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RESUMEN

El establecimiento de la polaridad es un proceso clave en el desarrollo neuronal, que a
través de la generacién de dos compartimientos, el somatodendritico y el axonal,
permite a las neuronas insertarse en circuitos y propagar direccionalmente [a

informacion en el sistema nervioso.

Los complejos re-arreglos morfoldgicos necesarios para el quiebre de simetrfa pueden
integrarse en un modelo de auto-organizacién denominado de activacién local-
inhibicién global. Este contempla la generacion de un circuito de retroalimentacion
positiva por parte del activador, cuya extension es limitada espacialmente por [a accidn
de un inhibidor de largo alcance. En los Gltimos afios se ha acumulado un conjunto
creciente de evidencia en los mecanismos moleculares que sustentan los circuitos de
retroalimentacion positiva, pero poco se conoce acerca de la identidad del “inhibidor
global”. Recientemente la degradacion proteica selectiva y espacialmente restringida
ha sido propuesta como parte de este mecanismo inhibitorio que impida la aparicion
de axones supernumerarios, mediante la degradacion por medio del sistema
ubiquitina-proteasoma de algunos reguladores de la polaridad neuronal como la
quinasa Akt, las GTPasas pequefias Rap1B y RhoA, o el componente del complejo de

polaridad Par6.
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La participacidn de otros sistemas proteoliticos no puede ser descartada, en particular
la isoforma 2 de la familia de cisteinproteasas calpainas, que presenta una fuerte
expresion en cerebro embrionario y que participa en generacién de asimetrias en otros
sistemas celulares como los neutrdfilos. Por ello postulamos que la calpaina 2 podria

tener un rol en la especificacién del axén.

En esta tesis mostramos que la expresién de calpaina 2 se incrementa en los primeros
dias de maduracion de cultivos de neuronas hipocampales en paralelo la generacién de
axones, a diferencia de la calpaina 1 que muestra un comportamiento antagénico.
Adicionalmente calpaina 2 muestra una distribucién somatica concentrandose en la
region yuxtanuclear cuando la neurona extiende su axdn, donde co-distribuye con

marcadores de aparato de Golgi {GM130) y reticulo endopldsmico {(KDEL).

La inhibicién de las calpainas utilizando un inhibidor farmacolégico selectivo, el ALLM,
induce la pérdida de la correcta polarizacion al generar neuronas con miiltiples
prolongaciones largas que son positivas para marcadores axonales como tau-1 o SMI-
31. Sin embargo este fenotipo no es reproducido por el uso de otros inhibidores de
calpainas como calpeptina o MDL 28170 ni por el knockdown mediante shRNAs o la
sobreexpresion ya sea de un inhibidor endégeno especifico, denominado calpastatina,

o de una forma proteoliticarente inactiva de la calpaina 2.

Este conjunto de evidencia nos permite concluir que el efecto del ALLM en la polaridad

neuronal es independiente de la inhibicion de las calpainas y que por lo tanto estas

. xii




proteasas no estarian involucradas en la determinacién de la asimetria axo-dendritica

en neuronas hipocampales.
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SUMMARY

The establishment of polarity is a key event in neuronal development which generate
two compartments, namely somatodendritic and the axon. This property enables
neurons to be incorporated into circuits to support the directional propagation of

information in the nervous system.

The complex morphological rearrangements involved in the symmetry breaking can be
integrated into a model of self-organization termed local activation-glabal inhibition.
This model includes the generation of a positive feedback loop by an activator, whose
expansion is spatially limited by the action of a long-ranging inhibitor. in recent years
has been accumulated a growing body of evidence on the molecular mechanisms
underlying the positive feedback loops, but little is known about the identity of the
"slobal inhibitor". Recently, the selective and spatially restricted protein degradation
has been proposed as part of this inhibitory mechanism to prevent the generation of
supernumerary axons, by promoting the degradation via the ubiquitin-proteasome
system of some key regulators for neuronal polarity such as the protein kinase Akt, the
small GTPases RaplB and RhoA, or a member of the polarity complex, Par6. The
participation of another proteoclytic systems cannot be ruled out, particularly the
isoform 2 of the family of cysteine proteases named calpains, which has a strong

expression in embryonic brain and is involved in generation of asymmetry in other cell

Xiv




systems such as neutrophils. Therefore we postulate that calpain 2 may play a role in

axon specification.

In this Thesis work we showed that the expression of calpain 2 is increased during early
maturation of cultured hippocampal neurons in paralle] with the generation of axons.
In contrast, calpain 1 showed an antagonistic behavior, with decreased expression
during maturation of cell culture. Additionally calpain 2 showed a somatic distribution
being concentrated onto a juxtanuclear region during axonal growing, where co-

distributed with Golgi apparatus (GM130) and endoplasmic reticulum (KDEL) markers.

Inhibition of calpain 1 and 2 using a selective pharmacological inhibitor, ALLM, induces
the loss of the correct polarization and generated neurons with muitiple long neurites

which were positive for axonal markers tau-1 and SMI-31.

However, this phenotype was not reproduced by the use of other calpains inhibitors
such as calpeptin or MDL 28170 or by shRNAs knockdown or overexpression of either a
specific endogenous inhibitor called calpastatin, or a proteolytically inactive form of

calpain 2.

With this body of evidence we concluded that the effect of ALLM on neuronal polarity
is independent of it known calpain inhibition and therefore these proteases would not

be involved in determining the axo-dendritic asymmetry in hippocampal neurons.
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INTRODUCCION

Polaridad neuronal

La generacion de asimetrias o polaridad es un proceso central en biologia y correlaciona
con mayores niveles de complejidad y de especializacién funcional, desde una escala
macromolecular tal como ocurre en la organizacién asimétrica de los filamentos del
citoesqueleto de actina, hasta una escala tisular con la determinacion de ejes de simetria
(Li y Bowerman 2010). En este campo, las neuronas constituyen uno de los sistemas mas
estudiados, en parte debido a gue los complejos re-arreglos morfolégicos que les
permiten integrarse en circuitos neuronales y propagar sefiales, ocurren al menos in vitro

en ausencia de un estimulo externo polarizante.

Banker y Cowan establecieron a fines de los 70’s el cultivo pritmario de neuronas
piramidales de hipocampo de rata (Banker y Cowan 1977), como el modelo basico de
estudio de la asimetria morfolégica en neuronas (Dotti y cols. 1988). Una vez disociadas
desde el tejido, las neuronas se cultivan en un sustrato bidimensional, cominmente
polilisina, donde comienzan su desarrollo asumiendo una forma esférica, adhiriéndose al
sustrato y extendiendo un manto de actina en forma de lamelipodio alrededor del cuerpo
celular (répidamente después del plaqueo, estadio 1). Posteriormente desde el cuerpo

celular emergen miltiples neuritas cada una de ellas decorada en su extremo por un cono




de crecimiento dindmico (12-24 hrs, estadio 2). Las neuritas en este estadio de
desarrollo experimentan transiciones entre crecimiento y retraccién, manteniendo una
longitud equivalente entre ellas, por lo que la célula es esencialmente simétrica. El
evento principal en la adquisicién de polaridad neuronal ocurre cuando una de estas
neuritas comienza a crecer a una tasa neta mas rapida, para convertirse en el axén (24-
48 hrs, estadio 3). Los cambios morfoldgicos contintian los siguientes dias con el
desarrollo de [as restantes neuritas como dendritas {3-4 dias, estadio 4) y la adquisicion
de polaridad funcional de dendritas y axones con la formacién de sinapsis (> 1 semana

en cultivo, estadio 5)(Barnes y Polleux 2009).

El hecho de que las neuronas puedan polarizarse espontineamente en ausencia de
sefiales asimétricas pre-establecidas, indica que el principio de auto-organizacién
puede ser central en el establecimiento de la polaridad neuronal. Por otra parte no
puede descartarse que las neuronas conserven la organizacion asimétrica de sus
compaonentes intracelulares gue constaban in vivo previo a su disgregacién desde el

tejido.

El principio de auto-organizacion ha sido vinculado actualmente con aspectos tedricos
que predicen que una célula puede producir cambios moleculares internos que
desencadenen la aparicién de poiaridad usando una combinacién de un activador local
auto-estimulante y un inhibidor global de largo alcance. El activador auto-estimulante
funciona a través de circuitos de retroalimentacién positiva que incrementan las

variaciones estocdsticas de manera no lineal y el inhibidor global de largo alcance




permite la competencia entre las distintas areas por la activacién (Meinhardt y Gierer
2000). Por ejemplo una proteina puede asociarse aleatoriamente a la membrana y una
vez unida a esta, reclutar mas moléculas de la misma proteina a la membrana de
manera cooperativa. Esto generaria inmediatamente una asimetria en la composicion
molecular que podria traducirse en cambios a nivel morfolégico. Sin embargo, este
proceso continuarfa hasta que la membrana completa estuviera unida con proteinas, si
el suministro de la proteina en el citoplasma es suficiente. Por lo tanto un segundo
proceso es necesario para restringir la acumulacién de la proteina en un solo clister y
prevenir que esta se una a la totalidad de la superficie de la membrana. De este modo
el activador local debe inducir un proceso global de inhibicion de largo alcance que
implda que esos clisteres se propaguen o se generen en mdltiple sitios. El proceso de
inhibicién global puede ser activo, con la generaciéon de una molécula inhibitoria
difusible o transportable, o puede ser pasivo, si es que el activador se encuentra

presente en cantidades limitantes.

Muchos trabajos se han centrado en la caracterizacién de los circuitos de
retroalimentacion positiva que permiten el quiebre de simetrfa en las neuronas (Fivaz y
cols. 2008; Toriyama y cols. 2010; Cheng y cols. 2011b}, pero notablemente pocos se
han avocado a la identificacidn del “inhibidor global”. Un reciente modelo matematico
de la generacién de polaridad neuronal sugirié fuertemente que el proceso subyacente

al inhibidor global era la degradacidn selectiva de proteinas (Naoki y cols. 2011).




Degradacidén de proteinas y polaridad neuronal

Solamente en los tltimos afios la degradacidn selectiva de protefnas ha surgido como
un mecanismo esencial en la determinacidn de la asimeiria axo-dendritica en neuronas.
Es en el afio 2006 cuando se describe por primera vez que la actividad del sistema
ubiquitina-proteasoma (UPS) es esencial para la correcta polarizacion de las neuronas.
El UPS actda como el “inhibidor global” ya que degrada selectivamente a la proteina
quinasa Akf, una de las mdleculas claves en la especificacién axonal, en todas las
neuritas excepto en [a que se canvertira en el axdn. La degradacidn se limita al pool
inactivo de Akt, por lo este proceso ayuda a restringir su activacién al futuro axén
donde participa en uno de los loops de retroalimentacién positiva que determinan la
identidad axonal junto con la GTPasa pequefia Ras y la fosfatidilinositol 3-quinasa

{PI3K}{Yan y cols. 2006; Yoshimura y cols. 2006).

Un mecanismo similar ha sido descrito para restringir espacialmente la actividad de
otro determinante de crecimiento axonal como la GTPasa pequefia Rap1B, cuya forma
inactiva también es degradada en todo el compartimiento somatodendritico y
protegida en el futuro axén graclas a su activacion (Schwamborn y cols. 2007). Este
mecanismo permitiria limitar la accién de RaplB y la de su efector rio abajo, la GTPasa
pequeiia Cdc42 {Schwamborn y Puschel 2004). Cdc42 a través de su efector cofilina
controla la dindmica del citoesqueleto de actina, componente esencial de |a generacion

de asimetrias en neuronas (Garvalov y cols. 2007).




