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Resumen

Las calpainas son proteasas dependientes de calcio de la familia de las cistein
proteasas, cuya participacion en enfermedades neurodegenerativas estd siendo
documentada y estudiada. En nuestro laboratorio se han encontrado evidencias de la
interaccidn entre calpaina 10 y los canales de sodio dependientes de voltaje (Nay). Los
canales Nay son elementos clave en el proceso de la sefializacidon neuronal, que inicia
con la despolarizacién de la neurona con la subsecuente activacién de canales
dependientes de voltaje. La actividad anormal de los Nay ha sido asociada a
desérdenes de la excitabilidad y la muerte neuronal. La calpaina 10 es una calpaina
atipica que es expresada en el cerebro, entre otros tejidos, la cual ha sido asociada al
riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2. En nuestro laboratorio se ha visto también
que el ARNm de la calpaina 10 es sobre expresada en neuroblastomas cuando son
expuestas a altas concentraciones de glucosa. En conjunto, estos hallazgos sugieren
que la calpaina 10 podria jugar un papel en las complicaciones neuropaticas asociadas
a la diabetes. Por esta razén, con el fin de caracterizar mejor la interaccion entre los
canales de sodio y la calpaina 10, asi como su posible papel en la neurodegeneracion,
se construyd un sistema de expresién quimérico de la calpaina 10 en fusién con la
proteina verde fluorescente (EGFP), para su expresidon heterdloga en células de
neuroblastoma de la linea celular N1E-115, lo que emula el incremento en la expresién
de calpaina 10 observado en hiperglucemia. El constructo se verificé por secuenciacién
y la sobre expresidn de la calpaina 10 fue verificada por inmunodeteccidén posterior a

la transfeccion de las células de neuroblastoma.



Abstract

Calpains are calcium-dependent proteases, which role in neurodegenerative disease is
actively studied. In our laboratory we have found evidence of the interaction between
calpain 10 and Nay. This channels are key elements in the process of neuronal
signaling, which starts with the depolarization of the neuron with the subsequent
activation of the voltage-gated channels. The abnormal activity of Nay has been
associated with neuronal excitability disorders and neuronal death. Calpain 10 is an
atypical calpain, which is expressed in the brain, and has been associated with diabetes
mellitus type 2. Interestingly, we have also found that calpain 10 mRNA is expressed in
neuroblastoma when cultured in high concentrations of glucose. Altogether, these
findings suggest that the interaction between calpain 10 and Nay may have a role in
the neuropathic complications associated to diabetes. In order to further characterize
the interaction of calpain 10 with NaV and its possible role in neurodegeneration, a
chimeric expression system for calpain 10 fused to the green fluorescent protein
(EGFP) was constructed and its expression was tested in the neuroblastoma cell line
N1E-115. Overexpression of Calpain 10 emulates the rise observed in hyperglycemia.
The construct was verified by sequencing and the over expression of calpain 10 was

verified by immunodetection after transfection of neuroblastoma cells.
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l. Introduccion
1.1 Clasificacién, estructura y funcién de las calpainas

Las calpainas son proteasas no lisosomales activadas por calcio [1, 2, 3, 4]. Tienen
funciones en diferentes procesos celulares como apoptosis, migracidon celular, y
cambios en el citoesqueleto involucrados en el desarrollo embrionario, desarrollo del
sistema nervioso central y mantenimiento de vias involucradas en funciones cognitivas
y desarrollo de memoria a largo plazo, entre otros [5, 6, 7, 8, 9]. La regulacidn de la
actividad de las calpainas es importante para la funcién celular dada su participacién
en diferentes procesos fisiolégicos y porque la deficiencia de su actividad o mutaciones
en su gen dan como consecuencia diversos fenotipos patoldgicos como por ejemplo:
Ulceras gastricas, en caso de mutaciones en gen de calpaina 8 y 9; distrofia muscular,
por mutaciones en gen de calpaina 3; o diabetes mellitus tipo 2, por mutaciones en
gen de calpaina 10, entre otros fenotipos [3, 10]. Asimismo, las calpainas han sido
implicadas en mecanismos de sefalizacion en enfermedades neurodegenerativas

como la enfermedad de Alzheimer [3, 11, 12]

Existen 15 genes independientes que codifican a las calpainas, de los cuales uno
codifica a la calpaina 4, que es una subunidad auxiliar sin funcién catalitica per se. Por
su estructura, las calpainas se clasifican como tipicas o atipicas. Las calpainas tipicas
son heterodiméricas, constituidas por una unidad regulatoria, la subunidad de calpaina
4, y una unidad principal. La unidad principal contiene 4 dominios: el dominio | es el
extremo N-terminal, el dominio Il contiene el sitio activo proteolitico, el dominio Ill es
la porcion de unidn a fosfolipidos de membrana y calcio y el dominio IV es el extremo
C-terminal que contiene motivos de unidn al calcio y que permiten la formacion del
heterodimero entre las dos subunidades. Las atipicas mantienen los dominios | y I,
pero no todas tienen el dominio Ill y IV de unién a la subunidad regulatoria y otras
sustituyen el dominio IV por una version del extremo C-terminal [2, 3]. En las calpainas
tipicas 1 y 2 el extremo N-terminal es auto protealizado [13, 14], lo que aumenta su
afinidad por el calcio, aumentando asi su actividad proteolitica [13], asimismo, la
asociacion del domino Ill con fosfolipidos también aumenta su afinidad por el calcio

incrementando su actividad [2]. En el caso de las calpainas atipicas no esta claro si el



extremo N-terminal es autoproteolizado, sin embargo, se sabe que la calpaina 2 puede

proteolizar el N-terminal de la calpaina 10 in vitro [15].

La protedlisis mediada por calpainas es particular y diferente a otros sistemas y
componentes proteoliticos intracelulares como proteosomas, fagosomas y caspasas,
en el sentido de que no degrada a sus blancos. Las calpainas hacen uno a tres cortes,
separando dominos completos, lo que modifica la actividad de sus sustratos [2, 16,
17]. Aunque a la fecha no se ha identificado una secuencia de aminoacidos consenso,
existen secuencias de aminodcidos preferentes en los sitios de corte de los sustratos
de las calpainas; sin embargo, se cree que las calpainas pueden reconocer elementos
estructurales de orden superior como la estructura secundaria del sustrato, el cual es
procesado proteoliticamente sin ser degradado completamente [4, 18, 19]. Ademas de
la autoprotedlisis y el calcio, su actividad es regulada por la calpastatina un inhibidor
citosélico, especifico para las calpainas, distribuido de manera ubicua. Sin embargo, la
regulacion de la interaccidon calpaina-calpastatina, que se da en el citosol, no esta

plenamente entendida [10].

