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1. Resumen.

Las calpainas son una familia de proteasas dependientes de calcio capaces de regular la
actividad de sus blancos. Entre sus blancos, figuran los canales de sodio dependientes de voltaje
(Navs), los cuales tienen una participacion esencial en la generacién de potenciales de accion en
las neuronas. Por ejemplo, se ha observado que en el contexto de la lesién neuronal mecanica la
calpaina 1 proteoliza al Nav1.6, modificando la cinética del canal. Sin embargo, en el sistema
nervioso la calpaina 5y la calpaina 2 son mas abundantes que la calpaina 1. Asimismo, hay
otros canales de sodio que podrian ser blanco de las calpainas. Sin embargo, esto no se ha
investigado. En este trabajo, nos preguntamos si la calpaina 5 puede proteolizar canales de
sodio dependientes de voltaje. Para investigar esto, se expres6 de manera heteréloga la
calpaina 5 en fusion con EGFP en el neuroblastoma N1E-115, y se analizé por western blot la
integridad de las proteinas de canales de sodio usando anticuerpos especificos para varios
subtipos, cuya expresion se habia identificado previamente a nivel de mMRNA en esta linea
celular. De esta forma, encontramos que las células N1E-115 expresan el Navl.7 a nivel de
proteina, mientras que el Nav1.2 fue indetectable en nuestro analisis. Con respecto a la
integridad del canal, encontramos que la expresién heteréloga de calpaina 5 no afect6 la
integridad del Nav1.7. Adicionalmente, se co-transfectaron las células con EGFP-Capn5 y con
plasmidos que expresan el carboxilo terminal de los canales de sodio Navl.2 o Nav1.6;
nuevamente, observamos que las proteinas correspondientes permanecieron intactas. Nuestros
resultados sugieren que la interaccion de canales de sodio con calpaina es especifica para las

diferentes isoformas, tanto de canales de sodio como de calpainas.



1. Abstract.

Calpains are a family of calcium-dependent proteases capable of regulating the activity of their
targets. Among its targets are voltage-gated sodium channels (Navs), which play an essential role
in the generation of action potentials in neurons. For example, it has been observed that in the
context of neural mechanical injury, calpain 1 proteolyzes Nav1.6, modifying the kinetics of the
channel. However, in the nervous system calpain 5 and calpain 2 are more abundant than calpain
1. Likewise, there are other sodium channels that could be targets of calpains, however this has
not been investigated. In this research work, we wonder if calpain 5 can proteolyze voltage-gated
sodium channels. To investigate this, calpain 5 in fusion with EGFP was heterologously
expressed in neuroblastoma N1E-115, and the integrity of sodium channel proteins was analyzed
by western blot using several subtype-specific antibodies, whose expression had been previously
identified at the mRNA level in this cell line. Thus, we found that N1E-115 cells express Navl.7 at
the protein level, while Nav1.2 was undetectable in our analysis. Regarding channel integrity, we
found that heterologous expression of calpain 5 did not affect Nav1.7 integrity. Additionally, cells
were co-transfected with EGFP-Capn5 and with plasmids expressing the C-terminal part of the
Nav1.2 or Navl.6 sodium channels; again, we observed that the corresponding proteins remained
intact. Our results suggest that the interaction of sodium channels with calpain is specific for the

different isoforms, both sodium channels and calpains.



2. Introduccioén.

En el sistema nervioso central, los canales de sodio dependientes de voltaje tienen una
contribucién esencial en la generaciéon y modulaciéon del potencial de membrana, la iniciacién y
propagacion del potencial de accién y en la codificacion de la informacidn nerviosa mediante
patrones complejos de disparo en neuronas (Catterall, 2015). En los Ultimos afios se ha
acumulado evidencia de que los canales de sodio dependientes de voltaje son en realidad
complejos multimoleculares (Abriel et al., 2015; Catterall, 2010; Leterrier et al., 2010), lo cual ha
atraido una atencién creciente hacia el papel que tienen las interacciones con otras proteinas en
la regulacién de los canales, incluyendo la regulacion de sus propiedades biofisicas, su
localizacion subcelular y su presencia en la membrana, asi como su posible papel en el
desarrollo de varias patologias. Por ejemplo, en el campo del dolor neuropatico, la administraciéon
del bloqueador de la calpaina MDL28170 previene el incremento de corriente de sodio del tipo
resistente a tetrodotoxina (TTX) en las neuronas de la raiz dorsal en un modelo de hiperglucemia
(Kharatmal et al., 2015). Sin embargo, se desconoce si dicho efecto se debe a una interaccion
directa de las calpainas con los canales de sodio. Mas aln, no hay pistas sobre cudl de las 14
calpainas existentes participa en este fendmeno, ya que el MDL 28170 es un bloqueador
inespecifico de las calpainas. Por otro lado, no se ha estudiado qué efecto tienen las calpainas
sobre otros canales que también se expresan en estas neuronas, como el Nav1.7 (sensible a
TTX), a pesar de que la pérdida de funcion del Nav1.7 resulta en la reduccién de la funcién
sensorial y nociceptiva (Grubinska et al., 2019; Xue et al, 2021); y a pesar de que dichas
manifestaciones se presentan en un 50% de los individuos afectados por diabetes dentro del
cuadro de la neuropatia diabética (Feldman, 2019). M&s aun, los ganglios de las raices dorsales
expresan otros canales de sodio sensibles a TTX, como el Navl.2 (Waxman et al., 1994; Ho &
O’Leary, 2011). Por todo lo anterior, pensamos que las interacciones entre estas dos familias
merecen ser estudiadas en mayor detalle. En este sentido, en el presente trabajo se exploré la
posibilidad de que los canales de sodio Nav1.2 y Navl.7 sean blancos de la calpaina 5. En los
siguientes apartados se exponen detalles acerca de la estructura de los canales de sodio y de
las calpainas, y las evidencias previas de la interaccién entre estas dos familias de proteinas, asi

como las patologias en las que ambas han sido involucradas.
2.1 Canales idnicos.

La excitabilidad y la capacidad de sefializacion eléctrica que caracterizan a las neuronas son
posibles gracias al flujo regulado de iones Na*, K*, Ca*2 y CI- a través de canales iénicos
presentes en la membrana celular (Hille, 2001). Estos canales estan constituidos por proteinas

transmembranales multiméricas, las cuales se organizan para formar un poro conductor



altamente selectivo para un ién especifico, cuyo estado abierto o cerrado esta exquisitamente
controlado, de modo que los iones atraviesan la membrana a través de estos poros de manera
controlada, siempre en funcién de su gradiente electroquimico. Actualmente, los canales i6nicos
se clasifican en varias familias con base en la similitud de sus secuencias, pero también tomando
en cuenta las sefiales de apertura (p. €j. canales abiertos por ligando o canales dependientes de
voltaje) y el iébn que permea a través de ellos, p. e]. canales de sodio dependientes de voltaje
(Alexander et al., 2019).

2.1.1 Canales i6nicos regulados por voltaje.

Entre 1984 y 1988, tras una serie de trabajos de clonacion molecular de las subunidades a que
integran el poro de los canales de Na*, K* y Ca*2 regulados por voltaje, se demostré que estos
canales poseen estructura general similar (Figura 1) y que pertenecen a la misma superfamilia
genética (Armstrong & Hille, 1998).

K, channels

Domain I [l Domain II [] Domain III ﬂ Domain IV ﬂ

Na, channels/
Ca, channels

Figura 1. Topologia de las subunidades a de los canales de K*, Na*y Ca?* dependientes de
voltaje. Los canales de Na* (Navs) y los canales de Ca?* (Cavs) dependientes de voltaje son
polipéptidos de alrededor de 2000 aminoacidos que contienen cuatro dominios homélogos (I-1V),
cada uno de los cuales consta seis segmentos transmembranales, denominados S1-S6
(Armstrong & Hille, 1998). La subunidad a de los canales de K* (Kvs) dependientes de voltaje
contiene solo una serie de segmentos S1-S6, sin embargo, usualmente cuatro de estas
subunidades se asocian para formar un homotetramero. De esta manera, la estructura de los
Kvs, los Navs y los Cavs resulta ser bastante similar (Armstrong & Hille, 1998). (Tomado de:
Chowdhury & Chanda, 2015).



Canales idnicos como los de sodio (Navs) y los de calcio (Cavs) usualmente cuentan con una
subunidad a que contiene el poro de selectividad, la cual se compone de cuatro dominios
homélogos (I-1V) cuya estructura individual esta dada por seis segmentos transmembranales
(S1-S6) enlazados entre si por asas polipeptidicas, localizadas ya sea intracelular o
extracelularmente. Cada dominio esta ligado por asas intracelulares, y los segmentos N-Terminal
y C-Terminal (CT y NT) son también intracelulares (Figura 1). El poro esté constituido por los
segmentos S5y S6 de cada dominio, a partir de los cuales toma forma un vestibulo exterior
(cara extracelular), una amplia cavidad central llena de agua, y un filtro de selectividad o
compuerta superior, asi como una compuerta inferior (Zhang et al., 2018). Los segmentos S4 de
cada dominio dan lugar al sensor de voltaje, cuya capacidad de detectar cambios en el potencial
de membrana se debe a la carga positiva presente en los residuos de aminoacidos que
conforman los segmentos S4. En respuesta al cambio de potencial membrana, este sensor de
voltaje se desplaza provocando la apertura del canal. Debido a estas caracteristicas, los canales
idnicos dependientes de voltaje pueden inhibirse si se bloquea el poro conductor de iones o

mediante la modulacion del sensor de voltaje (Zhang et al., 2018).
2.1.2 Canales de sodio. Diversidad y distribucion.

La activacion de los Navs es el mecanismo responsable del ingreso de corrientes de Na* que
generan y propagan el potencial de accion en las células eléctricamente excitables. Romey y
colaboradores descubrieron que la neurotoxina o del escorpién es capaz de modificar la
conductancia i6nica y la apertura dependiente de voltaje de los Navs por unidn directa con el
canal (Romey et al., 1975). Con base en este descubrimiento, Catterall y Beneski en 1980
(Beneski & Catterall, 1980) emplearon un derivado fotorreactivo de la toxina a de escorpién para
detectar por foto-afinidad la unidad principal a (260 kDa) y la subunidad auxiliar (36 kDa) del
canal de sodio del cerebro (Catterall, 2012; Catterall, 2000). De esta forma encontraron que el
canal de sodio era un complejo multimérico, que consta de una subunidad « integrada a la
membrana, una subunidad B1 unida de forma no covalente, y una unidad 32 asociada a la
subunidad a mediante un enlace disulfuro (Figura 2). Asimismo, encontraron que la subunidad a
es necesaria y suficiente para reconstituir la funcién del canal de sodio regulado por voltaje
(Catterall, 2014, Catterall, 2010).

La subunidad o del Nav esta constituida por unos 2,000 aminoéacidos que forman una estructura
general de cuatro dominios homologos, organizados como se mencioné anteriormente (Catterall,
2014; Wang et al., 2017). Las subunidades 1 y B2 constan cada una de un solo segmento
transmembranal con un dominio N-terminal (NT) extracelular y un dominio C-terminal (CT) de

menor tamanio localizado intracelularmente. 1 y 32 funcionan como moduladores de la apertura
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de la subunidad o formadora del poro y crecientes evidencias sefialan que juegan un papel en la
inmovilizacion y localizacion especifica del Nav en la superficie celular (Catterall, 2017;
Srinivasan et al., 1998). Las regiones NT y CT de la subunidad a tienen actividad reguladora de
la funcion electrofisiolégica del Nav. Se sabe que el CT participa en el mecanismo de inactivacion
del canal, y que contiene distintos sitios de interaccién con multiples proteinas y reguladores
intracelulares, como el motivo IQ de unién a calmodulina (CaM-binding), el motivo PY de unién a
la ligasa de ubiquitina Nedd4-like y el motivo 1773-1832 de unién a FHF1B, entre otros (Wang et
al., 2017).

~ ) 2
: /’NH3+ & +HaN | |
2 i [ ‘ \ “ 1
B AN B-ScTx a-ScTx ] p
our_V : V)%
1114 120 120 1123
IN J
-0,C U t -
/ Pore T ‘Drugs
Voltage L
Sensing Inactivation
+H3N
COy
Modulation

Figura 2. Estructura multimérica del Nay. La subunidad o formadora del poro esta integrada por
cuatro dominios homologos, cada uno de los cuales esta conformado por seis segmentos o-
helicoidales. Los dominios I-IV estan unidos entre si por cadenas polipeptidicas intracelulares. Los
segmentos S5y S6 revisten el poro de selectividad, mientras que los segmentos S4 constituyen el
sensor de voltaje. Por otro lado, las unidades B contienen un segmento a-helicoidal que atraviesa
la membrana y una region B-plegada extracelular. Se sefialan los sitios de union de las toxinas a y
3 del escorpidn en la subunidad o (Tomado de: Catteral, 2012).
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Se tiene registro de 10 genes que codifican distintos subtipos de la subunidad a del canal de
sodio en mamiferos. Estos se expresan diferencialmente en los tejidos excitables: Nav1.1,
Navl.2, Nav1.3 y Nav1l.6 son los principales subtipos presentes en el sistema nervioso central,
Nav1.7, Nav1.8 y Nav1.9 se encuentran principalmente en el sistema nervioso periférico; Nav1.4
se expresa predominantemente en el musculo esquelético; y Nav1.5 en el corazén; si bien a la
mayoria de los subtipos se les puede encontrar expresados fuera de sus tejidos primarios.
Nav1.10 es una proteina cuya funcién no depende del voltaje y esté involucrada en la deteccion
de la concentracién de sodio. Cabe mencionar que, a causa de procesos de modificacion
transcripcional y de corte y empalme (splicing en inglés) selectivos, existe una gran variedad de

isoformas de cada uno de los subtipos (Catterall, 2012).
2.1.3 Los canales de sodio tienen un papel en diversos trastornos neurolégicos.

