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En algun lugar, algo increible esta esperando por ser descubierto.

Carl Sagan



RESUMEN

Estudios epidemiolégicos muestran una asociacion entre la exposicién cronica a
arsénico y un aumento en la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
sugiriendo que el arsénico es un importante factor de riesgo para el desarrollo de
esta enfermedad. En las células beta pancreaticas, el arsénico disminuye la
secrecion de insulina a través de la inhibicion de la protedlisis de SNAP-25
mediada por la calpaina-10. Esta proteasa esta involucrada tanto en la secrecién
de la insulina como en la respuesta a esta hormona en tejidos periféricos. Trabajos
previos en el grupo de trabajo mostraron que la actividad de calpainas en linfocitos
es dependiente de glucosa y esta disminuida en pacientes diabéticos.

Con la finalidad de entender el mecanismo de alteracion de la homeostasis de la
glucosa inducida por el arsénico en tejidos periféricos, en este trabajo se evalué el
efecto del arsenito de sodio sobre la actividad de las calpainas bajo condiciones
normoglucémicas e hiperglucémicas, asi como su efecto sobre la expresion
proteica de la calpaina-10. Se trataron linfocitos con 0.1 y 1 uM de arsenito de
sodio durante 72 horas. Se midi6 el efecto citotdxico del arsenito por tincion con
Anexina V/7TAAD. La expresion de las isoformas de calpaina-10 se cuantific6 por
inmunodeteccion. La actividad de calpainas se analizé por citometria de flujo, bajo
condiciones normoglucémicas e hiperglucémicas (3.9 mM y 11.1 mM de glucosa
respectivamente) usando el sustrato tBoc-CMAC. Los resultados mostraron que
las concentraciones de arsénico utilizadas no indujeron cambios significativos en
la viabilidad celular y en la expresion de las isoformas de calpaina-10. La actividad
de las calpainas bajo condiciones hiperglucémicas disminuyé dependiente de la
dosis de arsénico, sin afectar significativamente la actividad basal en condiciones
normoglucémicas.

El arsénico es capaz de inhibir la capacidad de las calpainas en el linfocito para
responder a cambios extracelulares de glucosa. Este trabajo aporta informacion
que permite entender cémo el arsénico es capaz de alterar procesos relacionados
con la homeostasis de la glucosa.



INTRODUCCION
La Diabetes Mellitus Tipo 2

La diabetes mellitus (DM) es un grupo heterogéneo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglucemia debido a defectos en la secrecion y/o accion de

la insulina (American Diabetes Association, 2012).

Existen diversos procesos asociados al desarrollo de la diabetes, lo cual origina
distintas formas de esta enfermedad. La gran mayoria de los casos de diabetes se
encuentran dentro de dos categorias etiopatogénicas. En la DM tipo 1 se incluyen
el 5 al 10 % de los casos y es provocada por la destruccion autoinmune de las
células 3. Por otra parte, en la DM tipo 2 (DM2) se encuentran la gran mayoria de
los casos (90-95 %) y se presenta en individuos con resistencia a la insulina y que
usualmente tienen una deficiencia en esta hormona. Existen ademas otros tipos
de diabetes entre las que se encuentran las de tipo monogénico que afectan la
funcionalidad de la célula B (MODY’s), gestacional, entre otras (American Diabetes
Association, 2012). La hiperglucemia cronica presente en esta enfermedad esta
asociada con dafio a largo plazo, disfuncion y falla de diferentes 6rganos,
especialmente ojos, rifiones, sistema nervioso, asi como de la macro y

microvasculatura (American Diabetes Association, 2012).

En menos de cuatro décadas, la diabetes se ha convertido en el problema mas
importante de salud en México, por ejemplo, en el 2000, fue la 11° causa de
hospitalizacion. Ademas, el numero de casos reportados por la Secretaria de
Salud ha incrementado de 71,600 en 1984 a 315, 948 casos/ 1,000,000 de
habitantes en el 2002. Esta enfermedad también se ha convertido en la principal
causa de muerte en mujeres y la segunda en hombres. Si se combina la
mortalidad por diabetes con la de sus principales complicaciones como
enfermedad coronaria e infarto, se explica el 30 % de las muertes totales (Rull et
al., 2004).



La DM2 esta considerada como una enfermedad compleja, ya que su desarrollo
se encuentra influenciado por factores genéticos y ambientales, particularmente el
estilo de vida (Diamond, 2003; Marx, 2002). Estos factores no participan de
manera aislada, sino que interactian entre si, produciendo diversos efectos
(Kaput, et al., 2007).

Contaminacién Ambiental por Arsénico

El arsénico es un elemento del grupo VA de la tabla periddica, su nimero atémico
es 33 y su peso atomico es 74.9. Se le clasifica como metaloide por poseer

caracteristicas fisicas y quimicas tanto de los metales como de los no metales.

Es un elemento natural ampliamente distribuido en la corteza terrestre. En el
ambiente se combina con oxigeno, cloro y azufre, formando compuestos de
arsénico inorganico. Por otro lado, los compuestos organicos se forman por la
combinacion del arsénico con carbono e hidrogeno (Platanias, 2009; ATSDR,
2005). Este elemento se encuentra en dos estados de oxidacién principales: As®*
(arsenito, As Ill) y As®* (arsenato, As V). De estos, los compuestos con As Ill son

mas tdxicos que sus analogos con As V (Otles et al., 2010; Platanias, 2009).

El arsénico inorganico esta principalmente en las rocas y el suelo, especialmente
en aquellos con depositos de plomo o cobre. En cambio, el arsénico organico se
encuentra en organismos acuaticos, formando compuestos como la arsenobetaina,
la cual es una forma poco téxica del arsénico, asi como en alimentos y en
pesticidas tales como el acido cacodilico, metilarsenato disédico (DSMA) vy el
metilarsenato monosodico (MSMA)( Otles et al., 2010; ATSDR, 2005).

Las fuentes de exposicibn a arsénico pueden ser naturales o generadas por
actividades humanas. Este elemento es liberado de manera natural a los cuerpos
subterraneos de agua, aire y suelo como resultado de la actividad volcanica y la
erosion de los depdsitos naturales. Por otro lado, las fuentes de origen
antropogénico estan asociadas a los diversos usos que tienen los compuestos

derivados de este elemento (Mitchell et al, 2011). En la actualidad, el uso mas



importante es como preservativo de madera en forma de arsenato cromado de
cobre, sin embargo, no se sabe si los productos de madera tratados con este
compuesto pudieran contribuir a la exposicion de la gente al arsénico. Por otro
lado, en la agricultura se utilizan compuestos organicos de arsénico como
pesticidas en cultivos de algoddn y huertas, principalmente el acido cacodilico, el
DSMA y el MSMA. Otro uso importante del arsénico es en semiconductores y
diodos (ATSDR, 2005).

La via de exposicion mas comun es la oral, mediante la ingesta de agua
contaminada y alimentos como el arroz, pescado y leche, lo cual se ha convertido
en un problema alarmante en los Ultimos afios (Otes et al., 2010; ATSDR, 2005).
La inhalacién de compuestos con arsénico ocurre principalmente en ocupaciones
como la agricultura, industria de la madera, vidrio y microelectronica (Garelick et
al., 2008).