A la fecha se conocen cerca de 200 sustratos para las diferentes calpainas, aunque se
calcula que en realidad podria haber de mas de 1000 blancos [3, 14]. Algunos ejemplos
de los sustratos de las calpainas incluyen: proteinas asociadas a membrana y a
citoesqueleto, como receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), receptor de
rianodina, B-integrinas, aquaporinas, transportadores; y proteinas involucradas en la
transduccidon de senales [2, ,16, 20]. En neuronas se ha visto que la activacion de
calpainas en modelos de lesidon cerebral pueden desorganizar los dominios
submembranales donde se encuentran las proteinas responsables de la excitacion
celular, ya que varias de estas proteinas son blanco de la calpaina 1 o 2 incluyendo:

ankirinas, espectrina y canales de sodio dependientes de voltaje [21]

1.2 Papel de Ilas calpainas en Ila fisiologia neuronal y en los procesos

neurodegenerativos

En el sistema nervioso (SN) las calpainas tienen roles importantes, directos e
indirectos, en la fisiologia neuronal. Las calpainas mas estudiadas son las calpainas 1y

2, las cuales participan en mecanismos de generacion de la potenciacién a largo plazo,
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proceso necesario para la consolidacion de la memoria y el aprendizaje. En la
transmisidn sindptica, la protedlisis mediada por calpainas 1 y 2 regulan el nimero de
receptores ionotrdpicos y metabotrdpicos de glutamato, lo que a su vez modifica el
influjo de calcio en la posinapsis y consecuentemente la excitabilidad [22, 23]. Por ello,
se ha sugerido que la protedlisis de los receptores NMDA por calpainas es parte de los
mecanismos de neuroprotecciéon contra el dafo por excitoxicidad [23, 24]. Otro
proceso neuronal en el que se han visto implicadas las calpainas 1 y 2 es en el
remodelamiento de la morfologia dendritica, por su asociacion a los receptores NMDA

y por degradacién de espectrina, actina, microtubulos y neurofilamentos [25, 26, 27].

Por otro lado, existen evidencias de que las calpainas participan en la muerte neuronal
por excitotoxicidad y en otros procesos neurodegenerativos [26]. La
neurodegeneracién se caracteriza por una pérdida en la funcién neuronal con la
consecuente disminucidn de la comunicacion entre neuronas. En algunas
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, esclerosis multiple,
isqguemia cerebral y dafio traumatico, se ha observado una sobreactivacién de las
calpainas como parte de los mecanismos patofisiolégicos que conllevan ya sea a la
muerte celular programada o a la necrosis relacionados a dichas enfermedades [11,
28, 29, 30]. Por esto se ha propuesto que las calpainas pueden ser un blanco
terapéutico en los procesos neurodegenerativos [31]. Aunque hasta ahora sdlo han
sido involucradas las calpainas 1 y 2 en procesos neurodegenerativos, en el cerebro se
expresan también las calpainas 5, 7 y 10, de las cuales no hay muchos estudios y no

estd clara si participan o no en la neurodegeneracién [32, 33].

Otro blanco importante de las calpainas en las neuronas son los canales Nay. Los Nay
son proteinas cruciales para la generacién y propagacién de potenciales de accién a
través del axén. A través de sus dominios intracelulares pueden interactuar con
proteinas reguladoras y de anclaje [34]. Cabe resaltar que, los cambios en la actividad
de los canales Nay han sido ligados a desérdenes de la excitabilidad neuronal y la
muerte celular [35, 36, 37]. En modelos de lesidn cerebral se ha visto que los canales
Nay son proteolizados, y que dicha protedlisis se puede prevenir mediante el uso de

inhibidores de calpainas [38, 39]. Asimismo, en preparaciones de membranas aisladas,



se ha visto que los canales Nay 1.2 pueden ser proteolizados por calpaina 1 purificada
[40]. Evidencias adicionales con células HEK293 transfectadas con el canal Nay 1.6,
muestran que este canal también es blanco de las calpainas, y que la protedlisis del
canal altera la corriente de sodio [41]. Es preciso destacar que en los modelos de lesidon
la concentracidn de calcio intracelular incrementa lo suficiente para activar calpainas 1
y 2, aunque tampoco en estos modelos se han hecho estudios que indaguen si las

calpainas 5, 7 y 10 son activadas.

En enfermedades neurodegenerativas como epilepsia, dolor, esclerosis multiple y
neuropatias diabéticas, asi como procesos de anoxia o dafo celular un fenémeno
predominante son los cambios en la corriente de los canales Nay [42, 43, 44]. En
modelos de lesiones de la espina dorsal hay un incremento de la corriente de sodio
persistente, (i.e. la corriente residual después de que la mayoria de los canales se han
inactivado), que contribuye al desarrollo de la espasticidad en esta lesion, lo que se ha
asociado a protedlisis de canales de sodio por calpainas [41]. Ademds de los cambios
en la corriente, se ha propuesto que la actividad de las calpainas puede regular
también la expresion de los Nay en la superficie celular, como ocurre con la expresién
de Nay 1.7 en células cromafines [45]. Otra posibilidad es que la protedlisis de los
canales de sodio sea un mecanismo de regulacién transcripcional, como se ha visto con
Nay 1.5 [46]. Cabe sefialar que en la mayoria de los estudios realizados con respecto a
la protedlisis de canales en modelos de lesidon espinal o cerebral, no es posible
distinguir cuales calpainas son responsables de la protedlisis porque los inhibidores de

calpainas no distinguen las diferentes isoformas.
1.3 Los canales Nay podrian ser un blanco de la calpaina 10 durante la hiperglucemia

En nuestro laboratorio se ha observado que la calpaina 10 interactia con las isoformas
de los Nay 1.1, 1.2 y 1.6 in vitro e in vivo en pruebas de interaccidon proteina-proteina

GST-pull down y sistema de doble hibrido en levadura [47].

La calpaina 10 es una calpaina atipica de expresién ubicua. En la rata estd
principalmente expresada en el cerebro, mientras que en humano es mas abundante
en el corazon [48, 49]. La calpaina 10 ha sido blanco de estudio en el campo de la

diabetes porque en muchos estudios se ha encontrado una asociacion entre variantes
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del gen de la calpaina 10 con un incremento en el riesgo de desarrollar diabetes

mellitus tipo 2 en diferentes poblaciones [48, 50-59].

En la diabetes mellitus tipo 2 existen complicaciones en las que se han identificado
mecanismos neurodegenerativos, llamadas neuropatias diabéticas [60]. Los dafios a los
nervios en pacientes diabéticos pueden darse ya sea en nervios periféricos
autondmicos, afectando a un nervio en particular (daflo mononeuropatico), o afectar
incluso el musculo (dafio amiotréfico) [60]. Una de las razones propuestas de la
generacion de dolor en las neuropatias y su patogénesis es que el dano hiperglicémico
a los nervios causa el brote de nuevos nervios expandiendo el area sensibilizada
causando hiperexcitabilidad generada por impulsos ectépicos dado por la expresién
anormal de isoformas de los Nay [61, 62], proceso en el cual la accién de las calpainas
sobre la remodelacién del citoesqueleto [25, 26, 27] podrian jugar un papel relevante.
Por otro lado también se ha visto que la expresion y actividad de algunas isoformas de
los Nay, como Nay 1.3 y 1.7, estan alteradas, y que el funcionamiento anémalo de
estos canales es importante para el desarrollo de las neuropatias diabéticas [63, 64,
65]. Como se menciond anteriormente, la protedlisis por calpainas también podria

estar involucrada en el funcionamiento andmalo de estos canales.

Las calpainas se han asociado a la patogénesis de la degeneracién axonal en estas
neuropatias diabéticas [66]. Kharatmal, S. B. y otros (2015) han visto el uso de un
inhibidor de calpainas mitiga los efectos neurodegenerativos en neuronas de la raiz del
ganglio dorsal de ratas con diabetes, incluyendo marcadores de estrés oxidativo,

neuroinflamacion y alteracidn de la corriente de sodio resistente a tetrodoxina [66].

