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ABP  : Alpha binding pocket

AID : Alpha interaction domain

CCAV : Canales de Calcio activados por voltaje
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RESUMEN

El calcio es uno de los mensajeros intracelulares mas abundante, y media
multiples e importantes funciones en la célula. El transporte de calcio esta
principalmente controlado por los canales de calcio activados por voltaje
(CCAV), que son proteinas multiméricas conformadas por una subunidad

formadora del poro (Cavai) y tres subunidades auxiliares (az2-6, By v).

La interaccion entre Cavai: y la subunidad auxiliar B (CavB) ocurre en un sitio
denominado AID (alpha-interaction-domain), la uniéon de Cavp al canal aumenta
la expresion funcional del canal, presumiblemente por la liberacion de proteinas

del canal desde el reticulo endoplasmico.

Existe evidencia que CavB no sélo participa del transporte del canal hacia la
membrana plasmatica, sino también que modula su funcién, especificamente
aumentando la probabilidad de apertura de éste a voltajes fisioldgicamente

relevantes.

Trabajos anteriores de este laboratorio muestran que CavB2a regula también la
remocion de canales desde la membrana plasmatica a través de una interaccién
con dinamina. Esta interaccién requiere de la formacién de dimeros de Cavpza,

donde contribuye un puente di-sulfuro entre cisteinas expuestas.

En esta tesis se investigd si la isoforma CavBsxe carente de esta cisteina
promueve endocitosis dinamina-dependiente. Para esto se desarrolldo un bio-
ensayo de endocitosis que consistia en medir la captacion de la enzima
horseradish peroxidasa (HRP) por ovocitos de Xenopus inyectadas con distintas
combinaciones de Cavp previamente purificadas. Esto nos permiti6 demostrar
que subunidades Cavf promueven la endocitosis sin la presencia de la
subunidad Cava:. Se observé que CavBsxo también es capaz de promover
endocitosis de manera dinamina-dependiente pero con una eficacia un 50%
menor.

Palabras clave: Canales de calcio, canales activados por voltaje,

subunidad proteica, endocitosis, peroxidasa.



INTRODUCCION

El Ca*? constituye uno de los principales mensajeros intracelulares. Incrementos
de Ca*? citosdlico inician una variedad de procesos intracelulares, entre ellos la
contraccion muscular, la secrecion de neurotransmisores, la expresién génica,
la modulacion de la excitabilidad de la membrana, el crecimiento de neuritas,
etc. Una de las vias mas importantes para la entrada de Ca*? en las células
excitables son los canales de Ca*? activados por voltaje (CCAV). La apertura de
estos canales permite el flujo de iones Ca*?, a través de un poro selectivo que
da lugar a un incremento local de este mensajero intracelular (1). Los canales
de Ca*2 son proteinas oligoméricas, constituidas por una subunidad principal, a1
asociada a varias subunidades reguladoras o auxiliares, tales como las
subunidades B, a2, a2-6 y vy (2). (Ver figura 1).

La subunidad formadora del poro (CaVai) posee la estructura caracteristica de
un canal activado por voltaje, es decir, comprende cuatro dominios altamente
homodlogos que estan conectados por lazos citoplasmaticos. Cada uno de estos
cuatro dominios contiene seis segmentos transmembranales (S1-S6)
organizados en un dominio sensor de voltaje (S1-54) y un poro (55-S6) (3),
con los extremos amino y carboxilo terminal en el citosol celular (Figura 1). La
subunidad accesoria Cavp es codificada por 4 genes diferentes que dan lugar a
diferentes variantes Cavpi-4, estas variantes poseen una estructura similar, que
consiste en dos regiones altamente conservadas, separadas y flanqueadas por
secuencias de largos variables (4) (Figura 2). Estudios cristalograficos revelan
gue la primera region corresponde a un dominio homologo al tercer dominio de
una tirosina kinasa codificada por el oncogen Src (SH3), y la segunda, al dominio
guanilato quinasa (GK) (5). La presencia de los dominios SH3 y GK en Cavf
lleva a relacionarla con las proteinas de andamiaje MAGUK. Esta familia de
proteinas guanilato kinasa organizan vias de sefializacion intracelular mediante
multiples interacciones proteina-proteina.

Estos dos dominios presentes en Cavp aportan una multiplicidad de posibles
interacciones proteicas y ademas aporta la nocion de que Cavp es una proteina

regulatoria multifuncional (6).
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Figura 1: Estructura de la subunidad formadora del poro Cavaa:.
Topologia de membrana de la subunidad Cavai: donde pueden apreciarse el
dominio sensor de voltaje (VSD) y el dominio formador del poro (PD). Ademas,
se destaca el sitio de anclaje de CavB (AID por “alpha-interaction-domain”).
Modificada de (7).

La subunidad Cava: posee un sitio de interaccién con la subunidad Cavp,
ubicado en el lazo citoplasmatico que une los segmentos S1 y S2, y que es
conocido como AID (alpha-interaction-domain), a hélice que posee un triptéfano
esencial para la interaccién con la subunidad CavB (8,9), la uniéon de Cavp a
este sitio produce un aumento en la expresion funcional del canal,
presumiblemente facilitando la salida del canal desde el RE (10). La estructura
cristalogréafica del complejo CavB con el motivo AID, muestran que este Ultimo
interacciona con un bolsillo hidrofébico de CavB (Alpha binding pocket, ABP)
conformado por residuos no contiguos en la secuencia, que forma parte del
dominio GK (5,11,12).
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Figura 2: Estructura de la subunidad Cavp. A) Esquema de la interaccion
entre las subunidades ai1 y B, donde se puede apreciar la secuencia aminoacidica
conservada en el sitio AID que se une al dominio GK de la subunidad B. B)
Organizacion de los dominios y estructura tridimensional de la subunidad B. El
dominio SH3 esta en naranja y el dominio GK en verde unido por un lazo flexible

(HOOK). NT se refiere al teminal amino, CT al terminal carboxilo. Modificada de

(7)

Cavp también tiene la capacidad de modular la funcién del canal, puesto que es
capaz de potenciar la corriente idnica sin afectar la densidad aparente de canales
en la superficie al ser co-expresada con Cavl.2 en ovocitos de Xenopus Leavis
(13). Existe evidencia de la que subunidad Cavp es capaz de interaccionar con

una variedad de proteinas, y de regular diversos procesos celulares(6) , desde
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expresidon de genes (especificamente la subunidad CavBac(14)) hasta secrecidn
hormonal (mediante la accidon de Cavs en células B pancreaticas de ratén(15))
y endocitosis (16,17). Existe evidencia que sugiere que la subunidad Cavf
regula el trafico hacia la membrana del canal ocluyendo sefales de retencion
del reticulo endoplasmico codificadas cerca del AID en las subunidades
formadoras del poro (10). Otra hipotesis mas reciente es que CavB puede
interactuar con proteinas de la Superfamilia RAS (7). Estas son pequefias
GTPasas que presentan una extensa variedad de funciones que incluyen desde
modificaciones a lipidos de membrana hasta regulaciéon de la expresion génica
(18). Estas interacciones se suman a un extenso nimero de blancos regulatorios
de Cavp lo que la convierte en crucial para el funcionamiento y regulacion tanto
de los CCAV como otros procesos fisioldgicos (6). Dentro de esta lista se
encuentra la interaccion con dinamina, una GTPasa citosolica de 100 kDa, que
es un componente esencial durante la endocitosis clasica dependiente de
clatrina, el reciclaje de vesiculas sinapticas y el trafico vesicular desde y hacia
el Golgi, puesto que polimeriza alrededor de la membrana invaginada, formando

una especie de collar provocando una fisién y la recaptura vesicular (19,20).

