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RESUMEN

Las calpainas son una familia de proteasas de cisteina dependientes de calcio con
diversas funciones celulares. Se ha reportado que la calpaina-1 (CAPNL1), calpaina-2
(CAPN2) y calpaina-10 (CAPN10) estan implicadas en procesos asociados a la
homeostasis de la glucosa. El objetivo de este trabajo fue determinar si la actividad y la
expresion de estas calpainas son alteradas por la exposicién in utero, y en la etapa
adulta, a una dieta alta en lipidos y carbohidratos en el modelo de conejo europeo.

Para responder a nuestra pregunta de investigacion, se midio la actividad de las calpainas
en los linfocitos de conejas que fueron alimentadas con una dieta estandar (CON) o una
dieta alta en grasas y carbohidratos (SN) antes y durante el embarazo. Al nacer, las crias
fueron amamantadas por conejas nodrizas alimentadas con la dieta CON, y posterior al
destete, fueron mantenidas con esta misma dieta. Se determiné la actividad de calpainas
en los linfocitos de las crias en las semanas 10, 13 y 57 de edad. En la semana 62 de
edad, los conejos fueron sometidos a un reto metabdlico con la dieta SN por un mes, de
tal manera que se obtuvieron cuatro grupos de acuerdo a la dieta materna y al reto
metabdlico (CON-CON, CON-SN, SN-CON y SN-SN). Pasado este tiempo, los conejos
fueron eutanasiados, y se tomaron muestras de tejido hepatico y muscular para evaluar la
abundancia de CAPN1, CAPN2 y CAPN10 por Western Blot.

Los resultados mostraron que las conejas madre alimentadas con la dieta SN por 8
semanas presentan una menor actividad de calpainas que el grupo CON. Asi también, la
dieta materna afecté la actividad de las calpainas en los linfocitos de las crias; ya que en
la semana 10 de edad, las crias provenientes de las madres SN presentaron una
tendencia a tener menor actividad de las calpainas. Dicha actividad, en este mismo grupo,
incrementd con el paso del tiempo en el que fueron alimentadas con la dieta CON. Al
estudiar los tejidos de las crias alimentadas en el reto metabdlico con la dieta SN, se
encontr6 que la abundancia de CAPN1 y CAPN2 aumentdé en higado y mdusculo,
respectivamente; siendo més elevada en las crias SN-SN, provenientes de madres
sobrenutridas.

Para determinar si la abundancia en las calpainas en el higado y misculo posterior al reto
metabdlico, reflejan las alteraciones en los pardmetros bioquimicos comuinmente
encontradas en el sindrome metabdlico (SM), se realizaron analisis de correlacién entre
las variables. Entre las observaciones significativas, se encontr6 que a mayor
concentracion de colesterol total y lipoproteinas de baja densidad (LDL) en plasma, mayor
fue la abundancia de CAPNL1 en higado y CAPN2 en musculo. Ademas, se encontr6 que
a mayor concentracion de acidos grasos libres (AGL) en sangre, factor que promueve la
resistencia a la insulina, menor fue la expresion de CAPN10 en musculo. Por otra parte,
se encontrd una correlacién negativa entre las isoformas de CAPN10 y CAPNL1 en higado,
lo que indicaria que estas calpainas tienen diferentes funciones en el tejido.

Estas evidencias sugieren que la dieta alta en grasas y carbohidratos genera una
desregulacion en las calpainas, y que éstas pueden tener funciones tejido-especificas.
Por una parte, CAPN1 y CAPN2 podrian estar involucradas en la progresion del dafio
causado por la dieta, como son dislipidemia, resistencia a la insulina y acumulacion de
lipidos en estos tejidos. Por otra parte, estas mismas alteraciones pueden ocasionar una
desregulacion de la CAPN10, que se refleja como una correlaciébn negativa con la
concentracion de AGL en sangre, y con la disminucién en la actividad de calpainas en
linfocitos (donde, de acuerdo a evidencias previas, la CAPN10 es la principal
responsable), ambas relacionadas con la resistencia a la insulina. Por lo tanto, las

11



asociaciones encontradas demuestran que la abundancia de las calpainas en los tejidos
evaluados tiene una estrecha relacion con los pardmetros bioquimicos que estan
tipicamente alterados en el SM.