Por otra parte, la asociacién de la diabetes con la neurodegeneracion ha sido
extensamente estudiado, se han encontrado asociaciones entre la diabetes con declive
cognitivo, cambios cerebrovasculares, atrofia cerebral y con la patologia de la

enfermedad del Alzheimer [67].

Asimismo, se ha estudiado la asociacion de la enfermedad del Alzheimer como una
complicacién neuropatoldgica de la diabetes mellitus tipo 2 [68]. En pacientes
diabéticos se ha observado un mayor riesgo de padecer la enfermedad de Alzheimer

frente a individuos saludables, asi como una mayor disfuncidén cognitiva; y en modelos
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animales de diabetes, una alteracién de la plasticidad sinaptica neuronal del
hipocampo [69, 70]. Las calpainas parecen estar involucradas en los procesos
patofisiolégicos de ambas enfermedades, se ha visto a la calpaina 1 sobre activada en
cerebros de pacientes con diabetes, pacientes con Alzheimer y en pacientes con

ambos, diabetes y Alzheimer, siendo mayor la sobre activacién en éstos ultimos [71].

La calpaina 10 también puede estar involucrada en ambas patologias. Se ha visto sobre
expresada en astrocitos de muestras de cerebros post-mortem con lesiones
neuropatoldgicas tipo Alzheimer [72], lo que muestra su posible participaciéon en
procesos neurodegenerativos. Ademads, se ha visto que el ARNm de la calpaina 10 se
eleva en células de neuroblastoma en respuesta al aumento de glucosa [73], lo que da
pie a preguntarse si la calpaina 10 contribuye al desarrollo patofisiologico de las

neuropatias diabéticas.

Aunque se desconoce si y cdmo la calpaina 10 podria inducir la muerte neuronal esta
isoforma se ha visto involucrada en procesos de muerte celular en células
pancreaticas, en células renales y en degeneracion retinal [74, 75, 76]. Cabe
mencionar, sin embargo, que incluso en estos casos no estd claro todavia el
mecanismo por el cual la calpaina 10 produce la muerte celular. Algunos estudios
sugieren que la calpaina 10 podria tener un importante efecto sobre la actividad
mitocondrial. Por ejemplo, Arrington et al. (2006) observaron que en mitocondrias
renales, la sobre expresion de la calpaina 10 proteoliza complejos proteicos de la
cadena respiratoria, y propusieron que la hinchazén mitocondrial y la apoptosis
estaban asociadas a disfuncién mitocondrial inducida por calcio a través de la calpaina
10 [77]. En contraste, Covington MD & Schnellmann RG (2012) y Smith MA et al.
(2012) en las células renales vieron que la exposicidn crénica a niveles altos de azucar
causa la disminucion de la expresién de la calpaina 10 en mitocondria, asi como la
acumulacién de sus sustratos en la matriz mitocontrial, y es esto lo que contribuye a la
muerte celular y a la disfuncion mitocondrial [75, 78]. No obstante, se ha visto sobre
expresion de calpaina 10 en islotes pancreaticos de pacientes con diabetes tipo 2 [79]
por lo que podrian existir diferentes mecanismos de regulacion de expresion de la

calpaina 10 en condiciones hiperglicémicas. Mas aun, en nuestro laboratorio hemos



visto aumento de calpaina 10 en neuroblastomas tratados en condiciones
hiperglicémicas, por tanto es posible pensar que puede existir un mecanismo de
regulaciéon diferente en el sistema nervioso. En conjunto, estos estudios indican que
una alteracion en los niveles de la calpaina 10, sea aumento o disminucion, fuera de

los niveles fisioldgicos puede causar muerte celular.

En sintesis, la calpaina 10 tiene un posible rol en neuropatias diabéticas y en procesos
neurodegenerativos como Alzheimer. Asimismo, su interaccién con varias isoformas de
Nay genera varias preguntas sobre su rol en mecanismos de regulacion de los mismos
y, mds aun, sobre su rol en mecanismos neurodegenerativos en los que pueden o no
estar involucrados los Nay. El esclarecimiento de la actividad de la calpaina 10 sobre
proteinas como los Nay, ayudaria a elucidar mecanismos de neurodegeneracion en
dénde la calpaina 10 estd involucrada, abriendo posibilidad de nuevos blancos
terapéuticos en enfermedades neurodegenerativas. Ademas, su estudio seria util para
elucidar su rol en otros mecanismos de muerte celular y en otras patologias en las que
se han visto involucradas las calpainas [80]. Debido a que normalmente, en las
neuronas no se puede diferenciar la actividad de las calpainas 1 y 2 de otras calpainas,
se planted la necesidad de producir un sistema de expresion heterdloga, que permita
expresar o sobreexpresar a la calpaina 10. Esta herramienta permitira caracterizar
mejor la interaccién entre los canales de sodio vy, en el futuro préximo, estudiar del rol

de la calpaina 10 en neurodegeneracion.

Il. Objetivos
2.1 Objetivo general

e Construir proteina quimérica de proteina verde fluorescente con calpaina 10 y

verificar su sobre expresidon en células de neuroblastomas N1E-115.
2.2 Objetivos especificos

e Disefiar oligonucleétidos especificos para amplificar la secuencia codificante de

la calpaina 10 mediante analisis de la secuencia de nucleétidos del genoma de



Mus musculus publicada en la base de datos genética del National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

e Amplificar la secuencia codificante de la calpaina 10 mediante PCR

e Clonar la calpaina 10 en el vector pEGFP-C1

e Verificar el constructo en el pEGFP-C1 mediante analisis por secuenciacion.

e Transfectar el vector pEGFP-C1 con la calpaina incorporada en células de
neuroblastoma N1E-115.

e Verificar la sobre expresiéon cualitativa de la calpaina 10 mediante inmuno

deteccion.

lll. Materiales y métodos

3.1 Diseiio de primers

A partir de la secuencia del ADNc de la calpaina 10 del genoma de Mus musculus
publicada en la base de datos genética del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) con acceso NM_011796.2, se analizé y verificé el marco abierto de
lectura (ORF) de la calpaina en la plataforma virtual Biology workbench del San Diego

Supercomputer Center (http://workbench.sdsc.edu/) para la adicion de sitios de

restriccion convenientes en el disefio de los primers, de acuerdo al marco de lectura de
la proteina verde fluorescente EGFP del plasmido pEGFP-C1 (Fig. 1), de manera que la
calpaina y la proteina EGFP siguieran un mismo marco de lectura. Para los primers se
utilizaron las enzimas EcoRIl y BamHI, cuyos sitios de restriccion se encuentran en el
sitio de clonacién multiple del pEGFP-C1 pero no en la secuencia codificante de Ila
calpaina 10. Los primers fueron evaluados en las plataformas virtuales de Primer Blast

del NCBI y OligoAnalyzer 3.1 de Integrated DNA Technologies.
3.2 PCR

A partir de ADNc de ratén aislado previamente en el laboratorio a partir de ARNm de
cerebro de ratén, se amplificé la secuencia de la calpaina 10 con los oligonucleétidos
disefiados siguiendo el siguiente protocolo: desnaturalizaciéon del ADNc a 95 °C por 5

min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion del ADNc a 95 °C por 30 seg, hibridacién


http://workbench.sdsc.edu/

de los primers a 63 °C por 30 seg y elongacién a 72 °C por 2 min. En el ultimo ciclo,
elongaciéon a 72 °C por 5 min. El producto de la PCR, asi como los productos de
digestion vy ligacion, se identificaron y purificaron a partir de geles de agarosa 0.8% en

buffer TAE (40 mM Tris-Acido acético/ 1mM EDTA).
3.3 PCR, ligacion y amplificacion