Hasta ahora se han descrito 3 isoformas de dinamina; la isoforma 1 que se
encuentra distribuida en neuronas y células neuroendocrinas, la isoforma 2,
presente en distintos tipos celulares y la isoforma 3 ubicada en tejido testicular
y sistema nervioso central (21). Su estructura primaria esta conformada por
multidominios (figura 3). En su extremo N-terminal se encuentra el dominio
GTPasa que une e hidroliza GTP, ademas de un dominio homodlogo a pleckstrin
(PH), constituido por 100 residuos aminoacidicos e implicado en la unién a
membranas, preferentemente a fosfolipidos de inositol, lo cual favorece su
actividad GTPasa (22); un dominio efector de actividad GTPasa (GED) y un
dominio rico en prolinas y argininas (PRD) en el extremo C-terminal, el cual
contiene varios sitios de union a dominios con homologia a Src3 (SH3) (23),
desempefiando un papel importante en la unién a proteinas que presentan
dominios SH3 como las que forman parte de la maquinaria endocitica como

anfifisina, endofilina e intersectina.
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Figura 3: Dominios estructurales y funcionales de dinamina. Se
muestran: dominio de hidrdlisis de GTP (G), un dominio medio (Stalk 321-499),
dominio homdélogo a pleckstrin (PH), dominio efector de actividad GTPasa (Stalk

653-708), y dominio rico en prolina y arginina (PRD). Modificado de (24).

Debido a esta interaccién entre la subunidad CavB y dinamina, se estudid el
efecto del dominio SH3 aislado sobre la funciéon del canal de calcio y su
expresiéon. El reclutamiento de dinamina por el dominio SH3 de Cav2a
promueve la endocitosis de proteinas de membrana (17); sin embargo, para
gue esta unidn exista, es necesaria la homodimerizacion de Cavpaa.
Experimentos con geles nativos mostraron que en presencia de reductores como
el ditiotreitol (DTT) desaparece la forma dimérica, lo que sugiere la formacién
de puentes di-sulfuro entre subunidades. Un mutante del dominio SH3 al que
se le sustituyd la cisteina que participa en la dimerizacién por una alanina
(C113A) no solo no formaban dimeros, sino que tampoco estimulaban la
endocitosis (16). Sin embargo, la proteina completa CavBza, aun con la
sustitucion C113A forma dimeros, se une a dinamina y promueve la endocitosis.
Esto pareciera indicar que la cisteina en posicion 113 de CavpBza, inexistente en
otras isoforma de Cavp, no es necesaria para la formacion de dimeros que seria
lo importante para unirse a dinamina y promover la endocitosis. En contraste
con lo que ocurre con la asociacion con dinamina, Cavp se une a la subunidad
Cavai en una estequiometria 1:1 (25) pero de manera reversible (26). Entonces
cuando CavB se disocia del canal, forma dimeros que promueven una
endocitosis dinamina-dependiente. Esta Ultima se previene con la co-expresion
del mutante dominante negativo de dinamina K44A(17), mutacion localizada en
el dominio GTPasa de la proteina(24). Cavp disociada del canal se puede obtener
utilizando un mutante de Cav1.2 al que se le elimino el sitio de unién AID, o por
la presencia de proteina de fusion como GST-AID que contiene el sitio de union
(17,27). Por otro lado, la interaccion con dinamina puede ser interferida con

GST-Dyn, un péptido que contiene los residuos 829 a 842 del dominio PRD de

12



dinamina. Estos residuos son esenciales para la interaccién con el dimero del
dominio SH3 de Cav2a (17). Al estar presente el péptido GST-Dyn se observé

una disminucién en la promocién de endocitosis inducida por Cavpaa.

'( Dinamina

Ca,

ng' C?“" aCavu,

Figura 4: Modelo para la interaccion entre CavB y dinamina. La imagen
representa que la asociacion de Cavp con la subunidad Cavai.. ocluye el dominio
SH3. Una vez que la subunidad Cavf se disocia del canal es capaz de

interaccionar con dinamina para promover endocitosis. Modificado de (17)

La cisteina que media la formacion de dimeros del dominio SH3 de Cavf2a no
estd conservada en otras isoformas de la subunidad Cavp por lo que surge la
interrogante si las subunidades beta que carecen de esta cisteina son capaces
de promover la endocitosis. Un rol especifico de CavB2a en una funcion celular
basica como la endocitosis puede ser la responsable del grado de letalidad que
produce una ablacidén de este gen (28), que contrasta con el fenotipo del K.O
para Cavps (15). Otra importante particularidad de Cavf:. es que, junto a
Cavp2e, se ancla a la membrana. Estas particularidades llevaron a la pregunta
de que si la capacidad de promover la endocitosis es compartida por otras
subunidades Cavp. Con este fin me propuse investigar si la isoforma CavBsxo

también es capaz de promover la endocitosis. Para este fin desarrollé un
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bioensayo sencillo de endocitosis utilizando ovocitos de Xenopus Laevis que por
su tamafo permiten la inyeccion de proteinas purificadas con buen control
temporal y sin dafiar la célula. Luego de explorar diversos métodos disefié un
ensayo sencillo y reproducible que se basa en la capacidad del ovocito de
capturar la enzima peroxidasa (HRP) desde la solucion. Para evaluar la
participacion de dinamina en este proceso investigué si la captacion de HRP
inducida por la inyeccion de subunidad CavB2a 0 CavBsxo era inhibida por el
péptido GST-Dyn.

Este trabajo nos permite demostrar que la subunidad Cavfsxe promueve la

endocitosis independiente de la presencia de CCAV.

14



HIPOTESIS

“La subunidad Cavfsx del CCAV tiene la capacidad de promover la endocitosis

de una manera dinamina-dependiente”

OBJETIVO GENERAL

Determinar si Cavfsxo es capaz o no de aumentar la endocitosis en la membrana
plasmatica de ovocitos de Xenopus Leavis y si este aumento es dinamina-

dependiente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer los métodos para la produccién de las subunidades Cavpaa,
CavBaxo Y GST-Dyn como proteinas recombinantes.

2. Desarrollar un bioensayo de endocitosis que pueda ser intervenido por
la inyeccion de proteinas recombinantes.

3. Comparar la capacidad de Cavfaa Y CavB3xo para promover la endocitosis

y su sensibilidad a GST-Dyn.

15



METODOLOGIA

1.- DISENO EXPERIMENTAL

Para poder determinar el efecto que poseen dos isoformas de la subunidad Cav3
del CCAV (CavpB2a y CavPBsxo), se elabord una estrategia experimental que nos
permitiera cuantificar la incorporacion de una molécula detectable (enzima HRP)
desde el medio hacia el interior de un ovocito de Xenopus Laevis. Cada ovocito
fue inyectado con 50 nL de proteina en tampdn de columna 1-1,5 mg/mL o con
el mismo volumen de tampdén de columna como control. Posteriormente los
ovocitos fueron sumergidos en una solucién de HRP 2 mg/mL durante diferentes
tiempos.