Los Navs no solo tienen un papel sobresaliente en la funcion electrofisiolégica normal de las
células excitables, sino que también estan relacionados con una serie de padecimientos
neurolégicos como la epilepsia, el dolor neuropatico, los tumores cerebrales, las lesiones
cerebrales trauméticas y la esclerosis multiple (Wang et al., 2017), y son blancos terapéuticos
comprobados en la anestesia local, la analgesia general, la epilepsia y el desorden bipolar.
Ademads, las investigaciones contindan caracterizando canalopatias en las cuales distintas
mutaciones del canal de sodio estan asociadas con paralisis peridédica, miotonia, epilepsia 'y

otros trastornos de caracter hereditario (Cusdin et al., 2008).

Dentro del sistema nervioso, los distintos subtipos del canal de sodio se expresan de manera
diferencial en funcion de las caracteristicas particulares de cada clase de neurona, lo que
establece una variedad de escenarios dentro de los cuales pueden ocurrir trastornos
neurolégicos focalizados cuando los canales presentes sufren alteraciones. A este respecto, el
grupo de investigadores liderado por John N. Wood (Eijkelkamp et al., 2012) y el grupo de Yun-
Jie Wang y cols. (Wang et al., 2017) realizaron revisiones que recopilan los esfuerzos y
hallazgos hechos en cuanto a la participacién de los subtipos de Navs en diversos trastornos
neurolégicos cuando su expresion y/o funcidén se ven modificadas. De dichas revisiones, se
resume a continuacion la informacién correspondiente a los canales presentes en el sistema

nervioso. (Véase en la Tabla 1 la sintesis de este listado).

Navl.1: El Navl.1 se encuentra expresado preferentemente en neuronas inhibitorias
GABAérgicas (Eijkelkamp et al., 2012) y su localizacion se circunscribe a los somas neuronales y
la regidn dendritica proximal y, en neuronas de la médula espinal, al segmento inicial del axon
(Wang et al., 2017); se conoce bien que la mayoria de las mutaciones del gen SCN1A, que

codifica al Nav1.1, ocasionan la pérdida de funcién del canal y causan el sindrome de Dravet
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(una forma grave de epilepsia mioclénica de la infancia), aunque se han identificado otras
mutaciones responsables de la epilepsia generalizada con convulsiones febriles plus y de la
migrafia hemipléjica tipo 3. Ademas, algunas mutaciones de novo del SCN1A se consideran

candidatas en trastornos esporadicos del espectro autista (Eijkelkamp et al., 2012).

Navl.2: Esta expresado con abundancia en el SNC adulto, especialmente en la corteza y el
hipocampo (Eijkelkamp et al., 2012), &reas en las que a nivel subcelular tiene una localizacion
preferente en la porcidn proximal del segmento inicial del axén, en donde promueven la retro-
propagacion del potencial de accion hacia el soma (Wang et al., 2017). En humanos, las
mutaciones del Nav1.2 se encuentran asociadas con la epilepsia hereditaria, principalmente
aquella que se caracteriza por convulsiones neonatales benignas. También se ha determinado
una intensa asociacion de mutaciones de novo del SCN2A con el autismo (Eijkelkamp et al.,
2012).

Navl1.3: Tiene extensa expresion en el cerebro humano, pero ésta es predominante en el soma
neuronal y en la regidn proximal dendritica, por lo que muy probablemente contribuye con la
generacion del potencial de accion. No se ha detectado una clara asociacion de alguna mutacion
del Nav1.3 con enfermedades monogénicas (Eijkelkamp et al., 2012), pero su expresion se ha
visto significativamente aumentada en neuronas de los ganglios de la raiz dorsal cuando tiene
lugar una lesion del nervio, y en modelos animales esta regulacion positiva de su expresion
parece tener un papel importante en la patofisiologia del dolor, principalmente el dolor
neuropatico resultante de la lesion por compresion crénica en la raiz dorsal, la cual se asocia con

la descarga anormal persistente de potenciales de accién (Wang et al., 2017).

Navl1.6: Su expresion en el sistema nervioso es extensa y es notable en células de Purkinje,
neuronas piramidales y granulares, y en motoneuronas, e incluso en células gliales y en células
de Schwann. Se distribuye en gran concentracién en los nodos de Ranvier, tanto en neuronas
centrales como en axones sensoriales y motores del sistema nervioso periférico (Eijkelkamp et
al., 2012); su expresion también es prominente en la porcion distal del segmento inicial del axén
y tiene un importante papel en la generacién y propagacion del potencial de accion. Por ello, se
ha observado que la pérdida de actividad del Nav1.6 tiene como consecuencia una disminucion
de la excitabilidad neuronal. Por otra parte, estudios de secuenciacion del exoma completo
sefialan que existe implicacion de algunas mutaciones de novo del gen del Nav1.6 en la epilepsia
(Veeramah, et al., 2012; O'Brien & Meisler, 2013; Gardella & Mgller, 2019). En este sentido, cabe
precisar que la secuenciacion del exoma completo es un método de secuenciacién que, con la
finalidad de identificar “nuevas” variantes genéticas en un portador, se dirige a un subconjunto

del genoma que abarca Unicamente a los exones de genes codificantes de proteinas (Warr et al.,
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2015, Veeramabh, et al., 2013). Adicionalmente, estudios en modelos de lesién cerebral en ratas
sugieren que el Nav1.6 podria estar involucrado la reaccion secundaria a la lesién cerebral, ya
gue su expresion se ve significativamente incrementada en el curso de 72 horas posteriores a la

lesién en neuronas hipocampales (Wang et al., 2017).

Navl.7: Se le encuentra expresado en neuronas periféricas, principalmente neuronas sensoriales
de la raiz dorsal que inervan la piel y las visceras (Alexandrou et al., 2016) y en neuronas del
ganglio trigeminal que inerva la region orofacial, asi como en neuronas de la rama simpética y
del epitelio olfativo (Eijkelkamp et al., 2012). Se ha encontrado un nivel de expresion
marcadamente elevado del Nav1.7 en neuronas con fibras-C amielinicas (Wang et al., 2017). Las
mutaciones del gen SCN9A, que codifica al Nav1.7 se hallan correlacionadas con distintos
trastornos del dolor hereditarios: la eritromelalgia primaria hereditaria y el trastorno de dolor
extremo paroxistico son originados por mutaciones dominantes que producen una ganancia de
funcion del canal; mutaciones recesivas raras que entrafian la pérdida de funcion del Nav1.7
llevan a condiciones como la incapacidad de experimentar dolor y la anosmia (Eijkelkamp et al.,
2012). Por otro lado, se detectaron variantes raras del Navl.7 que aumentan de manera
significativa el riesgo de desarrollar neuropatia dolorosa severa en presencia de un factor
desencadenante como la diabetes (Sloan et al., 2018). Ademas, estudios en ratones muestran
gue la ausencia del Nav1.7 en neuronas sensoriales y simpaticas tiene como consecuencia una
reduccion dramatica de la hipersensibilidad mecénica después de aplicar un modelo quirargico
de dolor neuropético, sefialando la importancia del Nav1.7 en el desarrollo del dolor neuropético

y su potencial rol como blanco farmacoldgico (Eijkelkamp et al., 2012).

Dado que los canales de sodio son importantes para un gran nimero de trastornos neurolégicos
es importante estudiar las interacciones de los mismos con proteinas reguladoras de su funcion,

como es el caso de las calpainas.
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Tabla 1. Patrones de expresién y efectos conocidos de algunas mutantes de subunidades
o del canal de sodio dependiente de voltaje en humanos.

Canal Expresion principal Enfermedades asociadas con mutacién del gen o

alteraciones de la funcién del canal

Nay1.1 | SNC, SNP Epilepsia, migrafia, autismo

Na,1.2 | SNC, SNP Epilepsia (asociada a la ganancia de funcion),
autismo, ataxia episodica (asociada a la ganancia de
funcién)

Nay1.3 | SNC, SNP (elevada cuando | Epilepsia (asociada a la ganancia de funcién)

ocurre una lesion del nervio)

Na,1.6 | SNC, SNP, musculo liso Retraso mental, atrofia pancerebelar, ataxia,
encefalopatia infantil “experimental”

Na,1.7 | SNP “Pain free”, eritromelalgia, trastorno de dolor extremo
paroxistico (asociado a defectos en la inactivacion
rapida), anosmia, polineuropatia distal simétrica
dolorosa de la diabetes.

Basado en Eijkelkamp et al., 2012.

2.2 Calpainas.

2.2.1 Estructura, funcién y clasificacion.

Las calpainas conforman una familia de cisteina-proteasas cuya actividad esta regulada por la

concentracion de calcio intracelular. La familia cuenta con 15 isoformas identificadas en

humanos (CAPN1-CAPNL16), las cuales en funcién de su perfil de expresién suelen clasificarse

en dos grupos: calpainas ubicuas y calpainas tejido-especificas. Su actividad proteolitica es

moduladora de la estructura y funcién de sus sustratos y se ha descrito su participacion en

procesos celulares como la remodelacién del citoesqueleto, la division y diferenciacién celular, el

desarrollo embrionario, el trfico vesicular, la transduccion de sefales, la apoptosis, e incluso la

potenciacion de largo plazo en el sistema nervioso central (Ma, 2013; Schoch et al., 2012;
Waghray et al., 2004).
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De acuerdo con su estructura, las isoformas de calpaina también se clasifican en calpainas
tipicas o clasicas, y atipicas o no clasicas (Goll et al., 2003; Suzuki et al., 2004; Weber et al.,
2019). Dentro de las calpainas clasicas, algunas necesitan una subunidad auxiliar llamada
calpaina 4 (0 CAPNS1). Dado que estas calpainas clasicas se estudiaron primero, actualmente
se les denomina calpainas convencionales, para distinguirlas de aquellas calpainas descubiertas
posteriormente, que no necesitan a la subunidad auxiliar y que se denominan calpainas no
convencionales. Tal como se esquematiza en la Figura 3, la estructura de las calpainas clasicas
consiste en cuatro dominios: el dominio | que incluye la region hélice N-terminal, el dominio Il
CysPc (del inglés Cys-Protease core), el dominio Il CBSW (del inglés calpain-type 8 sandwich,
antes conocido como C2L) (Ono et al., 2016) y el dominio IV que presenta cinco motivos de
unién a calcio tipo EF (Penta EF-Hand); mientras que las calpainas no cldsicas en general
carecen del dominio IV (Goll et al., 2003; Suzuki et al., 2004). Las calpainas no clasicas que
comparten caracteristicas estructurales se agrupan en subfamilias, como la de homélogos de
PalB (CAPN5, CAPN6, CAPN7 y CAPN10) y la de homélogos de SOL (CAPN15) (Ono &
Sorimachi, 2012). Cabe mencionar que splicing alternativos de genes de calpainas tanto clasicas
como no clasicas generan productos sin dominio Il (Horikawa et al., 2000; Sorimachi et al.,
1993).

Dominio Proteasa (CysPc) kDa

Subunidades de calpainas clasicas Cys i Asn

« CAPN2 o CAPN1 [ | | I =0

« CAPNS1 *
Subunidades de calpainas clasicas I I l I I 28
no convencionales

.« CAPN3 [151] [152] 94
. CAPNS Cys . His Asn LS
© CAPNY [ | - EIE] =0

« CAPN11-14
Subunidades de calpainas no clasicas

Cys/l__ys‘ His Asn
1 1

«  CAPNS } ,—ﬁ
+  CAPN6 75

Cys His Asn

< HIimm  mmm 93,75

ys His Asn
Il

©
« CAPN15 ["-] ‘ _ 120
Cys

« CAPN16 _': /] E‘ / E
i I 190

« CAPN7
« CAPN10

Figura 3. Estructura elemental de las isoformas de calpaina conocidas en humanos. Con
excepcion de la calpaina 15, todas poseen el dominio CysPc (gris-amarillo), en donde se sefiala
la triada catalitica Cisteina-Histidina-Asparagina; y el dominio CBSW (verde claro). La calpaina
16, 6 demi-calpaina, presenta una estructura divergente. (Tomado de: Ono et al., 2016).
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La calpaina 1y la calpaina 2 exhiben la distribucion més extensa en el organismo de vertebrados
y se han establecido como isoformas prototipicas. Estas tienen la peculiaridad de encontrarse en
forma de heterodimeros compuestos por una subunidad catalitica grande de 80 kDa (dominios I-
IV arriba descritos) capaz de autoproteolizarse cuando la enzima es activada por calcio, y por
una pequefia subunidad reguladora de 30 kDa, conformada por un dominio rico en glicinay un
dominio similar a calmodulina (calmodulin-like), denominados dominio V y dominio VI,
respectivamente (Nixon, 2003). Cada isoforma responde a un umbral especifico de calcio libre
intracelular (calpaina 1 =1 ymol/ L; calpaina 2 =1 mmol/L) para cambiar a la conformacion
cataliticamente activa gracias a la union con calcio (Saatman et al., 2010). La concentracion
fisioldgica de calcio va de 100-1,000 nM en condiciones estandar y puede alcanzar 5-10 uM en
estados excitotdxicos. Asi, la sensibilidad particular de las calpainas 1y 2 al calcio implica que la
calpaina 1 puede ser afectada por cambios pronunciados en la concentracion de calcio, y que
posiblemente la activacion de la calpaina 2 sea influida ademas por vias de sefalizacién

intracelular que involucran fosforilacion por cinasas (Vosler et al., 2008).