El amplicon obtenido en la PCR y el pEGFP-C1 se digirieron con las enzimas de
restriccion EcoRl y BamHI correspondientes a los sitios de restriccion agregados en los
oligonucleétidos disefiados para la amplificacion de la calpaina 10 y presentes en el
sitio de clonaciéon multiple del pEGFP-C1. El pEGFP se desfosforilé utilizando fosfatasa
alcalina de intestino de ternero (CIAP, Invitrogen) a 37 9C, para evitar su re-
circularizacioén y se ligé el plasmido desfosforilado con el ADNc de calpaina predigerida,
utilizando la ligasa de ADN T4 (Invitrogen) en el buffer del fabricante, a 16 °C. El
producto de ligacion se usd para transformar bacterias E. coli DH5a por choque
térmico por 45 segundos a 42 °C. Las bacterias se cultivaron en medio LB
suplementado con kanamicina 30 pg/ml. Sélo las bacterias que adquirieron el
plasmido fueron capaces de sobrevivir en este medio debido al marcador de seleccién
incluido en el vector. Se seleccionaron 4 colonias, que se subcultivaron en medio
LB/kanamicina por 12 h y finalmente se extrajeron los plasmido de varias colonias,
utilizando el kit ZR Plasmid Miniprep (Zymo Research). Para identificar aquellas clonas
gue poseian el constructo deseado se usé la enzima Bgl Il. Posteriormente los
plasmidos seleccionados se verificaron por secuenciacién Sanger. Para la secuenciacién
se disefiaron los siguientes primers que flanquean el sitio de clonacién multiple. Primer
forward: 5 GACCGCCGCCGGGATCACTCTC. Primer reverse: 5
AAACCTCTACAAATGTGGTATG.



pEGFP-C1 Vector Information
GenBank Accession #: U55763
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Figura 1. Vector pEGFP-C1 utilizado para expresién en células de mamifero.
3.4 Cultivo celular

Se usé la linea celular N1E-115, la cual es una linea celular adrenérgica proveniente del
neuroblastoma de ratén, permite transfecciones heterélogas y es adecuada para el
objetivo del trabajo porque expresa calpaina 10 y canales de sodio dependientes de
voltaje de manera nativa. Las N1E-115 son células adherentes con un tiempo de
duplicacién de 36 horas aproximadamente. Las células fueron sembradas a partir de
un cultivo madre subcultivado a su vez de un vial proveniente de la American Type
Culture Collection (ATCC) en el segundo pasaje. Las células se utilizaron entre los

pasajes 15y 20.

Tanto el matraz madre como los cultivos experimentales se cultivaron en medio de
cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado (medio completo)
con: 10% de suero fetal bovino, 2mM L-glutamina y Penicilina/Estreptomicina (GIBCO

Invitrogen) a 37 °C y mantenidas en una atmosfera con 95% de humedad y 5% CO,.
3.5 Transfeccion transitoria de células N1E-115

Los cultivos experimentales se sembraron en placas multipozo de 6 pozos con un area
de 3.79 cm? con 5 ml de cultivo en medio completo por 24 h antes de la transfeccién.
Las células se transfectaron con plasmido pEGFP-C1 o pEGFP-Calpl0 mediante
lipofeccion utilizando Lipofectamine™ (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante. Previo a la transfeccion, se retiré el medio de cultivo DMEM de los pozos y
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se sustituyd por un volumen 50% menor al inicial en el pozo con medio DMEM sin
suplementar. Este paso es necesario porque el suero fetal interfiere con la formacién y
estabilidad de los complejos lipofectamina/ADN durante la transfeccion. El complejo
lipofectamina/ADN fue agregado a los pozos e incubado por 3 horas. Finalmente, se
afiadio un volumen al pozo de medio DMEM doblemente suplementado (20% suero) y
se incubaron las células por 48h mas. Posteriormene, se verificd la expresion de la
proteina EGFP en las células con un microscopio de epifluorescencia y se tomaron
fotografias para el cdlculo del porcentaje de transfeccién. También se hicieron

extracciones de proteinas para determinar la expresion de calpaina 10.
3.6 Estandarizacion de la transfeccion

Para la optimizacién de las condiciones de transfeccidon se estandarizaron la densidad
celular en las placas de sembrado y el ratio ADN:lipofectamina para la transfeccién.
Inicialmente, se busco ajustar la densidad celular, por lo que se sembraron las células
N1E-115 a densidades de 60 000, 120 000 y 240 000 células por duplicado en 5 mL de
medio de cultivo y fueron incubadas 24h previa la transfeccidn. También se
estandarizé el ratio ADN:lipofectamina (ug:ul) usando 0.8 ug de plasmido con 1.6, 3.2
y 6.4 uL de Lipofectamine™ (Invitrogen) lo que da proporciones de 1:2, 1:4 y 1:8,

respectivamente.
3.7 Extraccion y cuantificacion de proteinas totales

Las células se lavaron con un tampdn de sales de fosfato (PBS, por sus siglas en inglés,
137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na,;HPO,4, 1.8 mM KH,PO,, 7.4 pH) suplementado
con 2mM EDTA. Las células se recolectaron y resuspendieron en 250 ul de buffer RIPA
(NaCl 140 mM, TrisHCI pH 8.0 10 mM, EDTA 1 mM, Tritéon X-100 1%, desoxicolato de
sodio 0.1%, SDS 0.01% y EGTA 0.5 mM) en hielo. Se utilizé el sonicador SONIC-150W
Ultrasonic Cell Crusher y se sonicé el lisado a 30 W tres veces por 2 segundos en hielo.
Se realizé el ensayo de Bradford (Biorad) para su cuantificacion utilizando muestras
estdndares. Ademas, los lisados totales en buffer RIPA se utilizaron para verificar la

integridad de las proteinas por electroforesis.
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3.8 Ensayo de Western blot

Las muestras de proteinas de N1E-115 se corrieron en geles de acrilamida 8% v las
proteinas se separaron por electroforesis (SDS-PAGE) a 0.04 A por 2 horas. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF 0.45 um por electrotransferencia
en cdmara humeda a 300 mA por 2 horas, en buffer de Towbin (Tris 29 mM, glicina 192
mM, SDS 0.5% y metanol 20%) (Bulletin 6211, Biorad). La membrana de PVDF se
bloqued durante 2 horas en solucién de bloqueo (PBS/leche desgrasada 4%). Para la
inmunodeteccidn se utilizé el anticuerpo especifico Calpain 10 de cabra (Santa Cruz
Biotechnology, sc-48454) el cual se diluyd en solucién de bloqueo 1:10000, y se incubé
por 2 h. Posteriormente se hicieron 3 lavados con PBS/Tween 0.1% de 10 min cada
uno. Las membranas se incubaron por una hora con el anticuerpo secundario anti-
cabra acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP-donkey anti-goat, Santa Cruz
Biotechnology) diluido 1:30,000 en solucién de bloqueo. Finalmente se hicieron tres
lavados mas de 10 minutos cada uno con PBS/Tween 0.1%. Las sefiales se revelaron
mediante una reaccidon de quimioluminiscencia. Las membranas se incubaron por 5
minutos usando luminol y H,0,. Finalmente, la sefal se registré6 usando una placa
fotografica Biomax (GE Healtcare) en un casette de autoradiografia y se reveld la placa