Una vez finalizado el tiempo de incubacién en HRP, los ovocitos fueron lavados
con BSA al 5% y posteriormente lisados mecanicamente.

El lisado obtenido fue utilizado para medir actividad HRP y como patrén de carga

se cuantificé de manera simultanea la cantidad de tubulina en 10 pL de lisado.
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Figura 4: Disefio experimental. Esquema que grafica las etapas basicas del
desarrollo de la estrategia experimental que nos permitird responder a nuestra

hipdtesis. Imagen creada por Nieves Navarro.

2.- BIOLOGIA MOLECULAR

2. 1.- Cultivo de bacterias y obtencion de células

competentes.

Tanto el ADN que codifica la subunidad CavBz2a (Swiss-Prot: Q8VGC3) del CCAV
de rata como la subunidad Cavsxo (Swiss-Prot: Q91629) del CCAV de Xenopus
Laevis se subclonaron por métodos convencionales de PCR dentro del vector
pRSET (invitrogen) para introducir una etiqueta de polihistidina en el extremo

N-terminal. Para la amplificacién del ADN se utilizé la cepa bacteriana XL1-Blue
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(Agilent, USA) de acuerdo a sus caracteristicas genéticas acordes para la
amplificacion de las secuencias clonadas en el vector pRset (Invitrogen, USA).
Para la sobreexpresidn de proteinas recombinantes se utilizd la cepa bacteriana
BL21(DE) pLysS (Promega, USA) de acuerdo a sus caracteristicas genéticas
acordes para la sobreexpresion de proteinas clonadas en el vector pRset.

Los cultivos de bacterias se crecieron en un medio liquido Luria Bertani (LB) a
37°C con agitacion orbital a 220 rpm. Para cultivo en medio sdélido se
suplementé el LB con agar-agar al 1,5%.

Todos los medios y materiales a utilizar fueron esterilizados a 121°C, 15 psi por
25 minutos.

Para las transformaciones llevadas a cabo en la cepa BL21(DE) pLysS se
utilizaron bacterias competentes comerciales; y las realizadas en la cepa XL1-
Blue se llevaron a cabo en bacterias hechas competentes en el laboratorio
mediante el protocolo de cloruro de rubidio, que es un refinamiento del método
de fosfato de calcio (29). En este método se partié con una colonia de bacterias
XL1-Blue aislada de cultivo en medio LB sdlido sin antibiotico. Con esta colonia
se inoculé 10 mL de medio SOB, incubandose a 37°C, 220 rpm durante toda la
noche. Este cultivo fue diluido 1:100 en 100 mL de medio SOB y se dejé crecer
hasta una OD (medida de turbidez, cuantificada en espectrofotometro. Como
una bacteria se multiplica en un medio liquido, éste se torna turbio o de aspecto
nublado por las células. Aproximadamente de 10 millones a 100 millones de
células por mililitro son necesitadas para hacer una suspensién suficientemente
turbia para leer en el espectrofotometro(30)) entre 0,5-0,6 unidades de
absorbancia a 550 nm. Los cultivos fueron sedimentados a 4800 g por 15 min
a 4°C, luego, se resuspendieron en buffer TbI (30 mM CH3CO2K, 50 mM MnCla,
100 mM RbCI, 10 mM CacClz, 12%(p/v) glicerol, pH 5,8) y se incubaron por 2 h
en hielo. Se volvié a sedimentar en las condiciones anteriores y se resuspendio
suavemente en buffer TbII (75 mM CaClz, 10 mM RbCl, 10 mM MOPS, 12%(p/Vv)
glicerol, pH 7,0) y se incubaron 90 min en hielo. Posteriormente se alicuotaron
y se congelaron en nitréogeno liquido almacenandose a -80°C.

El nivel de competencia de las bacterias obtenidas por este método es de 1x108
UFC/ng DNA plasmidial.
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2. 2.- Transformacion de bacterias competentes con ADN

plasmidial.

La transformacién de bacterias competentes con ADN plasmidial se llevd a cabo
por métodos estandares (29) que consiste en descongelar las bacterias en hielo
durante 10 minutos para luego agregar 1 ng de ADN plasmidial e incubar en
hielo por 30 minutos. Posteriormente, las bacterias fueron sometidas a shock
térmico en un bano seco a 42 °C por dos minutos, dejandolas luego en hielo por
2 minutos mas. Las bacterias transformadas se incubaron durante 1 hora a 37
°C en medio minimo con agitacion vigorosa. El cultivo fue transferido luego a
placas Petri con medio LB mas ampicilina 50 ug/mL como medio de seleccion.
Se mantienen a 37°C por 16 horas antes de colectar colonia. Se pican dos o tres
colonias, y se dejan crecer durante 6-8 horas a 37 °C en 5 mL de medio LB mas
ampicilina. De este pre-inéculo se toma 1 mL y se diluye en 500 mL de medio
fresco. Se deja crecer 16 horas y se continda con la purificacion del ADN

plasmidial.

2. 3.- Obtenciodn y purificacion de ADN plasmidial

El ADN se extrajo de un cultivo de bacterias de 500mL transformadas con el
plasmido de interés y se crecié durante toda la noche (12-16 h) a 37 °C a 220
rpm. La extraccidn se realizd con preparaciones de columnas Maxiprep segun
indicaciones del fabricante (Qiagen Inc, USA), que permite obtener hasta 1ug
de ADN plasmidial por mL de cultivo.

La cuantificacion del ADN obtenido es realizada por espectrofotometria,

midiendo absorbancia a 260 nm.
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3.- BIOQUIMICA DE PROTEINAS

3. 1.- Sobreexpresion de proteinas recombinantes

Para poder sobre expresar y posteriormente purificar las proteinas
recombinantes, se utilizaron constructos asociados al vector pRset (Invitrogen,
USA), que fue disefiado para generar altos niveles de expresidon procariotica,
controlados por el promotor T7. La cepa bacteriana utilizada corresponde a la
BL21(DE) pLysS (Promega, USA) que posee la secuencia para sintetizar T7 RNA
polimerasa bajo el control genético del operdn /ac, inducible por IPTG (ver figura
7).

La proteina de interés se extrajo de un cultivo de bacterias transformadas con
el plasmido correspondiente, que se hizo crecer hasta una OD de 0,5 a 550 nm.
Una vez alcanzada esta condicion se induce la sobreexpresion de la proteina al
agregar IPTG a una concentracién especifica (0,5 mM) y se deja crecer durante
2 horas a 37 °C.

Posteriormente las bacterias son lisadas en tampon de lisis (en mM: 50 NaPO4,
300 NaCl, pH 8,0, estéril) mas inhibidores de proteasas (cOmplete™, Mini, EDTA-
free Protease Inhibitor Cocktail, Roche) mediante sonicacién. El homogenado de
bacterias es centrifugado a 15000 rpm durante 30 min a 4 °C. Se recupera el
sobrenadante para comenzar el proceso de purificacién de la proteina mediante

cromatografia de afinidad.