Las calpainas 1 y 2 son ubicuas por antonomasia, ya que se las ha detectado en la mayoria de
los érganos humanos; si bien estas isoformas son especialmente abundantes en el sistema

nervioso central (Liu et al., 2008).
2.2.2 Las calpainas estan involucradas en varias neuropatologias.

Numerosas evidencias indican que una variedad de trastornos neurodegenerativos cronicos
como la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de
Huntington (EH), la esclerosis miltiple (EM), la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), o las
afecciones agudas por isquemia cerebral, que ocasionan en Ultima instancia eventos de muerte
neuronal, involucran mecanismos patoldgicos que se basan, de manera convergente, en
alteraciones de la homeostasis del calcio. Se ha probado que estos mecanismos de
desregulacién conducen a un incremento en el calcio intracelular que provoca la activacion de
calpainas citosdlicas y, consistentemente, en modelos de neurodegeneracién (p.ej. apoptosis de
células granulares por retiro de suero y potasio) y de dafio isquémico, se ha demostrado que
tanto la inhibicion de la calpaina 1 como de la calpaina 2 por un inhibidor de alta afinidad por
estas isoformas (PD150606) tiene un efecto neuroprotector (Rami et al., 2000; Verdaguer et al.,
2005; Windelborn & Lipton, 2008). Por otro lado, la activacion de esta u otras calpainas también
parece estar implicada en enfermedades relacionadas con el envejecimiento, como la aparicion
de cataratas, la hipertension, la artritis, la diabetes mellitus tipo 2, las distrofias musculares, la
senescencia eritrocitaria (Nixon, 2003), y en los eventos neuropatolégicos que acompafan a la

lesién cerebral traumatica (Saatman et al., 2010). Ademas, en la Ultima década se han realizado
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importantes esfuerzos de investigacion que dan prueba de que la actividad incrementada de las
calpainas también esta asociada con una variedad de patologias oculares como degeneracion
retinal, hipoxia retinal, desprendimiento de retina, retinitis pigmentosa y glaucoma (Schaefer et al.
2016).

Puesto que la distribucidn de las calpainas es ubicua no es sorprendente que éstas tengan
participacion en la patogénesis de muchas enfermedades neurodegenerativas. La mayor parte
de las investigaciones sobre la participacion de las calpainas en enfermedades
neurodegenerativas se han centrado en el estudio de las calpainas 1y 2, y solo en algunos
casos se ha explorado el papel de otras calpainas, como ocurre con la calpaina 5. Sin embargo,
cada tejido expresa mas de una calpaina. Por ejemplo, en el sistema nervioso central es posible
encontrar las isoformas 1, 2, 3, 5, 7y 10 (Vosler et al., 2008) y, mas aun, estimaciones de los
niveles relativos de expresion de dichas calpainas en el cerebro, por hibridacion in situ (Schaefer
et al., 2017) y PCR cuantitativa (Singh et al., 2014), indican que la calpaina 2 y la calpaina 5 son

las isoformas con mayor expresion a nivel de mRNA en rata.
2.2.3 Calpaina 5. Participacién en el desarrollo de retinopatias.

La calpaina 5 humana pertenece a la categoria de las calpainas atipicas, es decir que el dominio
IV se halla sustituido por una secuencia Unica denominada dominio T (Waghray et al., 2004).
Dicho dominio recibe ese nombre por su homologia con una calpaina descrita en C. elegans,
denominada Tra3 (Huang & Wang, 2001; Mugita et al., 1997), la cual esté involucrada en la
muerte neuronal necrética que subyace a la neurodegeneracién cuando existe un incremento
anormal en las concentraciones de calcio intracelular (Syntichaki et al., 2002). Cabe enfatizar
que, como resultado del estudio mas profundo del dominio IV de la calpaina 5, este dominio
cambié su nombre de dominio T a dominio C2, ya que se encontrd que se trata de una estructura
cuya configuracion posee caracteristicas tipicas de los dominios proteicos C2. Los dominios C2
son conocidos por su capacidad de unirse a fosfolipidos, misma que se muestra incrementada
en presencia de calcio (Hosfield, et al., 1999). Esta particularidad de la calpaina 5 aumenta la

posibilidad de que haya una interaccion entre la calpaina 5 y proteinas membranales.

Estudios sobre la distribucién de la calpaina 5 en el humano revelan que ésta se expresa en
diversos tejidos (Waghray et al., 2004), y destacadamente en colon, rifién, higado, tradquea,
Utero/testiculos, ojo y cerebro (Schaefer et al., 2016). Entre las distintas calpainas expresadas en
el cerebro humano, el MRNA de la calpaina 5 es el segundo mas abundante, un poco por debajo
del nivel del mRNA de la calpaina 2 (Schaefer et al., 2017). EIl mRNA de la calpaina 5 tiene una
distribucion ubicua en el cerebro de ratas, mientras que en el cerebro humano esté confinada al

I6bulo frontal, el cerebelo, el hipotalamo, el tAlamo, el puente y la médula (Schaefer et al., 2017).
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Asimismo, se ha detectado expresion de calpaina 5 en todas las capas de la retina (Schaefer et
al., 2016). Por otra parte, Singh y cols. (2014) reportan que calpaina 5 se expresa a nivel de
proteina tanto en neuronas como en astrocitos y en oligodendrocitos del cerebro de ratas, y que

su localizacion seria principalmente nuclear.

Hasta la fecha no se conoce por completo cudles son las funciones fisioldgicas de la calpaina 5
en el organismo humano. Sin embargo, se ha encontrado asociacion de polimorfismos de
calpaina 5 con la neurodegeneracion retinal autoinmune, el sindrome de ovario poliquistico, la
endometriosis, la diabetes y la enfermedad de Huntington (Singh et al., 2014). Algunas
mutaciones puntuales en el gen de calpaina 5 son causantes de la vitreorretinopatia neovascular
inflamatoria autosémica dominante (ADNIV por sus siglas en inglés), enfermedad caracterizada
por una hiperactividad de la calpaina 5 que conduce a estados patolégicos sucesivos que van de
la uveitis, la retinitis y la neovascularizacién retinal hasta la retinopatia proliferativa y por dltimo la

ceguera (Mahajan et al., 2012).

3. Antecedentes.
3.1 Evidencias de lainteracciéon de calpainas y canales de sodio.

Las alteraciones en la estructura y la funcién de los canales de sodio dependientes de voltaje
impactan profundamente la manera en la que se comportan las células excitables. Esto es
manifiesto en el caso de la canalopatias genéticas, en las cuales la capacidad de sefializacién de
las células es modificada por procesos patolégicos complejos que pueden involucrar distintos
grados de disfuncién del canal, cambios en el nivel de expresién de sus distintas subunidades o
cambios en su localizacién subcelular, los cuales se traducen ya sea en hipoexcitabildad o en

hiperexcitabilidad patol6gicas de la célula (Waxman, 2007).

Las alteraciones del canal como consecuencia de la protedlisis han sido estudiadas en el
contexto de la lesién axdnica por estiramiento y en la lesion isquémica. Estudios realizados por
Von Reyn y colaboradores (2009; 2012) muestran que al inducir un aumento del ingreso de Ca?*
al citosol en modelos de lesién axdnica mecénica y de lesion isquémica en neuronas corticales,
tiene lugar la protedlisis de la subunidad o del Nav1.2, la cual produce al menos dos fragmentos
de la proteina escindidos a la altura del asa I-1l y el asa II-1ll. Aunque dichos fragmentos pueden
observarse separadamente a través de ensayos de inmunodeteccion, éstos parecen conservar
su sujecion a la membrana neuronal tras la degradacion enzimatica mediada por calpaina (Von
Reyn et al., 2009). Consistentemente, en experimentos en los que se manipula la actividad de

las calpainas por inhibicidn tanto farmacolégica (aplicando el inhibidor MDL28170) como
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endégena (via sobreexpresion de calpastatina) ya no es posible apreciar degradacién del Nav1.2
en modelos de lesion cerebral (Schoch et al., 2013). Sin embargo, en dichos estudios no es
posible distinguir la contribucion de cada una de las diferentes calpainas, porque la calpastatina

y el MDL28170 inhiben por igual a todas las calpainas presentes.

Acorde con lo anterior, Brocard y colaboradores (2016) han reportado que la protedlisis de
canales de sodio dependientes de voltaje mediada por calpaina resulta en un incremento de las
corrientes de sodio persistentes, tanto en un modelo de lesién medular en ratas neonatales como
en células renales embrionarias humanas (HEK293). Mas aun, los registros de “voltage-clamp”
realizados en motoneuronas de segmentos lumbares revelaron que, en este modelo de lesion
medular, el tratamiento crénico con MDL28170 reduce la amplitud y la densidad de las corrientes
de sodio persistentes en comparacién con lo que se observa en motoneuronas de ratas tratadas
con vehiculo. Adicionalmente, el tratamiento con el inhibidor de calpainas MDL28170,
administrado intraperitonealmente a las ratas lesionadas, redujo hasta en un 45% la intensidad
de las bandas correspondientes a fragmentos de protedlisis de la subunidad a de canales de
sodio en ensayos de western blot (Brocard et al., 2016).

Por otro lado, evidencias de nuestro laboratorio (Arratia-Cortés, 2014; Arratia-Cortés, et al.,
2014) indican que los canales de sodio pueden interactuar con la calpaina 10 a traveés del
dominio T. Y, de hecho, la calpaina 10 estructuralmente estad mas relacionada con la calpaina 5
que con las calpainas 1y 2. El estudio de la interaccion entre la calpaina 10 y los canales de
sodio es otra ramificacion del estudio de las calpainas y los canales de sodio en nuestro

laboratorio, y esta siendo investigada en un proyecto paralelo.

Asimismo, otro trabajo de nuestro laboratorio (Arratia-Cortés, 2018) sugiere que en el cerebro de
ratas tratadas con estreptozotocina para la induccién de hiperglucemia, los subtipos Navl1.2 y
Nav1.6 del canal de sodio podrian ser degradados por calpainas, ya que el tratamiento con el
inhibidor de calpainas MDL28170 redujo la acumulacién de productos de protedlisis de ambos
subtipos de Navs en ensayos de western blot, comparados con ensayos en ratas
hiperglucémicas no tratadas con MDL28170. Los resultados de Arratia-Cortés (2018) apuntan a
calpaina 5 o calpaina 2 como posibles agentes de la degradacién de los canales de sodio, ya
gue la expresion de mRNA de estas isoformas de calpaina se vio incrementada en el caso de las

ratas hiperglucémicas respecto de las ratas control.
3.2. N1E-115 como modelo de estudio.

La linea N1E-115 es una sublinea adrenérgica derivada del neuroblastoma de raton C 1300
(Jackson Laboratory, Maine), y fue obtenida y caracterizada en 1971 por T. Amano, E. Richelson

y M. Nirenberg (Amano et al., 1972). En cultivo, las lineas derivadas del neuroblastoma C 1300
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presentan caracteristicas propias de las neuronas maduras, entre ellas la capacidad de generar
potenciales de accién, la presencia de neuritas provistas de neurotubulos y neurofilamentos, y la
presencia de enzimas implicadas en la sintesis y el metabolismo de los neurotransmisores
acetilcolina, dopamina y noradrenalina (Richelson, 1973). Amano y colaboradores (1972) han
descrito que la sublinea N1E-115 expresa niveles altos de tirosina-hidroxilasa, la enzima que
cataliza la sintesis de L-DOPA a partir de la L-tirosina, por lo que puede ser considerada una
linea adrenérgica, similar a las neuronas de la rama simpatica del sistema nervioso autbnomo y

las células de la médula suprarrenal.

Las células N1E-115 han sido utilizadas por varios investigadores para examinar a los canales
de sodio dependientes de voltaje en aspectos que van desde sus propiedades biofisicas y
farmacoldgicas hasta la regulacidn de su expresion, ya que esta linea celular expresa de manera
nativa canales de sodio funcionales. Especificamente se ha reportado la presencia de mRNA de
los subtipos Nav1.2, Navl.3 y Navl.7 (Benzinger et al., 1999; Hirsh & Quandt, 1996; Jo & Bean,
2011). Sin embargo, estos tres tipos de canales son indistinguibles desde el punto de vista
electrofisiolégico, por lo que la expresién a nivel de proteina de cada una de estas isoformas

merece ser mejor caracterizada.