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la exposicion in utero a una
dieta alta en lipidos y carbohidratos es capaz de inducir una desregulacion de las
calpainas asociadas a alteraciones metabdlicas, tanto en linfocitos, como en otros tejidos
importantes para el metabolismo; que se detona por el consumo de la misma dieta en los
individuos maduros.
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INTRODUCCION

Sindrome Metabdlico

El Sindrome Metabdlico (SM) es un grupo de condiciones metabodlicas que en
conjunto promueven el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ECV) y
diabetes tipo 2 (DT2) (Dunford & Sangster, 2017). En los ultimos afios se ha
reportado un incremento en la prevalencia del SM en México y el mundo, lo que ha
dado importancia al estudio del origen de estas alteraciones, asi como la
prevencion y control de las mismas. De acuerdo al Programa Nacional de
Educacion del Colesterol — Tercer Panel de Tratamiento para el Adulto (NCEP-
ATP-III) (Expert Panel on Detection Evaluation and Treatment of High Blood
Cholesterol in Adults, 2001), una persona con SM es aquella que cumple con al
menos 3 de los 5 factores enlistados:

1) Obesidad abdominal

2) Niveles elevados de triglicéridos

3) Bajos niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL)

4) Hipertension

5) Incremento de la concentracidon de glucosa en sangre en ayuno.

(Samson & Garber, 2014)

El diagnéstico de SM predice un incremento de al menos cinco veces de
desarrollar DT2 y de hasta dos veces de padecer ECV dentro de los proximos 5 a
10 afios. Ademas de ECV y DT2, el SM también esta asociado a otras
enfermedades como higado graso no alcohdlico (HGNA), sindrome del ovario
poliquistico y algunos tipos de cancer (Samson & Garber, 2014). EIl HGNA esta
asociado significativamente con componentes del SM como son obesidad
abdominal, triglicéridos, presion arterial y glucosa elevados, resistencia a la
insulina y a niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL); y a mayor
namero de estos componentes en un individuo, mayor es la prevalencia de HGNA
(Samson & Garber, 2014). En un estudio en México, se encontré que el 87% de
los hombres y 76% de las mujeres con SM, también presentan HGNA (Castro-
Martinez y cols. s/f). EI 40-85% de las mujeres con sindrome del ovario
poliquistico presentan obesidad abdominal; y los otros componentes del SM
(resistencia a la insulina, dislipidemia e hipertensién) estan concentrados en esta
misma poblacion (Samson & Garber, 2014). Ademas, la obesidad incrementa el
riesgo a desarrollar cancer de colon, rifion, préstata, endometrio y mama (Samson
& Garber, 2014); y alrededor del 20% de las muertes por cancer estan atribuidas a
complicaciones desencadenadas por la obesidad.
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Epidemiologia

La prevalencia de SM depende de los pardmetros utilizados en cada estudio,
como son la definicibn usada, edad, sexo, estatus socioecondémico y antecedentes
étnicos. Sin embargo, en los estudios publicados de la ultima década, se estima
que de un cuarto a un tercio de la poblacién adulta cumple con los criterios del
SM. De acuerdo al ENSANUT 2016, el 36.8% de la poblacion adulta padece SM,
un incremento del 10.2% con respecto al 2012 (Wacher-Rodarte, 2009,
ENSANUT, 2016), siendo asi uno de los paises con mayor incidencia de SM
(Aguilar-Salinas y cols., 2004).

En cuanto a los factores individuales del SM, en la encuesta ENSANUT 2018 se
reporté que el 37.3% de la poblaciéon adulta (37.6% mujeres, 36.8 hombres)
presenta hipercolesterolemia y la prevalencia actual de hipertension arterial es de
18.4% (20.9% mujeres, 15.3% hombres). También se encontré un porcentaje de
10.3% (9.1% hombres, 11.4% mujeres) de personas adultas diagnosticadas con
diabetes. La prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en la poblacién en
edad escolar (5-11 afios de edad) es de 35.6% (18.1% sobrepesos, 17.5%
obesidad), mientras que en poblacién adolescente (12-19 afios) es de 38.4%
(23.8% sobrepeso, 14.6% obesidad) y en adultos mayores de 20 afios es de
75.2% (39.1% sobrepeso, 36.1% obesidad) (ENSANUT, 2018). De manera mas
especifica, la prevalencia de obesidad abdominal en adultos mayores de 20 afios
es de 76.6% (65.4% de los hombres, 87.7% de las mujeres) (ENSANUT, 2016).
Estos datos son importantes, ya que se sabe que la presencia de SM en nifios y
adolescentes estd asociada al historial de obesidad de los padres (Monzani y
cols., 2014). Si a nivel de salud publica y prevencién, no se atienden de manera
adecuada estos problemas, la incidencia de SM en toda la poblacién seguird
incrementando en los proximos afos.