3. 2.- Cromatografia de afinidad

Las proteinas purificadas durante el desarrollo de esta tesis poseen una etiqueta
de 6 Histidinas (His-tag) que posee afinidad a ciertos metales como el Ni y el
Co. Es por esta razén que para realizar la cromatografia de afinidad se utilizé
como matriz una resina de agarosa que posee iones niquel inmovilizados (Ni-
NTA Agarose, Qiagen) y se siguieron las indicaciones del fabricante. Siguiendo
el protocolo sugerido se puede obtener 5 mL de solucién con una pureza superior
al 90%.
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3.3.- Cromatografia de Exclusion Molecular

El objetivo de este procedimiento, es separar la proteina de interés de todas
aguellas que pudiesen presentar afinidad por nigquel y que quedaron retenidas
durante la cromatografia de afinidad.

El principio de la cromatografia de exclusion molecular consiste en separar
proteinas por tamafio, de esta manera es posible obtener la proteina con una
alta pureza.

Para esto, los 5 mL recolectados como eluato en la cromatografia de afinidad
fueron cargados en una columna de dextrano/agarosa que permite separar por
exclusion de tamafio molecular (Hiload 16/60 Superdex 200 prep grade.
Amersham Bioscience), esta columna permite la separaciéon moléculas de entre
10 y 600 KDa. Se eluy6 la columna con tampdn de columna (en mM: 20 Tris-
HCI; 300 NaCl; 1 EDTA; pH 8,0) con un flujo de 1 mL/min. Se colectaron
fracciones de 1,5 mL, utilizando el equipo AktaPrime Plus, que mide la
absorbancia del eluato a 280 nm en forma continua.

Se recuperaron las fracciones mas concentradas y que eluyen en la region

correspondiente al péptido en cuestién.

3.4.- Concentracion final de la proteina

Para conseguir una mayor concentraciéon de proteina, el eluato obtenido (6-7,5
mL) es sometido a ultrafiltracion con filtros cuyo corte era un peso molecular de
30 KDa, aproximadamente 0,5 veces los 55 o 73 KDa de las proteinas de interés
(CavBsxo Y Cavp2s, respectivamente) mediante concentradores de proteinas
(Amicon Ultra centrifugal filter units Ultra-15, MWCO 30 kDa, Millipore) en
centrifugaciones seriadas a 7500 g, de 15 minutos cada una a 4 °C, hasta

alcanzar una concentracion final mayor o igual a 1 mg/mL de proteina.
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3.5.- Obtencion del péptido GST-Dyn

El péptido GST-Dyn829-842 corresponde a los residuos 829-842
(PPQVPSRPNRAPPG) del dominio PRD de la dinamina-1 humana (Swiss-Prot
entrada: Q05193). La secuencia de nucleétidos que codifica el péptido GST-
Dyn829-842 fue ligada al vector pGEX (GE Healthcare Life Sciences). Tanto el
vector pGEX vacio (GST solo) y el vector pGEX que contenia la secuencia de
nucledtidos que codifica el péptido GST-Dyn829-842 fueron expresados en
bacterias E.Coli BL-21 y purificados utilizando una proteina de fusién glutation
S-transferasa (GST) que interacciona con moléculas de glutatién inmovilizadas
en resinas de agarosa(26). Esta construccion fue disefiada en el laboratorio de
la Dra. Patricia Hidalgo y replicada por el laboratorio de la Dra. Ana Maria

Cardenas.

4.- PREPARACION DE OVOCITOS DE Xenopus laevis.

4. 1.- Cirugia

Ranas hembras adultas de la especie Xenopus laevis fueron anestesiadas por
inmersiéon en 0,5% (p/v) de Etil-3-amino-benzoato metilsulfonato (Sigma-
Aldrich, St. Louis MO) durante 30 min. Uno o dos lébulos de un ovario fueron
removidos bajo condiciones estériles a través de una incision abdominal de 10
al2 mm.

Las ranas recién operadas son colocadas en un estanque de recuperacion hasta
que desaparezcan los efectos de la anestesia.

Cuando las ranas han sido operadas 4 o mas veces, 0 en caso de que produzcan
ovocitos de baja calidad, son sometidas a eutanasia segln protocolo aprobado

por el Comité de Bioética de la UV (ver Anexo3).
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4. 2.- Tratamiento de los ovocitos

Los lobulos son desmembrados manualmente en grupos de 5 a 10 ovocitos y
luego defoliculados por digestion enzimatica con colagenasa tipo D (Roche,
Germany) en OR2 (en mM: 82,5 NaCl, 2,5 KCI, 1 MgCl2, 5 HEPES, pH 7,6) a
18°C con agitacién suave por aproximadamente 50 minutos. Luego son lavados
varias veces con SOS (en mM: 100 NaCl, 1MgClz, 1,8 CaClz, 2,5 KCI, 5 HEPES,
pH 7,6), y se dejan en agitacion muy suave a 18°C hasta el dia del experimento
(24 horas).

4. 3.- Seleccion de ovocitos.

Ovocitos estado V y VI son seleccionados para inyeccién de proteinas y tampon
de columna (como control) con micropipetas de vidrio (WPI, Sarasota, FL. USA)

utilizando un nano-inyector (Drummond Scientific Co).

Germeww [}
ot Stage il

Figura 5: Esquema del desarrollo de ovocitos de Xenopus Laevis. Se
puede apreciar la evidente diferencia de tamafio entre ovocitos con diferente
grado de desarrollo, ademas de graficar la aparicion de la banda ecuatorial entre
los hemisferios animal y vegetal en los ovocitos en estado VI.

Modificada de (31)
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5.- INYECCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Cada ovocito se inyecté con un volumen de 50 nL de proteina en
concentraciones de 1- 1,5 ug/uL en tampdn de columna. Luego de la inyeccién
los ovocitos eran mantenidos en placas Petri a 18°C en un tampdn salino con la
siguiente composicion: 88 mM NaCl, 1 mM KCIl, 1 mM MgSQ04, 5 mM Hepes, 2,5
mM NaHCOs, 0,7 mM CaCl, pH 7,8).
Se inyectaron varias combinaciones de proteinas diferentes:

- CavBsxo sola

- CavBsxo mas GST-Dyn

- CavBzaasola

- CavB2a mas GST-Dyn

-  GST-Dyn sola

- Tampon de columna (como control)*
*Tampon de columna corresponde al buffer utilizado para eluir la proteina
durante la cromatografia de exclusién molecular (en mM: 20 Tris- HCI; 300
NaCl; 1 EDTA; pH 8,0)

6.- CAPTACION DE PEROXIDASA DE RABANO (HRP)

Para medir la captacion de HRP desde el medio se adaptd el método propuesto
por (32).

Los ovocitos inyectados (mencionados en el punto 5.-) fueron incubados en
presencia de HRP (2 mg/mL en PBS, USBiological) a 18°C. Luego de un tiempo
predeterminado los ovocitos se lisan en forma individual en 200 pL de solucion
salina con la siguiente composicion (en mM: 138 NaCl, 3 KCI, 8,1 Na2HPO4, 2,0
KH2PQO4) con 0,1% Triton X-100 y son centrifugados 5 min a 500g dos veces.
Se dejo un grupo de ovocitos sin exponer a HRP como valor a tiempo 0.