En nuestro laboratorio hemos valorado que este conjunto de caracteristicas hace de la linea
N1E-115 un modelo apto para el estudio de las probables interacciones de los canales de sodio
dependientes de voltaje con las calpainas y estudiar la protedlisis de los canales de sodio, pese
a que no existen publicaciones respecto al perfil de expresion de calpainas en esta linea celular.
Cabe aclarar que varias de las calpainas son de distribucién ubicua y por lo tanto es muy posible
que haya presencia de calpainas de uno u otro tipo en las N1E115. Idealmente, nos hubiera
gustado caracterizar la expresion de calpainas en estas células, sin embargo, por cuestiones de
tiempo no fue posible abordar este punto. Sin embargo, esperabamos que al sobreexpresar la
calpaina 5 de forma heteréloga la actividad de la proteina exégena fuera mayor que la actividad

basal de las calpainas nativas.

En el futuro, esperamos que este modelo también sea de utilidad para investigar las
implicaciones funcionales (p. €j. electrofisiol6gicas) de la interaccion de la calpaina 5 o alguna

otra isoforma de calpaina con los canales de sodio dependientes de voltaje.
4. Justificacion.

La lista de condiciones patoldgicas donde se han observado cambios en la actividad de las
calpainas es bastante extensa. Sin embargo, elucidar el papel de estas proteasas en los
procesos patolégicos ha encarado notables dificultades; como por ejemplo, la gran cantidad de

sustratos de protedlisis por calpainas y la existencia de comunicacion cruzada entre varios
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sistemas proteoliticos. Otra situacion que dificulta la investigacion es la falta de inhibidores
especificos, la cual ha limitado los progresos en la identificacion de los sustratos que cada una
de las isoformas de calpaina procesa de manera especifica incluso en condiciones fisioldgicas;
(Bertipaglia & Carafoli, 2007). Como sefialamos anteriormente, también los canales de sodio
estan implicados en multiples patologias neurodegenerativas. Por ello, caracterizar las
interacciones del canal de sodio ampliara nuestra comprensién de los mecanismos moleculares
que subyacen en el desarrollo de estas y otras patologias, y podria ayudar a extender el abanico
de posibles blancos terapéuticos. En este sentido, el uso de modelos de expresion heteréloga
para estudiar las interacciones entre calpainas especificas (i. e., calpaina 5) y sus posibles
blancos es de gran valor para entender mejor como las calpainas influyen en la actividad de sus

blancos.
5. Planteamiento del problema.

Con base en los antecedentes presentados, sabemos que la calpaina 5 es una las isoformas con
mayor abundancia relativa en el sistema nervioso y tiene mayor similitud con la calpaina 10 que
otras calpainas. Por esta razdn, en este proyecto nos preguntamos si los canales de sodio
pueden ser blancos de la calpaina 5. Para contestar esta pregunta, usamos la linea celular de
neuroblastoma de ratén N1E-115, la cual expresa canales de sodio de forma nativa, y
transfectamos dichas células con un plasmido que codifica a la calpaina 5 a fin de sobreexpresar
esta isoforma como ocurre en el modelo de hiperglucemia, sin afectar el nivel de expresion de

otras calpainas.

6. Hipotesis.

H1. Si los canales de sodio son blancos de protedlisis de la calpaina 5, la sobreexpresion de la

calpaina 5 podria inducir mayor protedlisis del canal de sodio.

HO. Si no hay interaccion entre la calpaina 5 y el canal de sodio, es improbable que ocurra una

mayor protedlisis del canal.
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7. Objetivos.
Objetivo General

= Determinar si la expresion heteréloga de calpaina 5 en células N1E-115 de neuroblastoma de

ratén produce la protedlisis del Nav.
Objetivos particulares

= Clonar el cDNA de calpaina 5 y expresar la proteina de manera heter6loga en cultivos de

neuroblastoma N1E-115.

= Llevar a cabo ensayos de inmunodeteccion de distintas isoformas del canal de sodio (Nav1.2 y
Nav1.7),

= Evaluar si hay patrones de protedlisis de Nav1.2 y Nav1.7, producidos como consecuencia de la

expresién y la activacion de calpaina 5 en el neuroblastoma N1E-115.

8. Materiales y métodos.
8.1 Cultivo de células de neuroblastoma N1E-115.

Nuestro laboratorio cuenta con un cultivo madre de células N1E-115 el cual es, a su vez, un
subcultivo de un vial adquirido directamente de la American Type Culture Collection (ATCC®
CRL-2263™). Las células se cultivaron en medio completo, es decir, medio Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM), suplementado con, L-glutamina 2 mM (Invitrogen), 10% suero fetal
bovino (ATCC), y antibidtico/antimicético (Sigma-Aldrich: penicilina 100,000 u/L, estreptomicina
100 mg/L y anfotericina 250 pg/L). El cultivo se mantuvo a 37 °C en una atmdsfera humidificada
con 5% de CO2, y el medio se reemplazé con medio fresco cada tercer dia. Para mantener el
cultivo madre las células se resembraron una vez por semana (pasaje), a razén de 5,000
células/cm2, y se usaron dentro de los pasajes 3 al 20. Los cultivos experimentales se
mantuvieron en las mismas condiciones de medio e incubacion, pero se cultivaron en cajas

multipozo a una densidad de 22,000 células/cm2 y se mantuvieron en 3 mL de medio completo.
8.2 Clonacion de calpaina 5.
8.2.1 Disefio de oligonucleétidos (primers).

La secuencia de DNA codificante de calpaina 5 de Rattus norvegicus fue obtenida del banco de
informacion gendémica del National Center for Biotechnology Information (NCBI), con el nUmero

de acceso NM_134461.2. A partir de dicha secuencia se hizo el disefio de “primers” (Tabla 2)
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para clonar el cDNA de calpaina 5 en el marco de lectura de la secuencia codificante de la

proteina verde fluorescente EGFP, contenida en el vector de clonacion pEGFP-C1 (nimero de
acceso NCBI: U55763), ubicada en la posicion 606-1410 del plasmido pEGFP-C1 (Figura 4).

Tabla 2. Disefio de oligonucledétidos (primers) para amplificacion de Capn5.

Sitio de )
) ) . |Longitud del
Secuencia ) Enzima de| clonacion L Tm
ID del NCBI |Primer| Secuencia 5’-3’ L amplicon % GC
de cDNA restriccion en el (ob) (°C)
pEGFP P
GACGAAGCTT
CCATGTTCTC
For CTGCACAAAG | Hind 1l 1,352 1,923 72.04 | 54.55
GCC
Capn5 NM_134461.2
TGGCCGCGGA
Rev CAGCCGTGAG | Sac ll 1,379 1,923 77.59 | 70.00
AGAGGCACTG
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Figura 4. Mapa del pldsmido utilizado para clonar la calpaina 5. El pEGFP-C1 es un vector
que ha sido optimizado para inducir altos niveles de expresion de proteinas recombinantes en
células de mamiferos. Se indica en numeros la posicién de varias secuencias destacadas,
incluida la region que codifica la EGFP, una proteina fluorescente que al expresarse en fusion
con la calpaina 5 nos sirve como reportera. Abajo se esquematiza el sitio de clonacién mltiple y
los sitios de reconocimiento de diversas restrictasas (MCS).

Tomando como base el mapa de restriccion de la secuencia de la calpaina 5y el sitio de
clonacién mdltiple del vector, se seleccionaron dos sitios de restriccion de endonucleasas para
ser afladidos a los oligonucleétidos, para crear extremos cohesivos. Con el fin de promover la
unién unidireccional del inserto de calpaina 5 al vector, se eligieron los sitios de restriccién de las
enzimas Hind Il y Sac Il que producen un Unico corte en la secuencia de multiclonacion del
pPEGFP-C1, pero ningun corte en la secuencia codificante de calpaina 5. Adicionalmente, se
selecciond la enzima EcoR | como auxiliar para identificar aquellos clones con el plasmido
recombinante EGFP-Capn5. El patron de restriccion esperado con esta enzima consiste de dos
bandas de 5,842 bp y 804 bp.
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De este modo disefiado el par de oligonucleottidos especificos para la amplificacion de calpaina
5, se procedi6 a evaluar sus caracteristicas, su especificidad, el grado de complementariedad
entre miembros del mismo par, y sus probables productos, mediante las herramientas virtuales
Primer Blast del NCBI y OligoAnalyzer 3.1 de Integrated DNA Technologies.

8.2.2 PCR y produccién de la construcciéon pEGFP-Capn5.

Como paso previo a la amplificacion por PCR del cDNA de la calpaina 5, se utilizé TRIzol™ para
extraer la totalidad del RNA del cerebro de cuatro ratas Wistar adultas. El RNA aislado se utilizd
como molde para sintetizar el cDNA por transcripcion inversa. La retrotranscripcion se realizé en
un termociclador programable T100 Thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, Incorporated) y
constod de tres etapas, de acuerdo con las instrucciones del fabricante de la retrotranscriptasa M-
MLV RT (Ambion AM2044): 1) En la primera etapa, se agregaron se agregaron en un tubo de
reaccién 5 ug de RNA, 0.5 ug de oligo dTs y agua libre de nucleasas en un tubo de PCR, se
mezclaron en un “vortex” y se incubaron a 75° C por 5 min. Posteriormente, la mezcla se colocé
en hielo brevemente y se afiadio 1 pL de retrotranscriptasa (100 u/uL), la solucion amortiguadora
(o buffer, en inglés) de la enzima y los dNTPs (2.5 mM de cada uno), completando un total de 20
uL de mezcla de reaccién. 2) Durante la segunda etapa la reaccién se incubd 1 h a 43 °C. Por
ultimo, 3) la tercera etapa se llevé a cabo elevando la temperatura a 92°C durante 10 min con el
objetivo de inactivar a la enzima M-MLV RT. El producto de retrotranscripcién se almacené a -

20°C para su uso posterior.

Para amplificar el cDNA de calpaina 5 el protocolo de la PCR consistio en tres etapas: 1) una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, 2) Seguida de 39 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C
por 30 s, hibridacion de oligonucleétidos a 63 °C por 30 s, y elongacién a 72 °C por 2 min 15 s, y
3) finalmente la reaccidn se incubd a 72°C por 5 min para promover la elongacién final de los
productos de PCR. Tanto las reacciones positivas (con cDNA molde) como las reacciones
control (sin cDNA) incluyeron 0.3 uL de enzima polimerasa DreamTaq DNA Polymerase (5 u/pL,
Thermo Scientific), el buffer de la enzima, dNTPs 10 mM, MgCI2 25 mM, y 1L de
oligonucleétidos (5uM cada uno), y se realizaron por duplicado. Los productos de PCR se
verificaron mediante electroforesis en geles de agarosa 0.8% en buffer TAE 1x (40 mM TRIS-
acido acético/l mM EDTA). Las bandas se visualizaron por medio de tincién con bromuro de
etidio (1 yg/mL). La imagen del gel se obtuvo exponiendo a luz UV (360 nm) el gel tefido en un

fotodocumentador Bio-Rad Gel Doc EZ.

El cDNA de calpaina 5 y el plasmido pEGFP se sometieron a digestion doble en reacciones
sucesivas con las endonucleasas Hind 11l (Invitrogen) y Sac Il (NEB Incorporated). Conforme con

los instructivos de las enzimas, cada una de las digestiones se llevé a cabo en el buffer
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proporcionado por el fabricante, durante 12 h a 37°C. Las reacciones fueron detenidas una vez

que los tubos se llevaron a refrigeracién a -20 °C.

Antes de proceder a la ligacién de las moléculas de DNA recombinante, se tomaron algunas
medidas para hacer mas eficiente el proceso de ligacion: 1) Se desfosforilé el plasmido pEGFP
linealizado (i. e., doble digerido) con fosfatasa alcalina de intestino de becerro (CIAP, Invitrogen),
para evitar su recircularizacion; y 2) Se efectuo la purificacion por gel del cDNA de la calpaina 'y
el pEGFP previamente digeridos con Hind Ill y Sac Il. Para hacer dicha purificacion, el DNA se
sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0.8% para separar los fragmentos digeridos, y se
procedio al corte de las bandas de tamafio esperado. Se solubilizé el gel y el DNA en un buffer
de lisis y se recuper6 del DNA por unién a columnas de silice con el kit Zymoclean Gel DNA
Recovery Kit (Zymo Research). Los productos purificados se verificaron nuevamente mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, y el mismo gel se utilizé para hacer una estimacién por
densitometria de la proporcion molar de las moléculas con base en la intensidad de las bandas
observadas, a través del programa de procesamiento de imagenes digitales ImageJ (Schneider,
etal., 2012).

Una vez purificados, se utilizé la ligasa T4 DNA Ligase (Thermo Scientific) para unir de manera
estable el inserto de calpaina 5 con el pEGFP linealizado a través de los extremos cohesivos.
Segun lo recomendado por el fabricante, a cada mezcla de reaccién se afiadi6 el buffer propio de
la enzima, 2.5 mM ATP, y el inserto y el vector en una relacién molar de 3:1, y se les incub6 a 22
°C durante 1 h. La efectividad de la ligacién se comprob6 al correr los productos mediante

electroforesis en gel de agarosa 0.8% con buffer TAE 1x.
8.2.3 Transformacion de células competentes y seleccién de transformantes.