Fisiopatologia

Entre las diversas hipétesis que explican el mecanismo fisiopatologico del SM, la
mas aceptada es que tiene su origen en la resistencia a la insulina y el flujo de
acidos grasos libres (AGL) (McCracken, Monaghan, & Sreenivasan, 2018).
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Figura 1. Mecanismo fisiopatologico del SM. (Martinez-Zamudio, 2020; modificado de
SAMSON & GARBER, 2014).

A grandes rasgos, como se observa en la Figura 1, cuando hay un consumo
excesivo de calorias y una vida sedentaria, el exceso de energia es almacenado
en forma de grasa en el tejido adiposo y grasa visceral, lo cual se asocia a una
mayor resistencia a la insulina, a una disminucién en las particulas de HDL y un
incremento en LDL y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). En individuos
susceptibles, las células B-pancreaticas no tienen la capacidad de compensar esta
resistencia a la insulina, dando como resultado una hipoinsulinemia relativa en
diversos tejidos, la cual promueve el incremento de la actividad de la lipasa y una
superabundancia de la lipdlisis de triglicéridos (TG) en adipocitos, que resultan en
un exceso en la liberacibn de AGL (Samson & Garber, 2014). Estos AGL son
almacenados en el higado, donde hay un aumento en la sintesis de TG y VLDL, lo
que conduce a la salida de VLDL del higado, una hipertrigliceridemia y al
desarrollo de higado graso (Nikolic y cols., 2013). Los TG de particulas de VLDL
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son intercambiados por ésteres de colesterol de HDL-C, lo que resulta en el
aclaramiento y rapida disminuciéon de HDL-C. Por otra parte, el exceso de TG es
transferido a LDL, los cuales son sustratos més atractivos para la lipasa hepatica,
resultando en particulas pequefias de LDL. Las LDL son moléculas altamente
aterogeénicas, ya que tienen mayor capacidad de penetrar en la intima de la pared
arterial y son mas susceptibles a la oxidacion y a la unién selectiva a los
receptores de los macréfagos. Clinicamente, la dislipidemia por obesidad se
observa como una hipertrigliceridemia, con bajos niveles de HDL-C y un
incremento en el radio LDL/LDL-C (Samson & Garber, 2014).

Por otra parte, el incremento del flujo de AGL a tejidos periféricos también inhibe la
sefalizacion de la insulina. Con resistencia a la insulina hepatica y una
abundancia de AGL, se incrementa la gluconeogénesis, lo que contribuye a la
hiperglucemia, mientras que la resistencia a esta hormona en tejido muscular
resulta en un incremento intramiocelular de lipidos y una disminucién en la
captacion de glucosa. Con el tiempo, las células B-pancreaticas no secretan
insulina en cantidad suficiente para compensar la resistencia, y como resultado se
genera DT2 (Samson & Garber, 2014).

El tejido adiposo, ademas de almacén de acidos grasos, funciona como un érgano
endocrino. Entre las adipocinas que secreta, y que estan asociadas al SM,
encontramos a la leptina, resistina, proteina quimioatrayente de monocitos 1,
proteina de union a retinol 4, factor de activacion de plasminégeno 1 y
adiponectina. Ademas, se ha encontrado que en tejido adiposo visceral de
individuos obesos, hay un reclutamiento de macréfagos y un incremento en
citosinas como interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral a (TNF-a), los
cuales incrementan la inflamacion y se ha visto que estd asociado a un
incremento en el riesgo a desarrollar hipertensién, aterosclerosis (Hardy, Czech, &
Corvera, 2012) y ECV asociado a obesidad (McCracken y cols., 2018; Samson &
Garber, 2014).