Un volumen de lisado (50 pL) se mezcla con SDS-Loading Buffer 2X, y se guarda

para imunodeteccion.
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7.- ENSAYO DE QUIMIOLUMINISCENCIA

En la camara de revelado (ver figura 6) se agregan 5 pL del lisado de cada
ovocito junto con 10 pL de mezcla de reactivo quimioluminiscente
(SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Thermo
Scientific) y se registra intensidad de emisién a los 30 s con el sistema
Epichemi 3 Darkroom.
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Figura 6: Camara de revelado para ensayo de

quimioluminiscencia. La separaciéon de ambas soluciones (lisado y
mezcla de reactivo) es sélo ilustrativa, en el momento del registro
ambas soluciones son homogenizadas. Imagen creada por Nieves

Navarro.

Se individualiza cada ovocito registrado como muestra para

electroforesis y posterior inmunodeteccion de tubulina.
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8.- INMUNODETECCION DE TUBULINA

Se realizd electroforesis de proteinas denaturante en un gel de poliacrilamida al
12% a 100 V durante dos horas aproximadamente.

La proteina a detectar como patron de carga, tubulina, pesa 55KDa. La
cuantificacion de luminiscencia del patréon de carga se realizarda de manera
simultédnea a la generada por la HRP de los lisados.

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas son transferidas a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). La transferencia se realiza en
tampodn de transferencia (en mM 25 Tris, 192 Glicina, 20% metanol pH 8,3) a
550 mA durante 90 min en hielo.

Una vez que las proteinas son transferidas a la membrana, ésta es bloqueada
con una solucién de 5% BSA en TBS (en mM: 150 NacCl, 2,8 KCl, 25 Tris, pH
7,4), durante 90 min.

Posteriormente, la membrana es incubada con un anticuerpo primario anti-
tubulina (sheep polyclonal antibody, Cytoskeleton) en una dilucion de 1:2000
en 5% BSA-TBS durante la noche.

Se lava tres veces durante 10 minutos con TBS al que se le afiade 0,1% de
detergente Tween 20. Se incuba con anticuerpo secundario (Sheep I1gG HRP-
conjugated antibody, R&D Systems) en dilucion 1:5000 en 5% BSA-TBS durante
90 min. Se lava y se revela con mezcla de reactivo quimioluminiscente
(SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Thermo

Scientific) con el sistema Epichemi 3 Darkroom.
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9.- ANALISIS ESTADISTICO

Los grupos de datos pertenecientes a cada condicion experimental fueron
analizados usando la prueba t de Student de dos colas para muestras pareadas.

Diferencias estadisticas de p < 0,01 fueron consideradas significativas.
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RESULTADOS

1.- Las isoformas de la subunidad CavpB fueron obtenidas
como proteinas recombinantes con alta pureza vy

concentracion.

EL ADN purificado fue obtenido a concentraciones entre 2,0-3,0 ug/uL. La
pureza fue determinada midiendo absorbancia a la solucién a 260 y 280 nm. La
absorbancia a 260 nm corresponde a acidos nucleicos, y la absorbancia a 280
nm a proteinas, por lo tanto, se espera obtener una razén de absorbancias
260/280 lo mas cercana a 2.

Para visualizar que el ADN purificado corresponda sélo al plasmidial buscado, se

realiza electroforesis en geles de agarosa al 1% p/v.

Una vez que se obtuvo DNA se transformaron bacterias BL21(DE) pLysS y se
procedid a la etapa de sobreexpresidn proteica.

Para poder evaluar las condiciones optimas para la sobreexpresion de cada
subunidad se realizaron pruebas de induccidon que nos permitieran determinar,
en manera especifica, en qué condiciones se deberia llevar a cabo la induccion.
Para esto, se expuso una misma colonia de cultivo bacteriano a distintas
condiciones de induccion (figura 7)(concentracion IPTG, Tiempo), y de cada una
de ellas se tomd una alicuota para correr un gel de acrilamida y tefir con Azul
de Coomassie(33), que nos permite teflir de azul todas las bandas de origen

proteico en el gel.
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Figura 7: Seleccion condiciones optimas de sobreexpresion. Gel de
acrilamida al 9% tefiido con Azul de Coomassie, donde se pueden apreciar las
bandas correspondientes a las cantidades de proteinas obtenidas a distintas
condiciones de sobreexpresion: a) Escalera; b) 0,5 mM IPTG por 60 min; c) 1,0
mM IPTG por 60 min; d) 0,5 mM IPTG por 90 min; €) 1,0 mM IPTG por 90 min;
f) 0,5 mM IPTG por 120 min; g) 1,0 mM IPTG por 120 min. Todas las pruebas
fueron realizadas a 37 °C. Se escogio las condiciones correspondientes al carril
identificado con el asterisco rojo(f) que corresponde a una induccién con 0,5
mM de IPTG por 120 minutos.

La estimacion de las condiciones dptimas fue realizada segun criterios visuales,
no se utilizaron herramientas computacionales ni cuantitativas de ningun tipo.
Se determind que las condiciones Optimas de sobreexpresiéon para ambas
subunidades fueron: 0,5mM de IPTG, durante 120 minutos a 37°C (linea f en
Figura 7).

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas de induccion se reprodujeron en

un cultivo de 500 mL, el que se dejé crecer hasta alcanzar una densidad éptica




OD de 0,5-0,6 a 550 nm, en ese momento se agregd 250 uL del inductor (IPTG)
1My se dejo crecer durante 120 minutos a 37°C en agitacion de 220rpm.

Este cultivo fue lisado de acuerdo a lo descrito en el punto 6.- de Metodologias
y durante el proceso de purificacion se llevé un control para pesquisar que la
proteina no se perdiera durante el proceso. Este consistia en tomar alicuotas de
las soluciones donde estaba contenida la proteina en cada etapa del proceso de
purificacion, y cada una de ellas fue visualizada en un gel de acrilamida al 9%

tefiido con Azul de Coomassie (ver figura 8).
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Figura 8: Purificacion y concentracion de proteinas. Gel de acrilamida al

9% teflido con Azul de Coomassie, donde se pueden apreciar las bandas
correspondientes a las diferentes etapas del proceso de purificacion. a)
Escalera; b) lisado total; c) eluato afinidad; d) proteina concentrada; e) y f)
corresponden a alicuotas guardadas y descongeladas, para evaluar estabilidad.

Con el fin de eliminar la contaminacion por aquellas proteinas o péptidos que
pudiesen presentar también afinidad por Ni, y que pudieron ser eluidos en la
cromatografia por afinidad, se realiza una segunda etapa de purificacién que

consiste en una cromatografia de exclusion molecular, la que nos permitio




separar las proteinas segun tamano, para seleccionar asi las que correspondian
a la proteina buscada.