Con la finalidad de amplificar el constructo pEGFP-Capn5 se llevé a cabo el procedimiento para
transformar un vial de 50 pL de células competentes de Escherichia coli DH5a (One Shot® MAX
Efficiency® DH5a ™-T1R Competent Cells, Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. El
plasmido recombinante se introdujo mediante choque térmico a 42 °C por 45 seg en las células
DH5aq; éstas se llevaron a recuperaciéon en medio SOC a 37 °C y se mantuvieron en agitacion
por 1 h. Posteriormente se sembraron 100 pL de bacterias en placas de medio LB-agar
suplementado con kanamicina (30 pg/mL) y las placas se incubaron a 37 °C por 16 h para
fomentar el crecimiento de colonias a partir de las células eficientemente transformadas. Se
seleccionaron 5 colonias para extraer el plasmido para su andlisis por restriccion. Los clones se
subcultivaron en medio LB liquido suplementado con kanamicina y se incubaron a 37° C en
agitacion constante durante 12 h. Para purificar el DNA plasmidico se usé el kit ZR Plasmid

Miniprep (Zymo Research). Brevemente, se compactaron las células por centrifugacion y se
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lisaron con un buffer alcalino. El lisado se centrifugd nuevamente para eliminar el material
insoluble y el DNA plasmidico disuelto en el buffer se unié a una columna de silica. EI DNA unido
se lavd con un buffer proporcionado por el fabricante y se desprendié de la columna con 50 pL

de agua libre de DNAsas.

Los plasmidos obtenidos se sometieron a un andlisis de restriccion con EcoR | (Invitrogen), con
la finalidad de identificar los clones que retuvieron el constructo pEGFP-Capn5 integro. La
digestion se llevd a cabo a 37°C durante 2 h. Al final de la reaccion, el plasmido digerido se
separé por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% para buscar el patrén de restriccion

esperado de dos fragmentos de 5,842 pb y 804 pb.

A partir de este analisis, encontramos dos clones con el patrén de restriccion esperado, el cual
se verific6 mediante secuenciacidn Sanger, para lo que se usaron los servicios del Instituto de
Biotecnologia-UNAM. Los oligonucledtidos disefiados y empleados para la secuenciacion
flanquean el sitio de clonacion multiple. Para secuenciar ambas hebras usamos un primer
forward = 5 GACCGCCGCCGGGATCACTCTC, y un primer reverse = 5’
AAACCTCTACAAATGTGGTATG. El cromatograma resultante de la secuenciacion lo
analizamos con el software 4Peaks v.1.8 (Nucleobytes B. V.) para rectificar manualmente
aquellos nucleétidos no resueltos por el secuenciador. De este modo obtuvimos las secuencias
de nucleétidos definitivas del inserto y de una parte del C-terminal de la EGFP. Finalmente,
comparamos nuestra lectura de la secuenciacién de calpaina 5 con las secuencias publicadas en
la base de datos del NCBI.

8.3 Transfeccion de células N1-E115 con pEGFP-Capn5 y pEGFP.

El procedimiento de la transfeccidn se basé en el método publicado por Longo y colaboradores
(Longo et al., 2012). Para realizar los experimentos de transfeccion se utilizé PEI MAX-
Clorhidrato de polietilenimina lineal grado transfeccién MW 40,000 (Polysciences, Incorporated).
La solucién de trabajo se preparé diluyendo 1 mg de clorhidrato de polietilenimina en 1 mL de

agua destilada y ajustando la solucion a pH 7 con HCI.

Las células N1E-115 se sembraron en cajas multipozo 24 h antes de la transfeccion, e
inmediatamente antes de someterlas al procedimiento de transfeccion se les renové el medio de
cultivo. Derivado de estudios previos del laboratorio, se usé una proporcion 1:4 de ug DNA:ug
PEIl y 0.43 pmoles de plasmido, ya que usando 2 ug de pEGFP-C1 (0.43 pmoles) y 4 ug de PEI
se obtuvo ~80% de células transfectadas. La solucion de transfeccién se prepard en dos partes:
1) En un tubo A se preparé la solucion de DNA plasmidico afiadiendo 2 ug de DNA en 150 pL de
DMEM sin suplementar; 2) en un tubo B se agregaron 8 ug de PEI en 150 pL de DMEM sin

suplementar. El contenido de cada tubo se mezclé durante un minuto en un “vortex” y a
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continuacion se transfirié la solucion de PEI desde el tubo B al tubo A. Para homogeneizar se
pipeted suavemente la mezcla y después se incubd el tubo a temperatura ambiente para permitir
la formacion de complejos PEI/DNA durante 30 min. Al finalizar la incubacion se verti6 muy
lentamente el volumen completo de este complejo de transfeccion en el pozo con células N1E-
115 y se movié un poco la placa de lado a lado para facilitar la distribucion de la solucién por
todo el pozo. Finalmente, las células transfectadas se devolvieron a la incubadora a 37°C, donde
se mantuvieron en el mismo medio de cultivo durante 48 h. Al cabo de estas 48 h, se tomaron
fotos de al menos 3 campos de cada condicién para evaluar la eficiencia de la transfeccion. En lo
sucesivo, se uso la misma proporcién de DNA:PEI para la transfeccién con pEGFP-Capn5.
Adicionalmente, en algunos experimentos los neuroblastomas fueron co-transfectados con los
plasmidos pEGFP-Nav1.2CT-FLAG y pEGFP-Nav1.6CT-FLAG. Para ello se utilizé también
DNA:PEI en proporcion 1:4.

8.4 Obtencién de proteina total y western blot.

Las células se lavaron con PBS para retirar el medio de cultivo y se lisaron directamente en
buffer RIPA (140 mM NaCl, 10 mM TRIS-CI pH 8.0, 1 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 0.1 %
desoxicolato de sodio, 0.01 % SDS) adicionado con inhibidores de fosfatasas (20 mM NaF, 2 mM
NasVOa4) y un cocktail de inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich)
que contiene: AEBSF, Aprotinina, Hidrocloruro de Bestatina, E-64, EDTA y Hemisulfato de
Leupeptina. Adicionalmente se agregé 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich). Los lisados celulares se
sonicaron incubando los tubos en hielo y aplicando dos pulsos de 50 W directamente a la
suspension de células. Se midioé la concentracién de proteinas por el método de Bradford,
comparando contra una curva estandar de albimina bovina. Se prepararon soluciones de trabajo
a 1 mg/lmL en RSB (125 mM TRIS-CI pH 6.8, 4% SDS, 20% v/v glicerol, 0.02% azul de
bromofenol, 10% 2-mercaptoetanol). Se utilizaron 20 ug cada muestra para separar las proteinas
por SDS-PAGE. Se usaron geles de acrilamida a diferentes concentraciones y se realizo la
electroforesis a 20 mA durante una hora en buffer TRIS-Glicina (25 mM TRIS, 192 mM glicina,
0.1% SDS). Una vez separadas, las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF de 0.2 um.
Las membranas se expusieron a anticuerpos monoclonales especificos para Navl1.2, y Navl.7
obtenidos de NeuroMab (Universidad de California). Adicionalmente se utilizaron anticuerpos
monoclonales anti-GFP y anti-Flag para detectar la proteina de fusion EGFP-Capn5 y los
carboxilos terminales de Nav1.2 y Nav1.6, respectivamente (véase informacion méas detallada de

los anticuerpos en la Tabla 3).

Finalmente, se hizo un analisis semicuantitativo de los blots mediante densitometria. La

intensidad de las sefales se determind utilizando el software de andlisis de imagenes ImageJ
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(Schneider, et al., 2012). Se midi6 la densidad integrada de cada una de las bandas y a este
valor se rest6 la densidad medida para el fondo del correspondiente carril en un area de idéntico
tamafio al de la banda, con lo cual obtuvimos el valor de densidad neta de cada banda detectada
con el anticuerpo anti-Nav1.7. En la Figura 12C observamos la comparacion gréfica de los
promedios de densidad neta de las muestras transfectadas con EGFP (n=2) y las muestras
transfectadas con EGFP-Capn5 (n=2). Por otra parte, en la Figura 12B se muestra un gel de
electroforesis que sefiala que se cargd la misma cantidad de proteina en cada uno de los carriles
del gel y que, en efecto la intensidad de las bandas tefiidas con azul de Coomassie es la misma

en ambos carriles.
8.5 Tratamiento estadistico de los datos.

En los analisis de supervivencia y de eficiencia de la transfeccion en las células N1E-115, tanto
los conteos de células totales como los de células que presentan fluorescencia, se expresan
como media £ SD. Para establecer las diferencias entre las medias se utilizé la prueba t-Student.
La n utilizada en cada experimento se indica en las figuras correspondientes. Para el calculo del
peso molecular de las bandas se realiz6 una regresion exponencial, de la cual se obtuvo la

ecuacion y= 0.0176e0-0176x g| ajuste tuvo una R=0.994.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para inmunodeteccidn de proteinas por western blot.

Antigeno No. Marca Localizacion del Origen
catalogo epitopo
GFP sc-81045 Santa Cruz Raton
Biotechnology
Nay 1.2 K69/3 Neuromab Facility, 1882-2005 Ratén
(r,m,yh) University of California (C-terminal)
Nay 1.7 N68/6 Neuromab Facility, 1751-1946 Ratén
(r,myh) University of California (C-terminal)
FLAG-tag sc-166355 Santa Cruz OctA (FLAG®)-tag Ratén
Biotechnology

Abreviaturas: r=Rattus norvegicus, m=Mus musculus y h=Homo sapiens.
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9. Resultados.
9.1 Disefio del constructo, clonacién y analisis del plasmido pEGFP- Capn5.

El primer paso en nuestro proyecto fue la clonacion de la calpaina 5 en un vector capaz de dirigir
la expresién de la proteina en células de mamifero. Para esto se seleccioné el plasmido pEGFP-
C1. Dicho plasmido posee un sitio de multi-clonacién en el extremo carboxilo de la proteina
verde fluorescente, por lo que se puede producir una proteina de fusién, facilmente rastreable en
un microscopio de fluorescencia. Como se describio en los métodos, se prefirié la fusion del
inserto al extremo carboxilo (y no al extremo amino) de la EGFP debido a que consideramos mas
probable que la calpaina 5 interactde con los canales de sodio a través de su dominio IV
(dominio T). Fusionando la EGFP con el N-terminal de la calpaina 5, el dominio T de ésta se
mantiene libre para interactuar, y prevenimos que alguna interaccién estérica interfiera con la
unién del dominio T y los canales de sodio. La simulacién in silico del constructo y el respectivo
mapa de restriccion se muestra en la Figura 5. Dicho analisis nos permitié validar el disefio y
cotejar la coherencia de los marcos de lectura en toda la longitud del plasmido, prediciendo la
expresion de una proteina de fusion EGFP-Capn5 de ~100.86 kDa.

Aungue el andlisis de primers con el programa BLAST solo predecia la amplificacion de un Unico
amplicon de 1,922 pb, también se amplificé una banda de 500 pb cuyo origen pudiera ser
espurio o bien podria originarse de alguna variante de splicing no reportada (Figura 6A). Tras la
digestion del amplicén de calpaina 5 con las enzimas Hind Ill y Sac Il y la separacion por
electroforesis, se recuperé el cDNA de la banda de ~2,000 pb (Figura 6B), y con esto se eliminé
la banda de 500 pb. Puesto que las bandas de calpaina 5 y del pEGFP linealizado exhibieron el
tamafio esperado, en este punto se procedi6 a su ligacion enzimatica con la ligasa T4. La
efectividad de la ligacidn se confirmé a través de electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%, en
el cual fue posible visualizar un barrido que se extiende por la parte superior del carril, muy por
encima de la posicién que toma el plasmido cuando esté linealizado, e incluso por arriba del nivel

del marcador de més alto peso molecular (Figura 6C).

El producto de la ligacion fue introducido en células competentes de la cepa E. coli DH5a para su
amplificacion. Se seleccionaron 5 colonias, de las cuales se realizé la extraccion de los
plasmidos y un andlisis de restriccion con EcoR I, con la finalidad de identificar los clones que
retuvieron el constructo pEGFP-Capn5. En la Figura 7A, se muestra el andlisis de dichos clones,
en los carriles 2 y 8 se observan dos clones con el patron de restriccion esperado (5,842 pb y
804 pb).
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pEGFP-calpain 5

6631 bp
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Figura 5. Mapa del constructo pEGFP- Capn5. Por medio de esta simulacién in silico se
examind el constructo disefiado y se verifico la congruencia de los marcos abiertos de lectura de
la EGFP y la calpaina 5. En el mapa se sefialan los sitios de reconocimiento de las enzimas Hind
Ill'y Sac Il, las cuales empleamos para ensamblar el vector con el inserto de calpaina 5. Como
se ilustra en el esquema, EcoR | produce dos cortes a lo largo del plasmido y genera fragmentos
de 5,842 bp y 804 bp.

Como se menciond anteriormente, la secuenciacion se hizo con apoyo del Instituto de
Biotecnologia (UNAM). Al comparar nuestra lectura de la secuenciacién de calpaina 5 con las
secuencias publicadas en el NCBI, se comprobo que el marco de lectura de la construccion
EGFP-Capn5 era adecuado (Figura 7B), y que la secuencia de cDNA de calpaina 5 es idéntica a

la secuencia publicada.
9.2 Eficiencia de la transfeccion con plasmidos recombinantes.