El desarrollo de hipertensién es multifactorial, aunque esta mediado parcialmente
por la disfuncion endotelial causado por la generacién de especies reactivas a
oxigeno mediada por AGL. Por otra parte, la hiperinsulinemia induce el aumento
de la reabsorcion renal de sodio (Rochlani y cols., 2017), la activacion del sistema
nervioso simpatético, la inhibicion de la 6éxido nitrico sintasa y promueve los
efectos de las citosinas derivadas del tejido adiposo. También se observa una
hiperactividad en el sistema de la renina-angiotensina-aldosterona en la obesidad,
lo cual altera la tension arterial (Samson & Garber, 2014).
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Etiologia

Se sabe que el desarrollo del SM esta influenciado por causas genéticas,
ambientales y enfermedades preexistentes. Es posible que los genes que
influencian el desarrollo del prediabetes, sean los mismos que intervienen en el
fenotipo de SM (Samson & Garber, 2014). Por ejemplo, se han descrito genes que
incrementan el riesgo a desarrollar tanto SM como DT2, como son aquellos que
alteran la funcion de las células-B pancreaticas (variantes de CAPN10, factor de
transcripcion 7-tipo 2 (TCF7L2)) (Kang y cols., 2006; Perez-Martinez y cols., 2012,
Samson & Garber, 2014), genes asociados a un incremento en el IMC vy
mecanismos de sefializacion cerebral de saciedad (receptor de melacortina 4
(MC4R), gen asociado a masa grasa y obesidad (FTO), adiponectina (ADIPOQ) y
el receptor de leptina (LEPR)) (Perez-Martinez y cols., 2012), y genes implicados
en alteraciones de los niveles de triglicéridos (MLX interactin proteinlike,
(MLXIPL)). Sin embargo, se cree que estos genes explican solo una pequefia
parte de la susceptibilidad genética a desarrollar SM (Samson & Garber, 2014).

Estudios de la nutricion fetal en modelos animales, han encontrado factores
epigenéticos en el desarrollo de SM, ya que el retraso en el crecimiento
intrauterino puede dar como resultado una programacion en la expresion de genes
gue se manifiestan en forma de SM (Lusis, Attie, & Reue, 2008); esto sera
explicado con mayor detalle mas adelante.

Modelos de estudio del Sindrome Metabdlico

Debido a la naturaleza multifactorial del SM, se necesita seleccionar un modelo
experimental adecuado que mejor represente su fisiopatologia en humanos. Los
modelos animales mas utilizados para su estudio son las ratas y ratones, a los
cuales se les realiza ya sea una manipulacion de la dieta, modificacion genética o
administracion de farmacos (Wong y cols., 2016), siendo la dieta el principal
inductor del SM utilizado.

La dieta tiene un papel importante en el crecimiento y desarrollo como fuente de
nutricion, pero la composicion de la dieta es la que determina el estatus
nutricional. La alimentacién moderna, especialmente en paises occidentales, es
rica en carbohidratos como fructosa y sacarosa, asi como alta en grasas
saturadas.

La fructosa, debido a sus propiedades lipogénicas, es un componente que permite
facilmente desarrollar SM en modelos animales. La sacarosa, o azucar de mesa,
es la fuente principal de fructosa en la dieta occidental, por lo tanto, se ha usado
ampliamente para el estudio de las consecuencias de esta dieta. La alimentacion
con sacarosa ha mostrado resultados variables con respecto al desarrollo de
obesidad (Wong y cols., 2016), pero en general, se ha encontrado que induce
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lipogénesis en ratas, incrementa la concentracion de insulina, glucosa, leptina, TG
y AGL en plasma, asi como alteraciones en la tolerancia a la glucosa. Se ha
encontrado que ratas alimentadas con sacarosa presentan resistencia a la
insulina, sin cambios en concentraciones de glucosa e insulina en plasma en
ayuno, pero si una mayor concentracion de ambos de manera postprandial
(Santuré y cols., 2002). También se ha observado que la alimentacion con
sacarosa incrementa la presion sistélica en ratas, ademas, genera un incremento
en la masa ventricular sin fibrosis cardiaca y causa el desarrollo de esteatosis
hepatica (L. Brown & Panchal, 2011; W. Huang y cols., 2010; Wong y cols., 2016).