Recientemente se ha descrito un mecanismo mas complejo en el accionar del UPS, que
involucra diferentes selectividades de sustrato entre los distintos compartimientos
neuronales que aseguren la degradacién de un inhibidor del crecimiento axonal (la
GTPasa pequefia RhoA) en el axdn (y su acumulacidn en las demas neuritas), mientras
que un determinante de identidad axonal como la proteina Par6 es degradada en las

neuritas menores y protegida de la degradacidn en el axén (Cheng y cols. 2011a).

La GTPasa RhoA es participante esencial en los mecanismos que eviten la generacion
de axones supernumerarios (Conde y cols. 2010; Da Silva y cols. 2003), mientras que
Par6é forma parte de una complejo muiltiproteico con Par3 y la proteina quinasa C
atipica (aPKC) que es requerido para la especificacién axonal (Yi y cols. 2010; Shi y cols.

2003).

Hasta hoy el Unico sistema proteolitico asociado a la determinacién de la polaridad
neuronal es el UPS. La mayoria de los estudios que han vinculado la accién del UPS en
la determinacion de polaridad consideran el uso de inhibidores farmacolégicos, como
el MG132 o el ALLN que son conocidos por inhibir la actividad de otras proteasas, como
las calpainas, con potencias similares a las con que actda sobre el proteasoma (Rock y
cols, 1994). Por lo tanto existe [a posibilidad de la participacién de otros sistemas
proteoliticos como parte del proceso de inhibicién global que controlaria la correcta

asimetria axo-dendritica en neuronas.




Calpainas

Las calpainas constituyen una familia de cisteinproteasas citosélicas activadas por
calcio, compuesta por 15 isoformas en mamiferos. De ellas las calpainas 1 y 2 han sido
las estudiadas mas extensivamente, ya que fueron las primeras descritas y se
encuentran expresadas en la mayoria de los érganos {Sorimachi y cols. 2011), pero son
particularmente abundantes en el sistema nervioso central, en donde la calpaina 2 da
cuenta de casi la totalidad de la actividad de estas proteasas en el cerebro (Takano y

cols. 2011).

Tanto calpaina 1 como calpaina 2 son heterodimeros compuestos por una subunidad
grande que posee la actividad proteasa y una subunidad pequefia regulatoria, de la
cual se conocen dos isoformas, denominadas CSS1 y €SS2 (por Calpain Small Subunit).
La distribucion subcelular de estas subunidades pequefias en las neuronas presenta
claras diferencias entre si, ya que la CSS1 se encuentra principalmente en soma y

dendritas y la CS52 es eminentemente axonal (Friedrich y cols. 2004).

El sistema de regulacién de la actividad proteolitica de las calpainas cuenta con un
elemento adicional, una proteina inhibidora enddgena altamente especifica
denominada calpastatina. Cada molécula de calpastatina posee cuatro unidades
inhibitorias, cada una de las cuales que pueden unir e inhibir una molécula de calpaina,

ocluyendo su sitio activo (Hanna y cols. 2008; Moldoveanu y cols. 2008).




La inhibicidén por calpastatina constituye uno de los muitiples mecanismos que regulan
la actividad de las calpainas. Adicionalmente, se conocen otros mecanismos gue
contribuyen a controlar la activacion de las calpainas, como la dependencia de su
actividad con la concentracion intracelular de calcio (Satish y cols. 2005), su asociacién
a la membrana plasmdtica {Leloup v cols. 2010) y la presencia de fosforilaciones tanto
activadoras (Glading y cols. 2001) como inhibitorias (Shiraha y cols. 2002). Un estricto
sistema de control resulta esencial en la funcién de las calpainas, las que a diferencia
de otros sistemas de degradacion intracelular como el UPS o los sistemas proteoliticos
lisosomales, no degradan sus sustratos extensivamente a oligopéptidos, sino que
proteolizan en una cantidad limitada de sitios que transforman o modulan las
actividades y estructuras de sus proteinas blancos (Friedrich y Bozoky 2005). Esto
constituye un caso particular en la transduccion de sefiales ya que representa una

modificacién irreversible y por lo tanto unidireccional.

Funciones fisiolégicas de las calpainas: una mirada desde los modelos transgénicos

Uno de los principales problemas asaciados al estudio de las funciones fisiolégicas de
las calpainas es la completa ausencia de inhibidores especificos de bajo peso molecular,
por lo que la mayoria de los estudios obtienen sus conclusiones a partir del uso de
inhibidores que afectan a otras proteasas como las catepsinas o el proteasoma {Rock i
cols. 1994) e incluso a enzimas no relacionadas como tirosina fosfatasas

(Schoenwaelder y Burridge 1999),




En contraste la informacidn proveniente de los modelos transgénicos generados en la
tltima década muchas veces apoya el hecho que los componentes del sistema de las
calpainas tendrian roles extremadamente limitados en la fisiologfa y sélo participarian

en condiciones patol6gicas.

De acuerdo con esto el ratén knockout de calpastatina, el inhibidor endégeno de las
calpainas, no presenta anormalidades en el desarrollo, fertilidad, morfologia y
esperanza de vida (Takano y cols. 2005), al igual que el ratén transgénico que
sobrexpresa la calpastatina en el cerebro anterior (Higuchi y cols. 2005},
Sorprendentemente el ratén knockout de calpastatina no presenta un aumento en la
actividad de [as calpainas, lo que ha sido sugerido por los autores como una evidencia
que la calpastatina no actla como inhibidor en condiciones fisioldgicas (Takano y cols,

2005).

En el afio 2000 se generd el primer modelo genético para inactivar la funcién de las
calpainas con el ratén knockout de la subunidad menor de las calpainas, lo que elimina
completamente la actividad de las calpainas 1 y 2. Este ratén presentd letalidad
embrionaria temprana al dia E10.5, lo que implicaba que las calpainas eran esenciales

para el desarrollo posterior (Arthur y cols. 2000).

Sorpresivamente el raton knockout de calpaina 1, la isoforma que se crefa cumplia un

rol relevante en la fisiologia por su menor requerimiento de caicio para su actividad, no




presento defectos en la fertilidad, desarrollo o anatomia, sino sélo un déficit en la

agregacion plaquetaria {Azam y cols. 2001).

Por otra parte el raton knockout de calpaina 2 mostré un fenotipo mucho més severo,
muriendo al dia E2.5, o sea pre implantacién (Dutt y cols. 2006). Esto claramente se
contrapone con el fenotipo del ratén knockout de la CS51 que no tiene actividad de
ambas calpainas y que muere mucho mds tarde. Sin embargo un segundo ratén
knockout para CSS1 generado por un grupo independiente presentd un fenotipo tan
agresivo como el del ratén knockout de calpaina 2 (Zimmerman y cols. 2000), apoyando
la idea que esta isoforma es la que cumple la mayoria de las funciones fisioldgicas en el

organismo.

S5in embargo nuevos modelos transgénicos desarrollados recientermente parecen

finalmente resolver las controversias.

Un nuevo ratdn knockout para calpaina 2 presentd letalidad embrionaria al dia E15,
mientras que el raton doble knockout para calpaina 1 y 2 muere al dfa E11.5 muy
similar al raton knockout de la CSS1, indicando que la ausencia de Ia calpaina 2 es la
principal responsable de que el desarrollo embrionario no prosiga normalmente.
interesantemente si la expresién de calpaina 2 es preservada en la placenta (pero
ausente en el resto del feto), los ratones llegan a la adultez sin problemas evidentes en
el desarrollo o anatomia, al igual que el doble knockout de calpaina 1 y 2 con la

expresion conservada en la placenta (Takano y cols. 2011).
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Estos resultados sugieren que las calpainas tendrian roles fisioldgicos limitados durante

el desarrollo embrionario y la organogénesis.

Regulacion de la actividad de las calpainas en neuronas

Aunque las calpainas, y en especial calpaina 2, se encuentran enriquecidas en el
cerebro, alin queda la incégnita de cédmo son activadas, tomando en cuenta gue se
requieren concentraciones de calcio entre 400 pM y 800 UM para activar in vitro a
calpaina 2, muy por encima de las concentraciones maximas que se alcanzan

fisiolégicamente.

interesantemente varios estudios muestran que en neuronas los mecanismos de

activacin de calpaina 2 serian independientes de calcio.

la calpaina 2 es sujeta a varias modificaciones postraduccionales que incluyen
sumoilacién y fosforilaciones mediadas por la proteina quinasa A (PKA) y por proteinas
quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) como ERK-1 y p38. Cada una de estas
modificaciones posee distintos efectos sobre la actividad de la calpaina 2: mientras que
la sumoilacién y la fosforilacién por MAPKs impactan positivamente sobre su actividad,
la fosforilacion por PKA tiene un rol inhibitorio {Glading y cols. 2001; Shiraha y cols.

2002; Wang y cols, 2009).
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El mecanismo por el cual las fosforilaciones en calpaina 2 modulan su actividad parece
ser indirecto: calpaina 2 utiliza al fosfotidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2) como un sitio de
docking en las membranas y como un co-factor esencial en su actividad. Mientras que
la fosforilacién por ERK-1 en la Ser50 promueve la interaccidn con PIP2, la fosforilacion

por PKA en la Ser369 la bloquea (Leloup y cols. 2010).

Estos mecanismos alternativos de activacion de la calpaina 2 son particularmente
destacados en neuronas, ya que aunque un trabajo muestra que la calpaina 2 se
activaria por un aumento del calcio intracelular mediado por Wnt5A (Yang vy cols.
2011), otros han reportado que la modulacién de la actividad ocurre principalmente
por mecanismos independientes de calcio, ya sea por la inhibicién mediada por la
fosforilacion por PKA (Mingorance-Le Meur y O'Connor 2009}, la activacién mediada
por MAPKs (Qin y cols. 2010; Zadran y cols. 2009) o una mezcla de ambas (Zadran y

cols. 2010).

Calpainas y la regulacién de la neuritogénesis, crecimiento y ramificacion axonal

Estudios pioneros realizados hace mas de 20 afios, mostraron que la inhibicién de las
calpainas favorecia la elongacién de neuritas en una serie de modelos celulares, que
inclufan células PC12 tratadas con factor de crecimiento neuronal (NGF) (Pinter y cols.
1994; Saito y Kawashima 1988) y células de neuroblastoma humanas SH-SY5Y o de

raton NB2a/d| diferenciadas por privacién de suero (Shea y cols. 1991; 1995). Mas adn,
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el tratamiento de células PC12 con NGF o dibutirilAMPc disminuifa la actividad de las
calpainas a través de la induccién de su inhibidor especifico calpastatina (Oshima y cols.
1988). Interesantemente la inhibicién de las calpainas no induce neuritogénesis de
nove o sea en células sin estimular, indicando que las calpainas podrian regular la

estabilidad de las proyecciones celulares pero no su iniciacion.