Antes de analizar el efecto de la calpaina 5 sobre los canales de sodio se tomaron fotografias de
la fluorescencia en verde y en transiluminacion y se cuantificé la proporcion de células
transfectadas. Las fotografias fueron tomadas 48 horas después de realizarse la transfeccion y
justo antes de la recuperacion de las proteinas. Las células transfectadas con pEGFP mostraron

una coloracidn verde fluorescente uniforme y brillante, presente tanto en el soma como en los
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procesos celulares (Figura 8A, panel superior). En las células que expresan EGFP-Capn5
observamos fluorescencia verde aparentemente atenuada, bien distribuida por todo el somay los

procesos (Figura 8A, panel inferior).

Al analizar las fotografias se confirmé que en las transfecciones con 0.43 pmol (2 pug) de pEGFP-
C1 la transfeccién alcanz6 un 80.01 + 0.1%. Sin embargo, al usar la misma proporcion de
PEI:DNA y la misma cantidad de picomoles del plasmido pEGFP-Capn5, la eficiencia de la
transfeccion se redujo un 47%, ya que en las células transfectadas con pEGFP-Capn5 la
eficiencia de transfeccién alcanz6 tan solo el 33.20% + 0.01% (Figura 8B). En el panel A de la
Figura 8 se muestran dos micrografias representativas de tres experimentos de transfeccién de
las N1E-115 con los plasmidos pEGFP y pEGFP-Capnb.

5000 bp

10000 bp
2000 b

2000 bp 6000 bp

3000 bp

Figura 6. Amplificacién del cDNA calpaina 5, digestiones del inserto y del vector, y
ligacién de los mismos. A. Verificacion del amplicon de calpaina 5. En el segundo carril se
muestra el producto de la PCR; se observa una banda densa que corresponde al tamafio
esperado para la calpaina 5, de cerca de 1922 bp. B. Productos de la digestion doble con Hind
Ill/Sac Il. Las bandas tienen la ubicacién esperada: calpaina 5 de 1922 bp y el pEGFP-C1 de
4,700 bp. C. Ligacion del inserto de calpaina 5 y el vector pEGFP en proporcién 3:1
(Capn5:pEGFP 3:1) y pEGFP no digerido como control. Cada gel contiene una escalera de DNA
de 1 Kb (MM), se anot6 el peso de algunas de las bandas como referencia.
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Figura 7. Andlisis de transformantes de pEGFP-Capn5 y secuenciacion del plasmido. A. El
andlisis se efectuo utilizando la endonucleasa EcoR I. En la fotografia se aprecia que tanto el
clon 1 como el clon 7 poseen el constructo adecuado, pues las bandas generadas tras la
electroforesis obedecen el patrén que esperdbamos: 5,842 bp y 804 bp. B. Recorte del
cromatograma obtenido a partir de la secuenciacion Sanger, y a través de cuyo anélisis se
corroboré la secuencia de la fusion EGFP-Capn5. Recuadro verde: se muestran los Ultimos 2
codones del C-terminal de la EGFP (TAC-AAG), seguidos del sitio de multiclonacién; Recuadro
naranja: muestra la secuencia de reconocimiento de la enzima Hind Ill, la cual se utilizé para
insertar el extremo 5’ de calpaina 5; Recuadro rojo: En la posicion 62-64 se ubica el codén de la
primera metionina de la calpaina 5, lo cual nos indica que toda la secuencia se encuentra en el
mismo marco de lectura. La traduccion de la secuencia de nucleétidos aparece debajo de cada
codon en gris, confirmando que el marco de lectura es continuo.

Para estudiar la posibilidad de que la expresidn de la calpaina 5 tuviera efectos toxicos en las
células, se examind la supervivencia de las células a las 48 h posteriores a la transfeccion. El
analisis indica que las células conservaron la misma tasa de proliferacion de los neuroblastomas
transfectados con pEGFP. En promedio se observaron 529 + 200.80 (Media + SD) células por
campo, mientras que en los cultivos tratados con pPEGFP-Capn5 observamos una media de 621

+ 144.5 células por campo (Figura 8B). De acuerdo con la prueba t de Student, estos promedios
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no difieren significativamente entre si (p=0.625), por lo que podemos concluir que efectivamente

la expresién con el plasmido pEGFP-Capn5 fue menos eficiente.
9.3 Expresion de proteinas heter6logas EGFP y EGFP-Capnb.

La integridad de las proteinas de EGFP y EGFP-Capn5 se verificd por western blot usando un
anticuerpo anti-GFP. La Figura 9A muestra un blot representativo de una serie de 3 ensayos. Se
observa que en las células transfectadas hubo una adecuada expresién de las proteinas
heterélogas, tanto de la proteina de fusién EGFP-Capn5 (~100.86 kDa) como de la EGFP
individual (~28 kDa). Ademas, en ambos casos se detectaron productos de protedlisis putativos.
No obstante, alin es necesario verificar que dichos fragmentos estan ausentes en las células
N1E-115 sin transfectar, lo cual nos indicaria que el anticuerpo se une de manera especifica a la

EGFP y a los productos de protedlisis observados en nuestros experimentos.

Es notable que en las células transfectadas con pEGFP el anticuerpo contra GFP reconoci6 dos
bandas, una banda de ~28 kDa, que se presume que corresponde a la EGFP de tamafio
completo y otra banda de ~23 kDa que, de acuerdo con el analisis in silico que se presenta en la
Figura 9C, podria ser producto de la protedlisis de EGFP por las calpainas enddgenas o
heterélogas. Aunque no hay una secuencia consenso que identifique los sitios de corte de las
calpainas, algunos grupos han tratado de hacer programas que predicen los sitios de corte por
comparacion con proteinas blanco de calpainas, cuyos sitios de corte estan plenamente
identificados (p. ej. Verspurten et al., 2009; duVerle et al., 2010). Utilizando el programa GPS-
CCD 1.0, disponible en linea (http://ccd.biocuckoo.org/down.php), y disefiado por Liu y
colaboradores (2011), ocurrié que el programa predice un sitio de corte en el extremo carboxilo
de la secuencia del EGFP, que no parece afectar la fluorescencia de la proteina, pero podria
liberar el fragmento de 23 kDa observado en las células transfectadas con la quimera EGFP
(Figura 9B y C). De forma similar, en las células transfectadas con pEGFP-Capnb5, se advierte la
presencia de varias bandas. Al igual que en las células transfectadas con pEGFP, se
encontraron 2 bandas de 23 y 28 kDa, asi como bandas de alto peso molecular que
corresponden a lo esperado para la quimera EGFP-Capn5, 100.86 kDa. De hecho, de acuerdo
con un estudio reciente de Bondada y colaboradores (2021), la activacion de la calpaina 5
conlleva la escision de 13 KDa del extremo carboxilo. En buen acuerdo con esta observacion,
cuando se analizaron las bandas de alto peso en un gel de acrilamida al 7% se encontro que la
banda cercana a 100 kDa en realidad es una composicion de dos bandas (Figura 9D), una de las
cuales efectivamente tiene los 100 kDa esperados para la quimera EGFP-Capn5 y una segunda
banda de 87 kDa, tamafio consistente con la pérdida de 13 kDa (Figura 9E). Esto indica que una

fraccion importante de la calpaina 5 expresada heterélogamente podria ser activa.
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Figura 8. Eficiencia de transfeccién de células N1E-115. A. Micrografias representativas de
los experimentos de transfeccion con EGFP y EGFP-Capnb. Las células fueron observadas en
transiluminacion (izquierda) o fluorescencia (derecha) a 10x, 48 h después de llevar a cabo la
transfeccion. Las flechas sefialan algunos procesos celulares tefiidos de verde fluorescente.

B. Resumen de tres experimentos. La eficiencia de transfeccion es el porcentaje de células
fluorescentes respecto de las células totales observadas en cada campo (n=3). Se grafico el
namero total de células (azul) y el nUmero total de células fluorescentes (verde). También se
calculé el porcentaje de transfeccion en cada condicion (circulos amarillos). En las células que
expresan EGFP se observo un 80.01% de transfeccion y aquellas que expresan EGFP-Capn5

EGFP
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alcanzaron un 33.20%. No se detecto diferencia significativa en el nimero total de células tras la

transfeccion de EGFP-Capn5 con respecto a las células transfectadas con EGFP (p=0.625).
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En buen acuerdo con las bandas detectadas, el programa GPS-CCD 1.0 predijo un sitio de corte
en la secuencia de calpaina 5 entre la G773 y la A774 (Figura 7B), cuyo rompimiento produciria
una banda de 12.6 kDa y otra de 88.3 kDa. Cabe sefialar que el programa también predijo otros
sitios de corte, para los cuales no se encontraron bandas de tamafio consistente con la
prediccién o las bandas fueron muy poco intensas. Por ejemplo, el programa predijo un sitio de
corte entre la G563 y la V564, lo que daria origen a una banda de 64 kDa que conservaria la
sefial de EGFP. En la Figura 9A se observa una tenue banda de poco mas de 63 kDa. Sin
embargo, un corte a esa altura afectaria la actividad de la proteasa ya que se encuentra dentro
del dominio catalitico.

9.4 Deteccién de los canales de sodio por western blot.
9.4.1 Las células N1E-115 no expresan Nayl.2 en cantidades detectables.

De acuerdo con Hirsh & Quandt (1996), Benzinger et al. (1999) y Jo & Bean (2011), las células
N1E-115 expresan mRNA de Navl.2, Navl1l.3 y Navl.7, sin embargo, hasta donde sabemos, no
se ha verificado la expresion de cada uno de estos subtipos de Navs en forma de proteina. Ya
que, tanto Hirsh & Quandt (1996) como Benzinger et al. (1999) encontraron que el mRNA del
subtipo Navl1.2 es el mas abundante en esta linea celular, comenzamos por analizar Nav1.2 en
las células experimentales. Asi pues, se realiz6 un ensayo de western blot con un anticuerpo
monoclonal anti-Nav1.2 con muestras provenientes de varios experimentos de transfecciéon

(n=3); sin embargo, no fue posible detectar el canal de sodio Nav1.2.

Para confirmar que el anticuerpo anti-Nav1.2 efectivamente reconociera el blanco para el que fue
creado, se realiz6é un experimento de co-transfeccién del vector pEGFP-Capn5 con dos
plasmidos que codifican el carboxilo terminal de Nav1.2 (pEGFP-Nav1.2CT-FLAG) o de Navl.6
(PEGFP-Nav1.6CT-FLAG) (Figura 10A, By C). En la Figura 11A se observa un experimento de
western blot con un anticuerpo anti-Nav1.2 que reconoce la proteina quimérica pEGFP-
Nav1.2CT, de aproximadamente 60 kDa, pero no detecta ninguna otra banda, lo que sugiere que
las células N1E-115 no expresan canales Navl.2 en cantidades detectables, al menos bajo las
condiciones de cultivo y extraccion de proteinas usadas en este proyecto. Asimismo, ya que las
construcciones pEGFP-Nav1.2 y pEGFP-Nav1.6 también contienen una sefial FLAG en el
extremo carboxilo, se utilizé un anticuerpo anti-FLAG para verificar la expresion de las dos
proteinas quiméricas y buscar bandas de protedlisis. El blot contra la secuencia FLAG se puede
observar en la Figura 11B. Las proteinas de fusién de EGFP con los carboxilos de Nav1.2 o
Navl.6 fueron detectadas (~60 kDa y ~57 kDa, respectivamente), pero la ausencia de bandas de
menor peso molecular sugiere que la calpaina 5 no encuentra un sitio de corte en el CT del
Navl.2 o del Nav1.6
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Secuencia de aminoacidos de EGFP-Capn5

1 MVSKGEELFT GVVPILVELD GDVNGHKFSV SGEGEGDATY GKLTLKFICT TGKLPVPWPT
61 LVTTLTYGVQ CFSRYPDHMK QHDFFKSAMP EGYVQERTIF FKDDGNYKTR AEVKFEGDTL
121 VNRIELKGID FKEDGNILGH KLEYNYNSHN VYIMADKQOKN GIKVNFKIRH NIEDGSVQLA
181 DHYQONTPIG DGPVLLPDNH YLSTQSALSK DPNEKRDHMV LLEFVTAAGI TLGMDELYKS
241 GLRSRAQASM SSCTKAYEDQ NYSALKRACL RRKVLFEDPH FPATDDSLYY KGTPGPTVRW
301 KRPKDICDDP RLFVDGISSH DLHQGQVGNC WFVAACSSLA SRESLWQKVI PDWKEQEWNP
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601 KTWEEARLRG AWTRHEDPQQ NRSGGCINHK DTFFQNPQYI FEVKKPEDEV LICIQQRPKR
48 661 STRREGKGEN LAIGFDIYKV EENRQYRMHS LQHKAASSIY INSRSVFLRT ELPEGRYVII
721 PTTFEPGHTG EFLLRVFTDV PSNCRELRLD EPPRTCWSSL CGYPQQVTQV HVLGAAGLKD
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C Prediccién de sitios de corte por calpainas con GPS-CCD 1.0