La contaminacion del agua potable con arsénico se considera un problema
mundial de salud. Paises como México, Bangladesh, Estados Unidos, Taiwan,
Japon, China, Finlandia, Nueva Zelanda, Vietnam, Filipinas, Argentina y Chile
presentan problemas por hidroarsenicismo (Mitchell et al., 2011). Ademas, en
nuestro pais existen poblaciones que estan expuestas a elevadas concentraciones
de arsénico, tales como La Comarca Lagunera en los estados de Coahuila y
Durango, asi como en Puebla, San Luis Potosi, Sonora, Morelos, Chihuahua,
Hidalgo, etc. (Bundschuh et al., 2012). La Organizacién Mundial de la Salud ha
establecido como limite maximo una concentracion de 10 pg/l de arsénico en el
agua destinada para consumo humano, sin embargo, se estima que en América
Latina alrededor de 4.5 millones de personas consumen agua con niveles mayores
a 50 pg/L de arsénico (Bolt, 2012).

La toxicidad por arsénico en humanos suele asociarse a la exposicion de

compuestos inorganicos de arsénico, especialmente los trivalentes, sin embargo,



los compuestos organicos también son capaces de generar dafio genotoxico (Bolt,
2012; ATSDR, 2005).

Efectos toxicos del Arsénico
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En su interior, este metaloide se metaboliza para dar lugar a la formacion de
arsénico trivalente y pentavalente, asi como a especies mono-, di - y tri-metiladas
(Kitchin, 2001; Styblo et al, 2002; Aposhian y Aposhian, 2006).

La toxicidad del arsénico es mediada por varios mecanismos (figura 1), entre
estos, induce deficiencia en la respiracion celular por medio de la inhibicion de
varias enzimas mitocondriales y el desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa,
disminuye la produccién de 6xido nitrico en el endotelio, induce estrés oxidativo
por el aumento en la lipoperoxidacion, altera la expresion de diversos genes y

altera los flujos de calcio en la célula (Suriyo et al., 2012; Platanias, 2009; ATSDR,



2005). Este metaloide también tiene importantes efectos genotdxicos, que son
evidenciados por la induccion de dafio oxidativo al DNA, formacion de aductos,
aberraciones cromosomicas, micronucleos y aneuploidia. Ademés, el As lli
reacciona con moléculas que tienen grupos tioles, tales como el glutation y la
cisteina en las proteinas. También se ha observado que algunas especies de
arsénico organico inhiben la actividad de enzimas antioxidantes (Gentry et al.,
2010; Platanias, 2009; ATSDR, 2005).

El Arsénico como Factor de Riesgo para la Diabetes

La exposicidn cronica a

arsénico esta asociada al \
desarrollo de varias

Musculo Esquelético:
. {Fosforilacion de Akt
?

patologias, entre las que d

Higado:

. Disminucién de
se encuentra la DM2. Célula B Pancreatica: niveles de glucégeno
. . e, . . Apoptésis ?

Estudios epidemiolégicos . Generacién de ROS A

. Abatimiento de ATP

.Sintesis de insulina
han mostrado un . {Secrecion estimulada
i de insulina
incremento en la

@

a )

Adipocitos: 3

.{Tomade glucosa s i
estimulada por /D/
A

(

prevalencia de DM2 de

2

manera dosis-

insulina
?

B

—

dependiente en regiones
con hidroarsenicismo  Figura 2. Efectos del arsénico en los principales drganos que

tales como Bangladesh participan en la regulacién de los niveles plasmaticos de

glucosa. Adaptado de Huang et al., 2011.
Taiwan, Suecia y México
(Islam et al., 2012; Del Razo et al., 2011; Huang et al., 2011). Estos estudios
siguen siendo objeto de debate, pues estas poblaciones estan expuestas a altas
concentraciones de arsénico inorganico, mientras que en regiones con bajas
concentraciones de arsénico, o en personal laboralmente expuesto, estos
resultados han sido inconsistentes (Islam et al., 2012; Del Razo et al.,, 2011,

Huang et al., 2011).



Por otro lado, algunos estudios in vitro han mostrado que el arsénico puede
interferir con la homeostasis de la glucosa. En células B se ha observado que el
arsénico provoca dafo por estrés oxidativo, apoptosis y disminuye la transcripcion
del gen de la insulina. Ademas, el arsénico provoca alteraciones en la secrecion
de la insulina, mediante la reduccién en los flujos de calcio (Ca®*) que activan a
calpaina-10, lo cual conlleva a una menor protedlisis de SNAP-25, que es
necesaria para la secrecion estimulada de insulina (Figura 2) (Diaz-Villasefior et
al., 2008; Diaz-Villasefior et al., 2006; Huang et al., 2011).

En el caso de tejidos periféricos que responden a la insulina, el arsénico disminuye
la toma de glucosa estimulada por insulina en adipocitos, asi como también altera
la fosforilacion de PDK-1 y Akt, proteinas importantes en la sefalizacién por
insulina. En musculo esquelético, la exposicion a arsénico in vitro inhibe la

miogénesis y la fosforilacion de Akt (Figura 2) (Huang et al., 2011).

Los estudios in vivo con animales han mostrado ademas que la exposicion a
arsénico en el agua de bebida genera resistencia a la insulina, aumento en los
niveles de colesterol LDL y aumento en la tasa de absorcién de glucosa en el
intestino (Palacios et al., 2012). Ademas, se ha propuesto que el arsénico induce
intolerancia a la glucosa por mecanismos distintos a los generados por dietas
obesogénicas (Paul et al., 2011). A pesar de todos estos resultados, los
mecanismos mediante los cuales el arsénico induce diabetes no han sido

completamente dilucidados (Huang et al., 2011).

Calpainas

Las calpainas constituyen un grupo de proteasas intracelulares de cisteina que se
encuentran en casi todas las células eucariontes (Sorimachi et al., 2011). Se
definen por la similitud de su secuencia primaria con el dominio de proteasa de
cisteina homologa a calpainas (CysPC) de la subunidad grande de la p-calpaina
humana (Sorimachi et al.,, 2011). Ademas del dominio catalitico, las calpainas

presentan una gran diversidad de dominios adicionales. La superfamilia de las



calpainas se divide en dos grupos de acuerdo a la estructura de estos dominios.
Debido a que las subunidades grandes de la p- y m-calpainas son el punto de
referencia para la estructura de esta familia, las calpainas que poseen una
estructura de dominios similar a estas son llamadas calpainas clasicas. En el
humano existen 9 genes que codifican para calpainas clasicas: CAPN1, CAPN2,
CAPN3, CAPN8, CAPN9, CAPN11 — 14 (Figura 3) (Ono et al., 2012; Sorimachi et
al.,, 2011). La estructura basica de estas enzimas consta de un dominio
denominado hélice-a de anclaje o dominio I, el cual se autolisa durante la
activacion de la proteasa, el dominio de proteasa CysPC o dominio I, un dominio
similar en estructura terciaria al dominio C2 (C2L) o dominio Ill, el cual contiene

sitios de union a fosfolipidos y finalmente el dominio de penta mano EF (PEF) o
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Figura 3. Clasificacidn, expresion y estructuras esquematicas de las calpainas humanas, asi como
de su inhibidor enddgeno, la calpastatina. Modificado de Sorimachi et al., 2011.



dominio 4, el cual contiene 5 motivos de mano EF, de los cuales, el quinto
contribuye a la heterodimerizacion con la subunidad reguladora CAPNS1, mientras
que los demés acttian como sitios de unién a Ca®* (Sorimachi et al., 2011).