El eluato de la cromatografia de afinidad es cargado en la columna de exclusién
(superdex 200 HR 10/30) y se eluye segun lo indicado anteriormente para
obtener un perfil de elucién. La subunidad CavB3x eluye aproximadamente en
72 mL. En la zona de elucién de CavBsxo Se observan dos picos, el primero (y el
mas pequeiio) corresponde a la forma multimérica, mientras que el segundo
corresponde a la forma monomeérica de la proteina; para determinar esto se
utilizé como referencia los perfiles de elucidén obtenidos para otras subunidades
CavB(4,17,34).
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Figura 9: Perfil de elucion de la subunidad CavBsx.. En la curva se observan
los picos correspondientes al volumen muerto de la columna (Superdex 200
HR), vy los picos correspondientes a la elucion de CavBsxo. El pico de la forma

multimérica es apenas apreciable, pero existe.
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Para determinar que la estabilidad en la estructura y plegamiento de la proteina
no se vea afectada por el congelamiento y posterior descongelamiento se cargd
una muestra congelada a -80°C durante al menos un mes en una columna
Superdex 200 5/150 (Amersham Bioscience) de exclusion molecular, que posee
un Vo de 3 mL, lo que permite utilizar un volumen de muestra mucho menor,

comparado con la columna Superdex 200 HR, cuyo Vo supera los 55 mL.
Tal como se esperaba, no se aprecian modificaciones en el perfil de elucién de

CavB3xo post congelamiento, lo que nos da garantias de que la proteina que se

inyecta en los ovocitos mantiene su plegamiento nativo.
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Figura 10: Perfil de elucion subunidad Ca.Bsxo post- congelacion. En el
perfil de elucion post-congelacion se observa una distribucidn monodispersa, lo

gue supone mantencién de la estructura proteica intacta
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2.- La subunidad CavBsx. es capaz de promover el ingreso

de HRP desde el medio en ovocitos de Xenopus Leavis

Como método experimental inicial, se propuso cuantificar la expresién de CCAV
en superficie de ovocitos de Xenopus Leavis utilizando un constructo de Cava:
que contenia un epitope HA en el lazo extracelular entre los segmentos S5 y S6
del dominio II (26). Luego los ovocitos eran inyectados con las proteinas Cavp.
Con el fin de poder inmunodetectar la cantidad de canales que permanecian en
la membrana, los ovocitos eran fijados en formaldehido 4% para posteriormente
realizar el protocolo de inmunodeteccion.

Sin embargo, luego de muchos intentos se obtuvieron valores inconsistentes,
donde ovocitos con muy baja expresion del CCAV presentaban valores muy altos
de luminiscencia a pesar de no haber permeabilizado los ovocitos. Se buscé en
bibliografia (35-37) y nos percatamos de que el formaldehido y practicamente
todos los reactivos utilizados en la fijacion de tejidos y células generan pequefias
fisuras en la membrana, las que eran lo suficientemente grandes como para
permitir el acceso del anticuerpo primario a los canales cercanos a la membrana,
pero no activos.

Para ver si la fijacion con formaldehido dafiaba la membrana del ovocito,
ovocitos fijados fueron sometidos a tinciones con el colorante vital Azul de
Tripano y se pudo corroborar que un alto porcentaje de ovocitos fijados dieron
positivo.

Por esta razon, para poder determinar de manera cuantitativa si las subunidades
CavB son capaces de promover endocitosis, se disefid una estrategia
experimental modificada de Mukhopadhyay A, et al. 1997(32). Esta consiste en
realizar un ensayo enzimatico de HRP, que ingresa del medio al interior de los
ovocitos via endocitosis, a través de wuna reacciobn con sustrato
quimioluminiscente que posee luminol. En presencia de HRP y peroxido, el
luminol se oxida y forma un producto de estado excitado que emite luz a
455nm(38), a medida que desciende hasta el estado fundamental. Los fotones
emitidos son captado a través de un sistema de adquisicion de imagenes de alta
sensibilidad provisto de una camara CCD enfriada a -40 °C que permite integrar

la energia captada por tiempos prolongados para mejorar la sensibilidad
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(Epichemi 3 Darkroom, UVP) con el software LabWorks 4.6 (Media Cybernetics,
Inc). Para nuestro ensayo se integraron las imagenes durante 30 s.
Se obtuvieron asi sefiales de luminiscencia variables para cada condicién y de

manera individual para cada ovocito.

En el trabajo de Mukhopadhyay (32), normalizan la intensidad de sefal por
ovocito; sin embargo, debido a que los ovocitos no son del mismo tamafo, y
todos son lisados en el mismo volumen de buffer de lisis, se decidié realizar un
Western Blot para tubulina que es revelado en el mismo sistema y de manera
simultéanea (ver figura 11). La luz cuantificada en la imagen del western blot se
us6 como patrén de carga.

Tanto para el ensayo de luminiscencia como para la inmunodeteccion se
utilizaron volumenes constantes de lisado para todos los ovocitos (5 WL en

luminiscencia, y 10 yL en la inmunodeteccion).

55 kDa
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Figura 11: Imagen representativa de la deteccion de luminiscencia (A)
y de inmunodeteccion contra tubulina (B) del lisado del mismo ovocito.
a, lisado de ovocito inyectado con Cavfza; b, lisado de ovocito inyectado con
CavB2a +GST-Dyn; c, lisado de ovocito inyectado con CavBsxo; d, lisado de
ovocito inyectado con CavB3xo + GST-Dyn; e, lisado de ovocito inyectado con
tampdén de columna. Tiempo de Inyeccién para todas las condiciones: 90

minutos.
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Para poder establecer las diferencias entre cada ovocito y comparar asi cada
una de las condiciones se consideraron las razones (URL peroxidasa/ URL

tubulina).

Lo primero que se determiné fue el curso temporal de la incorporacion de HRP
a los ovocitos mediante procesos de endocitosis al ser éstos inyectados con
ambas subunidades del CCAV, Cavp2a y CavBsxo (ver figura 12). Tal como se ha
mencionado anteriormente, la inyeccion de la subunidad CavB2a induce
endocitosis a través de su interaccion con dinamina (17). En nuestras
condiciones experimentales observamos que Cavp2a induce la incorporacion de
HRP via endocitosis (Figura 12). Esta incorporacion fue significativa a partir de
los 30 minutos de incubacidén con HRP. Interesantemente, encontramos que
CavB3xo también induce la incorporacion de HRP aunque en una menor magnitud
a como lo hace la Cavpzs, la cual sdlo fue significativamente diferente del control

luego de 90 minutos de incubacion con HRP.
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Figura 12: Efecto de isoformas de Cavp en el ingreso de HRP. La grafica
muestra el aumento en los niveles de HRP en lisado de ovocito inyectado con
dos isoformas de la subunidad Cavp del CCAV. * indica diferencias significativas
respecto del control, ** indica diferencias significativas entre ambas isoformas
(Test de student p<0.01).

3.- El estimulo en la endocitosis generado por las
isoformas de la subunidad Cavp del CCAV puede ser

interrumpido por la accion del péptido GST-Dyn.

Con el fin de evaluar si la subunidad CavBsxo promueve la endocitosis en una
manera dependiente de dinamina, realizamos mediciones de la incorporacion de
HRP en presencia del péptido GST-Dyn, el cual compite con dinamina por la
union de la subunidad CavB. Como se observa en la figura 13, observamos que
la co-inyeccidon de GST-Dyn reduce significativamente la incorporacion de HRP
a 90 minutos de incubacién, inducida por ambas subunidades Cavf (Figura 13).
Asi CavB2a +GST-Dyn produjo una disminucién del 72% mientras que CavB3xo

produjo una disminucion del 42%.
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Figura 13: El péptido GST-Dyn disminuye el efecto estimulante de la
incorporacion de HRP por isoformas de CavB. La grafica muestra las
diferencias entre los niveles de actividad HRP en lisado de ovocito inyectado Sin
CavB (tampon de columna), con la subunidad CavB2s, con CavB2a +GST-Dyn,
con la subunidad CavBsxo, con CavBsxo + GST-Dyn y con el péptido GST-Dyn
(como control) para determinar interacciéon con dinamina. *indica diferencias

significativas. (Test de student p<0.01).