en un cuarto oscuro con reactivos Kodak.
IV. Resultados

4.1 Disefio del constructo

El vector utilizado para la sobre expresidn de la calpaina 10 fue el plasmido pEGFP-C1.
Dicho vector contiene el promotor de citomegalovirus (CMV) el cual permite una
buena transfeccion transitoria células de mamifero, y en particular en las células N1E-
115 [86]. El vector incluye el gen de la proteina verde fluorescente, el cual quedd
fusionado en el extremo N-terminal de la calpaina 10. A partir del analisis de la
secuencia de la calpaina y del vector, se eligieron un par de enzimas de restriccion de
la secuencia de multiclonacién (polylinker, Fig. 1), de manera tal que dichas enzimas no
cortaran en la secuencia de la calpaina. En paralelo, se disefiaron primers a partir del

gen de la calpaina 10 de forma que flanquearan la secuencias codificante de la
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proteina, desde la primera metionina hasta el codén de terminacion (Tabla 1). Se
disefaron oligonucledtidos especificos para la amplificacién de la secuencia codificante
de la calpaina 10 de Mus musculus, dado que se trabajé con un neuroblastoma de
ratén. Sin embargo, ya que las secuencias de calpaina 10 de ratén y humano tienen
una identidad del 86% y comparten los mismos sitios activos de la proteasa, pensamos
que en el futuro se podria utilizar el vector construido aqui en neuroblastomas de
origen humano. Los primers se analizaron en la plataforma virtual Primer Blast del
NCBI para confirmar su especificidad y la temperatura de alineamiento. A partir de las
secuencias obtenidas se disefié el plan de clonacién y se hizo un mapa del contructo
pPEGFP-calpaina 10 para verificar que la proteina quimérica siguiera un mismo marco
de lectura dentro del plasmido pEGFP-C1 de manera que la calpaina 10 sea expresada

como fusién del extremo C’' terminal de la proteina EGFP sin codones de terminacién

(Fig. 2).

Calp | Primer | Secuencia (5'- Enzima de | Sitio de GenID | Amplicon | Tm GC%
3') restriccion | clonacién | NCBI (bp)
en pEGFP
For GCGAATTCGAT EcoRI 1359 NM_0 | 2018 78.63 | 73.33
GCGGGCGGTCC 11796.
10 GGGCCGAG 2
Rev GTGGATCCTCAG | BamHI 1390 NM_0 | 2018 68.37 | 51.72
GCTTTCATCACT 11796.
GCCAT 2

Tabla 1. Disefio de primers.
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4.2 Construccion y analisis del plasmido

Primero se amplificé la calpaina 10 a partir de ADNc de ratén (Fig. 3A), el cual tiene
una longitud de 2000 bp. Posteriormente se digirieron tanto el pldsmido pEGFP vy la
calpaina 10 con las enzimas correspondientes (Fig. 3B). La PCR y las digestiones se

verificaron mediante elctroforesis en geles de agarosa. El plasmido linearizado genera

una banda
DDEH readmg frame . 7 .
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) Y '/' W g resricionsi= | MNArco de lectura del EGFP en
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hl -‘ ) *hol 1344
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base en la secuencia.

23 of the 23 Labels are shown. Created using PlasMapper

de 4.7 Kbp, debido a la concentracion de agarosa, la banda se observa cerca del
marcador de 5 Kbp. Posteriormente, los dos fragmentos se purificaron y se ligaron, la
calpaina 10 con el pEFGP. Al ligarse, el plasmido no linearizado produce multiples
bandas por arriba del peso del pldsmido linearizado, lo que indica que la ligacion fue

efectiva (Fig. 3C).
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5 Kbp

2 Kbp
2 Kbp

Figura 3. Amplificacién por PCR de la calpaina 10 (A) y digestién doble de la calpaina 10 y el
PEGFP (B) con BamHI y EcoRI que se corrieron después de la purificacién por gel. (C) La
ligacion entre calpaina 10 y pEGFP se corrid en un gel de agarosa 0.8% y se evidencid al
observarse varias bandas correspondientes al vector unido a mas de una vez al inserto. Las

bandas se observan de gran peso molecular dado que no se inactivd la enzima luego de la

El plasmido se introdujo en células E. coli de la cepa DHa5. Solo aquellas células que
adquirieron el plasmido son capaces de sobrevivir en un medio de cultivo
suplementado con kanamincina. Para identificar aquellas colonias que fueron
transfectadas con el constructo deseado, se realizd un andlisis de restriccion para el
constructo con las enzimas de restriccidon Bgl Il. Dicha enzima hace dos cortes dentro
del construto pEGFP-Calpainal0, lo que produce dos fragmentos 732 bp y 5986 bp. En
la Fig. 4 se observa el analisis de 2 colonias. Una vez seleccionada una clona con el

patrén de restriccion esperado se enviaron a secuenciar utilizando dos primers que
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6 Kbp
4 Kbp

750 bp

flanquean el sitio de clonacion multiple del plasmido pEGFP (Ver materiales vy

métodos).

A partir del cromatograma de la secuenciacion se analizaron y corrigieron visualmente
las bases no definidas (Fig. 5). El analisis del plasmido tras la secuenciacion consistio en
verificar base por base con su respectiva seial en el cromatograma y la discriminacién
de sefiales de diferentes intensidades. Este analisis se realizd con cuidado pues a lo
largo del cromatograma se va observando como las intensidades de las sefiales van
disminuyendo, por lo que las sefales se van confundiendo con el ruido de fondo.
Debido a que la secuenciacion tiene una resolucidon de 1000 bp aproximadamente, se
utilizaron dos oligonucledtidos que flaguearon el sitio de clonacion multiple del
pldsmido para que secuenciaran ambas hebras. De esta manera, se obtuvieron

alrededor de las primeras 1000 bp y alrededor de las ultimas 1000 bp de la secuencia

Figura 4. Analisis de restriccion del constructo
pEGFP-Calpaina 10 con la enzima de restriccion
Bglll. En este gel se muestra el andlisis por
digestion de 2 colonias. Los dos carriles de la
izquierda muestran el patréon de restriccidn
esperado para el constructo pEGFP-Calpaina 10:
dos bandas de 732 bp y 5986 bp. Los dos carriles
de la derecha muestran el plasmido de dichas
colonias sin digerir.

ﬂfa AT

integrada al plasmido.

Una vez resuelta la secuenciacidn en el cromatograma, se extrajo la secuencia en
formato fasta y en la plataforma virtual de ORF finder del NCBI se encontraron los seis
marcos de lectura de la secuencia para encontrar el marco de lectura correspondiente

al plan de clonacién (Fig. 6) y asi, verificar que el marco no se encuentre modificado o
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gue no haya un codén de terminacién en la secuencia que dé como resultado una

proteina trunca no funcional. Adicionalmente, se verific6 que la secuencia de
nucledtidos y aminoacidos de la calpaina 10 insertada en el vector fuera la misma que
la secuencia publicada de la calpaina 10 de ratén en el GeneBank del NCBI (Fig. 7). La

secuenciacion indico que el constructo pEGFP-CalpainalO es el que se esperaba.