Por otro lado, las calpainas no clasicas pueden tener dominios accesorios tanto en
el N- como en el C- terminal del dominio CysPC. Este grupo también incluye a
muchas variantes generadas por splicing alternativo de genes de calpainas
tipicas, tales como CAPNB8. Este grupo, ademas, es clasificado en varias
subfamilias de acuerdo a sus caracteristicas estructurales. En el humano existen
seis genes que codifican para calpainas no clasicas: CAPN5, CAPN6, CAPN7,
CAPN10, CAPN15, CAPN16 (Figura 3) (Ono et al., 2012; Sorimachi et al., 2011).

Para activarse, las calpainas convencionales (u- y m- calpainas) requieren de la
unién de iones Ca?*. Si bien los sitios mas evidentes de unién a calcio se localizan
en los motivos de mano EF del dominio PEF, la estructura tridimensional revela
gue este dominio se encuentra espacialmente muy alejado del sitio catalitico
(Figura 4). Ademas, se ha demostrado que el dominio de proteasa presenta por si
mismo actividad dependiente de calcio y estudios enfocados a la estructura
tridimensional de estos dominios muestran que estos iones se unen directamente
a sitios de union a calcio en PC1 y PC2 que son exclusivos de esta familia de
proteasas, generando la rotacién del dominio PC2, y acercando a los residuos
cataliticos (Cys en PC1 y His y Asn en PC2) formando el surco del sitio activo
(Figura 4) (Sorimachi et al., 2011).

Ademas de la union a calcio, se ha observado que la unién a fosfolipidos también
juega un papel importante en la regulacién de las calpainas convencionales, dado
que disminuye la concentracién de Ca?' necesaria para la activacién de estas
enzimas (Ono et al., 2012). También se han propuesto diversos mecanismos de
regulacion que son especificos para ciertas calpainas, por ejemplo, la autolisis en
calpaina-7 y la alineacion de los residuos cataliticos en calpaina-9 (Sorimachi et
al., 2011).

Actualmente, se desconocen las pautas que rigen la especificidad por los

sustratos de estas proteasas. El tamafo reducido del surco del dominio catalitico,
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Dominio CysPC activo

Dominio PC2

Triada catalitica __
del sitio activo

regulatoria WY,

Dominio PEF

Figura 4. Esquema de la estructura en 3D de la m-calpaina humana inactiva y activa usando
datos obtenidos del PDB, 1KFX y 1KFU. En colores se marcan los distintos dominios de la
proteasa: PC1, amarillo; PC2 en naranja, C2L en azul claro, PEF en magenta. En verde se
muestra la subunidad regulatoria CAPNS1. Los residuos cataliticos se muestran en modelo de
esferas: Cisteina 115 en azul, histidina 272 en verde cian y asparagina 296 en rojo
(Modificado de Sorimachi et al., 2011).

conservado entre todas las calpainas, presenta limitaciones en cuanto a la
estructura terciaria que pueden tener los sustratos, por lo que se cree que realizan
cortes preferentemente en zonas inter-dominio no estructuradas como lo hacen las
calpainas convencionales. Por otro lado, nuevos sustratos identificados para otras
calpainas no son necesariamente buenos sustratos para las calpainas
convencionales. Esto sugiere la importancia de la interfaz entre el sustrato y la
proteasa. Se ha propuesto que posibles sitios de corte podrian no entrar en el sitio
activo si el sustrato no forma un complejo estable con la calpaina (Ono et al.,
2012).

Las calpainas han sido asociadas a diferentes procesos celulares como son:
motilidad celular, transduccion de sefales, reparacion de membrana, apoptosis,
diferenciacion, necrosis, desarrollo embrionario, transmision sinaptica, trafico
vesicular, entre algunas otras. Ademas, la desregulacién de algunos miembros de

esta familia se han asociado a diversas patologias, tales como isquemia cerebral,
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dafio traumatico del cerebro y enfermedad de Alzheimer con la sobreactivacion de
calpaina-1 y calpaina-2, distrofia muscular de la cintura y extremidades tipo 2A
(limb—girdle muscular dystrophy type 2A LGMD2A) con la disminucion en la
actividad de calpaina-3, cataratas por desregulacion de calpaina-2 y variantes
generadas por splicing de calpaina-3, cancer gastrico por subexpresion de CAPN9
y nefropatia diabética por desregulacion de calpaina-10 (Huang et al., 2001;
Horikawa et al., 2000; Covington et al., 2012). Por otro lado, estudios genéticos
han relacionado polimorfismos en genes que codifican para este tipo de enzimas
con diversos defectos en diferentes organismos, incluyendo letalidad embrionaria
(disrupcion en Capn2 en ratdn), distrofia muscular (mutaciones de CAPNS3 en
humano), gastropatia (mutaciones en CAPN8 en ratdn y humanos) y DM2
(CAPN10 en humano) (Sorimachi et al., 2011).

La Calpaina-10 en la Diabetes Mellitus tipo 2

La calpaina-10 se codifica por el gen CAPN10 que se encuentra en el cromosoma
2037.3 (Horikawa et al., 2000). Los polimorfismos de un sélo nucleétido SNP-43
G—A (rs3792267) y SNP-44 T—C (rs2975760), localizados en regiones intrénicas,
han sido asociados tanto a un mayor riesgo de desarrollar DM2, como a diversas
alteraciones metabdlicas, tales como resistencia a la insulina, niveles elevados de
glucosa en sangre y dislipidemias (Horikawa et al., 2000; Zhou et al., 2010; Lynn
et al., 2002; Pérez-Martinez et al., 2011). Sin embargo, actualmente no existe una
explicacion bioquimica de como estos SNP’s aumentan la susceptibilidad a
desarrollar DM2 (Sorimachi et al., 2011).

CAPN10 transcribe para 8 isoformas generadas por splicing alternativo,
designadas a-h (Horikawa et al., 2000). Sin embargo, no se ha demostrado que
todas ellas codifiquen para algun polipéptido, e incluso se ha propuesto que 4 de
estas isoformas son candidatas a degradacion mediada por RNA sin sentido
(NMD) (Green et al., 2003) y s6lo se ha comprobado la actividad catalitica de las
isoformas de 75 (calpaina-10a) 56 y 50 kDa (Giguere et al., 2008).
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Esta enzima se expresa en casi todos los tipos celulares, por lo que se le ha
considerado ubicua. Se ha identificado tanto el mMRNA como la proteina en
cerebro, corazén, rifidén, higado, pulmén, musculo, pancreas endocrino, placenta,
estdbmago, retina y leucocitos (Horikawa et al., 2000; Marshall et al., 2005). Se ha
observado que la expresidon del mRNA de CAPN10 en adipocitos, musculo
esquelético, higado y leucocitos estd disminuida en ratas que desarrollan DM2

espontaneamente aun antes de presentar la patologia (Sato et al., 2003).
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Figura 5.- Papel de la calpaina-10 en A) secrecidon de insulina a través de la protedlisis de SNAP25,
lo cual genera la fusién de las vesiculas de insulina con la membrana plasmatica; B) papel de esta
proteasa en la externalizacién de GLUT4 en adipocitos y en células musculares en respuesta a la
insulina; C) en la apoptdsis de las células B en respuesta a ambientes hipoglucémicos y de alta
concentracién de acidos grasos, los cuales inactivan a RyR2,lo cual activa a calpaina-10; D) En el
mantenimiento de la homeostasis mitocondrial y apoptdsis de las células epiteliales de los
tubulos de la nefrona en respuesta a la hiperglucémica crénica (Marshall et al., 2005; Paul et al.,
2003; Brown et al., 2007; Johnson et al., 2004; Arrington et al., 2006).
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La calpaina-10 participa en la secrecidén y en la accion de la insulina. En la célula
B, los flujos de Ca?" que se generan en respuesta a cambios en la concentracion
extracelular de glucosa, estimulan la protedlisis de SNAP25 a través de la
activacion de calpaina-10, provocando la liberacion de la insulina (Marshall et al.,
2005) (Figura 5 a). También se ha descrito tanto en musculo esquelético como en
adipocitos, que calpaina-10 regula la externalizacion del transportador de glucosa
4 (GLUT4) en respuesta a la insulina, mediante la remodelacion del citoesqueleto
de actina (Paul et al., 2003; Brown et al., 2007) (Figura 5 b).