Los datos mostrados en la figura 13 que corresponden al efecto en la
incorporacion de HRP en ovocitos inyectados sélo con las subunidades Cavf son
los mismos que se utilizaron en la figura 12 para el punto a 90 minutos.

Estos resultados demuestran que ambas isoformas promueven la endocitosis de
manera dinamina-dependiente pero que CavBsxo €s mucho menos efectivo en

este proceso a la concentracién de trabajo (1-1,5mg/mL).
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DISCUSION

Durante el desarrollo de esta tesis, logramos cumplir con todos los objetivos
propuestos, llegando a la conclusion de que la isoforma CavBsxo €s capaz de
promover endocitosis, mediante interaccion con dinamina, aunque con una
eficacia disminuida en comparacion con CavB.. Este hallazgo es muy
interesante, puesto que esta funcion sélo habia sido demostrada para la
subunidad CavB2a; aportando asi el conocimiento de una nueva funcion
atribuible a las subunidades CavB mediante un mecanismo comun a través de
su interaccion con dinamina. Existe sin embargo una gran diferencia entre
ambas subunidades CavB y es que Cavaa posee, en su sitio 113 una cisteina
fundamental para su dimerizacién(16), la que no tiene CavBsxo.

Existe ademas otra importante diferencia entre ambas subunidades Cavp, el
mutante doble knockout para Cavfsx en ratones, es totalmente viable, no
presenta problemas en su desarrollo, es fértil, y al analizar el tejido pancreatico,
tampoco se aprecia modificaciones en la cantidad de subunidad Cavpaa
presentes, lo que hace pensar que no existe algin método compensatorio para
las subunidades Cavp. Sélo se reportaron alteraciones en la secrecion de inslina
(15). Por el contrario, el mutante knockout para CavBza, también en ratones, no
es capaz de sobrevivir mas alld de 11 dias de desarrollo embrionario. Estos
embriones muestran serias alteraciones en la morfologia del corazén en
desarrollo. Se observa conductos cardiacos amorfos distorsionados dentro de la
cavidad pericardica, lo que impide el desarrollo y sobrevida del individuo(28).
Estos antecedentes revelan un rol especifico a esta isoforma de la subunidad
CavB que seria interesante ver si se correlaciona con su mayor potencial en la

regulacidén de procesos de trafico vesicular dependiente de dinamina.
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1.- Las subunidades CavpB poseen variadas funciones a
nivel fisioldgico

Desde su descubrimiento el afio 1987 por el equipo de Takahashi (39), la
subunidad CavB ha sido fuente de muchos estudios que han permitido
determinar variadas funciones dentro de la célula. Actualmente, existe claridad
de que las subunidades B regulan las corrientes de calcio a través de dos vias
independientes entre si: el incremento en la probabilidad de apertura del CCAV

y la facilidad de la llegada del canal a la membrana plasmatica (6).

La interaccién principal con los CCAV ocurre en un sitio especifico de éstos
denominado AID (10), lo que puede generar un aumento en la eficiencia en el
acoplamiento del sistema sensor de voltaje del canal (40). Sin embargo, la
subunidad Cavp tiene la capacidad de interactuar con otras proteinas generando
diferentes efectos (6). Tal es el caso de la interaccion con proteinas de la
superfamilia RAS (RGK), pequefias GTPasas que presentan una extensa
variedad de funciones que incluyen desde modificaciones a lipidos de membrana
hasta la regulacion de la expresion génica(7) dentro de las que se puede
destacar la proteina GEM, que es capaz de promover endocitosis de Cav2.1
mediada por dinamina, sin embargo, para que GEM promueva endocitosis es
necesaria la interaccion de la subunidad CavB con la Cav2.1 (41). Inicialmente
se propuso que la interaccidon entre CavB y proteinas RGK impedia la unién de
Cavp a la subunidad Cavai, impidiendo su actividad chaperona y limitando el
trafico del canal hacia la membrana (42). Sin embargo, trabajos posteriores han
demostrado que las proteinas RGK no interfieren en la interaccién al-B y se
propone incluso la existencia de complejos al/B/RGK (43).

Con estos antecedentes, el grupo de Colecraft propuso un modelo donde la
presencia de Cav expone un sitio de inhibicién al que se une GEM para bloquear

la expresién de Cav2.1 (41).

Todos estos analisis hacen referencia de la accion que puede tener la subunidad
Cavp sobre la actividad del CCAV, sin embargo, en este trabajo de tesis, hemos
demostrado que la subunidad Cavp es capaz de promover endocitosis sin la

presencia de la subunidad Cavai, puesto que los ovocitos de Xenopus no
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presentan actividad enddégena de CCAV (13) por lo tanto, podemos proponer
gue la interaccion de CavB con proteinas de la maquinaria endocitica (como
dinamina) no necesita de la existencia de la subunidad Cava: y, considerando
estudios de Colecraft se apoya la idea de que esta interacciéon no ocurre en el
sitio ABP de Cavp.

2.- Los ovocitos de Xenopus Leavis probaron ser un buen

modelo para el estudio de endocitosis

A través de la realizacidon de este estudio hemos evidenciado que los ovocitos
de Xenopus Leavis constituyen un sistema de trabajo ideal.

Estas células son facilmente extraibles, y pueden ser mantenidas en condiciones
minimas (18°C, sin necesidad de gases, en buffer a pH7,4). Ademas, debido a
su gran tamano, son muy faciles de manipular. Para poder inyectar las proteinas

recombinantes sélo se necesita de un microinyector y una lupa.

Es también importante sefialar que, de acuerdo a nuestro disefio experimental,
pudimos obtener informacién de muchos ovocitos en un mismo grupo de
estudio. Esto gracias a que fue posible cuantificar tanto la captacién de HRP
como el control de carga para cada ovocito en forma individual. De esta manera,
pudimos evitar las variaciones naturales en la calidad de ovocitos provenientes

de diferentes animales.

La principal dificultad del trabajo con ovocitos consiste en la variabilidad en los
niveles de expresion de proteinas tanto entre animales, como entre las
diferentes épocas del afio. Es por este motivo que debimos modificar nuestro
disefo experimental. La idea original consistia en expresar la subunidad Cavai
y analizar el efecto de Cavp en la densidad de canales en la membrana; fue
necesario modificar el disefio experimental y buscar una metodologia que nos
permitiera hacer los ensayos de manera independiente de la expresion de
proteinas. Esta nueva estrategia me permitié establecer que Cavp estimula el

proceso de endocitosis sin necesidad de que CCAV esté presente.
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Es por esta misma razén que todos los ensayos fueron realizados con inyeccién
sb6lo de proteinas recombinantes, y no de los mARN. Esto nos permitid
cuantificar de manera temporal el efecto de cada una de las proteinas sobre el
ovocito de manera agudo y tiempo controlado. La calidad del mARN, viabilidad
del ovocito, niveles de expresidn, del riesgo de contaminacién ni de la fragilidad

de la membrana del ovocito no influyen en los resultados.