Estudios subsecuentes realizados en neuronas hipocampales en cultivo mostraron que
la inhibicién de las calpainas suprime el colapso de las dendritas inducido por la
aplicacién de un ionéforo de calcio, aunque sin afectar el crecimiento axonal, indicando
que en neuronas ya polarizadas, la actividad de las calpafnas se concentra en las
dendritas (Song y cols. 1994). De acuerdo con esto, recientemente se demostrd que la
elongacién axonal y su consolidacién va acompafiada con la inhibicién de las calpaihas,
que permite la generacién y elongacién de ramificaciones (Mingorance-Le Meur y

O'Connor 2009).

Por otra parte, estudios realizados en neuronas periféricas, como neuronas espinales
de Xenopus (Robles y cols. 2003) o neuronas del ganglio de la raiz dorsal de pollo (To y
cols. 2007, 2008), demostraron que la activacién de las calpainas por transientes de
calcio mediaba el colapso del cono de crecimiento axonal. Esto puede reflejar una
significativa diferencia en la distribucién de las calpainas entre los axones de las
neuronas hipocampales, que presentan una marca tenue para calpainas y los axones de

las neuronas periféricas cuya marca es intensa segtin estudios de inmunohistoquimica.
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A los estudios que relacionan a las calpainas principalmente con la inhibicién de la
neuritogénesis y al colapso de los conos de crecimiento, se contraponen otros estudios
que utilizando paradigmas experimentales distintos, muestran que la actividad de las
calpainas favoreceria el crecimiento axonal. Estos estudios muestran que el influjo de
calcio que se produce posterior a una axotomia en neuronas de Aplysia es esencial para
la formacion de un cono de crecimiento competente y el re-crecimiento del axén, de

manera dependiente de la actividad de las calpainas (Gitler y Spira 1998).

Estudios recientes mostraron que la activacion de las calpainas era esencial para la
elongacion axonal mediada por Wnt5a o para la elongacién de los axones callosos in
vivo (Yang y cols. 2011), abriendo la posibilidad de un rol dual promoviendo por una
parte el colapso de los axones y por otra favoreciendo su extensién, aunque las
determinantes moleculares que explicarian esa dualidad permanecen en el maés

completo misterio.

Rol de las calpainas en el desarrollo de polaridad celular

Tal como lo sefialé Santiago Ramdn y Cajal hace mas de una centuria, el desarrollo de
los procesos neuriticos se asemeja a células en migracién, que pueden sensar
gradientes de quimioatractantes, adquirir un fenotipo polarizado y migrar de manera

dirigida, en lo que se conoce como quimiotaxis.




14

Interesantemente la transicion entre una célula simétrica y una polarizada durante la
guimiotaxis ocurre aun si la concentracién del quimioatractante es uniforme, lo que

rememora el proceso de adquisicion de polaridad de las neuronas en cultivo.

En neutrdfilos, la generacién de polaridad va acompafiada de la distribucion asimétrica
de las calpainas: mientras que I calpaina 2 se localiza en la zona rica en actina fibrilar
(F-actina) presente en el frente de avance de la célula, la calpaina 1 se ubica en la parte
trasera. Mas aln [a actividad proteolitica de la calpaina 2 resulta esencial para una
correcta morfologfa polar, ya que las células que expresan una forma cataliticamente
inactiva de la proteasa, presenta muitiples protrusiones ricas en F-actina sin un frente
de avance definido cuando se exponen a un quimioatractante (Nuzzi y cols. 2007).
Adicionalmente la inhibicién de las calpainas induce la polarizacion de neutréfilos en
ausencia de un estimulo externo (Lokuta y cols. 2003). Estudios adicionales en
fibroblastos embrionarios confirman el rol particular de la calpaina 2 en limitar la
actividad protrusiva y la estabilidad de los lamelipodios (Franco y cols. 2004}, lo que
podrfa significar que la calpafna 2 actie como un “inhibidor global” en la polarizacion

guimiotaxica.

Un rol para las calpainas en el establecimiento de la poiaridad neuronal

Basado en el papel que tienen las calpainas en la determinacion de polaridad en tipos

celulares no neuronales comao los neutrdfilos, discutidos en la seccion anterior, es que
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para el desarrollo de esta Tesis proponemas que su rol seria analogo en neuronas, cuyo
proceso de adquisicién de polaridad comparte muchas componentes moleculares con

el de los neutrdfilos.

Adicionalmente se pueden proponer tanto mecanismos regulatorios como sus posibles

efectaores.

i) Mecanismos putativos de regulacién de laos calpainas en la determinacion de

polaridad neuronal.

Estudios recientes mostraron que semaforina 3A (Sema3A), una proteina secretada de
la clase Ill de la superfamilia de las semaforinas, es capaz de suprimir la generacién de
axones y promover el crecimiento de dendritas tanto en neuronas hipocampales
cultivadas in vitro como en neuronas corticales in vivo (Shelly y cols. 2011).
Interesantemente Sema3A activa a calpaina 2 en neuronas hipocampales a través de |a
fosforilacion de la Ser50 mediada por ERK1 y p38 (Qin y cols. 2010). Por lo tanto la
activacion de las calpainas en el dominio somatodendritico podria contribuir a la
supresion de [a formacion de axones. Adicionalmente elucubramos gue un mecanismo

adicional debe existir que inhiba [a actividad de las calpainas en el axon.

Estudios recientes muestran que la activacién de la PKA espacialmente restringida a
una neurita inmadura seria esencial para su crecimiento y adquisicion de la identidad
axonal (Shelly y cols. 2007; 2010). Estudios adicionales mostraron que la fosforilacidn

de la calpaina 2 mediada por PKA limitaba la actividad de esta proteasa en el
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compartimiento axonal (Mingorance-Le Meur y O'Cannor 2009), sugiriendo que este
podria ser el mecanismo que inhiba la actividad de calpaina 2 en el axén. Mds atn el
factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), que promueve [a diferenciacion axonal
a través de la elevacion de los niveles de AMPc (Cheng y cols. 2011h) es capaz de inhibir

la actividad de las calpainas (Mingorance-Le Meur y O'Connor 2009).

Ambos mecanismos actuando al unisono implicarian que la actividad de las calpainas
debe ser suprimida en el axén y favorecida en el compartimiento somatodendritico

para permitir una adecuada polarizacion de las neuronas.

ii) Blancos putativos de las calpainas en la regulacién de la polaridad neuronal.

De acuerdo a un posible rol de la calpaina 2 en la supresién de la generacion de
axones, dos de sus blancos descritos son determinantes claves para el establecimiento
de una morfologia polarizada en las neuronas. Por una parte las calpainas son capaces
de proteolizar al mediador de la respuesta a colapsina (CRMP)-2 en un sitio
indeterminado localizado en el extremo C-terminal de la proteina. CRMP-2 actiia como
un potente inductor de axones al unir y favorecer la polimerizacién de dimeros de
tubulina (Inagaki y cols. 2001). El dominio responsable de esta actividad se encuentra
localizado precisamente en el extremo C-terminal (Chae y cols. 2009) vy
concordantemente, la expresion de formas truncadas de CRMP-2 en el C-terminal

actian como dominantes negativos, generando muchas veces neuronas sin axones




17

{Inagaki y cols. 2001). Esto hace que CRMP-2 sea un buen candidato para ser

modificado in vivo por la activacion de las calpainas, en la determinacion del axdn.

Por otra parte, las calpainas proteolizan a otro potente determinante de polaridad
neuronal: la quinasa de la glicdgeno sintasa (GSK)-38. La actividad de esta quinasa es
parte esencial de las vias de sefializacion que regulan negativamente la generacion de
axones principalmente a través de'la fosforilacién de la region C-terminal de CRMP-2, la
que inhibe su actividad polimerizante de microtubulos (Yoshimura y cols, 2005). Por lo
tanto la actividad de G5K-38 debe ser suprimida en el futuro axdn y particularmente en
su cano de crecimiento, lo que candnicamente se ha postulado que ocurre a través de
la fosforilacion inhibitoria en la Ser9 y Ser20 de GSK-3p mediada por Akt (Jiang vy cols.
2005). Interesantemente las calpainas proteolizan [a region N-terminal de la GSK-3j,
eliminando los sitios regulatorios y generando una variante constitutivamente activa

(Gofii-Oliver y cols. 2007).

Por lo tanto se propone que la calpaina 2 suprimirfa la generacién de axones, mediante
un mecanistmo que involucraria la protedlisis en el compartimiente somatodendritico

de los determinantes de polaridad neuronal CRMP-2 y GSK-3p.

Hipodtesis

La calpaina 2 ejerce un control negativo en la especificacion del axén,
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Objetivo general

Determinar el papel de calpaina 2 en ia determinacion de polaridad en neuronas

hipocampales en cultivo.

Objetivos especificos

1. Establecer los cambios espaciales y temporales en la actividad de las calpainas

durante el proceso de desarrollo de polaridad en neuronas hipocampales.

1.a. Determinar si la transicidn entre el estadio 2 y el 3 de los cultivos hipocampales se

correlaciona con cambios en la masa de [as calpainas 1y 2.

1.b. Establecer los cambios en la distribucion subcelular de las calpainas 1 y 2 en el

proceso de desarrollo de polaridad neuronal.

l.c. Determinar los cambios en la actividad local de las calpainas durante la

especificacion del axén.

2. Determinar los cambios morfoldgicos en neuronas hipocampales en cultivo, producto

de la inhibicion de la actividad de las calpainas 1y 2.

2.a. Establecer los cambios en [a especificacion del axén en neuronas hipocampales,

producto de a inhibicién farmacolégica de las calpainas.
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2.b. Determinar los cambios en la morfologia neuronal producto de la sobrexpresién

del inhibidor enddgeno de las calpainas, calpastatina.

2.c. Evaluar el efecto de la disminucion de la expresion (knock-down) especifica para

calpaina 1 y 2 en la especificacién del axdn.

2.d. Establecer el efecto de la sobreexpresién de una forma cataliticamente inactiva de
calpaina 2 en la morfologia neuronal.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

En el presente trabajo se utilizaron los siguientes reactivos: N-acetil-L-leucil-L-leucil-L-
metioninal (ALLM, Sigma-Aldrich, #A6060), calpeptina {Santa Cruz Biotechnology, #sc-
202516), MDL28170 (Tocris, #1146), MG132 (Calbiochem, #474790), ionomicina
(Sigma-Aldrich, #19657) e Inhibidor de catepsinas | (Calbiochem, #219415). Se
prepararon soluciones stock estériles concentradas 1000X en dimetilsulféxido (DMSO),
por lo que la concentracién del vehiculo nunca superd el 0.01% en el medio de

tratamiento.

Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados en este estudio fueron los siguientes: anti calpaina 1 {conejo,
Cell Signaling Technology, #2556), anti calpaina 2 {conejo, Cell Signaling Technology, #
2539), anti MAP-2 (conejo, Millipore, #AB5622), anti tau-1 (ratén, Millipore,
#MAB3420), anti SMI-31 (raton, Covance, #SMI31R), anti calpastatina (ratdn,
Calbiochem, # 208903), anti GM130 (ratén, BD Biosciences, #5108823), anti a-tubulina

{ratén, Sigma-Aldrich, #T6199), anti B3-tubulina (ratén, Promega, #G7121}, anti a-
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fodrina (no eritroide} {ratén, Millipore, #MAB1622), anti ubiquitina (ratén, Santa Cruz
Biotechnology, #55-271289), anti KDEL (ratén, Enzo Life Sciences, #ADI-SPA-827), anti
raton Alexa Fluor 488 (burro, Molecular Probes, #421202), anti conejo Alexa Fluor 546
(burro, Molecular Probes, #A10040), anti ratén Alexa Fluor 646 (burro, Molecular
Probes, #31573), anti raton peroxidasa (burro, Jackson Immunoresearch, #715-035-

150) y anti conejo peroxidasa (burro, Jackson Immunoresearch, #711-035-152).