Una dieta alta en grasa, por otra parte, provoca intolerancia a la glucosa,
dislipidemia y una hiperglucemia moderada en la mayoria de las cepas de ratas y
ratones. En ratones, esta alimentacion aumenta el peso corporal, incrementa la
presion sistélica arterial e induce disfuncion arterial. Se ha reportado ampliamente
gue una dieta alta en grasa en modelos animales permite el desarrollo de las
complicaciones encontradas en el SM humano; como son fibrosis e hipertrofia
cardiaca, necrosis del miocardio y esteatosis hepatica (L. Brown & Panchal, 2011).

En diversos estudios se han usado combinaciones entre sacarosa y diferentes
fuentes de grasa para inducir los signos y sintomas del SM (L. Brown & Panchal,
2011). En roedores alimentados con una dieta alta en sacarosa y lipidos se
observa un incremento en el peso corporal y en los depdésitos de grasa abdominal,
hiperinsulinemia, hiperglucemia e hiperleptinemia. También se ha observado que
causa esteatosis hepatica e incrementa las enzimas lipogénicas hepaticas. Dadas
estas evidencias, y a que es una dieta muy similar a la consumida por los
humanos, se determina que una dieta alta en carbohidratos y lipidos es el mejor
modelo para estudiar el SM (L. Brown & Panchal, 2011).

Ambiente intrauterino como origen del desarrollo de lasalud y la
enfermedad

Diversos estudios epidemioldgicos y experimentales en animales, han encontrado
gue el ambiente en etapas tempranas del desarrollo influye en tanto en la salud,
como en el riesgo de desarrollar procesos fisiopatoldgicos crénicos, como son las
enfermedades no transmisibles (ENT), en las cuales hay una predisposiciéon
genética y fisioldgica acoplada al ambiente intrauterino y al estilo de vida en la
edad adulta. Dentro de las ENT se encuentran la diabetes, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades pulmonares cronicas y algunos tipos de cancer
(Hanson & Gluckman, 2014). A partir de estos estudios, Barker y colaboradores
propusieron la hipotesis del Origen del desarrollo de la salud y la enfermedad
(Developmental Origins of Health and Disease, DOHaD), en donde se postula que
la exposicion a ciertas influencias ambientales durante periodos criticos del
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desarrollo y el crecimiento pueden tener consecuencias significativas en la salud
del individuo a corto y largo plazo (Barker & Osmond, 1986).

Dentro de la hipotesis de DOHaD, existen tres principios que explican el
mecanismo que conduce a enfermedades en los adultos.

1. Plasticidad, describe la maleabilidad natural de la fisiologia y el cuerpo
humano. Por ejemplo, cuando el feto esta sometido a un flujo sanguineo
inadecuado a través de la placenta, las vias metabdlicas del feto se ajustan
para acoplarse a ese ambiente hostil.

2. Epigenética, modificaciones de los genes que no alteran la secuencia de
DNA pero si su expresion, y por lo tanto la transcripcion de la proteina. Las
modificaciones epigenéticas son el eje central del desarrollo de procesos a
través de la gestacion; son altamente modificables, ya que estan
influenciadas por factores ambientales internos y externos durante toda la
vida.

3. Programacion, relacion entre las alteraciones en o6rganos, estructura de
tejidos o vias funcionales en etapas tempranas del desarrollo, y los riesgos
a padecer enfermedades en etapas adultas. Al parecer hay periodos
especificos durante el desarrollo, en los cuales diferentes érganos y
sistemas son mas susceptibles a la programacion de la enfermedad.

Un ejemplo en donde se observan los tres principios de DOHaD, es cuando un
feto en la etapa de plasticidad del desarrollo es expuesto a un flujo sanguineo
placentario deficiente, esto lleva a cambios epigenéticos que alteran la produccion
de la insulina, y dichas modificaciones pueden ser permanentemente programadas
e incrementar el riesgo individual de desarrollar diabetes en la etapa adulta (Thiele
& Anderson, 2016). Otros ejemplos de factores que pueden alterar el desarrollo en
etapas tempranas son la obesidad materna, diabetes gestacional, parto por
cesarea, lactancia, sobrealimentacion del infante, exposicion a toxinas,
contaminantes, humo de tabaco y estrés psicoldgico (Hanson & Gluckman, 2014;
Marciniak y cols., 2017). Se debe tomar en cuenta que la mayoria de las ENT en
los adultos tienen una naturaleza compleja y la programacion confiere una
predisposicién para la enfermedad, pero sin ser una determinante absoluta.