Ademas, también esta involucrada en la apoptosis de las células 3, mediada por la
activacion de RyR2 por bajas concentraciones de glucosa extracelular y
exposicién a acido palmitico (Johnson et al., 2004) (Figura 5 c). Por otro lado, en
el rifibn cumple un papel importante en la degradacion de proteinas
mitocondriales, especificamente NDUFV2, NDUFB8 y ATP sintasa 3 (Arrington et
al., 2006), lo cual ayuda a mantener las funciones normales de este organelo,
provocando apoptosis por disfuncion mitocondrial cuando la proteasa es
desregulada tanto por hiperglucemia cronica, como por envejecimiento (Covington
et al., 2012; Covington et al., 2009) (Figura 5 d).

El Linfocito como Modelo de Estudio de la DM2

Los linfocitos son células del sistema inmune que reconocen y responden de
forma especifica a antigenos extrafios y que median respuestas tanto humorales
como celulares (Abbas et al., 2004). Estas células son metabdlicamente muy
activas, pues se encargan de sintetizar una gran cantidad de proteinas, tales como
citocinas, y quimiocinas entre otras. Para sostener estas tasas metabolicas aun en
estado quiescente, emplean principalmente glucosa y glutamina como fuentes de

energia y de carbono para la sintesis de otras moléculas (Takahashi et al., 2011).

Varios autores han propuesto a los leucocitos como un modelo util en el estudio de
la DM2 ya que las vias de sefializacién del Ca®" en estas células estan bien

descritas, presentan analogias en la plasticidad de los canales iénicos con células
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excitables tales como las células B (Balasubramanyam et al., 2002). Durante su
activacion, los linfocitos adquieren sensibilidad a la insulina y se induce la
expresion de GLUT4 (Goodman et al., 1993; Maratou et al., 2007). Los linfocitos
de pacientes con sindrome metabdlico presentan un menor consumo de glucosa
tanto de manera basal como estimulado por insulina, aun después de ser
inmortalizados con el virus de Epstein-Barr (Piatkiewicz et al., 2010; Morii et al.,
2005).

Ademas, se ha observado que los leucocitos de ratas diabéticas y los linfocitos de
nifos con obesidad presentan una menor expresién del mRNA de calpaina-10
(Sato et al., 2003; Mendoza-Lorenzo et al. 2013), y un estudio previo de nuestro
grupo mostré que las calpainas en el linfocito responden a cambios en la
concentracion de glucosa extracelular, y esta respuesta se encuentra disminuida
en los linfocitos de pacientes con DM2 (Diaz-Villasefior et al., 2008). Ademas, son
de facil acceso en comparacion con el masculo esquelético y los adipocitos, cuyos
métodos de obtencidn suelen ser mas invasivos (Piatkiewicz et al., 2010;
Dimitriadis et al., 2005; Sato et al., 2003)

También se ha observado que las alteraciones en el metabolismo de la glucosa en
los linfocitos de individuos con DM2, podrian ser una de las razones por las cuales
los pacientes son susceptibles a una mayor incidencia de enfermedades
infecciosas y de ciertos tipos de cancer (Oleszczak et al., 2012; Kipmen-Korgun et
al., 2009; Moriguchi et al. 1997). Entre las funciones que se ven alteradas como
consecuencia de la disminucién en el metabolismo de la glucosa, se encuentran:
la adhesion al endotelio, migracion a sitios de inflamacion, quimiotaxis, actividad
bactericida, fagocitosis y la produccion de especies reactivas de oxigeno (Kipmen-
Korgun et al., 2009; Piatkiewicz et al., 2007).

Estas alteraciones podrian deberse a cambios en la regulacion de los
transportadores de glucosa (GLUTS), pues el aumento en el transporte de glucosa
dependiente de GLUT1 es limitante para la activacion de los linfocitos T (Jacobs et

al., 2008). El linfocito humano en estado quiescente expresa principalmente
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GLUT1, GLUT3 y GLUT6, mientras que en el estado activado se incrementa la
expresion de GLUT1 y se induce la expresion de GLUT4 (Oleszczak et al., 2012;
Chakrabarti et al., 1994).

Estudios in vitro han mostrado que el transporte de glucosa esta disminuido en
linfocitos cultivados bajo condiciones hiperglucémicas, aunque los cambios de
expresion de los transportadores presentan una respuesta diferencial, dado que
en linfocitos B se observa la sobreexpresion de GLUT3 en la membrana, mientras
que disminuye en los linfocitos T, ademas, la expresion global de GLUT1

disminuye, mientras que la de GLUT4 aumenta (Oleszczak et al., 2012).

De la misma forma, estudios en pacientes muestran que el transporte de glucosa
se encuentra disminuido en linfocitos de individuos diabéticos (Piatkiewicz et al.,
2007). Ademas, la expresidon en la membrana plasmatica de GLUT3 en los
linfocitos de pacientes con DM2 se encuentra disminuida (Kipmen-Korgun et al.,
2009). Todos estos datos sugieren que el linfocito es un buen modelo para
estudiar cambios en la regulacion de las vias involucradas en la translocacion de
los GLUTSs en el desarrollo de la DM2.
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JUSTIFICACION

Debido a que la exposicién a arsénico ha sido relacionada con un aumento en la
prevalencia de DM2, es importante estudiar los posibles mecanismos a través de

los cuales este metaloide contribuye a su desarrollo.

HIPOTESIS

La exposicidén subcrénica a concentraciones no citotoxicas de arsenito de sodio in
vitro disminuira la capacidad de los linfocitos para responder a cambios en la

glucosa extracelular a través de la actividad de las calpainas.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del arsenito de sodio sobre la expresién de la calpaina-10 y la
actividad de las calpainas bajo condiciones normoglucémicas e hiperglucémicas

en linfocitos humanos.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la citotoxicidad y la induccién de apoptosis en linfocitos humanos tratados

con arsenito de sodio.

Evaluar el efecto de la exposicion a arsenito de sodio en la expresion de la

proteina calpaina-10.

Evaluar el efecto del arsenito de sodio sobre la actividad de las calpainas en

linfocitos humanos bajo condiciones normoglucémicas e hiperglucémicas.

16



METODOS

Obtencidén de muestras de sangre periférica humanay perfil lipidico

Por medio de puncion venosa se tomaron aproximadamente 30 ml de sangre
periférica en tubos heparinizados de 3 donadores de sexo masculino, a los que se
les aplicé un cuestionario para evaluar que cumplieran con los siguientes criterios
de inclusion: edad de entre 20 y 30 afios, que no hubiesen tenido enfermedades
infecciosas en las 2 semanas previas a la toma de muestra, que no padecieran
enfermedades cronico degenerativas 0 que se encontraran bajo algun tratamiento

médico y que tuvieran 8 a 10 h de ayuno.