Preparacion de los cubreobjetos de vidrio para cultivo neuronal

Cubreobjetos de vidrio de 12 mm se incubaron por 72 hrs con acido nitrico 65% en
soportes de porcelana (Thermo Scientific, # 8542E40) para remover la materia
orgdnica. Posteriormente se lavan tres veces por 5 minutos cada una con agua
destilada y tres veces adicionales por 20 minutos cada una. Luego se secan a 100°C por

1 hora y se esterilizan por 12 horas a 220°C en una estufa.

Los cubreobjetos limpios se colocan en placas de 12 pocillos y se incuban por 12 horas
con una solucion 1 mg/mL de poli L-lisina (Sigma-Aldrich, #P2636) en tampdn borato
0.1 M pH 8.5. Posteriormente se realizan 4 lavados de 20 minutos con agua destilada

estéril, tras lo cual los cubreobjetos estan preparados para la siembra de neuronas.
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Cultivos de neuronas hipocampales

Las neuronas fueron aisladas desde hipocampos de embriones ratones C57BL/6 o ratas
Sprague Dawley de 18 o 19 dias post coito y cultivadas como se describe en (Kaech y
Banker 2006). Brevemente se extraen los hipocampos y se transfieren a una solucién
de 0.25% de tripsina en tampdn Hank’s salino (HBSS) y se incuban por 20 minutos a
37°C. Inmediatamente se lavan dos veces con HBSS y el tejido se disgrega mediante 20
pasadas a través de una pipeta Pasteur con el didgmetro reducido a la mitad y 20
pasadas adicionales a través de una pipeta Pasteur con el didmetro reducido a 1/4.
Luego las células se cuentan en un hemocitdmetro y se siembran medio minimo
esencial (MEM) con 10% de suero de caballo {Gibco, #16050-122), en placas de 12
pocillos con cubreobjetos de vidrio a una densidad de 12.500 células/cm® para
inmunofluorescencia o en placas de 60 mm de didmetro a una densidad de 100.000
célulasfcm’ para extraccién de proteinas. Una hora tras el plagueo el medio se
reemplaza por Neurobasal (Gibco, #21103-049) con 2% de B27 (Gibco, #17504-044),
penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/ml), 1 mM de piruvato de sodio y

GlutaMAX (Gibco, #35050-061).

Electroforesis en geles de poliacrilamida y western blot

Para la determinacion de Iz abundancia de proteinas, las células se lavan dos veces con

tampon fosfato salino (PBS, pH 7.4) frio y las protelnas se extraen con tampdn RIPA {20
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mM Tris-HCl a pH7.5, 150 mM NaCl, 1 mM NazEDTA, 1 mM EGTA, 1% NP-40 y 1%
deoxicolato de sodio) suplementado con 20 nM caliculina A (Cell Signaling Technology,
#39902), 1 mM NaF, 1 mM PMSF y el cocktail de inhibidores de protesas (Roche,
#11836170) por 15 minutos a 4°C. Los extractos se clarifican mediante centrifugacion a

14000xg y se almacenan a -80°C para su uso posterior.

Las muestras se cuantifican mediante el método de Bradford y se desnaturan en
tampon de carga por calentamiento a 95°C por 5 minutos, 30 ug de protefnas totales se
cargan en geles de poliacrilamida al 10% (para proteinas de corrimiento electroforético
aparente <100 kDa) o 7.5% (para proteinas >100 kDa) y se corren inicialmente a 80V
por 30 minutos y posteriormente a 110V, Luego se transfieren a membranas de PDVF
por 90 minutos a 300 mA. La membrana se tifie con rojo Ponceau para controlar la
correcta transferencia y la ausencia de degradacidn en las muestras y posteriormente
se bloquean por 1 hora con BSA 5% Tween 20 0.1% en tampdn tris base salino (TBS, pH
7.4). Los anticuerpos se incuban toda la noche en tampén de bloqueo a las siguientes
diluciones: anti calpaina 1 (1:1000), anti calpaina 2 (1:5000), antj tau-1 {1:10000), anti
a-tubulina (1:10000), anti B3-tubulina (1:10000), anti calpastatina (1:1000), anti a-

fodrina (1:1000) y anti ubiquitina {1:1000).

El anticuerpo primario se lava 4 veces por 5 minutos cada una con TBS Tween 20 0.1% y
se procede a la incubacién con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa

apropiado disuelto en tamp6n de bloqueo (1:5000).
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Luego se realizan 4 lavados con TBS Tween 20 0.1% de 5 minutos cada uno y la
actividad peroxidasa se detecta con peliculas de fotografia mediante el sustrato

guimioluminicente SuperSignal West Pico {Thermo Scientific, #34080).

Inmunocitoguimica

Para la inmunocitoquimica las células fueron fijadas en una solucién al 4%
paraformaldehido con 4% sacarosa en PBS 0.1 M por 30 minutos a 37°C. Un tiempo de
fijacion mayor a 20 minutos es vital para la preservacién de la distribucién de algunos
epitopos como tau-1. Posteriormente las células se lavan 3 veces por 5 min con PBS 0.1
M y se permeabilizan con una solucién al 0.1% de Tritdn X-100 en PBS 0.1 M por 5
minutos a temperatura ambiente. Luego se realizan 3 lavados de 5 min con PBS 0.1M Vi
se bloquean con una solucién al 5% de albumina sérica bovina (BSA) en PBS 0.1 M por 1

hora a temperatura ambiente.

La incubacién de los anticuerpos primarios se realiza toda la noche a 4°C en una cdmara
hdmeda en una solucidn de BSA al 1% en PBS 0.1 M. Las diluciones utilizadas fueron las
siguientes: anti-MAP2 (1:500), anti-tau-1 (1:500), anti calpaina 1 {1:50), anti calpaina 2
(1:25), anti GM130 (1:250), anti KDEL {1:100), anti a-tubulina {(1:1000) y anti B3

tubulina (1:1000).
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Posteriormente se realizan tres lavados de 5 minutos con PBS 0.1M a temperatura
ambiente y se incuban por 1 hora a temperatura ambiente en cdmara htimeda con la
adecuada combinacion de anticuerpos secundarios conjugados a fluoréforos Alexa en
PBS 0.1 M con 1% BSA a una dilucién de 1:400. La tincion de la F-actina con faloidina
fluorescente (Cytoskeleton Inc, #PHDG1) se realiza en conjunto con los anticuerpos
secundarios con una concentracion de 100 nM. Finalmente se lavan 3 veces por 5
minutos con PBS 0.1 M y una vez con agua destilada y se montan en el medio de auto

secado FluorSave (Calbiochem, #345789).

La adquisicion de las imagenes se realizé en un microscopio confocal Zeiss LSM 510

Meta con la adecuada configuracion de filtros.

Ensayo de protedlisis de a-fodrina

Células de neuroblastoma humano SH-SYSY fueron utilizadas para evaluar [a
efectividad del ALLM coma inhibidor de la actividad de las calpainas, el que se incubé
previo al ensayo por 30 minutos, a una concentracién de 20 pM. Para evaluar Iz
inhibicién de la actividad de las calpainas, las células se trataron por 1 hora con 1 pM
del iondforo de calcio lonomicina, en OptiMEM suplementado con 1 mM de CaCls.
Posteriormente se extraen las proteinas con buffer RIPA y se determina mediante

western blot la inmunoreactividad del producto especifico de protedlisis por calpainas
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de la a-fodrina que aparece como un doblete con un corrimiento electroforético

aparente de 150y 145 kDa.

Ensayo de protedlisis de t-BOC

7-amino-4-clorometilcumarina, t-BOC-L-leucil-L-metionina amida (t-BOC, Molecular
Probes, #A6520) es un sustrato de calpainas no fluorescente y permeable a las
membranas que una vez internalizado puede ser proteolizado permitiendo la emision
fluorescente de la cumarina. Aunque el producto fluorescente es retenido
intracelularmente, puede difundir libremente. Para medir la actividad de las calpainas
in situ, neuronas hipocampales fueron cultivadas por 24, 36 o 48 horas in vitro y
posteriormente incubadas con 10 pM de t-BOC por tiempos cortos (<30 minutos) para
evitar la difusidn del producto fluorescente, fijadas y tefiidas para inmunofluorescencia
con $3-tubulina y faloidina. La adquisicién de imégenes se realizé en un microscopio
Olympus BSU BX61WI (gentileza del grupo del Dr. Andres Couve, Universidad de Chile)

con la adecuada configuracion de filtros.

Nucleofeccién de neuronas hipocampales

La nucleofeccion del vector para la sobreexpresién de calpastatina, pmito-GFP IRES

calpastatina FV (gentileza de Daniele Bano, Deutsches Zentrum fiir Neurodegenerative
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Erkrankungen, Alemania)(Munarriz y cols. 2005) o de vector para la sobreexpresion de
calpaina 2 (C105S) GFP (gentileza de Anna Huttenlocher, University of Wisconsin, USA),
en neuronas disgregadas de rata se realizo segln el protocolo descrito en (Zeitelhofer y
cols. 2007), utilizando el kit para nucleofeccion de neuronas primarias (Lonza, #VPI-
1003) en un aparato Nucleofector Il con el programa 0-003. Para aumentar la eficiencia
de nucleofeccion se utilizaron 15 pg de plasmidio por reaccion (Zeitelhofer y cols.

2009).

Transfeccién de neuronas hipacampales con Lipofectamina 2000

Las neuronas hipocampales de ratén se co-transfectaron utilizando Lipofectamina 2000
{Invitrogen) con pmaxGFP {Lonza) y MISSION® pLKO.1-puro (Sigma-Aldrich} que
expresan shRNAs contra luciferasa (#SHC007), calpaina 1 (#NM_007600) o calpaina 2

(#NM_009794).

Las secuencias blanco (5->3°) de los shRNAs utilizados en este trabajo se detallan a

continuacién:

calpaina 1 shRNA #64 CGGATGTGAGTCTTGCCTAAT
calpaina 1 shRNA #65 GCCGTGGACTTTGACAACTTT
calpaina 1 shRNA #67 GCTCCATTAATATCTCCGATA
calpaina 1 shRNA #68 CCGGAATTGGAATACCACATT

calpaina 2 shRNA #69 GCGGTCAGATACCTTCATTAA
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calpaina 2 shRNA #70 CCGTCTGGARACGCTATTCARA
calpaina 2 shRNA #71 GCCAAGATCAATGGGTGCTAT
calpaina 2 shRNA #72 CGACGAGCTAATCATCGACTT
calpaina 2 shRNA #73 CCCTCACCTTGAATGAGGAAR

Brevemente, los complejos entre 1.5 plL de Lipofectamina 2000 y 1 pg de DNA se
incuban por 20 minutos en 250 pl de OptiMEM a ternperatura ambiente. El DNA esta
constituido por una mezcla de 800 ng de pLKO.1 shRNA puro y 200 ng de pmax GFP,
Tras dos horas post siembra, a las neuronas hipocampales sembradas en covers de 12
mm en placas de 12 pocillos a una densidad de 25000 células/cm?, se les reemplaza el
medio por 1 mL de Neurcbasal sin suplementos ni antibiéticos y se incuban con los
complejos Lipofectamina 2000-DNA por dos horas adicionales tras lo cual el medio se
reemplaza por el definitivo Neurobasal con B27. Los cambios morfoldgicos se evaltan a
los 2 DIV. Con estas condiciones la eficiencia de co-expresion determinada

experimentalmente en nuestro laboratorio de dos plasmidos es de un 395 %.