3.- El disefio experimental propuesto permitié cuantificar

de manera confiable la incorporacion de HRP al ovocito

Gracias a todas las ventajas antes descritas, se disefié un experimento que nos
permitid controlar la cantidad y calidad de proteina inyectada, el tiempo de
exposicién del ovocito inyectado a la soluciéon de HRP; ademds de obtener varios
datos por experimento, en todas las condiciones propuestas de manera
simultanea. Esto es importante, porque las proteinas recombinantes son muy
sensibles a la temperatura, entonces se debia descongelar la alicuota e inyectar
al ovocito rapidamente para cada una de las condiciones para poder

compararlas.

Cabe sefialar también que para llevar a cabo los ensayos de actividad HRP en
condiciones d6ptimas se utilizé como Buffer de lisis PBS, en este buffer la enzima

HRP mantiene su actividad intacta.

Como se menciond en la seccién resultados, el diseno experimental utilizado se
basé en el trabajo de Mukhopadhyay y colaboradores(32), pero ellos
normalizaban los valores obtenidos de actividad HRP por ovocito. Segun criterio
personal, se considerd mas analitico realizar la normalizacién respecto de un
patrén de carga para WB: tubulina. Esto porque si bien se utilizan ovocitos en
estado VI de desarrollo, existen diferencias de tamafio y volumen entre ellos,
aunque sean pequefas deben ser consideradas. De esta manera, los valores de

intensidad de luminiscencia generados por la actividad HRP de la enzima
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incorporada al ovocito mediante procesos de endocitosis mediado por dinamina

esta normalizado por tubulina para cada ovocito de manera individual.

4.- Trabajo futuro

Con la finalidad de comprobar la interaccion proteina-proteina entre la
subunidad CavB3x se realizard un ensayo de pull-down contra dinamina en
donde se utilizara la subunidad CavBsxo-His tag unida a resinas de Ni-agarosa,

del mismo modo en que se realiz6é con la subunidad Cavaa (17).

Tal como puede apreciarse en la figura 10, existe una pequefia proporcion de la
subunidad CavpBsxo que adquiere la forma multimérica durante el proceso de
cromatografia de exclusion molecular. Resulta por lo tanto importante
determinar si esa baja proporcion de proteina homomultimérica es la que
interactla con dinamina para promover la endocitosis. Para ello se debe realizar
electroforesis no denaturante para asi determinar si la forma multimérica
corresponde a un dimero que pudiese ser determinante para la unién a

dinamina, como fue demostrado para CavBza (16).
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ANEXOS

1.- Acta de evaluacion Bioética

Universidad .
devalp?;a"ig {armite Ill‘ililllc;'n':nﬂ."l;: Riodtica para

I Investigucion con Animales
Divisidin Académica
Dkecclon de Invasligacién

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
BEAQ87-2016

|. El Comita Institucional de Bioética pora la investigacion con Animales de la
iniversidad de Valpordise. en su sesion del ¢ de agosto de 2016, declara haber
avaluado el protecolo experimental del proyecte BEA0SS-2014 fitulado “Differantial
regulaticn of voltaje-sensors in high voltaje aclivaied calcium channels™ del
‘nvestigador responsable Dr. Alan Necly D. de fa Facultad de Ciencias de la
Liniversidad de Valporaise y que se presentd o concurso Fondeayt regular 2018 de
Conicyt,

IIl. Para su evaluacion el Comité de Bioégtica revisé los antecedentes presentodos en cl
lormulaio “SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A
ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION",

I En la voloracion bioglica del proyeclo, el Comité considerd adecuado los aspectos
hioéticos indicados en el segundo punto Yaloracion de Aspectos Eficos del formulario
"SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A ANIMALES
COMO SUJETOS DE INVESTIGACION" v que se seficlan en las pdginas anexas a esta
acla.

V. Por lo anlerion, el Comilé Inslitucional de Bioglica aprueba el orolocolo
expserimental.
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2.- Certificado de Bioseguridad

., Universidad

Mg deValparaiso
CHILE

Direccidn de Invesfigacién
Comité de Bioseguridad

CERTIFICADO DE BIOSEGURIDAD
BS016/2016

l. El Comi‘é de Bleseguidad de la Universioad de Valpardiso, declara que
en su sesdn de julic del 2014, evaud ol protocole exparimenlal del
proyecto "Difterential regulalion of  vollagesensers in high  volloge
aclivaled calcium channels” presentado por el Prof. Alan Nocly D, de @
racullad de Ciencias.,

Il Fara su evaluacion el Comité de Biosequrdad revisé los aniecedenlss
presertados por el infercsada en relacion a los resgos vy medicas
preventivas de los actividades planteadas en el provecio referico, on
acuelos actividades que se realizaiin en el centre interdisciplinario de
Neurcciencias de ki Facultad de Ciancias.

Il En lo valorecién de bioseguidad del proyecte, e Comite considerd
apropinoos &l control de fesgos, las mecidas preventivas. la assticn de
resicduos vy el resguardo de la comunidad v del moedio ecmoenla.

. Por lo anterior, el Comité de Bioseguridad de la lniversidod de
Valparaiso ceiliica que este protocole experimental conlempla  las
medidas de bicsegundad defindos en e Roglamenio de Higisne v
Seguridad de ia UV y en of Manual de Bioseguridad de CONICYI.
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3.- Protocolo Eutanasia

*

* * Un iverSidad C > Centro Interdisciplinario de
g < Neurociencia de Valparaiso
M deValparaiso I

CHILE CINV

PROTOCOLO EUTANASIA
Xenopus Leavis

Para el protocolo de eutanasia de Xenopus leavis se utiliza el método
quimico con Tricaina metanosulfonato. Este es un método rapido no
irritante, para el sacrificio de anfibios, cuando se disuelve en el agua en la
que estan.

Los criterios para decidir si una rana es eutanasiada son los siguientes: los
ovocitos producidos no son adecuados para los estudios de expresion
heterdloga; el estado post-operatorio de las ranas presente infecciones o
heridas importantes para la salud del animal y/o la cantidad de cirugias a la
gue ha sido sometida el animal. Por lo general, las ranas son operadas
hasta cinco veces, con pausas de entre tres a cuatro meses entre cirugia.
El protocolo de eutanasia es el siguiente:

1.- Sumergir la rana en una solucién de anestesia, que consiste en diluir
una alicuota de 1 ml de Tricaina metanosulfonato (400 mg/ml) en 500 ml de
agua de mantencién de rana. Procurar que la solucion cubra las 3/4 partes
de la rana. Incubar la rana en esta solucion durante dos a tres horas
dependiendo de su tamaiio.
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2.- Una vez transcurrido ese tiempo, envolver al animal en guantes de latex.

3.- Congelar el cadaver en un freezer -20°C destinado especialmente al
mantenimiento de restos animales.

Los restos animales congelados son retirados por una empresa externa:
Stericycle, quienes se hacen cargo del tratamiento y disposicion final de

residuos.

Nieves Navarro Quezada
Universidad de Valparaiso
Facultad de Ciencias
Mayo, 2016