Para la determinacion de glucosa, triglicéridos, colesterol total y C-HDL se tomo
una alicuota de sangre en un tubo con EDTA. Los pardmetros bioquimicos se
midieron con un fotémetro de reflexion automatico Reflotron ® Plus (Roche). Para
la determinacion del C-LDL se empleé la formula de Friedewald (1972):
LDL =TC - HDL - TG/5.0 (mg/dL)

Separacion de linfocitos y tratamientos

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) fueron extraidas con un
gradiente de ficoll (Hypaque, Sigma™), centrifugando 30 min a 2000 rpm. Las
células fueron lavadas dos veces con PBS estéril. Para el conteo de las PBMCs,
las células fueron resuspendidas en 1 ml de PBS, de esta suspension celular se
tomé una alicuota de 12 pl para hacer una dilucion 1:50 con paraformaldehido al 4
% (volumen final de 600 pl). El conteo se realizé en un citdometro Attune™ (Applied
Biosystems™), considerando unicamente la regidbn correspondiente a los

linfocitos, de acuerdo a sus caracteristicas de tamafio y granularidad.

De cada muestra de sangre se sembraron por triplicado en placas de 24 pozos,
1x10° linfocitos en 2.5 ml de medio de cultivo RPMI-1640 sin glucosa (Sigma™),
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB), aminoacidos no esenciales
10 mM (Gibco™), L-glutamina 2 mM (Sigma™) y 5.6 mM de glucosa (condiciones
normoglucémicas). Se prepard una disolucion acuosa de arsenito de sodio 1 M y

por diluciones seriadas se obtuvieron las concentraciones necesarias. Las células
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se trataron con arsenito de sodio a concentraciones de 0.1y 1.0 uM durante 72 h

a 37° C en una incubadora humificada con 5 % de CO, durante 72 h.
Viabilidad y Deteccion de apoptosis mediante Anexina V/ 7TAAD

Se evalué la viabilidad celular mediante la tincion de la fosfatidil serina
externalizada con Anexina V-Ficoeritrina (AV-PE, BD Pharmigen™) y de la
integridad membranal con 7-amino-actinomicina D (7AAD, BD Pharmigen™). Se
preparé una dilucion 1:100 de AV-PE y 30 ul/ml de 7AAD en Guava Nexin Buffer™
1X (Guava Tecnologies). Se tomaron alicuotas por duplicado de 1.0 X 10° células
y se centrifugaron a 5000 rpm por 5 min. Se resuspendieron en 150 ul del stock
con AV-PE/7TAAD. Se incubaron en oscuridad a 4 °C por 25 min. Una vez
transcurrido este tiempo se afiadieron 450 pl de Guava Nexin Buffer 1X y se
evaluo la viabilidad por citometria de flujo en un citdmetro Attune™, capturando

10,000 eventos por muestra.
Expresion de las proteinas calpaina-10 y B-Actina por Western Blot

Extraccion y cuantificacion de la proteina. Se realiz6 la extraccién de la
proteina total con buffer de lisis RIPA suplementado con inhibidores de proteasas
(PMSF 319 ug/uL, ortovanadato de sodio 3.3 mM, NaF 30 mM, azida de sodio 1
mM vy aprotinina 72.6 ng/uL disueltos en PBS). Se centrifugd por 25 min a 1500
rom y 4°C, recuperando el sobrenadante. La concentracion de proteina se
cuantific6 por el método de Lowry (DC Protein Assay, Bio-Rad™), utilizando

albumina sérica bovina (Bio-Rad™) como estandar para hacer la curva patron.

Electroforesis y Western Blot. Para analizar la expresion de las proteinas de
interés, se cargaron 30 ug de proteina total con buffer de muestra (Tris 60 mM pH
6.8, glicerol 10.5 %, SDS 10 %, azul de bromofenol 0.05 % y B-mercaptoetanol 5
%) en geles de SDS-poliacrilamida al 12 %. Posteriormente, se realiz0 la
transferencia a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon
con leche sin grasa (Santa-Cruz) al 1.5 % disuelta en TBS a 4° C toda la noche
con agitacion constante. Posteriormente la membrana se lavd 3 veces con 0.1 %
de Tween 20 en TBS.
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Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios de interés asi como
Sus respectivos anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa diluidos en
leche sin grasa al 1%. Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T al 0.1 %
antes de incubar con el anticuerpo primario. Para la deteccién de calpaina-10 se
utilizé el anticuerpo Anti-calpain 10 antibody- Catalytic domain (Domain II)(Abcam);
y Goat anti-rabbit IgG-HRP: sc-2004 (Santa Cruz) como anticuerpo secundario.
Para la deteccion de B-actina se empled Goat polyclonal IgG Actin (1-19): sc-1616
(Santa Cruz) y Donkey anti-goat IgG-HRP: sc-2020 (Santa Cruz).

Las bandas se detectaron por quimioluminiscencia con ECL-plus (Amersham), y

las densitometrias se realizaron con el programa Quantity one 1.0.

Actividad de Calpainas por protedlisis del sustrato fluorogénico tBOC-Leu-

Met-CMAC mediante citometria de flujo

Las células tratadas con arsenito de sodio se centrifugaron por 5 min a 5000 rpm,
se les retir6 el medio de cultivo y se resuspendieron en el amortiguador Krebs
Ringer HEPES (KRH, NaCl 115 mM, KClI 5 mM, KH,PO, 1mM, CaCl, 2mM,
MgSO, 1.2 mM, HEPES 25 mM) con una concentracién final de glucosa de 3.9
mM o 11.1 mM y una dilucién 1:800 del sustrato tBoc-Leu-Met-CMAC (10mM en
DMSO, Molecular Probes). Las células se incubaron durante 25 min a 37 °C en un
bafio maria y se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS. Se evaluaron 10,000

eventos por muestra en un citbmetro de flujo Attune (Applied Biosystems).
Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos de citometria se empleé el software FlowJo V10. Se
determinaron las ventanas para evaluar a todas las células, o solamente a células
viables seguin se indique en los resultados. Para el andlisis estadistico se
obtuvieron las frecuencias celulares de cada region respecto a la ventana padre,

asi como la mediana de la intensidad de fluorescencia (MIF) de cada poblacion.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa Graph Pad Prism 6. Se

determind si la distribucion de los datos se ajustaba a una distribucion normal
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mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnof y la de Shapiro-Wilk, dependiendo
del tamafio de la muestra. En el caso de los datos distribuidos de manera normal,
se les realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) con pruebas post hoc segun el
caso (Tukey para comparaciones multiples y Dunnet para comparar respecto al
control). En el caso de los datos que no se distribuyeron de manera normal, se les
realiz6 una prueba no paramétrica. En todas las pruebas se consideraron

significativas aquellas diferencias con p<0.05.
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RESULTADOS

Caracteristicas de los donadores

Los donadores tuvieron un indice de masa corporal (IMC) dentro del rango normal
(18.5 — 24.9). Con excepcion del colesterol HDL, el cual en promedio es mas bajo
que el valor de referencia (29.6 + 22 vs 35 - 85 mg/dl), el resto de los parametros

se encontraron dentro de los rangos normales (Tablas 1y 2).