Andlisis de la morfologia neuronal

Para los analisis morfométricos (nimero de axones) de las neuronas hipocampales se
utilizaron varios criterios que permitieran el estudio de una poblacién neuronal
homogénea. Sélo se analizaron las células que presentan tincion positiva para el

marcador neuronal MAP-2, que permitié excluir células no neuronales presentes en los
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cultivos. Aunque el cultivo se encuentra enriquecido en neuronas piramidales, existe
una pequefia proporcién de interneuronas GABAérgicas con caracteristicas
morfoldgicas distintivas. Mientras que las neuronas piramidales poseen cuerpos
celulares de 15-20 pum, con dos a cinco neuritas no diferenciadas y un axén de largo
mayor a 100 pm a los 3 DIV, las neuronas no piramidales tienen cuerpos celulares mas
pequefios con forma de huso de 8-10 pm de didmetro y de 2 a 3 procesos largos muy

finos (Benson y cols. 1994).

Un axdn se definid como una prolongacion de largo 2100 pm caracterizada por un

gradiente proximal distal de tau-1.
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RESULTADOS

Caracterizacion de la expresion y distribucion subcelular de las calpainas en neuronas

hipocampales en cultivo

Nuestra hipotesis de trabajo plantea que la calpaina 2 participaria de los mecanismos
moleculares que determinan la adquisicion de polaridad neuronal en cultivos primarios
de neuronas hipocampales. Nuestro primer grupo de experimentos se aboco a
caracterizar nuestro modelo bioldgico, en cuanto a la expresién y localizacion sub-

celular de las calpainas.

Aunque los cultivos de neuronas hipocampales no presentan una completa sincronia
temporal en la adquisicion de su fenotipo polarizado, se pueden obtener extractos de
proteinas representativos de cada uno de los estadios de desarrollo, a las 18-24 hrs
post plaqueo (estadio 2), 48 hrs (80% de las neuronas con un axon definido o estadio 3)
o 72 hrs (>95% de neuronas en estadio 3). Como se muestra en la figura 1a la
especificacién del axén va acompafiada de un incremento significativo en la expresion
de tau-1, un epitopo de la proteina de unién a microttbulos tau que corresponde al
estado no fosforilado en las serinas 199 y 202 (Mandell y Banker 1996). Este epitopo es

el marcador axonal mas utilizado y presenta un suave gradiente proximo-distal en el
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axon en inmunofluorescencia (figura 7 y sucesivas). Mediante western blot es detectado

como una banda de peso molecular aparente de 52 kDa (figura 1a).

La especificacion axonal se correlaciona con cambios antagdnicos en la expresion de
calpaina 1y calpaina 2: mientras que la primera disminuye su expresién (figura 1b), la
segunda se incrementa significativamente (figura 1c). Estos cambios sugieren que el
sistema de las calpainas podrfa tener un rol en los profundos cambios morfolégicos que

presentan las neuronas en estadios tempranos de su desarrollo en cultivo.

En general la distribucién subcelular es un poderoso indicativo del rol de una determinada
molécula en el proceso de adquisicidn de polaridad en las neuronas: por una parte estin
las moléculas que se acumulan preferentemente en el axén y en especial en los conos de
crecimiento y que en general poseen roles positivos en la especificacién y crecimiento
axonal; por otra parte la actividad de otras moléculas se excluye del ax6n y se concentra
en el compartimiento somdtico y particularmente en las neuritas menores donde ejercen

un papel negativo en su crecimiento.

Mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos especificos y validados se procedio
a evaluar la distribucién de [as calpainas en neuronas morfolégicamente simétricas
(estadio 2) y neuronas que poseen un axén definido (estadio 3). Ambas calpainas
presentan en estos estadios una distribucién esencialmente somdtica (figura 2 y 3),
aunque la calpaina 2 posee una marca débil en la seccién proximal de las neuritas en
estadio 2 (figura 3, inserto, puntas de flecha). La marca se muestra particulada,

especialmente para calpaina 2, y homogénea en el soma en neuronas en estadio 2.
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F-actina

Figura 2. Distribucién subcelular de calpaina 1 durante el desarrollo de polaridad en neuronas
hipocampales en cultivo. La distribucion de calpaina 1 (rojo) en una neurona en estadio 2 (a) y una
en la transicion entre el estadio 2 vy el 3 (b) se muestra por inmunocitoquimica. La distribucion de
calpaina 1 se muestra homogénea en el soma sin una particular concentracién en el area
yuxtanuclear correspondiente al aparato de Golgi (GM130, verde). Las imagenes corresponden

células representativas de cultivos hechos en triplicado. Barra de tamafio, 20 um.
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F-actina

Figura 3. Distribucién subcelular de calpaina 2 durante el desarrollo de polaridad en neuronas
hipocampales en cultivo. La distribucion de calpaina 2 (rojo) en una neurona en estadio 2 (a) yuna
en la transicion entre el estadio 2 y el 3 (b) se muestra por inmunocitoquimica. La distribucion de
calpaina 2 se muestra homogénea en el soma con una leve marca en las neuritas en (a, puntas de
flecha), pero se concentra en el drea yuxtanuclear correspondiente al aparato de Golgi (GM130,
verde) cuando la neurona especifica el axén (b). Las imdgenes corresponden células

representativas de cultivos hechos en triplicado. Barra de tamafio, 20 um.
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La distribucién de calpaina 1 es muy similar entre neuronas no polarizadas (figura 2a) y
neuronas que han definido su axén (figura 2b), en cambio la distribucién de calpaina 2 en
neuronas que extienden su axdn se concentra en un area yuxtanuclear, co-distribuyendo
parcialmente con un marcador de cisternas cis del aparato de Golgi (GM130, figura 3b,

inserto).

Una co-distribucién similar se observa entre calpaina 2 y un marcador de reticulo
endoplasmico (KDEL) en neuronas de estadio 3 (figura 4), lo que permite sugerir que
existiria un papel para esta proteasa en procesos de trafico vesicular a lo largo de la ruta

secretoria.

Para determinar si la distribucion observada mediante inmunofluorescencia correspondia
a calpaina activa se utilizé una sonda fluorescente (t-BOC), la que se acumula en las células
por conjugacion a cisteinas en proteinas y tras la protedlisis por calpainas libera un grupo
coumarina fluorescente que aunque no es permeable a las membranas difunde
iibremente. Para evaluar correctamente la localizacién del producto fluorescente se limité
a un méximo de 30 min la incubacién con la sonda para reducir la difusién desde el sitio de
protedlisis (Mingorance-Le Meur y O'Connor 2009). Como se ohserva en |a figura 5 el
producto fluorescente (en azul) se acumula en el soma tanto en neuronas en estadio 2
(figura 5a) como en estadio 3 (figura 5b). La distribucién es muy similar con 20 min (figura
5a) o 30 min de incubacién (figura 5b) con la sonda, lo que nos indica que los fenémenos

de difusién pueden no ser significativos y sugiriendo que al menos en las
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Figura 4. Calpaina 2 co-distribuye parcialmente con el reticulo endoplasmico en neuronas en

estadio 3. La distribucién de calpaina 1 o 2 (rojo), y KDEL (verde) en neuronas en estadio 3
temprano se muestra por inmunocitoquimica. A diferencia de calpaina 1 (b), calpaina 2 (e) se
concentra el area con la marca mas intensa de un marcador de reticulo endoplasmico (KDEL) (c,f) .
Las imagenes corresponden células representativas de cultivos hechos en triplicado. Barra de

tamano, 20 um.
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Figura 5. Distribucién subcelular de la actividad de las calpainas durante el desarrollo de

polaridad en neuronas hipocampales en cultivo. La distribucién de la actividad proteolitica de las
calpainas se muestra mediante microscopia de fluorescencia de neuronas hipocampales incubadas
por 20 minutos (a,b,c) o 30 minutos (d,e,f) con t-BOC, un sustrato que una vez proteolizado
produce la acumulacion de cumarina fluorescente en el sitio de protedlisis (azul). La actividad
proteolitica se restringe esencialmente al soma tanto en neuronas en estadio 2 (a,b,c) como en
estadio 3 (d,e,f). La identidad neuronal se establecié mediante co-tincién con el marcador B3-
tubulina (rosado) y la morfologia fina mediante tincion con faloidina fluorescente que marca la
actina fibrilar (rojo). Note que un mayor tiempo de incubacidn produce una mayor acumulacion
del producto fluorescente sin afectar la distribucion observada indicando que el fenédmeno de
difusion contribuye marginalmente a la fluorescencia observada. Las imagenes corresponden

células representativas de ensayos hechos en triplicado.
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condiciones técnicas del ensayo realizado, la distribucién somatica observada en las

calpainas corresponderia a proteasa activa.

Efecto de tratamiento de neuronas hipacampales con ALLM

Para evaluar el efecto de la inhibicion de las calpainas en la morfologia de las neuronas
hipocampales, estas se trataron a las 18 hrs post plaqueo {estadio 2) con el inhibidor de
calpainas ALLM a una concentracién de 20 pM, la que inhibe completamente |a actividad
de las calpainas en lineas celulares ya que un pre-tratamiento con el inhibidor a dicha
concentracion impide [a generacién de los fragmentos proteoliticos especificos de o-
fodrina {un doblete de pesos moleculares aparentes 150 y 145 kDa) producto de la
activacion de las calpainas por un iondforo de calcio (figura 6a). Por otra parte el
tratamiento con ALLM a 20 pM por 4 hrs en neuronas hipocampales no induce la
acumulacién de proteinas poli-ubiquitinadas, evaluado mediante western blot con un
anticuerpo especifico para ubiquitina, lo que indica que no inhibe al proteasoma (figura
6b). Comparado con las neuronas tratadas con el vehiculo (DMSO, figura 7a) que
extienden un tnico axdn positivo para tau-1 a los 3 DIV, las neuronas tratadas con ALLM
pierden su correcta polaridad y presentan multiples prolongaciones largas tipo axdn,
caracterizadas por la presencia del marcador axonal tau-1 (figura 7b). Este fenotipo
representa el 60% de las neuronas en el cultivo, destacando mayoritariamente la
generacion de morfologia bipolar (2 axones) (figura 7c). Esto puede deberse a [a tendencia

intrinseca de las neuronas en cultivo a producir un eje bipolar de simetria que se observa
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Figura 6. Inhibicién selectiva de las calpainas mediada por ALLM. El pre-tratamiento de

neuroblastomas SH-SY5Y con ALLM (20 M) protege a la a-fodrina de la degradacién por calpainas

mediada por calcio, evaluada por la aparicién de su producto especifico de degradacion, mediante

western biot (a). Por otra parte, el tratamiento por 4 hrs de neuronas hipocampales de 1 DIV con

ALLM (20 pM) no induce la acumulacidn de proteinas poli-ubiquitinadas a diferencia del inhibidor

del proteasoma MG132 (b). Las imagenes corresponden a western blot representativos de ensayos

hechos en triplicado.
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Figura 7. El tratamiento de neuronas hipocampales con ALLM induce la generacion de multiples
axones. Neuronas hipocampales fueron tratadas a las 18 hrs post plagueo con ALLM (20 uM) (b) o
el vehiculo (DMSO, 0.01%) (a) y la inmunocitoquimica para MAP-2 (rojo) y tau-1 (verde) se realizo
a las 72 hrs. La cuantificacion del efecto del ALLM en la morfologia neuronal se muestra en (c). Se
consideraron axones las prolongaciones positivas para tau-1 mayores a 100 um. Las imagenes
corresponden células representativas de cultivos hechos en quintuplicado. Barra de tamafo, 50

pm.
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tempranamente en el desarrollo del cultivo con la consolidacién del primer par de

neuritas (Calderon de Anda y cols. 2008).

