experimentos de electrofisiología. Podemos especular 

que Dp140 promueve la localización y agrupamiento de los canales CaV2.1 a sitios 

especializados de la membrana neuronal como las sinapsis glutamatérgicas. Es pertinente 

señalar que CaV2.1 tiene un papel fundamental en la transmisión sináptica y, además, un 

estudio reciente (Hashimoto et al., 2022) demuestra que la ausencia de Dp140 altera la 

transmisión glutamatérgica, lo que puede conducir a diversos desórdenes neurológicos.  

 

Proponemos que la eliminación de Dp140 en neuronas del hipocampo y la amígdala tendrá 

repercusión sobre el funcionamiento de la transmisión sináptica mediada por los canales de 

calcio CaV2.1, sin excluir el posible papel que pueda tener el DGC sobre la regulación de otros 

canales de la subfamilia CaV2. 
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