Sitio de Secuencia Score Cutoff Fragmentos
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Figura 9. Expresién heter6loga en células N1E-115 y prediccidn de proteolisis de la
guimera EGFP-Capn5 por calpainas. A. Inmunodeteccion de proteinas quiméricas con anti-
GFP. La presencia de multiples bandas puede ser producto de la protedlisis por calpaina 5 (ver
texto). B. Secuencia completa de aminoacidos de la quimera EGFP-Capn5, en verde los
aminoacidos que corresponden a la EGFP y en negro la secuencia de la calpaina 5. Los
aminoacidos en rojo corresponden a los posibles sitios de corte indicados en C. En C,
predicciones del GPS-CCD 1.0 y fragmentos esperados. En verde se indican los pesos de los
fragmentos que conservarian la EGPF después del corte. D. Inmunodeteccién con anti-GFP a
partir de un gel de 7% acrilamida. Las células transfectadas con EGFP-Capn5 presentan
inmunoreactividad en el rango de 75 a 100 kDa (n=3); no asi las células control transfectadas
con EGFP (n=3). E. Curva de calibracién para estimar el peso molecular de la banda de
protedlisis de la quimera EGFP-Capnb. La linea corresponde al ajuste a partir del cual obtuvimos
la ecuacion para calcular con precision el peso de la banda. Este se calcul6 en 86.94 kDa
(circulo naranja).
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Figura 10. Experimento de co-transfeccion de células N1E-115 con Capn5y canales de
sodio. Micrografias en transiluminacion (derecha) o fluorescencia (izquierda) de células co-
transfectadas con: A. EGFP-Capn5; B. EGFP-Capn5/EGFP-Nav1.2CT; y C. EGFP-
Capn5/EGFP-Navl1.6CT. Para todas las transfecciones se utilizé una proporcion PEI:DNA 1:4. Se
estimo un 80% de eficiencia de transfeccion en las dos co-transfecciones de EGFP-Capn5 con
canales de sodio, y un 33% de eficiencia en la transfeccién simple de EGFP-Capn5.
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Figura 11. Inmunodeteccion por western blot en lisados de células N1E-115 co-
transfectadas. Muestras co-transfectadas con Capn5 y Nav1.2CT (carriles 1-3) o Capn5y
Nav1.6CT (carril 4) en las dos inmunodetecciones. A. En el blot contra Nav1.2 se observan
bandas de aproximadamente 60 kDa, que se corresponden con lo esperado para la construccion
del carboxilo terminal del Nav1.2 en fusion con la EGFP. Sin embargo, no se observan bandas
de menor peso molecular, ni en las co-transfecciones con Nav1.2CT ni con Nav1.6CT. B. En el
blot contra FLAG se observa, de igual modo, sefial de alrededor de 60 kDa tanto en las muestras
co-transfectadas con Capn5/Nav1.2 como con Capn5/Navl.6. Se aprecia una intensa sefial de
unos 55 kDa del Nav1.6.

expresados de forma heteréloga. Alternativamente, es posible que la calpaina 5 aun estando
sobreexpresada no estuviera activada; sin embargo, como se explica en la seccién anterior y en
la discusion, la presencia de los productos de proteélisis de EGPF-Capn5 parece indicar que si

tenfa actividad.
9.4.2 Detecciéon de Nay 1.7 nativos de las células N1E-115.

A continuacion, se investigo la expresion del subtipo Nav1.7 en las N1E-115, asi como la
integridad de la proteina en las células transfectadas con EGFP y EGFP-Capn5. Por medio de
western blot se identificé una proteina con un peso cercano a 245 kDa, resultado que nos indica
gue el neuroblastoma N1E-115 si expresa el subtipo Nav1.7 a nivel de proteina (Figura 12A),

dado que el peso predicho para la proteina de la subunidad o del subtipo Nav1.7 es de
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aproximadamente 226 kDa (The UniProt Consortium, 2021; nimero de acceso: Q62205). Cabe
sefialar que esta es la primera vez que se publica evidencia de la expresion de la proteina
Navl.7 en las células N1E-115. Por otro lado, a partir de la densitometria de las bandas se
determiné que la expresion heter6loga de EGFP-Capn5 no induce cambios en la abundancia de
proteina del Nav1.7 o en su integridad en las células N1E-115, en comparacion con la
abundancia y la integridad de esta isoforma del canal en las células que expresan EGFP (Figura
12C). Conforme con este argumento, conviene aclarar que se tomo la prevision de cargar
exactamente la misma cantidad de proteina en cada uno de los carriles del gel de acrilamida en
la electroforesis de estas muestras, y en efecto estimamos la misma densidad para ambos

carriles en el gel tefiido con azul de Coomassie (Figura 12B).
10. Discusion.

Los canales de sodio dependientes de voltaje, asi como varias isoformas de calpainas estan
presentes en neuronas del sistema nervioso central y del sistema nervioso periférico. Desde la
década de los 90, y cada vez con més detalle, se ha correlacionado la actividad proteolitica de
las calpainas con funciones propias de las neuronas centrales, tales como plasticidad y
remodelacion sindptica, sefializacion celular, proliferacion y apoptosis (Amini, et al., 2013). Las
calpainas se han estudiado principalmente en escenarios como el dafio neuronal severo por
lesiones traumaticas o isquémicas (Jette et al., 2006; Liu et al., 2008; Von Reyn et al., 2009;
Wang et al., 2016), o también en modelos de hiperglucemia, donde dicha activacién contribuye a
la etiologia de la neuropatia diabética (Kharatmal et al., 2015); sin embargo, se sabe muy poco

de su papel e incluso de su actividad en condiciones basales.

Por otra parte, un evento comun en las neuropatologias es la modulacion de las corrientes de
sodio (Brocard et al., 2016; Kharatmal et al., 2015) y, en el caso de la lesion traumatica e
isquémica, se ha descrito la degradacién de los subtipos Nav1.2 y Nav1.6 mediada por calpaina
1 (Brocard et al., 2016; Von Reyn et al., 2009); sin embargo, la participacion de otras calpainas
en dichos procesos de degradacion de los canales de sodio permanece ampliamente
inexplorada. La calpaina 5 ha llamado la atencién por su participacién en el desarrollo de
retinopatias. Por ejemplo, algunas mutaciones puntuales en el gen de calpaina 5 resultan en una
proteasa hiperactiva, responsable de la vitreorretinopatia neovascular inflamatoria hereditaria
autosémica (ADNIV) tanto en modelos murinos como en humanos (Mahajan et al., 2012; Wert et
al., 2014). Para comenzar a llenar los vacios en lo que sabemos de esta proteina, en este trabajo
usamos células que expresan canales de sodio de forma nativa, y expresamos de forma

heteréloga la calpaina 5.
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Figura 12. La isoforma completa de Nay1.7 no parece ser afectada por la expresién de
EGFP-Capn5 en las células N1E-115. A. Western blot representativo (n=2) de las células N1E-
115 transfectadas con EGFP o EGFP-Capn5. En ambos carriles, las sefales producidas por el
anticuerpo monoclonal anti- Nav1.7 coinciden con el peso esperado para la proteina de tamafio
completo (~250 kDa). Sin embargo, no se observaron fragmentos de degradacion del Nav1.7 en
el rango de peso molecular de 75 a 245 kDa. B. Tincion de azul de Coomassie de un gel de 7 %
acrilamida, en el cual se separaron las muestras de células transfectadas con EGFP o EGFP-
Capnb. Se realiz6 una densitometria de los dos carriles y se comprobd que la cantidad de
proteina que se cargé es la misma en ambos carriles. C. Resumen de la densitometria realizada
para los blots contra Nav1.7 (n=2). La intensidad de las bandas detectadas en las muestras
transfectadas con EGFP-Capn5 no difiere significativamente de la intensidad observada en las
muestras transfectadas con EGFP (p=0.678).
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10.1 Expresion heteréloga de EGFP-Capn5.

En este trabajo se clond el cDNA de la calpaina 5 de rata en el plasmido recombinante pEGFP-
C2, lo que permitié su expresion de manera heteréloga en fusién con la proteina fluorescente
EGFP en células N1E-115 en cultivo. Cabe notar que en la etapa de amplificacion por PCR de la
calpaina 5 se obtuvieron dos productos principales, uno cuyo peso molecular fue similar al
predicho por la secuencia codificante de calpaina 5 y uno corto de ~500 pb. Existe la posibilidad
de que este Ultimo producto de PCR fuese una variante de splicing de calpaina 5, como las que
se han reportado para otras calpainas. Por ejemplo, la calpaina 10 tiene al menos ocho variantes
de splicing, las cuales se distribuyen de manera diferencial en distintos tejidos en humanos
(Horikawa et al., 2000). Vale decir que Horikawa y colaboradores (2000), después de clonar
dichas variantes, predijeron que dos de ellas, la calpaina 10g y la calpaina 10h, corresponden a
variantes cortas de cerca de 138 aminoacidos. Ambas variantes fueron detectadas a nivel de
MRNA en islotes pancreéticos y la calpaina 10g también en musculo esquelético. Sin embargo,

ninguna de las proteinas de dichas variantes de calpaina 10 ha sido descrita a la fecha.

La expresion heteréloga de calpainas ha sido un reto para varios grupos de investigacién, debido
a la pobre produccién de estas proteinas en diversos sistemas de expresion; por ejemplo, la
calpaina 1y la calpaina 2 de rata, las isoformas mas estudiadas de calpaina. Estas calpainas
requieren co-expresar la subunidad catalitica junto con el dominio C-terminal de la subunidad
reguladora (dominio VI) para que las proteasas recombinantes sean activas y se expresen
abundantemente (Larsen et al., 2004; McCartney & Davies, 2019). Utilizando dicha estrategia,
Larsen y colaboradores (2004) expresaron Capn2-EGFP en fibroblastos murinos TAg-capn4 /-
y reportaron haber logrado una eficiencia de transfeccion del 5-10% a juzgar por la fluorescencia
presente en los fibroblastos. Los ensayos de actividad de la Capn2-EGFP que ellos extrajeron de
los fibroblastos mostraron que la calpaina 2 de rata es también activa en co-expresién con la
subunidad reguladora completa de 28 kDa. Sin embargo, en el caso de la calpaina 5 no se

conocen subunidades auxiliares que regulen su actividad.

Con respecto a la expresién heteréloga calpaina 5, sabemos que Wert y colaboradores en 2014,
reportaron la expresién de calpaina 5 humana en coexpresion con GFP mediante transfeccién
con un vector lentiviral en células 293T o en retinas de ratones, sin efectos adversos (Wert, et al.,
2014), aunque cabe mencionar que no hicieron andlisis de la integridad de la proteina calpaina
5. Sin embargo, encontraron que el 20% de células de retina expresaban la GFP desde el dia de
la transfeccién hasta que finaliz6 el estudio (un periodo de 175 dias), lo que se considera una
medida indirecta de la expresidn de la calpaina 5 heterdloga. Por otra parte, Bondada y
colaboradores (2021) realizaron un estudio sobre la autolisis de calpaina 5 y la funcién del

dominio C2 de ésta para su localizacion subcelular en células SH-SY5Y. Para ello transfectaron
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de manera estable calpaina 5 humana con una sefial 3xFlag, ya que estimaron que los niveles
de calpaina 5 endogena de las SH-SY5Y eran bajos. Su método de transfeccion se baso en la
utilizacion de lipidos cationicos fluorados (reactivo LipoJetTM ), lo cual permitié una expresion
relativamente alta de calpaina 5; sin embargo, la deteccion de la calpaina 5 mediante inmunoblot

requirié de largas incubaciones (48 a 72 h) con el anticuerpo primario.

En este proyecto se eligié el método basado en PEI para realizar la transfeccion de las células
N1E-115 debido a que este es un agente de lipofeccién apto para la transfeccién transitoria de
células de mamifero, que ha emergido como una importante alternativa a reactivos costosos
como LipofectamineTM, con la clara ventaja de que las células sobreviven mejor al proceso de
transfeccion (Longo et al., 2012). Ademas, en los Ultimos afios se han desarrollado mejoras en
los protocolos de transfeccion basada en PEI que han permitido un considerable aumento de la
eficiencia (alrededor de 80% de transfeccion) y reproducibilidad del procedimiento (Yang et al.,
2017). Nuestras observaciones indican que el método de transfeccion transitoria con PEI tiene
alta efectividad en las células N1E-115, puesto que estimamos una eficiencia del 80.01% en las
células transfectadas con pEGFP. De manera interesante, aunque se uso6 la misma cantidad de
picomoles que para el pEGFP y la misma proporcion de PEI:DNA, en aquellas células
transfectadas con pEGFP-Capn5 se obtuvo una eficiencia de transfeccion mucho menor, con
sé6lo el 33.20% de células fluorescentes en cada observacion. La baja eficiencia en la expresion
de EGFP-Capnb5 podria ser consecuencia de algun procesamiento que sufre la proteina
recombinante; ya que los blots contra GFP sefialan que las N1E-115 pueden sintetizar a la
proteina de fusion EGFP-Capn5 del tamafio esperado (~100.86 kDa). Sin embargo, se liberaron
dos bandas, una del tamafio esperado para la EGFP sola (~28 kDa) y otra mas de 23 kDa, por lo
que suponemos que dicha banda fue liberada mediante protedlisis del extremo amino de la
calpaina 5. Si bien, este andlisis requiere de un control negativo en el cual se pruebe al anti-GFP
contra las células de neuroblastoma N1E-115 no transfectadas, 6 transfectadas con un plasmido

que no codifique para GFP.