El fenotipo de neuronas multiaxénicas se mantiene con la maduracion del cultivo y a los 6
DIV, estos presentan patrones complejos de ramificacién, similares a los observados en

neuronas controles (figura 8).

La aparicién de mditiples neuritas con tincidn positiva para tau-1, sugeria que las neuronas
posefan mas de un axdn. Es por esto, que utilizamos el anticuerpo monoclonal SMI-31 que
presenta inmunoreactividad con residuos fosforilados por serina-treonina quinasas
dirigidas por prolina en MAP1B, neurofilamentas y tau {Johnstone y cols. 1997), aungue la
marca obtenida en los cultivos de corto plazo utilizando este anticuerpo ha sido adscrita
eminentemente a la presencia de las formas fosforiladas de MAP1B (Gonzalez-Billault,
observaciones no publicadas). El anticuerpo SMI-31 marca preferentemente el
compartimiento axonal en neuronas controles (figura 9a). De esta forma, los axones
multiples generados por el tratamiento con ALLM también son pasitivos para el epitopo

reconocido por SMI-31 (verde, figura 9b).

En su conjunto estos resultados sugieren que la inhibicion farmacoldgica de las calpainas
indujo un aumento significativo en el nimero de neuronas con axones supernumerarios,

que presentaban al menos dos marcadores de identidad axonal.
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Superposicion

. - Superposicién

Figura 8. Los multiaxones inducidos por el ALLM elongan y ramifican correctamente y se
diferencian claramente de las neuritas menores con la dendritogénesis. Neuronas hipocampales
fueron tratadas a las 18 hrs post plagqueo con ALLM (20 uM) (c,d,f) o el vehiculo (DMSO, 0.01%)
(a,b,c) v la inmunocitoquimica para MAP-2 (rojo) y tau-1 (verde) se realizd a los 6 DIV. Las

imagenes corresponden células representativas de cultivos hechos en duplicado. Barra de tamafio,

50 pm.
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Figura 9. Los multiaxones inducidos por el ALLM son positivos también para MAP-1B fosforilado

en modo I. Neuronas hipocampales fueron tratadas a las 18 hrs post plaqueo con ALLM (20 uM)
(b) o el vehiculo (DMSO, 0.01%) (a) y la inmunocitoquimica para MAP-2 (rojo) y SMI-31 (verde) se
realizé a los 3 DIV. Las imagenes corresponden células representativas de cultivos hechos en

duplicado. Barra de tamafio, 50 um.
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Efecto de la sobreexpresidn de calpastatina en el desarrollo de polaridad neuronal

Como se menciond en la introduccion, las calpainas poseen un mecanismo endégeno que
regula su actividad, basado en la presencia de la proteina calpastatina. Por lo tanto, en el
siguiente grupo de experimentos quisimos determinar el efecto de la sobreexpresion de
calpastatina, sobre la adquisicién de polaridad en cultivo. Para ello, las neuronas fueron
nucleofectadas previo al plaqueo con un constructo bicistrénico que expresa Ila
calpastatina y una proteina fluorescente verde (GFP) destinada a mitocondria. Como se
muestra en la figura 10, la transfeccién de este constructo en células de neuroblastoma
Nle-115, induce una potente expresion una banda de peso molecular aparente de 110
kDa reconocida por un anticuerpo especifico de calpastatina (figura 10a) ademas de
presentar una distribucién de GFP con caracteristicas mitocondriales (figura 10b). Las
neuronas que expresan el constructo mostraron una cotrecta polarizacion, caracterizada
por la presencia de un solo axdn positivo para tau-1 (figura 10). El analisis poblacional a
)
partir de neuronas transfectadas con calpastatina en tres cultivos independientes muestra
gue si bien encontramos un minimo nimero de casos que presentaban multiples axones,

las neuronas mayoritariamente se desarrollaron con un solo axén (figura 11).

la diferencia observada entre el efecto de la sobrexpresion de calpastatina y el
tratamiento con ALLM nos sugiere por lo tanto que el efecto del inhibidor quimico podria
deberse a su accién sobre un blanco molecular distinto a las calpainas, o que

alternativamente gue la inhibicién de calpastatina sobre las calpainas necesitara de
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a
110 kDa Calpastatina
52 kDa a-tubulina

mitoGFP

Figura 10. Anélisis de la expresion del constructo pmitoGFP IRES calpastatina FV.
Neuroblastomas N1le-115 fueron transfectados con el vector pmitoGFP IRES calpastatina FV y la
expresion de calpastatina se analizd por western blot (a) y la expresion de mitoGFP por
inmunocitoquimica utilizando como co-tinciones faloidina fluorescente (rojo) y a-tubulina (verde)
(b). La imagen corresponde a una célula representativa de experimentos realizados en triplicado.

Barra de tamarfio, 20 um.
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Figura 11. La sobrexpresion de calpastatina no induce cambios morfolégicos en neuronas
hipocampales en cultivo. Neuronas hipocampales fueron nucleofectadas antes del plaqueo con
un constructo bicistrénico que codifica para calpastatina y una proteina fluorescente verde (GFP)
destinada a mitocondria. A los 3 DIV se realizé la inmunocitoquimica para MAP-2 (rojo) y SMI-31
(verde) (a). Las células transfectadas se identificaron por la fluorescencia mitocondrial de la GFP
(b). La cuantificacion del efecto de la sobrexpresion de calpastatina en la polaridad neuronal se
muestra en (c). La imagen corresponde a una célula representativa de experimentos hechas en

triplicado. Barra de tamafio, 20 pm.




47

cambios conformacionales inducidos por calcio que estarfan ausentes en nuestro sistema

{ver discusién).

Efecto del knockdown de las calpainas en la especificacién axonal

La inactivacion de las calpainas a través de la sobreexpresién de la calpastatina, fue
complementada mediante otra estrategia que permite la inhibicién especifica de las
calpainas. Es asf que, neuronas hipocampales en cultivo se transfectaron con plamidios
que expresan shRNAs contra calpaina 1 y calpafna 2. En una etapa inicial evaluamos un
conjunto de 5 shRNA contra calpaina 1 y 6 shRNA contra calpaina 2, en cuanto a su
capacidad para disminuir los respectivos niveles de proteinas en neuroblastomas de ratén
N2ay Nle-115 a las 48 hrs post-transfaccién. Como muestra la figura 12 el shRNA #67 yel
shRNA #72 fueron los mas eficientes para reducir los niveles de calpaina 1 y 2
respectivamente, y fueron subsecuentemente utilizados para la transfeccién en neuronas

hipocampales.

Las transfecciones de los shRNA para calpaina 1, calpaina 2 o la co-transfeccién de ambos
fueron realizadas en conjunto con GFP, para la posterior identificacién de las neuronas
transfectadas. Es asi que aquellas neuronas GFP-positivas fueron evaluadas en cuanto a la
generacion la polaridad neuronal, y bajo estas condiciones verificamos que la inactivacién
individual o conjunta de las calpainas no indujo un cambio fenotipico significativo con

respecto a la transfeccién de un shRNA contra un gen irrelevante (luciferasa) (figura 13).
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Figura 12. Caracterizacién de la eficiencla de knockdown de los shRNAs para calpaina 1 y

calpaina 2. La eficiencia de knockdown de los shRNAs para calpaina 1 (a) y calpaina 2 (b) se evalué

por western blot en neuroblastomas transfectados con los distintos vectores tras 48 hrs de

expresion. La figura muestra un western blot representativo de experimentos hechos en triplicado.
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Figura 13. El knockdown de las calpainas no produce cambios morfolégicos en neuronas
hipocampales en cultivo. Los vectores de expresion para los shRNA de luciferasa, calpaina 1y
calpaina 2 fueron cotransfectados con maxGFP, que permitié evaluar las células transfectadas
(b,d,f,h). No se observaron cambios en la determinacion de polaridad en ninguna de las
condiciones, como muestra la tincién para MAP-2 y tau-1 en células de 2 DIV (a,c,eg). La

cuantificacion se muestra en (i) n=3. Barra de tamafio 50 um.
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Aunque los shRNAs logran sélo una reduccién de un 45% en los niveles de calpaina 1y de
un 51 % en los de calpaina 2 (figura 12) lo que podria impactar en una efectiva inhibicién
de la actividad de estas proteasas, los resultados obtenidos confirman lo observado con [a

sobreexpresion de calpastatina y contrastan con los obtenidos con ALLM.

Efecto de la sobreexpresién de una mutante proteoliticamente inactiva de calpaina 2 en

{a polaridad neuronal

Los datos anteriormente colectados sugerian que la inhibicion de las calpainas obtenida
farmacolégicamente, no era recapitulada en los experimentos de inactivacién especifica,
ya sea sobreexpresando calpastatina o usando shRNAs para calpaina 1 y/o calpaina 2. Por
lo tanto, para confirmar que la inhibicion especifica de las calpainas produce fenotipos
claramente distintos a los de la inhibicidn farmacoldgica, se utilizd una tercera estrategia
molecuiar consistente en la sobreexpresion de una mutante cataliticamente inactiva de
calpaina 2 (PD), en que la cisteina que realiza el ataque nucleofilico sobre el enlace
peptidico se reemplazé por serina (C105S). La transfeccion de esta mutante ha
demostrado que induce anormalidades en la polarizacién de neutréfilos (Nuzzi y cols.
2007). La expresion de la calpaina 2 PD no produjo cambios aparentes en la polaridad axo-
dendritica {figura 14a). Interesantemente la calpaina 2 PD sobrexpresada conserva la

distribucién yuxtanuclear caracteristica de la calpaina 2 enddgena (figura 14b).
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b Calpaina2PD GFP

Figura 14. La expresién de una calpaina 2 cataliticamente inactiva no induce cambios en la
determinacién de la polaridad en neuronas hipocampales. La nucleofecciéon de calpaina 2
cataliticamente inactiva (PD, inserto) no produce cambios en la polaridad axo-dendritica evaluada
por inmunofluorescencia para los marcadores MAP-2 y tau-1 (a); 15 células analizadas, n=2. La
distribucion de la calpaina 2 PD se asemeja a la distribucién enddgena de la calpaina 2 limitandose
al compartimiento somatodendritico marcado con MAP-2 (c) y concentrandose el area

yuxtanuclear (b, punta de flecha). Barra de tamafio 50 pm.
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Estos resultados en conjunto con los obtenidos con la sobreexpresién de calpastatina y el
knockdown de las caipainas, nos permiten concluir que la inhibicién especifica de las
calpainas no induce cambios morfoldgicos en las neuronas hipocampales. Se sugiere de
esta forma que los mecanismos moleculares subyacentes al efecto del inhibidor
farmacolégico ALLM podrian no estar directamente relacionados con la inactivacion de las

calpainas.