Tabla 1. Caracteristicas antropométricas Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de los
de los individuos muestreados individuos muestreados

Parametros antropométricos Valores

n 3 de
Edad (afios) 243+1.5 Concentracion referencia
Peso (Kg) 64+7.9 (mg/dI) (mg/dI)
Talla (m) 1.70 + 0.08 Glucosa 76 £ 3.46 70 - 100
IMC (Kg/m?) 22.07 +1.11 Triglicéridos | 104.8 +41.5 <150
Colesterol | 163.66 +35.5 <200
C-HDL 29.6 £22 35-85
C-LDL 113.1+25 <150

Citotoxicidad del arsenito de sodio

Al evaluar el porcentaje de células negativas tanto para Anexina V-PE (AV-PE)
como para 7AAD (figura 6 a), se observd que la viabilidad celular disminuy6
significativamente con la concentracion de 1.0 uM de arsenito de sodio (p<0.05).
Esta disminucion fue del 10% mientras que con el control positivo (dexametasona)
fue del 20% (p<0.01, figura 6 b). Ademas, hubo un aumento significativo de
células en apoptosis temprana (células positivas para AV-PE debido a la
externalizacion de la fosfatidil serina) con la concentracion 1.0 uM de arsénico
(p<0.05) (figura 6 c). Por otro lado, la dexametasona indujo un incremento tanto en
la apoptosis temprana como en la tardia (células positivas para AV-PE y 7AAD),
indicando que ademas de la externalizacion del fosfolipido, ya existen alteraciones

en la membrana celular (p<0.01 y p<0.01 respectivamente, figura 6 d).
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Figura 6.- Efecto de la exposicion in vitro a arsenito por 72 h sobre la viabilidad celular y la apoptosis en linfocitos. a)
Dot blots representativos de células tratadas con arsenito de sodio por 72 h y teflidas con Anexina-V-PE y 7AAD. b)
Porcentaje de viabilidad, determinada por el porcentaje de células sin tincién para anexina V ni 7AAD. c) Frecuencia
de apoptosis temprana medida por la frecuencia de células positivas para anexina V. d) Frecuencia de células con
apoptosis tardia, determinadas por la presencia tanto de anexina V como de 7AAD. La grafica representa las medias
+ desviacion estandar de tres individuos por duplicado. Datos normalizados respecto al control. b) y c) analizados
con la prueba de Kruskal-Wallis y Dunn, d) analizado por ANOVA con una prueba de Dunnet, comparaciones hechas
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Modulacion de la expresion de calpaina-10

Al analizar la presencia de la proteina calpaina-10 mediante Western Blot, se
encontré que los linfocitos en cultivo expresan principalmente tres isoformas, una
cercana a los 75 kDa, otra de alrededor de 45 kDa y una de aproximadamente 35
kDa (figura 7 a).

Con la concentracion de 0.1 uM de arsenito solo la isoforma de 75 kDa present6
un ligero aumento que fue estadisticamente significativo respecto al control
(p<0.05, Figura 7 b). Las isoformas de 35 y 40 kDa no presentaron cambios

significativos en su expresion con ninguna de las concentraciones de arsenito
(figura 7 cy d).

a) 75 kDa
Control As 0.1 uM As 1.0 uM

75 kDa —p
50 kDa =P

35 kDa —p»

Actina

Abundancia relativa de calpaina-10
(D.O./D.0. actina)

Control As 0.1uM As 1.0uM

(e)
~—

45 kDa d 35 kDa

1.5

-
a
]

1.0+

> 0.5

e
)
L

Abundancia relativa de calpaina-10
(D.O./D.0. actina)

Abundancia relativa de calpaina-10
(D.O./D.0O. actina)

Control As0.1uM  As 1.0uM Control As0.1uM  As 1.0uM

Figura 7. Determinacién de la expresién de la proteina calpaina-10 en linfocitos expuestos a diferentes
concentraciones de arsenito de sodio por 72 h. a) Western Blot representativo de los tres individuos. b)
Expresién de la isoforma de 75 kDa. c) Expresion de la isoforma de 45 kDa. d) Expresion de la isoforma de
35 kDa. Las graficas muestran las medias + desviacion estandar de tres individuos por triplicado. Los datos
fueron normalizados respecto a la expresion de la actina y a la expresion del control sin arsenito. Fueron
analizados con ANOVA y prueba de Dunnet. *p<0.05.
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Actividad de calpainas

La actividad de las calpainas fue evaluada utilizando el sustrato fluorogénico tBoc-
Leu-Met-CMAC. Este compuesto no fluorescente es capaz de permear hacia el
interior de la célula, donde es conjugado con glutatiéon (GSH) mediante un enlace
covalente con el grupo CMAC, formando un compuesto que no es permeable en la
membrana plasmatica y que se acumula dentro de la célula. Después de la
protedlisis entre la metionina y el CMAC-GS por las calpainas, se libera este
altimo compuesto, el cual es capaz de emitir fluorescencia (Rosser et al., 1993).

Mediante la exclusion por la dispersion de la luz que generan las células hacia el
Forward Scatter y el Side Scatter, es posible diferenciar entre los linfocitos viables
y los apoptéticos (figura 8 a). Se observdé que las células muertas de los
donadores no emiten fluorescencia del sustrato hidrolizado, a diferencia de las
células viables, las cuales emiten distintos niveles de fluorescencia dependiendo
del donador (figura 8 b). Debido a las diferencias interindividuales en los niveles
basales de actividad en el control sin arsenito y bajo 3.9 mM de glucosa, los datos
fueron normalizados respecto a la fluorescencia de esta condicion para agrupar
los resultados. Sélo en las células sin tratamiento con arsenito hubo un aumento

estadisticamente significativo entre la actividad de calpainas en la condicién
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Figura 8. Actividad de calpainas en células viables y muertas. a) Dot Blot representativo donde se puede
observar la poblaciéon de células muertas y la poblacién de células viables, b) actividad de las calpainas
en los linfocitos de cada poblacién en la concentracion de 3.9 mM de glucosa en el control sin arsenito
de los tres donadores. Los datos fueron ajustados tomando como referencia la autofluorescencia de
células sin sustrato. Las gréaficas muestran la media + desviacion estandar de cada individuo por
triplicado.
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hiperglucémica (11.1 mM de glucosa, p<0.001) en comparacion con la actividad
en la condicién normoglucémica (3.9 mM de glucosa). Mientras que el tratamiento
con arsenito de sodio inhibi6 la capacidad de las calpainas para responder al
cambio en la concentracion de glucosa extracelular desde la concentracion de 0.1
UM (Figura 9 b).
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Figura 9.- Efecto de la exposicion a diferentes concentraciones de arsenito de sodio durante 72 h sobre
la actividad de las calpainas en los linfocitos. a) histogramas representativos de la actividad de
calpainas en los linfocitos. En negro se muestra el control sin sustrato, azul: actividad en condiciones
normoglucémicas (3.9 mM de glucosa), verde: actividad en condiciones hiperglucémicas (11.1 mM de
glucosa). b) Actividad de las calpainas en respuesta a cambios en la concentracion extracelular de
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Fluorescencia (MIF) de los linfocitos viables de tres individuos por triplicado. Datos normalizados
respecto a la actividad del control en 3.9 mM de glucosa y analizados mediante ANOVA con prueba de
Tukey. ***p<0.001.
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Por otra parte, el tratamiento con arsenito no afectd de manera significativa la
actividad basal en la condicion normoglucémica (3.9 mM) de las calpainas y solo
se detectd una disminucion estadisticamente significativa con la concentracion de
1.0 uM (p<0.001). Por el contrario, la actividad en la condicién hiperglucémica
disminuyo6 de forma dependiente de la concentracion de arsenito (p<0.001, figura
9 b).