10.2 Degradacion de la proteina recombinante EGFP-Capn5.

Ambas proteinas exdgenas, EGFP y EGFP-Capn5, fueron blancos de protedlisis parcial en las
células N1E-115. En las células transfectadas con EGFP encontramos dos bandas
inmunoreactivas de ~28 kDa y de ~23 kDa; esta Ultima banda es presumiblemente una isoforma
degradada. De manera similar, en las células transfectadas con EGFP-Capn5 el anticuerpo
contra EGFP reconoci6 varias bandas, las mas prominentes fueron las de ~28 kDa, ~23 kDa,
~87kDa y ~100 kDa. La banda de 100 kDa corresponde al tamafio esperado para la proteina de
fusion completa, pero las bandas de ~28 y 23 kDa parecen ser producto de protedlisis hacia el

extremo amino de la calpaina 5. La protedlisis del extremo amino estaria en buen acuerdo con lo
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gue se sabe sobre la activacién de las calpainas clasicas, en donde iones de Ca?* se unen a
residuos de aminoacidos de los dominios II, Ill, IV y VI, y esta union con Ca?* induce cambios
dindmicos en la conformacion de la calpaina, incluyendo la autolisis del dominio N-terminal y
posteriormente su desplazamiento (Goll et al., 1992; Ono & Sorimachi, 2012; Suzuki et al., 2004).
Por tal motivo, cabe la posibilidad de que la aparicion de la EGFP practicamente entera (28 kDa
aprox.) en los neuroblastomas que expresan EGFP-Capn5 sea consecuencia de la autolisis del
N-terminal de la proteina de fusion, y probablemente la activacién de la calpaina 5. Aunque la
degradacion de la EGFP nos sugiere la posibilidad de que haya ocurrido una activacion de la
calpaina 5, debemos ahondar en el estudio de este fendmeno, ya que nuestro analisis no incluyo
la cuantificacion de la actividad enzimatica de calpaina, y tampoco se realiz6 ningin

procedimiento ad hoc para promover la activacion de calpainas.

La autoprotedlisis del extremo amino también se ha observado con una fusién de calpaina 2 con
EGFP (Capn2-EGFP) transfectada en fibroblastos murinos, donde Larsen y colaboradores
(2004) encontraron que la proteina recombinante era activa, y nuevamente observaron la
generacion de fragmentos de protedlisis a partir del extremo amino de la calpaina 2 lo que
resultaba en la liberacion de la EGPF.

Por otro lado, Bondada y colaboradores (2021), al estudiar la autolisis de calpaina 5 de origen
humano en el neuroblastoma SH-SY5Y, encontraron un patrén de protedlisis diferente. En sus
experimentos la calpaina 5 heteréloga se autoproteolizé escindiendo de manera secuencial
varios fragmentos del C-terminal, lo que resulta en una pérdida total de ~13 kDa y en la
liberacién de varios péptidos. Dicha autolisis libera toda la region C-terminal y la mayor parte del
dominio C2 de la calpaina 5, generando un producto principal de ~61 kDa detectado
principalmente en la fraccion de membranas. Dicha degradacion se previene cuando se inserta
una mutacion de un aminoacido catalitico (C81A) que produce una enzima inactiva, lo que
sugiere fuertemente que los fragmentos son producidos por autoprotedlisis (Bondada et al.,
2021). La aparicién de una especie de ~87 kDa en el blot con anti-GFP, es consistente con la
pérdida del extremo carboxilo, similar a lo reportado por Bondada y colaboradores (2021), lo que
sugiere que la calpaina 5 heterdloga estaba activa en las células N1E-115 y muy probablemente
se autoproteolizé. Sin embargo, nuestros resultados indican también que el extremo amino de la
calpaina 5 se escinde, liberando dos péptidos de ~28 kDa y de ~23 kDa. En apoyo de esta
observacion, el andlisis in silico que realizamos con el software GPS-CCD 1.0 nos sefiala que
hay una alta probabilidad de que las calpainas clasicas corten en sitios que generarian estos
productos; es decir, en la posicion 209 de la EGFP-Capn5 para generar un producto de 23.5 kDa
(mas otro de 77.3 kDa), y también en la posicion 252 para dar origen a un fragmento de 28.3 kDa

(mas otro de 72.5 kDa). Cabe sefialar que el primer corte en la posicién 209, podria modificar las
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propiedades de excitacion o emisién de la EGFP, ya que se ha documentado que mutaciones en
esta region tienen dicho efecto en la GFP (Park & Rhee, 2012; Ehrig et al.,1995), lo que podria
explicar por qué la eficiencia de la transfeccion, medida por la fluorescencia de la EGFP, es
menor que para la EGFP sola. En este sentido, una explicacion alternativa es que la estructura

de la calpaina 5 podria interferir con las propiedades de excitaciéon de la EGFP.

Desde otro punto de vista, se puede proponer que las bandas de protedlisis observadas en
nuestros experimentos no son necesariamente productos de autoprotedlisis, ya que la proteina
recombinante EGFP-Capn5 completa podria ser blanco de otras peptidasas. Por ejemplo,
Raschmanova y colaboradores (2018) utilizaron métodos de DNA recombinante para producir
una quimera de EGFP-tripsindégeno (precursor de la tripsina) de cerdo en la levadura Pichia
pastoris e, inesperadamente, encontraron que la EGFP era separada del tripsinégeno. Ellos
concluyeron que la EGFP fue escindida por una proteasa enddégena no identificada, que
incrementa su actividad a pH 5.9, y que encuentra un sitio de corte en los Gltimos aminoécidos
del C-terminal de la EGFP, liberando a la proteina fluorescente completa. Asimismo,
Raschmanova descarta que la protedlisis se debiera a la actividad de proteasas involucradas en
procesos de apoptosis 0 a la actividad de la misma tripsina, y sefialan que la estructura
especifica de la quimera podria ser la caracteristica que facilita el reconocimiento y corte por la
proteasa responsable (Raschmanova et al., 2018). Realizar la secuenciacidén N-terminal de los
fragmentos de protedlisis de la EGFP-Capn5 en nuestros experimentos nos permitird hacer una

propuesta mas consistente acerca del sitio de corte.

10.3 Perfil de expresién de los Nays.

Previo al andlisis de protedlisis, fue necesario explorar la expresion de los canales de sodio
enddgenos de las células N1E-115 a nivel de proteina, ya que hasta donde sabemos nunca se
habia determinado la expresion de isoformas especificas de canales de sodio dependientes de
voltaje a nivel de proteinas. En estudios anteriores se indicaba que las células N1E-115
expresan el mMRNA de Nav1.2, Nav1.3 y Navl.7 (Hirsh & Quandt, 1996; Benzinger et al., 1999, Jo
& Bean, 2011). Sin embargo, los trabajos iniciales de Hirsh y Quandt reportaron que el mMRNA de
Navl.2 era la isoforma predominante, mientras que Benzinger et al. (1999), reportaron una
frecuencia de clonacion de Nav1.2> Nav1.7> Nav1.3. En contraste Jo & Bean (2011), usando
primers diseflados por Gao et al. (2009), sélo lograron amplificar por PCR Nav1.3. Sin embargo,
al analizar nosotros la secuencia de estos primers usando la herramienta Blast, del NCBI,
encontramos que dichos oligonucleétidos son inespecificos y capaces de amplificar otras
isoformas de mMRNAs de canales de sodio. Por ello, los primeros experimentos de este proyecto
estuvieron encaminados a examinar la expresion y cambios de Navl.2, pero contrario a lo

previsto, Nav1.2 fue indetectable. A pesar de esto, en un esfuerzo por determinar si la calpaina 5
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podria proteolizar Nav1.2, usamos una construcciéon que codifica el extremo carboxilo terminal de
Navl.2 en co-transfeccion con el pEGFP-Capn5. Nuestra conclusién fue que al menos esta
region del Nav1.2 no es blanco de la calpaina 5. Algo similar ocurrié con el extremo carboxilo del
Navl1.6. No obstante, dado que los canales tienen largas cadenas peptidicas en el extremo
amino y las asas intracelulares I-11 y lI-1ll, no descartamos que pueda haber algun sitio de corte
para estos canales. En este sentido, estudios previos sugieren, por ejemplo, que la calpaina 1
corta Nav1.2 en las asas I-Il y lI-Ill (Brocard et al., 2016; Von Reyn et al., 2009), por lo que en un
futuro préoximo esperamos poder usar plasmidos con la secuencia completa de estos dos canales
para determinar si los subtipos Nav1.2 y Nav1.6 son o no blancos de calpaina 5, como lo son de

calpaina 1.

Ante la ausencia de Navl1.2, decidimos enfocarnos en la expresion del subtipo Nav1.7 en células
N1E-115. El Navl1.7 ha sido motivo de gran interés en el campo del dolor neuropético, porque se
expresa de forma nativa en neuronas sensoriales, donde se ha visto que su expresién es
regulada positivamente en modelos de dolor neuropatico (Hong et al., 2004). Los resultados
obtenidos muestran que las células N1E-115 expresan cantidades detectables del canal de sodio
Navl.7 pero, hasta donde pudimos observar, la transfeccion de la calpaina 5 no tuvo un efecto
en la degradacion de los canales de sodio Navl.7. La interpretacion mas directa de este
resultado es que Nav1.7 no es blanco de la calpaina 5 en concentraciones basales de calcio.
Cabe mencionar que los datos sobre los requerimientos de calcio para la activacion de la
calpaina 5 no estan claros. Por ejemplo, segin Vélez y colaboradores (2020) la actividad media
méaxima del dominio Cys-Pc (nlcleo proteasa) aislado de calpaina 5 ocurre a una concentracion
de ~12 mM de Ca?, la cual es dos 6rdenes de magnitud mayor que la concentracion de Ca?*
intracelular que normalmente alcanzan las células, misma que oscila entre 100-800 nM de Ca%*
libre (Goll et al., 1992). Sin embargo, Vélez midié la actividad del dominio Cys-Pc in vitro y en
ausencia de los dominios reguladores CBSW y C2, los cuales contienen sitios de union a calcio
extra, lo que podria conferir una mayor sensibilidad al calcio. En buen acuerdo con esta idea,
Bondada y colaboradores (2021) encontraron que la autoprotedlisis de la calpaina 5 intacta se
produce a una concentraciéon de entre 80 uM y 200 uM de Ca?* en lisados de células SH-SY5Y
transfectados con calpaina 5. Con todo, el requerimiento de Ca?* para la actividad catalitica de
calpaina 5 es elevado, por lo que cabe la posibilidad que nuestra calpaina 5 heteréloga tuviera
una actividad reducida en las condiciones experimentales utilizadas. Sin embargo, la escision del
EGFP de la proteina quimérica nos hace pensar que la calpaina 5 si pas6 por un proceso de

autoprotedlisis y activacion, como se explico en el apartado anterior.

47



10.4 Las células N1E-115 podrian ser utiles para el estudio del dolor mediado por Nayl.7 y

en relacién con la sefializacion adrenérgica.

Una contribucién importante del presente trabajo es la identificacién de Nav1.7 nativos en las
células N1E-115. Hasta donde sabemos este dato no ha sido reportado antes y pudiera ser de
interés en el estudio del dolor neuropatico. El subtipo de canal de sodio Navl.7 se expresa
principalmente en neuronas sensoriales del ganglio de la raiz dorsal, en neuronas de los
ganglios simpaticos y también en neuronas nociceptoras del ganglio trigeminal, mismas que se
originan en el sistema nervioso periférico (Bi et al., 2017; Waxman, 2006). Algunas anomalias
genéticas en humanos han mostrado claramente que el Nav1.7 tiene una funcion relevante en la
sefializacion del dolor, ya que mutaciones del gen SCN9A que provocan la pérdida de funcién
del Nav1.7 ocasionan en los pacientes una incapacidad para percibir dolor (Cox et al., 2006),
mientras que aquellas mutaciones que causan una hiperactividad de este canal contribuyen a
ciertos sindromes de dolor exacerbado (Han et al., 2006; Fertleman et al., 2006). También cabe
mencionar que un conjunto de evidencias apunta a que este canal es regulado positivamente en
la alodinia (Hoffman et al., 2018; Kingwell, 2019). Por todo lo antes mencionado, pensamos que
las células de neuroblastoma N1E-115 podrian ser de enorme valor como modelo de estudio de

la regulacién de los fendmenos de dolor donde el Nav1.7 es protagonista.
11. Conclusiones.

1. En el presente trabajo reportamos por primera vez la expresion del subtipo Nav1.7 del canal
de sodio en las células N1E-115.

2. La proteina recombinante EGFP-Capn5 no proteoliza al Nav1.7, al menos en las condiciones

basales de cultivo y extraccién que utilizamos.

3. Los resultados sugieren que las N1E-115 no expresan el subtipo Nav1.2 en cantidades
detectables, a pesar de que esta isoforma ha sido detectada a nivel de mRNA por algunos
autores (Benzinger et al., 1999; Hirsh & Quandt, 1996; Jo & Bean, 2011).

4. Registramos productos de protedlisis de la proteina heter6loga EGFP-Capn5 y de EGFP en
las células transfectadas.

5. El analisis del tamafio de los productos de protedlisis nos sugiere que la calpaina 5
probablemente se autolizé y se activo en nuestros experimentos, pero no interactu6 con el Nav
1.7.
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