Histéricamente se ha estudiado el papel de la desnutricion sobre el desarrollo de
enfermedades. En un estudio realizado por Barker en 1986, se encontr0 que
personas nacidas en areas de alta pobreza, con desnutricién, sobrepoblacion e
infecciones recurrentes, tenian un pobre desarrollo, y un mayor riesgo de muerte
por enfermedades coronarias cardiacas en adultos (Barker & Osmond, 1986).
Ademas se encontré6 que al tener un bajo peso al nacer, se incrementa la
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prevalencia de hipertension, enfermedad cardiaca coronaria, derrames y SM en el
adulto.

De manera epidemioldgica se han estudiado las consecuencias de eventos como
guerras y hambrunas sobre el desarrollo. Por ejemplo, en estudios de la cohorte
de hambruna del invierno de 1944-1945 en Alemania y Holanda, se encontré que
los individuos que en este periodo estuvieron in utero, tuvieron bajo peso al nacer
y una baja tolerancia a la glucosa en edad adulta (Ravelli y cols., 1998). En
adultos nacidos durante o después de la guerra civil en Nigeria (1967-1970), se
reporté un incremento en el riesgo a desarrollar hipertension en aquellos afectados
por hambruna materna o en etapas tempranas postnatales (Hult y cols., 2010).
También se ha descrito que individuos que sufrieron in utero de la gran hambruna
China de 1959-1961, tuvieron un mayor IMC en la edad adulta. Tanto en la
cohorte holandesa como en la cohorte china, se han encontrado datos
contradictorios respecto a la hipertension en individuos expuestos a hambruna
materna (Huang y cols., 2010; Yanping Li y cols., 2011), ya que hay
inconsistencias sobre su efecto en diferentes etapas del embarazo y vida
temprana. Ademas se debe considerar que los individuos no estuvieron
Gnicamente sometidos a una desnutricion, sino también a posibles cambios
importantes en su dieta y a una gran cantidad de estrés.

En diversos ensayos experimentales se ha demostrado que la nutricion
desbalanceada in utero afecta a un amplio nUmero de 6rganos y sistemas, como
son la funcion y metabolismo del cerebro (Gallagher y cols., 2005), el apetito, el
sistema nervioso simpatético (Samuelsson y cols., 2010), el eje Hipotalamico-
Hipofisiario-Adrenal (Poore & Fowden, 2002), ritmos circadianos (Vickers y cols.,
2003), rifidn, pancreas, higado, musculo esquelético, tejido adiposo pardo y tejido
adiposo blanco, hueso, y alteraciones en cardiomiocitos (Hanson & Gluckman,
2014; Marciniak y cols., 2017; Houde y cols., 2013)

Dieta materna alta en nutrientes

Recientemente se ha encontrado que el concepto de DOHaD también funciona en
un contexto donde hay un ambiente prenatal o neonatal excesivo en nutrientes. Se
ha reportado extensamente que la obesidad materna y la diabetes gestacional
estan asociadas a macrosomia fetal, al incremento de adiposidad de las crias y al
riesgo a desarrollar obesidad, hipertension, diabetes y ECV en etapas adultas.
Estos efectos en la descendencia estan relacionados con la exposicibn a un
ambiente hiperglicémico intrauterino (Hanson & Gluckman, 2014; Marciniak y
cols., 2017). Este mecanismo se ha asemejado en estudios con roedores, donde
en hembras alimentadas con una dieta rica en grasas durante el embarazo, se
promueve la adiposidad, dafos vasculares y metabdlicos, asi como signos de
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higado graso en las crias en etapa adulta (Keleher y cols., 2018; Gosh y cols.
2001; Slater-Jefferies y cols., 2010).

Una preocupacion creciente es la transmision del riesgo a desarrollar diabetes de
generacion en generacion; ya que cada vez es mayor el nimero de mujeres que
presentan DT2 durante sus afios reproductivos, y se ha encontrado que los hijos
de las madres con diabetes tienen una mayor tendencia a la obesidad y
desarrollar esa misma enfermedad. Esta preocupacion no soélo se limita a madres
con DT2, ya que en estudios de metanalisis se demostré que los hijos de madres
gue padecieron diabetes gestacional tienen mayor riesgo de desarrollar obesidad,
resistencia a la insulina y mayor presion arterial (Aceti y cols., 2012).