Efecto de otros inhibidores de calpainas y catepsinas en [a determinacién de polaridad

neuronal

En la parte final de este trabajo quisimos evaluar si el efecto del ALLM es compartido por
otros inhibidores de calpainas estructuralmente similares, como calpeptina y MDL28170 o
es debido a la inhibicidn de las catepsinas, cisteinproteasas lisosomales que son inhibidas

por el ALLM con una potencia similar 2 las calpainas (Sasaki y cols. 1930).

Para ellos las neuronas fueron tratadas a las 18 hrs post plagueo con calpeptina (25 uM) o
MDL 28170 {20 uM), y la generacién de polaridad fue evaluada con los marcadores
somatodendritico (MAP2) y axonal (tau-1) a los 3 DIV. La figura 15 muestra que ambos
inhibidores a las concentraciones efectivas de inhibicion de calpainas, no producen

cambios en la determinacion de la polaridad neuronal.

Por otra parte el tratamiento con el inhibidor de catepsinas produjo un fenotipo peculiar

caracterizado por un aumento del drea de los conos de crecimiento (figura 16b) y la
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presencia de varicosidades en el axdn similares a ondas de actina (figura 16a). Las ondas
de actina fueron descritas hace mas de una década y corresponden a estructuras tipo
cono de crecimiento que se mueven a lo largo del axon y sustentan su elongacién (Ruthel
y Banker 1999). Las ondas de actina aportan material (principalmente actina y proteinas
asociadas) al cono de crecimiento (Ruthel y Banker 1998}, por lo que su aparicion va de la
mano de un incremento del tamafio de estos (Flynn y cols. 2009), fenotipos que
convergen en neuronas tratadas con el inhibidor de catepsinas. No obstante estos
cambios morfolégicos obtenidos al tratar las neuronas con el inhibidor de catepsinas, en
ninguno de los casos se observd un cambio en el desarrollo de polaridad neuronal que

fuese compatible con el efecto producido por el ALLM,
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Calpeptina MDL28170

Figura 15. El tratamiento de neuronas hipocampales con los inhibidores de calpainas, calpeptina
y MDL 28170, no induce cambios en la determinacion del axdn. El tratamiento con calpeptina (25
M) o MDL28170 (20 uM) no produce una alteracidn en la morfologia neuronal evaluada a los 3
DIV. La figura muestra dos células elegidas al azar de campos aleatorios en experimentos hechos

en triplicado. Barra de tamafio 20 pum.
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Inhibidor de catepsinas|

Figura 16. El tratamiento de neuronas hipocampales con un inhibidor de catepsinas induce un
aumento en el area de los conos de crecimiento sin afectar la polaridad neuronal. El tratamiento
de neuronas hipacampales con el inhibidor de catepsinas | (10 uM) induce un notable aumento en
el drea de los conos de crecimiento a los 3 DIV (b). También se observa la presencia de estructuras
semejantes a ondas de actina (a, punta de flecha). La figura muestra dos células elegidas al azar de

campos aleatorios en experimentos hechos en triplicado. Barra de tamafio 20 pm.
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DISCUSION

La participacion de los sistemas de degradacion de proteinas, esencialmente el UPS, ha
surgido recientemente como un mecanismo relevante en la determinacioén de la
polaridad neuronal (Borquez y Gonzalez-Billault 2011). En varios de estos estudios se
observa la pérdida de la correcta polaridad y la formacién de miltiples axones al
utilizar inhibidores farmacoldgicos del proteasoma (Schwamborn y cols. 2007; Yan y
cols. 2006). Estos compuestos, tales como el MG132 y el ALLN inhiben también otras
proteasas como las calpainas. De hecho el MG132 tiene un IC50 de 1.2 pM para
calpaina 2, levemente superior a los 100 nM para el proteasoma (Tsubuki y cols. 1996),
mientras que el ALLN es un inhibidor més potente de la calpaina 1 (Ki=190 nM) o de la

calpaina 2 (Ki=220 nM) que del proteasoma (Ki=6 pM)(Rock y cols. 1994).

Es por esto que la participacion las calpainas no puede descartarse como un
mecanismo adicional al UPS, en la determinacion de la asimetria axo-dendritica. Sin
embargo al inicio de esta Tesis, no existian trabajos acerca de las funciones de las
calpainas en cultivos de neuronas hipocampales a corto plazo (1-3 DIV), por lo que
procedimos con su caracterizacion y la evaluacién para determinar si la inhibicion de su

actividad producia defectos en la especificacién axonal.
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Expresién y localizacién subcelular de las calpainas en cultivos de neuronas

hipocampales

El presente estudio muestra la presencia de las calpainas 1y 2 en cultivos de neuronas
hipocampales a corto plazo (1-3 DIV) y se establecen cambios en su expresién que
correlacionan con la determinacion de la identidad axonal. Estos datos son confirmados
por un estudio independiente aparecido en el transcurso de esta tesis, que mostrd la
presencia de calpaina 1 y 2 en neuronas hipocampales por inmunofiuorescencia y
observd que la expresién de calpaina 2 aumentaba con la maduracién del cultivo entre
1 DIV y 4 DIV (Mingorance-Le Meur y O'Connor 2009), muy similar a los resultados

obtenidos en este trabajo.

Interesantemente un estudio reciente mostrd gque cambios de expresién antagonicos,
con una disminucién en la expresién de calpaina 1 y un aumento en calpaina 2, se
observan en células troncales neuronales cuando se diferencian a neuronas post-
mitdticas positivas para B3-tubulina (Santos y cols. 2012). Los cultivos de células
hipocampales embrionarias (E18) de rata presentan inicialmente (4 horas post
plaqueo) una gran proporcién de precursores neuronales caracterizados por la
expresion de SOX1 o nestina {30-50% de las células) y una baja inmunoreactividad
(>10% de las células) para un marcador de neuronas maduras como MAP-2 (Limke y
cols. 2003). Sin embargo, estas células maduran en los dfas sucesivos del cultivo en
ausencia de factores que mantengan la pluripotencialidad como el factor de

crecimiento basico de fibroblastos {bFGF). Que los cambios en la expresién de
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calpainas observados en nuestro trabajo, puedan deberse al fenémeno subyacente de
diferenciacion, es una posibilidad interesante que merece estudios posteriores. Esto se
ve reforzado por el hecho que in vivo la inmunoreactividad nuclear de calpaina 2 que se
observa en los precursores neuronales en proliferacién, cambia drasticamente a una
somdtica en neuronas postmitéticas positivas para B3-tubulina (Raynaud y cols. 2008),

lo que sugiere que esta proteasa tendria un rol en la diferenciacién neuronal.

Adicionalmente nuestro estudio mediante Inmunocitoquimica mostrd que tanto
calpaina 1 como calpaina 2 poseian una distribucidn esencialmente somética con una
colocalizacion parcial con marcadores de reticuio endopldsmico (KDEL) y cisternas cis

del aparato de Golgi {(GM130). Estudios pioneros en la década de 1980 realizados

1
mediante inmunchistoquimica en cortes de cerebro confirman nuestros resultados ya
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neuronales. Tanto calpaina 1, calpaina 2, CCS1 y calpastatina se asocian a [as
membranas del reticulo endopldsmico y el aparato de Golgi, evaluado tanto co-
localizacién con marcadores especificos como por fraccionamiento subcelular (Hood v

cals. 2004; Hood y cols. 2003).

A nuestro conocimiento no existen precedentes que relacionen la actividad de las
calpainas con tréfico intracelular como sugeriria su conspicua distribucién, aunque esta
se asemeja a varios determinantes de polaridad neuronal como la proteina quinasa D
(PKD)(Yin y cols. 2008), la quinasa con dominio LIM {LIMK)-1 (Rosso y cols. 2004) y GSK-
3B (Gértner y cols. 2006). Interesantemente la inhibicién de esta dltima genera
neuronas multiaxénicas mediante un mecanismo que incluye la redistribucién del
tréfico vesicular, desde uno preferente hacia el axén a un trafico equitativo a cada una

de Ias neuritas inmaduras lo que sostiene su crecimiento (Gértner y cols, 2006).

Efecto de la inhibicién de las calpainas en la morfologia neuronal

Aunque el presente trabajo muestra claramente que el tratamiento de neuronas
hipacampales con ALLM induce una pérdida de la polaridad, al generar neuronas con
mas de un axdn, este efecto no es reproducido por otros inhibidores de las calpafnas
como la calpeptina y el MDL 28170. Adicionalmente [a utilizacién de formas mds
especificas de inhibicién de las calpainas, como la sobreexpresién de calpastatina, la

utilizacién de shRNAs y la expresién de una forma dominante negativa de calpaina 2,
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nos indica que el efecto del inhibidor quimico se debe a su accién sobre un(os)

blanco(s) por determinar.

El ALLM se ha utilizado ampliamente en la literatura como inhibidor de las calpainas
mas selectivo que el ALLN, el cual también inhibe al proteasoma. Sin embargo en
ensayos de protedlisis in vitro el ALLM muestra un leve efecto sobre la actividad del
proteasoma, aunque a concentraciones mayores a las que ejerce efecto sobre la
actividad de las calpainas (Rock y cols. 1994; Figueiredo-Pereira y cols. 1994). Esto
parece ser una caracteristica comin a varios inhibidores de las calpainas del tipo
peptidil aldehidos, ya que tanto el MDL 28170 {Caneda-Ferron y cols. 2008) coma la
calpeptina (Figueiredo-Pereira y cols. 1994) también inhiben débilmente al
proteasoma. Los efectos del ALLM en la inhibicidn del proteasoma se encuentran
fimitados a ensayos in vitro, ya que el tratamiento de células intactas con ALLM a
concentraciones incluso mayores a las utilizadas en nuestro estudio (25-50 pM), no
inhibe la degradacion mediada por el proteasoma de B-catenina (Aberle y cols. 1997),
tuberina (Plas y Thompson 2003) o BACE-1 (Qing v cols. 2004). Sélo a concentraciones
de 100 puM se ha demostrado que el ALLM inhibe la degradacién mediada por el
proteasoma de CREB (Taylor y cols. 2000) aunque no la de p27*" (Borriello v cols.
2000). Estos resultados refuerzan nuestra observacidn que el ALLM no induce la

acumulacion de proteinas poliubiquitinadas en neuronas hipocampales {figura 6h).

Por otra parte, tanto el ALLM como la calpeptina inhiben a varios miembros de |a

familia de las catepsinas a potencias similares a las observadas para las calpainas, por lo
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que es mas dificil discernir sus efectos. Sin embargo el uso de un inhibidor de las

catepsinas mostrd un fenotipo claramente distinguible al del ALLM.

El uso de estrategias mas especificas que la inhibicién farmacologica como [a
sobreexpresion de calpastatina o el uso de shRNAs contra las calpainas también reviste

varias dificuitades.