8 ap 100 110 120 130 140 150 160
‘CGGGCCGAGACGCCS GCGCGGGAGCTCTTCCGGGACGCGGCATTCCCCGCCTCGGACTCCTCGCTCTTTTACAACTTGTCCACGCCTC

Ly “lh. JIV h‘l mh

Figura 5. Fragmento del cromatograma del constructo Calp10pEGFP.
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Figura 6. Visualizacién de los seis marcos de lectura de la secuencia de Calp10pEGFP
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A

Mus musculus calpain 10, mRNA (cDNA clone MGC: 11401 IMAGE:3154780), complete cds
Sequence ID: BCO05681.1 Length: 2537 Mumber of Matches: 1

Range 1: 111 to 946 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1530 bits{833) 0.0 836/837(00%:) 1/837(0%) Plus/Plus
Query 1 ATECOGECOGTCCOEECCEAGACGICAaraCaaRAGCTCTTCOORRACGOGECATTCCCC &
Sedct 111 ATGOGHUTEGEAAGALG LA UL HEL 170
Query 61 QCCTCGEACTCCTCGETC ACAACTTATCCACGCCTCTERCCCAGTTTOOROAGRAC 128
e SO TS o
Query 121 ATCACTTGOAGACGACCCCAGRAAATCTOTOCCACACCTCAGCTOTTTCCAGATARCCCA 188
oo SNSRI AT
Query 181 TOGGAGOGACAGOTOAAGCAAGGOCTGCTOROACATTGCTGGTTCCTAGTATGCCTAGTGEC 248
e OGRS
Query 241 GQCCCTTCAGAAGAGTCAACACCTCCTGOACCAGOTCTTCOCTCCAGOACAGLCAGGITEG 388
o it D)
Query 381 TCTGACCAGAAATACCAAGGCTTCTTCACCTATCGGAT TTGGCAGTTTOGACACTGOGAG 368
oot ikt
B

calpain-10 [Mus musculus]

Sequence ID: NP_035926.2 Length: 666 Mumber of Matches: 5

p See 4 more title(s)

Range 1: 1 to 232 GenPept Graphics W Mext Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps

480 bits(1236) 2e-172 Compositional matrix adjust. 232/232(100%) 232/232(100%) 0/232(0%)

Query 1  MRAVRAETPARELFRDAAFPASDSSLFYNLSTPLAQFREDITWRRPQEICATPQLFRDNP &8
MRAVRAETPARELFRDAAFPASDSSLFYNLSTPLAQFREDI TWRRPQEICATPOLFRONP
spjct 1 MRAVRAETPARELFRDAAFPASDSSLFYNLSTPLAQFREDITWRRPOEICATEQLFPDNP 68
Query &1  WEGQVKOQGLLGDOWFLCACAALQKSOHLLDOVFPPGOPGWSDOKYQGFFTCRIMOFGHWE 128
WEGOVKDELLGDCWF LCACAALOKSOHL LDGYF PPGOPEWS DK Y GGFFTC RTWOF GHIE
Shict 61  WEGQUKOGLLGDCWFLCACAALOKSQHLLDOVF PPGOPGHSDOKYOGFFTCRIMOFGHWE 126
Query 121 EVTIDDRLPCLAGRLCFSRCQREDVFHLPLLEKAYAKVHGSYEHLMAGOVADALVDLTGS 18@
. EVTIDORLPCLAGRLCFSRCOREDVFLLPLLEKAYAKVHESYEHLUAGOVADALVDL TGS
Spict 121 EVTIDDRLPCLAGRLCFSRCOREDVFWLPLLEKAYAKVHGSYEHLMAGOVADALVDLTGS 186
Query 181 LAERWSLKDVTKASGQQDRPSGEEHRTCROLLHLKDRCLISCSVLSPRAGAR 232
LAERWELKDVTKASGOQDRPSGEEHRTCROL LHLKDRCLISCSVLSPRAGAR
Spict 181 LAERWSLKDVTKASGOQDRPSGEEHRTCROLLHLKDRCLISCSVLSPRAGAR 232

Figura 7. Alineamiento de la secuencia de la calpaina 10 del GeneBank del NCB de nucledtidos (A) y

aminodcidos (B) con la calpaina 10 del constructo secuenciado utilizando la plataforma virtual

Nucleotide Blast y Protein Blast del NCBI.
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4.3 Estandarizacion de la transfeccion

La linea celular de neuroblastomas N1E-115 utilizada permite transfecciones
heterdlogas y es adecuada para el objetivo del trabajo porque expresa canales de
sodio dependientes de voltaje de manera nativa para poder estudiar sus interacciones.
Tras la caracterizacién de este sistema en células de neuroblastoma de ratén se
buscara realizar estudios en otras lineas celulares como en células de neuroblastoma
humano o en astrocitomas, en donde se observé aumento de los niveles de la calpaina

10 en muestras de cerebro con patologia tipo Alzheimer [72].

Para probar la expresion del constructo, se cultivaron células de neuroblastoma de la
linea N1E-115 a diferentes densidades, se sembraron por duplicado 60 000, 120 000 y
240 000 células. Al dia siguiente se observaron las placas para evaluar la confluencia de
los neuroblastomas que se encontré entre 50% y 80%, y se transformaron con los
plasmidos de pEGFP como control y pEGFP-Calpaina 10. La densidad de sembrado que
mostré un mayor porcentaje de transfeccion fue la de 60 000 en pozos de 35 mm

(datos no mostrados).

Tabla 2. Porcentaje de células transfectadas con pEGFP y con pEGFP-Calpl0 para las
proporciones ADN:lipofectamina 1:2, 1:4 y 1:8. La proporcién 1:8 para células transfectadas

Células Células % . . Desviacién
PEGFP totales transfectadas | transfeccion Ll Varianza estandar
Ratio 1:4 150 72 48
178 100 56 51.3 11.5 3.4
754 374 50
Ratio 1:2 119 50 42
180 62 34 36 18.6 4.3
133 43 32
Células Células % . . Desviacién
e totales transfectadas | transfeccion el Varianza estandar
Ratio 1:8 363 103 28
245 80 32 34 34.6 5.9
206 87 42
Ratio 1:4 168 94 55
259 117 45 50 16.6 4.1
269 135 50
Ratio 1:2 268 99 36
332 151 45 39 18 4.2
246 89 36

con pEGFP no se muestra.
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A continuacién, se evalud el porcentaje de transfeccidon utilizando los ratios de
ADN:lipofectamina de 1:2, 1:4 y 1:8 usando 0.8 ug del constructo Calp10pEGFP por
placa y por duplicado. Por conteo de células transfectadas se calculé el porcentaje de
transfeccidon en tres distintos campos utilizando el microscopio de fluorescencia. El
ratio 1:4 mostrd tener el mayor porcentaje llegando al 50% de transfeccion (Fig. 8)

(Tabla 2).
A N1E-115 transfectadas con pEGFP

Fluorescencia

Transiluminacion

B N1E-115 transfectadas con Calp10pEGFP

Fluorescencia

Transiluminacion

Figura 8. N1E-115 transfectadas con pEGFP (A) y con el constructo del plasmido
PEGFP con calpaina 10, CalplOpEGFP (B). Las transfecciones se realizaron los
ratios de ADN (ug): lipofectamina (ul), 1:2, 1:4 y 1:8. Para todas las transfecciones

se utilizé 0.8ug de plasmido.