El transporte de nutrientes entre la madre y el feto ocurre exclusivamente
mediante la placenta; y una restriccion calérica, una dieta obesogénica o la
exposicidn a ciertos farmacos, alteran la funcion placentaria mediante cambios en
la expresion génica, cambios epigenéticos, enddcrinos o metabdlicos que
modifican la funcion de transportadores de aminoacidos y glucosa, enzimas,
hormonas y vascularizacion de la placenta (Marciniak y cols., 2017). Por ejemplo,
se ha observado una alteracién en la metilaciéon del gen ABCAL, implicado en la
homeostasis del colesterol, en placenta y sangre de cordén umbilical en mujeres
con intolerancia a la glucosa durante el embarazo (Hanson & Gluckman, 2014).

Conejo como modelo de estudio

Diversos animales como roedores (Neitzke y cols., 2008), largomorfos (Menchetti,
y cols., 2015), ovejas (Zhu y cols., 2010) o primates no humanos (Chavatte-Palmer
y cols., 2016) han sido utilizados como modelo de estudio de los mecanismos que
llevan a DOHaD. La eleccion del modelo animal es importante ya que dependera
de su similitud con la anatomia, fisiologia y metabolismo del humano, asi como el
tiempo de gestacion. El conejo ha sido utilizado anteriormente como modelo de
aterosclerosis y desérdenes metabdlicos, debido a que su metabolismo lipidico es
similar al humano al presentar altos niveles de LDL plasmatico, y ser altamente
sensible a desarrollar tanto ateroesclerosis como los componentes del SM
mediante una dieta alta en sacarosa vy lipidos (Arias-Mutis y cols., 2017; Fan &
Watanabe, 2003; Lozano y cols., 2019; Wagqgar y cols., 2010). También ha servido
para estudiar la programacién metabdlica fetal (Fischer y cols., 2012), ademas de
desérdenes del metabolismo lipidico entre madre y feto, en donde se ha
encontrado que al alimentar con una dieta obesogénica a las madres antes y
durante la gestacion induce a la obesidad en las crias (Napoli y cols., 2000;
Palinski y cols., 2001; Picone y cols., 2011).

La placenta de conejos se desarrolla de manera discoidal hemocorial, al igual que
la de humanos y roedores (Furukawa, Kuroda, & Sugiyama, 2014). Mientras que

21



los roedores tienen una placenta hemotricorial, los conejos tienen una estructura
hemodicorial, es decir, con dos capas de células coridnicas entre la sangre
materna y feto, por lo que es mas similar a la estructura hemomonocorial, con una
capa de células coridnicas, encontrada en los humanos en el Ultimo semestre de
gestacion. Por este motivo, el uso del conejo es preferente para el estudio de la
transferencia de nutrientes entre la madre y el feto (Fischer y cols., 2012).
Ademas, debido a su tiempo de vida largo a diferencia de los roedores, permite
explorar las consecuencias de enfermedades crénicas (Lozano y cols., 2019).

Calpainas

Las calpainas (EC 3.4.22.17; Clan CA, family CO2) son grupo de proteasas de
cisteinas no lisosomales intracelulares caracterizadas por poseer un dominio de
proteasa de cisteina (CysPc) homdlogo a p-calpaina o m-calpaina humanas (Ono
& Sorimachi, 2012), y se definen como proteasas citosélicas con actividad
proteolitica dependiente de Ca®" a un pH neutro. Los miembros de esta familia se
encuentran en casi todas las células eucariotas y en algunas bacterias. En
humanos hay 15 genes que codifican para las calpainas, denominados CAPNn
(n=1-3, y 5-16), cada uno de los cuales genera uno o mas transcritos e isoformas
a nivel de proteina (CAPNn), constituyendo asi una superfamilia de mas de 50
especies moleculares (Ono, Saido, & Sorimachi, 2016). Ademas, el sistema
proteolitico de las calpainas incluye dos genes para las subunidades reguladoras
(CAPNS1 y CAPNS2), y un gen para la calpastatina (CAST), que es el inhibidor
enddgeno de las calpainas convencionales (Ono & Sorimachi, 2012).