La calpastatina aunque es un potente y altamente especifico inhibidor de las calpainas,
su asociacién es dependiente de los cambios conformacionales inducidos por calcio en
la estructura de las calpainas (Croall y cols. 2008; Hanna y cols. 2008). Esto puede ser
relevante en ciertos contextos celulares donde la activacion de las calpainas es
independiente del calcio, especialmente en neuronas (Mingorance-Le Meur y O'Connor

2009; Zadran y cols. 2010; Zadran y cols. 2009).

Por otra parte la inhibicion de las calpainas utilizando ARN interferentes posee una
dificultad intrinseca en su estabilidad como proteinas. Las vidas medias de la calpaina
1, calpaina 2 y la CSS1 son de 4.6, 5.2 y 4.6 dias respectivamente (Zhang y cols, 1996)
por lo que realizar un knockdown rapido en su expresién es técnicamente desafiante

(Yamada y cols. 2009).

Para descartar que la ausencia de efectos de la sobreexpresién de la calpastatina o de
la expresidn de los shRNAs pueda deberse a las dificultades antes mencionadas se
utilizé una tercera estrategia de [a expresion de una forma dominante negativa de las

calpainas, que consiste en la subunidad mayor de la calpaina 2 en que la cisteina
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catalitica se encuentra mutada a serina (C105S) (Nuzzi y cols. 2007). La ausencia de
efecto de estas tres estrategias indica claramente que el fenotipo producto del ALLM es

independiente de calpainas.

La molécula blanco del ALLM es desconocida, pudiendo corresponder no sdlo a
proteasas sino también a proteinas funcionalmente no relacionadas a las calpainas. Por
ejemplo la calpeptina, que al igual que el ALLM es un inhibidor de las calpainas basado
en un aldehido peptidico de dileucina inhibe a proteinas tirosina fosfatasas, cuya tnica
caracteristica estructural que las asemeja a [as calpainas es la presencia de una cisteina

en el sitio catalitico (Schoenwaelder y Burridge 1999).

Implicancias del uso del ALLM como inhibidor de las calpainas en enfermedades

neuralégicas

La activacién aberrante de las calpainas en las neuronas se ha asociado a multiples
patologias y consecuentemente su inhibicién farmacolégica con ALLM o su analogo
menos especifico ALLN, se ha propuesto como alternativa terapéutica para la
lisencefalia (Yamada et al. 2009), dafio a la médula espinal (Yu y Geddes 2007),
degeneracion de axones retinales (Araujo Couto y cols. 2004} y en varios modelos de
excitotoxicidad (Chiu y cols. 2005; Gascon y cols. 2008). En muchos trabajos las
concentraciones utilizadas de inhibidores de calpainas superan ampliamente los limites

en que estos puedan ser considerados al menos “selectivos”, por lo que las
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conclusiones emanadas desde ellos son cuestionables. Por efemplo Volbracht y cols,
utilizan 200 pM de ALLM y 100 pM de ALLN para asignar un rol a la activacion de las
calpainas en un modelo de apoptosis mediada por dadores de éxido nitrico en cultivos

de neuronas ganglionares cerebelares (Volbracht y cols. 2005).

El problema de la falta de especificidad de los inhibidores quimicos de calpainas es un
tema que no es abordado en la gran mayoria de los estudios. Los pocos que existen
entregan a vision de que algunos efectos tradicionalmente asociados a la activacion de
las calpainas mediante el uso de inhibidores farmacoldgicos son debidos a efectos off-
target. Al citado trabajo que describié que un inhibidor de calpainas ampliamente
utilizado como la calpeptina, mediaba sus efectos en el citoesqueleto a través de la
inhibicién de proteinas tirosina fosfatasas y no a través de la inhibicién de las calpainas
(Schoenwaelder y Burridge 1999), hay que sumar otro interesante trabajo que muestra
que el PD150606 ejerce sus efectos neuroprotectores ante [a excitoxicidad mediada
por acido kainico por la inhibicién de la entrada de calcio a través de los receptores de
glutamato tipo AMPA y no por la inhibicién de las calpainas (Van den Bosch y cols.
2002). EI PD150606 es un inhibidor de calpainas disefiado para unirse al sitio de union a
calcio de la proteasa, y que por lo tanto se describfa como una alternativa altamente
especifica al resto de los inhibidores cuyo blanco es el sitio catalitico (Wang y cols.

1996).
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Estos antecedentes muestran claramente que la utilizacion de estrategias de inhibicion
especifica resulta esencial para adjudicar una determinada respuesta bioldgica a la

participacion de las calpainas.

identidad del “inhibidor global” en la determinacidn de polaridad neuronal

Nuestros resultados indican que a diferencia de lo que ocurre en neutréfilos donde la
calpaina 2 juega un rol esencial en la correcta polarizacién entre el frente de avance y
fa cola, en neuronas las calpalnas no participarian en la generacién de la asimetria axo-

dendritica.

Esta diferencia resulta inesperada ya que ambos modelos de polarizacién poseen

numeras elementos moleculares y mecanismos comunes:

!

(i) Tanto los neutréfilos como las neuronas pueden polarizarse en un microambiente

uniforme.

(i) La determinacién de la asimetria en ambos tipos celulares es un fenémeno plastico
y pueden re-especificar su eje de asimetria ante perturbaciones como [a remocidn
mecdnica del ax6n (Dotti y Banker 1987) o de su equivalente en neutrofilos, el

seudépodo {Houk y cols. 2012).
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(iii) El frente de avance de un neutréfilo o ef axén en una neurona se caracteriza por la
presencia de un arreglo caracteristico del citoesqueleto de actina que es mantenido
gracias a circuitos de retroalimentacion positiva en que participan la PI3K (Wang y cols.
2002; Menager y cols. 2004), las GTPasas pequefias Rac y Cdc42 (Nishimura y cols.
2005; Srinivasan y cols. 2003), sus moduladores como DOCK (Kunisaki y cols. 2006;
Watabe-Uchida y cols. 2006) y sus efectores como la proteina quinasa Akt (Jiang y cols.

2005).

(iv) En ambos modelos la generacién de miiltiples frentes de avance o muitiples axones
es prevenide por un mecanismo que involucra la activaciéon de RhoA en [a cola del
neutrdfilo (Wong y cols. 2006) o en las neuritas menores de una neurona {Cheng y cols.

2011).

Por lo tanto, conceptualmente ambos modelos funcionan a través de un circuito de
retroalimentacién positiva que amplifica fluctuaciones pequefias y transitorias en
asimetrias grandes y temporalmente persistentes. Estos loops de retroalimentacion
positiva se limitan a si mismos generando un mecanismo de inhibicién de largo alcance

gue restringe su expansion a toda la célula.

Tres posibles escenarios se proponen para explicar la inhibicién de largo alcance: (i)
que el inhibidor sea una molécula difusible generada rio abajo del activador auto-

catalitico, (ii) que el activador consuma un sustrato limitante y (iii) que la protrusion
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genere una tensién mecénica en la membrana o el citoesqueleto subyacente que actie

como irhibidor de largo alcance,

Por medio de elegantes experimentos, Houk y cols pusieron a prueba los tres modelos
y concluyeron gue la tensién mecénica generada por el frente de avance es el
mecanismo de inhibicién de largo alcance que permite la correcta polarizacion en

neutréfilos (Houk y cols. 2012).

Resulta interesante que la aplicacién de tensién mecanica en neuronas hipocampales
en cultivo conduzca a la generacién de axones (Lamoureux y cols. 2002). Mas aun Houk
y cols, proponen que ondas propagantes de actina mediadas por el complejo
SCAR/WAVE, que permiten organizar el frente de avance de neutréfilos a través de la
activacion de Rac (Weiner y cols. 2007), se extinguirian con la tensién de la membrana
o del citoesqueleto {Houk y cols. 2012). Este mecanismo posee notables paralelos en
neuronas, donde WAVE y Rac son esenciales para la formacién del axén (Tahirovic y
cols. 2010) y la generacién de ondas de actina parece ser un mecanismo relevante en la
extension del mismo (Flynn y cols. 2009; Ruthel y Banker 1998, 1999). Adicionalmente
un estudio reciente de neuronas hipocampales crecidas en micropatrones de sustrato
sugirié que diferencias en las tensiones mecdnicas entre las neuritas podrian estar
involucradas en la preferencia de la polarizacién axonal {Roth y cols. 2012). De hecho el
primer evento molecular definido en la polarizacién de las neuronas, que es la

acumulacién de un clister de N-cadherina en el sitio en el que se generara el futuro
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axon {Girtner y cols. 2012), puede ser un evento secundario a un cambio en la tensidn

de la membrana y el citoesqueleto subyacente {Delanoe-Ayari y cols. 2004).

Estos resultados sugieren que la tensién mecanica podria actuar el mecahismo central
de! “inhibidor global” en la determinacion de polaridad en neuronas, mientras que la
degradacién de proteinas podria constituir un mecanismo secundario que asegure la
segregacion de algunos componentes de sefializacion una vez establecido el quiebre de
la simetria y al ser un proceso de mantencion de la polaridad mas que instructivo sobre
la misma, seria mas compatible con la funcién proteasomal que con la actividad

regulatoria mas especifica de [as calpainas.
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1. La localizacion subcelular, expresion y actividad de las calpainas no se relacionan con

los mecanismos moleculares involucrados en la especificacion y crecimiento axonal.

2. Los cambios en el desarrollo de polaridad neuronal asociados al efecto del ALLM, se

deben a un efecto sobre un blanco diferente a las calpainas.

PROYECCIONES

Nuestros resultados sugieren fuertemente que las principales isoformas de las

calpainas presentes en neuronas, las calpainas 1 y 2, no estarian involucradas en la

correcta polarizacién de las neuronas hipocampales en cultivo. Aunque cada una de las

estrategias de inhibicién de las calpainas presenta dificultades, como la larga vida

media de estas proteinas o la imposibilidad técnica de realizar ensayos bioguimicos que

reflejen la inhibicién local de la actividad de las calpainas en neuronas transfectadas, el

conjunto de las evidencias apuntan en la direccién de que no tendrian un rol en el

proceso de desarrollo de polaridad neuronal. La evaluacién del desarrollo de polaridad
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en neuronas hipocampales derivadas desde ratones doble knockout para calpaina 1y 2

podrfa ayudar a discernir definitivamente su rol en la morfologfa neuronal.

Por otra parte no se puede descartar la participacién de otras isoformas poco
caracterizadas de las calpainas pero que se han detectado en cerebro como las

calpainas 5 (Waghray y cols. 2004), 7, 10 (Gafni y cols. 2004) y 12 (Shin y cols. 2004).

Los resultados obtenidos apuntan a la degradacion proteica selectiva mediada por el
proteasoma, demostrada en varios estudios recientes, como el principal mecanismo
proteolitico implicado en el desarrollo de polaridad neuronal, aunque no se puede
descartar la participacion de otros sistemas de degradacién como las caspasas,
metaloproteasas o la autofagia. Sin embargo no se tiene evidencia que estos participen

en mecanismos de polaridad en neuronas u otro tipo celular.

Discernir el blanco molecular sobre el cual actia el ALLM se muestra como una tarea
compleja, teniendo en cuenta que varios inhibidores de calpainas ejercen sus efectos
off-target sobre proteinas no relacionadas como proteinas tirosina fosfatasas o

receptores idnicos (ver discusion).
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