4.4 Identificacion de la Calpaina 10 exégena

Una vez definidas las condiciones de transfeccidn, se hicieron nuevas transfecciones
para determinar la expresion de la calpaina exdgena. Las células fueron recolectadas y
resuspendidas en RIPA buffer para la lisis celular. Las muestras de proteinas se
cuantificaron mediante el ensayo de Bradford comparando contra una curva estandar
de albuimina. En la figura 9 se graficé la absorbancia de las muestras estandares contra
su concentracion para obtener una ecuacion lineal de la grafica y asi calcular la

concentracion de las muestras (Tabla 3) (Fig. 9).

Adicionalmente se evalud la integridad de las proteinas de las muestras de las células
N1E-115 transfectadas con pEGFP y transfectadas con pEGFP-Calpaina 10 en un gel de
poliacrilamida al 8% tefiido con azul de coomasie. Se observaron varias bandas

definidas indicando la integridad de la muestra (Fig. 10).

Figura 9. Grafica de concentracion protéica de muestras estandares contra su absorbancia.
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Tabla 3. Concentracion de proteinas de las muestras de N1E-115 transfectadas con pEGFP y

pEGFP-Calpaina 10.

N1E 115 Media de Muestras
transfeccion absorbancias (mg/ml)
3 ug PEGFP:12 ul 0.907 7.4
lipofectamina
3ug
Calp10pEGFP:12 uL 0.845 6.5

lipofectamina
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La expresiéon de la proteina EGFP permitid visualizar las células transfectadas, sin
embargo, fue necesaria la inmunodeteccion de la calpaina 10 para confirmar la sobre
expresion cualitativa de esta sobre los niveles basales de la proteina enddgena. El
ensayo de Western blot confirmé la sobre expresiéon de la proteina quimérica de
calpaina 10 con EGFP (Fig. 11). La calpaina 10 tiene un peso molecular alrededor de los
75 kDa y en fusidn con la proteina EGFP da un peso molecular alrededor de 100 kDa.
Todas las predicciones de peso molecular se realizaron en la plataforma virtual

https://www.bioinformatics.org/sms/prot mw.html.
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Figura 10. Integridad de proteinas. Gel de Figura 11. Inmunodetecciéon de la

poliacrilamida 8%  teiido con azul de
coomasie. En el carril de pEGFP se corrieron
las muestras de proteinas de células N1E-115
transfectadas solo con pEGFP, mientras que
en el carril CalplOpEGFP se corrieron las
muestras de proteinas de las células
transfectadas con el constructo de pEGFP-
Calpaina 10.

calpaina 10. En el primer carril se
cargaron las muestras proteicas de las
células N1E-115 transfectadas con
PEGFP y en el segundo carril se cargaron
las muestras de las células transfectadas
con el constructo pEGFP-Calpaina 10. La
flecha indica la banda de la calpaina 10.
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V. Discusion

La interaccidn entre la calpaina 10 con isoformas de los Nay generd varias preguntas
sobre el rol de la calpaina 10 en mecanismos de regulacion de los canales, si los
proteoliza y si esta protedlisis estd involucrada en mecanismos neurodegenerativos.
Para caracterizar mejor la interaccion entra la calpaina 10 y los Nay se produjo una

herramienta molecular que permite su estudio en células de neuroblastoma.

La construccidn de un sistema de expresidon heterdlogo de calpaina 10 permitira sobre
expresar la calpaina 10 en neuroblastomas de la linea celular N1E-115, formando un
modelo para el estudio de la sobre expresién observada en condiciones patolégicas,
gue permitird abordar estudios sobre su interaccion con otras proteinas como con los

Nay y, ademas, el rol de la calpaina 10 en mecanismos de neurodegeneracion.

El sistema de expresidon para la calpaina 10 aqui construido utiliza el promotor
temprano-inmediato del citomegalovirus humano (CMV). Para la expresion de génes
heterdlogos y la expresién transitoria de proteinas recombinantes en células de
mamifero usualmente se utilizan vectores con promotores derivados de virus de
mamiferos [84]. EIl CMV es utilizado para una fuerte expresion general y constitutiva en
células de mamifero [85]. Este sistema de expresion ha demostrado obtener alta
expresion de proteinas en diferentes lineas celulares comparado con otros promotores
virales como promotores del virus del sarcoma mieloproliferativo (MPSV) y del virus
del sarcoma Rous (RSV) [86, 87] y ha mostrado efectividad en la expresion transitoria y
estable de transgenes en células madre embridnicas [88] y en neuronas, en donde
obtuvo la mayor expresion de proteinas comparado con el promotor RSV [89, 90]. El
promotor CMV ha sido utilizado con éxito previamente en otros estudios para la
expresion transitoria de proteinas en células N1E-115. Kobayashi, M. y otros,
transfectaron neuroblastomas de la linea N1E-115 con un vector de promotor CMV
para la expresiéon transitoria de necdina, un supresor del crecimiento celular que
promueve la diferenciacién neuronal, y verificaron con éxito la sobre expresién de
dicha proteina por inmunodeteccién. Asimismo, Gonzalez, E. y otros, lograron la
expresion transitoria de isoformas de distrofina Dp71 fusionada con la proteina verde

fluorescente GFP en un vector con promotor CMV en células Hela, C2C12 y N1E-115.
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La sobreexpresion de las proteinas fusién de isoformas Dp71 con GFP fue verificada y
comparada con la expresion de la proteina enddgena por inmunodetecciéon [91-95].
Por las referencias mencionadas, se esperd que el vector para la calpaina 10 aqui
construido tenga una fuerte expresién constitutiva en células N1E-115 durante la

realizacion de los experimentos.

En estudios previos se han construido sistemas de expresiéon para la calpaina 10
utilizando el promotor CMV en células de fibroblastos y en células de higado humano
para la expresién transitoria [95, 77]. Dong, B y Liu, R. produjeron una calpaina 10
fusionada en su extremo C-terminal a la proteina verde fluorescente GFP para evaluar
su rol en la disfuncién mitocondrial in vitro y para evaluar la localizacién de la calpaina
10 en la mitocondria. La actividad proteasa de la calpaina 10 fue caracterizada in vitro
en fracciones de mitocondria y se vio en aumento conforme el incremento de la
concentracion del calcio, sugiriendo que su actividad proteasa depende de él.
Asimismo, la unién a la proteina GFP parece que no interfiri6 en su actividad
proteolitica. Por otro lado, Arrington et al. sobre expresaron la calpaina 10 con un his-
tag en su extremo C-terminal para su purificacién y estudio de actividad in vitro. En
este estudio concluyeron que la actividad proteolitica tanto de la calpaina 10
enddgena y recombinante no pudo ser confirmada bajo condiciones in vitro y discuten
gue la falta de actividad de la calpaina 10 en sus resultados puede depender de las

condiciones del estudio [77].

El constructo de este trabajo expresa la calpaina 10 fusionada con la proteina EGFP en
su extremo N-terminal. Luego de caracterizar la expresién de la calpaina 10 en
neuroblastomas, se evaluara su actividad proteolitica utilizando blancos conocidos y
utilizando diferentes concentraciones de calcio para confirmar si su funcionalidad es
dependiente de este y verificar que la proteina EGFP no interfiera en su actividad. En
las calpainas mas estudiadas, la 1 y la 2, se ha visto que cortan su extremo N-terminal
como mecanismo de activacion, dado que esto da un mayor aumento de sensibilidad

al Ca™ [14].