A partir de los histogramas generados en el analisis de la poblacion de linfocitos
viables, se observé que estas células no presentaban un patrén uniforme de la
actividad de calpainas; se lograron diferenciar tres poblaciones de acuerdo a los
niveles de fluorescencia del sustrato hidrolizado (figura 9 a). Por lo tanto, se
analizé la actividad de los linfocitos en cada una de estas tres poblaciones
separando a los linfocitos en alta, media y baja intensidad de fluorescencia del
sustrato hidrolizado. Se observo que cada poblacion de linfocitos se modula de

forma diferencial.

Linfocitos con alta intensidad de fluorescencia. La cantidad de células con alta
fluorescencia aumenté casi al doble en respuesta al estimulo hiperglucémico en
las células control (sin tratamiento con arsenito) (p<0.001). Sin embargo, el
arsenito inhibié dicho incremento. Ademas, la poblacion de células disminuy6 al
50% en condiciones normoglucémicas con la concentracion de 1.0 uM de arsenito
respecto al control (p<0.001). No se observaron cambios en la intensidad de

fluorescencia bajo ningun tratamiento (Figura 10 a y b).

Linfocitos con media intensidad de fluorescencia. En este grupo se encuentra
el mayor porcentaje de células. Esta poblacion de células presentd cambios
principalmente en la intensidad de fluorescencia, sin afectar la frecuencia de
células. A diferencia del analisis que considera a todas las poblaciones de
linfocitos, se detectdé un aumento significativo de la intensidad de fluorescencia en
la condicion hiperglucémica respecto a la normoglucémica en las células
expuestas a 0.1 uM de arsenito (p<0.01), pero el incremento fue menor que el
observado en el control (p<0.001). En las células expuestas a 1.0 uM de arsenito

no se detectaron diferencias en la fluorescencia entre las dos concentraciones de
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glucosa y presentaron una menor intensidad de fluorescencia respecto al control
(p<0.001, figura 10 c y d), tal y como se observaba en el analisis que considera a

toda la poblacién de linfocitos viables.

Linfocitos con baja intensidad de fluorescencia. Se observo que al igual que
en la poblacion de mayor actividad, no se generaron cambios en la intensidad de
fluorescencia, sin embargo, en los linfocitos expuestos a la concentracion de
arsenito mas alta, la frecuencia de células aumentd casi al doble en ambas
condiciones de glucosa con respecto al control (p<0.001, p<0.01 respectivamente,
figura 10 e y f). Ademas, cabe destacar que esta poblacién no responde a cambios

en la concentracidon de glucosa extracelular.

Figura 10. Efecto de la exposicion a arsenito de sodio sobre distintas poblaciones de linfocitos de acuerdo
a su nivel de actividad de calpainas. a), ¢), €) Frecuencia de células en las regiones de alta, intermedia y
baja actividad respectivamente. b), d) y f) Mediana de la Intensidad de Fluorescencia (MIF) de las
regiones de alta, intermedia y baja actividad respectivamente. Las graficas muestran la media *
desviacién estandar de tres individuos por triplicado. Datos normalizados respecto al control en 3.9 mM

de glucosa y analizados mediante ANOVA con prueba de Tukey. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05.
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DISCUSION

En los ultimos afios la DM2 se ha convertido en uno de los principales problemas
de salud a nivel mundial. Si bien el aumento en su prevalencia se ha asociado
principalmente a cambios en el estilo de vida, la exposicibn a contaminantes
ambientales, como el arsénico, también podrian tener un papel relevante en el

desarrollo de esta enfermedad (Diaz-Villasefior et al., 2013).

Diversos estudios epidemiolégicos han mostrado que la exposicion a arsénico en
el agua esta asociada a un mayor riesgo de desarrollar DM2. Existen diversos
estudios que han evaluado los efectos de este metaloide sobre la funcionalidad y
la citotoxicidad de la célula B, sin embargo, los estudios sobre las alteraciones que
pudiera generar en tejidos periféricos son escasos, aun cuando se ha propuesto
que la inhibicion de la absorcion de glucosa por el arsénico podria ser el principal
mecanismo por el cual la exposicion crénica a este metaloide induce DM2 (Huang
et al., 2011).

En este estudio se observé que las concentraciones de arsenito utilizadas no
indujeron una disminucién importante en la viabilidad celular. Hallazgos similares
en relacion a la citotoxicidad del arsenito con estas concentraciones son
reportados en otros estudios con linfocitos, células B y adipocitos (Vega et al.,
1999; Diaz-Villasefor et al., 2008; Walton et al., 2004). En nuestro estudio, la
disminucién del 10% en la viabilidad celular observada con la concentracion mas
alta de arsenito (1.0 uM) fue generada principalmente por el aumento de células
en apoptosis temprana. Estos datos indican que las concentraciones utilizadas no
resultaron citotoxicas y que por tanto, los efectos observados no son resultado de

la induccién de mecanismos de muerte celular.

Respecto a la expresion de la proteina calpaina-10, el arsenito sé6lo fue capaz de
generar un ligero aumento en la expresion de la isoforma de 75 KDa con la
concentracion de 0.1 uM, la cual pudo ser debida a mecanismos compensatorios.
Sin embargo, estudios previos muestran que la expresion de la proteina de

calpaina-10 no es afectada en células B expuestas a distintas concentraciones de
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arsenito, aun cuando indujo un aumento en la expresion del mRNA con la maxima
concentracion probada en dicho estudio (Diaz-Villasefior et al., 2008). Ademas, se
ha observado que la expresion de esta proteina tampoco disminuye ni en el
musculo esquelético ni en los linfocitos de pacientes con DM2 (Norton et al., 2008,
Diaz-Villasefior et al., 2008), lo cual sugiere que los niveles de esta proteina no
son afectados por diversos factores ambientales, y que la regulacion de su
actividad podria jugar un papel importante en el desarrollo de la DM2.

La actividad de las calpainas en condiciones normoglucémicas fue afectada por la
concentracion de 1.0 uM de arsenito. Esta disminucion podria estar relacionada
con la disminucién en los niveles de glutation (GSH, el cual es necesario para
evitar que el producto hidrolizado difunda fuera de la célula) por el estrés oxidativo
que induce este metaloide. Sin embargo, diversos trabajos han mostrado que la
exposicidn a concentraciones de 1y 2 UM de especies trivalentes de arsénico por
24 horas induce un aumento en los niveles de GSH intracelular tanto en células
hepaticas, como en células uroteliales (Li et al., 2011; Wang et al., 2013), pero
sélo se ha observado una disminucién de GSH con concentraciones mayores a 5
UM (Catalayud et al., 2013). Por lo tanto, pensamos que la disminucion en la
actividad de las calpainas observada en la poblacién de células viables tratadas
con 1.0 uM de arsénico, podria no ser debida a una disminucion de los niveles de
GSH; una perspectiva interesante sera conocer el efecto en los niveles de GSH
después de 72 horas de tratamiento en nuestro sistema.