Se utilizé un anticuerpo policlonal para calpaina 10 producido contra un mapeo de

péptidos cerca al extremo C-terminal. En la figura 11, la banda detectada tiene un peso
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aparente mayor a 100 kDa, cuando la calpaina 10 tiene un peso de 75 kDa. Nuestros
resultados indican que la calpaina 10 puede presentar modificaciones post-
traduccionales, que cambian el peso molecular aparente de la proteina. Sin embargo,
seria necesario realizar una secuenciacion de la calpaina 10 para confirmar su
presencia y una evaluacidon de la actividad de la proteina quimérica utilizando un

blanco conocido para ver si la proteina EGFP fusionada afecta su rendimiento.

Otro hallazgo inesperado, es que la proteina de fusidn es proteolizada, tal vez porque
la calpaina 10 autoproteoliza su extremo N-terminal, pues aparece a la misma altura
de la calpaina 10 enddgena. De no cortar su extremo N-terminal, el peso aparente de
la proteina seria todavia mayor que el de la proteina enddgena. Sin embargo,
pensamos que el constructo si expresa la calpaina 10, ya que la seial de calpaina
aumenta aproximadamente 3 veces con respecto a la proteina endégena. Como
control, la membrana fue incubada también con un anticuerpo anti-Na'-K* ATPasa,
cuya banda tiene un peso ligeramente superior a 100 kDa. La intensidad de dicha
banda no fue diferente entre las dos muestras, lo que indica que las diferencias que
observamos en la expresiéon de la calpainas 10 son debidas a la expresidon del
constructo. Idealmente, un tercer blot con una anticuerpo anti-GFP podria orientarnos

sobre si la quimera calpaina fue efectivamente proteolizada.

En la transfeccidn de las células N1E-115, se utilizd la expresidon de la proteina EGFP
para identificar las células transfectadas y asi poder calcular el porcentaje de
transfeccidn. La eficiencia de transformacidn se puede ver afectada por la pureza del
ADN, el reactivo de transfeccion, la densidad celular y la confluencia, asi como las
mismas células utlizadas [96]. En un comienzo se utilizé el reactivo FuGene HD
Transfection Reagent, pero se descontinud porque se observé un porcentaje de
transfeccion menor al 50% para las células transfectadas con pEGFP y casi nada de
transfeccidn para las células transfectadas con el constructo pEGFP-Calpaina 10.
Hipotetizamos que las células transfectadas con pEGFP-Calpaina 10, tenian una tasa de
muerte mayor que las células transfectadas con pEGFP, probablemente por activacion
de mecanismos de muerte celular por la calpaina 10 sobre expresada. Por lo que en los

siguientes experimentos evaluamos las células transfectadas con azul de bromofenol
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para evaluar la tasa de muerte, y en el microscopio de fluorescencia en menor tiempo
después de la transfeccion para encontrar un cdlculo de transfeccion mas
representativo. De igual manera, el porcentaje de transfeccion con FuGene HD
Transfection Reagent fue de casi cero para las células con pEGFP-Calpaina 10, por lo
que se procedid a cambiar el reactivo por lipofectamina y se logré alcanzar un
porcentaje de transfeccion alrededor del 50% para todas las muestras, al evaluar

distintas densidades celulares y ratios lipofectamina:ADN.

La densidad celular de sembrado 6ptima varia entre lineas celulares y reactivos de
transfeccidon. Una vez sembradas las células se espera un dia de recuperacién antes de
la transfeccidn y se evalua la confluencia celular. Generalmente, se espera obtener una
confluencia entre 50%-80% para obtener un buen porcentaje de transformacion.
Utilizar células con una confluencia menor puede resultar en poco crecimiento sin
contacto célula-célula, lo que disminuye la eficiencia de transformacidn, mientras que
el uso de células con alta densidad puede causar inhibicién por contacto [97]. Utilizar
células activas en constante divisidon es ventajoso porque son mas propensas a aceptar
ADN foraneo que células quiaescentes. En la estandarizacién de la densidad de
sembrado se encontré que 60 000 células en pozos de 35 mm dio una mayor eficiencia
de transformacion y se extrapold a pozos de 100 mm para las siguientes

transformaciones.

Respecto al ratio ADN:lipofectamina, la eficiencia de transformacién mas alta fue de
50% con un ratio de 1:4. Para determinar las condiciones 6ptimas de la transfeccion y
de expresidn proteica también se puede estandarizar la cantidad de ADN y la cantidad

de lipofectamina agregada [98].
Perspectivas futuras

Al igual que las demas calpainas atipicas, en la calpaina 10 se sustituye el dominio IV de
motivo mano penta EF de unién al calcio por otro llamado dominio T, por lo que no
tiene tantos sitios unién al calcio como las calpainas tipicas, sin embargo, se ha visto
que su actividad proteolitica incrementa en correlacion con el aumento de la

concentracion de calcio intracelular y disminuye con el uso de quelantes de calcio [77].
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Interesantemente, también se reportado que la calpaina 10 puede activarse aun en
ausencia del calcio, por lo cual se ha propuesto que su actividad puede ser regulada
mediante otros mecanismos [15, 77], por lo que no descartamos que la calpaina 10
pudiera autoproteolizar el extremo amino de su secuencia liberandose del EGFP. Aun
asi, para estudios posteriores de los posibles blancos de la calpaina 10, corresponderia
trabajar con neuroblastomas tratados bajo diferentes concentraciones de calcio para
evaluar la actividad proteolitica de la calpaina 10, si responde a la concentracién
intracelular de calcio y evaluar sus interacciones con otras proteinas. Asimismo, de
encontrarse un posible blanco proteolizado por la calpaina 10, como los Nay, se
trabajaria con bloqueantes de otras cistein proteasas para verificar que la protedlisis se

debe a la accion misma de la calpaina.

La calpaina 10 se ha visto presente en citosol, mitocondria y en nucleo [77, 100].
Arrington et al., 2006 descubrieron que tiene un péptido sefial con ubicacion en la
mitocondria y vieron que tiene mayor actividad en la matriz mitocondrial [77]. Estudios
posteriores vieron que la calpaina 10 actia degradando proteinas de la cadena
respiratoria de transporte de electrones, localizandola en la mitocondria [99]. Sin
embargo, utilizando métodos de inmunohitoquimica, también se ha visto a la calpaina
10 localizada tanto en citosol como en nucleo, mas aun, se ha encontrado a la calpaina
10 proteolizada localizada en el nucleo, por lo que se discute si su movilizaciéon dentro
de la célula depende de las concentraciones de calcio, de su estado activo o inactivo o
de diferentes versiones proteolizadas o autoproteolizadas de la misma [100]. De la
misma manera, dado que las isoformas de la calpaina 10 se asocian a la membrana con
diferente afinidad es posible suponer que las diferentes isoformas de calpaina 10
tienen su propio estado de activacion caracteristico dependiente de su asociacion a la
membrana y su afinidad al calcio, ya que se ha sugerido que la unién de las calpainas a
la membrana plasmatica permite su activacion de una manera calcio dependiente por

auto protedlisis de su extremo N-terminal [14, 3].

La reconfirmacion de que la calpaina 10 del constructo corta su extremo N-terminal
indicard si es posible responder las preguntas sobre su localizacidon. Si la calpaina 10

corta el EGFP unido a su extremo N-terminal, entonces no servira para localizarla
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dentro de la célula. Sin embargo, se espera que el constructo de este trabajo ayude a
estudiar la interaccién con los Nay y, mas aun, si puede proteolizarlos y si participa en

mecanismos de regulacion de los canales.
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