Ademas, se observd que el arsenito es capaz de inhibir la respuesta de las
calpainas al cambio en la concentracion extracelular de glucosa desde la
concentracion de 0.1 uM de arsenito. Lo cual sugiere que la exposicion a este
metaloide es capaz de inhibir la respuesta sin alterar la actividad basal de las
calpainas en el linfocito ni la expresion de la calpaina-10, de manera similar a lo
gue se observa en linfocitos de individuos diabéticos (Diaz-Villasefior et al., 2008).
Sin embargo, aun no se ha determinado el papel de la calpaina-10 en la actividad
de las calpainas en respuesta a cambios en la concentracion extracelular de

glucosa.
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Las calpainas pueden ser activadas a través de diversos mecanismos. Si bien, el
ma&s importante es la unién a calcio, también se ha observado que las calpainas
son reguladas a través de fosforilaciones, union a fosfolipidos y su localizacion
intracelular (Ono et al., 2012; Sorimachi et al., 2012; Franco et al., 2005). Por lo
tanto, la inhibicién en la capacidad de respuesta y en la actividad basal de las
calpainas podria deberse a la alteracion de cualquiera de estos factores. En este
sentido, se ha observado que el arsenito es capaz de inhibir las fluctuaciones en
los niveles de calcio en respuesta a cambios en la concentracion extracelular de
glucosa en células B pancreaticas tratadas con 0.5 uM de arsenito por 72 h (Diaz-
Villasefior et al., 2008). Sin embargo, estudios hechos en linfocitos murinos
muestran que la exposicién a arsenito de sodio por 24 h induce el aumento en la
concentracion de calcio intracelular aan en células quiescentes (Goytia-Acevedo et

al., 2003), lo cual conllevaria a una mayor activacion de las calpainas.

Ademas de la alteracion en la concentracion de calcio intracelular, el arsénico es
capaz de modular distintas cinasas de proteina como ERK y Akt (Xue et al., 2011;
Wen et al.,, 2010; Alp et al.,, 2010) que tienen la capacidad de regular a las
calpainas a través de la fosforilacion en residuos de serina y treonina ubicados en
los dominios CysPC y C2L (Franco et al., 2005). Finalmente, diversos trabajos han
demostrado que las especies trivalentes de arsénico, tales como el arsenito
empleado en este estudio, son capaces de unirse y formar complejos con los
grupos tiol de las cisteinas en las proteinas (Alp et al., 2010; Ngu et al., 2006; Guo
et al., 2005). Dado que las calpainas son proteasas cuyo residuo catalitico es una
cisteina, el arsénico podria inhibir su actividad catalitica mediante su union al sitio

activo.

Debido a que las calpainas, y en particular la calpaina-10, han sido involucradas
en la externalizacion de los transportadores de glucosa (Paul et al.,, 2003), la
inhibicion de la capacidad para responder al cambio en la concentracidon
extracelular de glucosa podria ocasionar una disminucién en la externalizacion de
los transportadores de glucosa. Alteraciones de este tipo han sido observadas en
linfocitos de donadores diabéticos, los cuales expresan menor cantidad de GLUT3,
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asi como en linfocitos expuestos a un ambiente hiperglucémico, en los que
disminuye la abundancia de GLUT3 y GLUT4 en la membrana plasmética, aun
cuando la expresion global de GLUT4 es aumentada y la de GLUT3 no presenta
modificaciones (Kipmen-Korgun et al., 2009; Oleszczak et al., 2012). Por lo cual, la
inhibicion de las calpainas podria contribuir a la menor captacion de glucosa en
tejidos periféricos, lo que ha sido previamente observado en adipocitos y en ratas
(Huang et al., 2011). Ademas, se ha propuesto que la incapacidad para
externalizar a estos transportadores contribuye a la susceptibilidad de adquirir
infecciones que se presentan en los individuos diabéticos, pues el aumento en el
consumo de glucosa es necesario para mantener la alta actividad metabdlica que
presentan los linfocitos activados que deben de sintetizar DNA, citocinas entre
otros factores (Oleszczak et al., 2012; Kipmen-Korgun et al., 2009; Jacobs et al.,
2008; Moriguchi et al., 1998). Por otra parte, la inhibicién de la actividad basal de
las calpainas en el linfocito podria contribuir a una menor capacidad de estas
células para montar una respuesta inmune, pues las calpainas participan en

procesos relacionados a la migracion de estas células (Mikosik et al., 2013).

De manera interesante, se encontrd que existen tres poblaciones de linfocitos que
presentan diferentes niveles de actividad y que responden de manera diferencial
tanto a la glucosa como al arsenito. Recientemente, se ha reportado que las
distintas poblaciones de linfocitos expresan de manera diferencial a los miembros
del sistema de las calpainas. Los linfocitos T CD8" presentan la mayor expresion
de calpaina-1, calpaina-2 y calpastatina, seguidos por los linfocitos T CD4" y B
CD19" (Mikosik et al., 2013), sin embargo, no existen datos referentes a los
diferentes grados de actividad de las calpainas en estas poblaciones celulares.
Nuestros datos sugieren que la respuesta al cambio en la concentracion
extracelular de glucosa se da principalmente en las células con media y alta
actividad. Estas diferencias en la respuesta a la glucosa podrian deberse a que
cada poblacion corresponde a células con diferentes grados de actividad
metabdlica. Trabajos previos muestran que existen diferencias en la captacion de
glucosa y en los cambios de expresion de los GLUTs generados por ambientes

hipo e hiperglucémicos entre linfocitos T y B (Oleszczak et al., 2012). Ademas la
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calpaina-10 ha sido involucrada de manera importante en la regulacion del
metabolismo celular, debido a su papel en la externalizacion del transportador de
glucosa GLUT4 y en la homeostasis de los complejos de la cadena respiratoria en
la mitocondria (Paul et al., 2003; Brown et al., 2007; Arrington et al., 2006). Por lo
tanto, las calpainas podrian jugar un papel importante en el metabolismo de los

linfocitos, sin embargo, su papel en estas células no ha sido determinado.

En relacion a la exposicion al arsenito, se encontré6 que la disminucion en los
niveles de actividad fue principalmente por el aumento de la frecuencia de células
con bajos niveles de actividad. Ademas, respecto a la capacidad de responder a
los cambios de glucosa, se pudo observar que la concentracion mas baja de
arsenito suprimié por completo la respuesta de las células con mayor actividad,
mientras que aquellas con niveles intermedios de actividad aun presentaban la
capacidad de responder, aunque significativamente menos que el control. Esto
sugiere que el arsenito inhibe la actividad de las calpainas diferencialmente en las
diferentes poblaciones de linfocitos. En concordancia con esto, se ha observado
que el arsenito aumenta de manera significativa los niveles de calcio en linfocitos
estimulados con fitohemaglutinina (PHA), mientras que no tiene efectos
significativos en aquellos estimulados con concanavalina A, lo cual correlaciona
con una menor proliferacién en aquellos estimulados con PHA y arsenito (Goytia-
Acevedo et al., 2003).

En resumen, este trabajo aporta informacion que permite entender como el
arsénico altera procesos relacionados con la homeostasis de la glucosa,
evidenciando que este metaloide es capaz de inhibir la capacidad de las calpainas

en el linfocito para responder a cambios extracelulares de glucosa.
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CONCLUSION

En este estudio se encontr6 que concentraciones no citotdxicas de arsenito fueron
capaces de inhibir la respuesta de las calpainas en el linfocito a cambios en la
concentracion extracelular de glucosa, sin alterar la expresién de calpaina-10.
Esto podria contribuir a la alteracién de la homeostasis de la glucosa, y por tanto a

un mayor riesgo de desarrollar DM2

Ademas, se encontr6 que dentro de los linfocitos existen tres poblaciones
celulares dependiendo de los niveles de actividad de las calpainas que presentan,
y cada una de estas poblaciones es regulada de manera diferencial tanto por la

glucosa como por el arsenito.
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