Las calpainas se clasifican de acuerdo a la presencia o ausencia de ciertos
dominios proteicos. Se clasifican en convencionales, clasicas, no clasicas, ubicuas
y o tejido especifico.

Calpainas convencionales

Las calpainas convencionales han sido las mas estudiadas y con mayor expresion
ubicua en mamiferos. En este subgrupo se encuentran la p-calpaina y m-calpaina,
las cuales son heterodimeros que consisten en una subunidad menor regulatoria
(CAPNS1/30K, de 30 kDa) y una subunidad mayor (CAPN1 o CAPN2 de 80 kDa).
Estas dos calpainas comparten un 60% de identidad de aminoacidos, tienen
sustratos y sitios inhibitorios en comun, y ambas son expresadas ubicuamente. Sin
embargo, difieren ampliamente en su requerimiento de Ca?" in vitro para su
actividad proteolitica (UM contra mM respectivamente) y en los mecanismos de
activacion inter-dominios, los cuales son altamente especializados para cada
molécula (Maki y cols., 1987).

Las subunidades cataliticas de CAPN1 y CAPN2 estan formadas por los
siguientes dominios:
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e El dominio N-terminal de a-hélice o dominio I. Este dominio es autolisado
cuando es activado por Ca?*, resultando en su habilidad para funcionar a
menores concentraciones de Ca?*, con diferente especificidad de sustrato;
este es uno de los mecanismos regulatorios de la actividad de calpainas.

e EIl dominio catalitico CysPc o dominio Il. Esta constituido por los dominios
PCl y PC2 (protease core 1y 2). Estos dos dominios, al estar separados
uno del otro, mantienen a los residuos de aminoacidos de la triada catalitica
(Cysl115 en PC1, y His272 y Asn296 en PC2 de CAPNL1) en un estado no
funcional hasta que la unién de Ca** a los motivos de unién de Ca+
permiten la rotacion del subdominio PC2, generando la formacion de un
dominio CysPc unico y funcional (Ono & Sorimachi, 2012).

e Laregion B-sandwich del tipo de calpaina (calpain-type B-sandwich, CBSW)
o dominio Ill. Compuesto por ocho laminas 3 antiparalelas.

e El dominio penta-mano EF o dominio IV (penta-EF-hand of the large
catalytic subunit, PEF(L)).

La subunidad reguladora CAPNSL1 esta conformada por:

e Un dominio penta-mano EF o dominio IV (penta-EF-hand of the small
regulatory subunit, PEF(S)).
e Un grupo rico en residuos de glicina o dominio V (Gly-rich, GR).

(Ono y cols., 2016; Ono & Sorimachi, 2012)

Calpainas clasicas y no clasicas

Las calpainas clasicas son aquellas que, ademas del dominio CysPc, presentan
los dominios CBSW y PEF. Este grupo esta integrado por las CAPN1/uCL,
CAPN2/mCL, CAPN3/p94, CAPNS8/nCL-2, CAPN9/nCL-4, y CAPN11-14. Por otra
parte, las calpainas no clasicas son aquellas que no tienen ni el dominio CBSW ni
el dominio PEF, es decir las calpainas CAPN5/hTRA3, CAPN6/CANPX,
CAPN7/PalBH, CAPN10, CAPN15/SOLH, CAPN16/demi-calpain.

Estructura y funcidn de la calpastatina

La calpastatina (CAST) es el uUnico inhibidor enddégeno de las calpainas
convencionales, es altamente especifica y no inhibe otras enzimas. Cada molécula
de CAST tiene una unidad inhibitoria que se repite cuatro veces, y cada unidad
inhibe una molécula de calpaina (Ono & Sorimachi, 2012). La secuencia primaria
de CAST es menos conservada entre especies que las calpainas. De acuerdo a
ensayos in silico de alineacion de las secuencias proteicas, la CAPN1 de rata y
conejo tienen 89% y 88% de similitud con la humana, respectivamente; mientras
que para CAST solo tienen 66% y 75% de similitud (Sorimachi & Ono, 2012).
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Figura 2. Miembros de la familia de las calpainas clasificadas por su expresién y estructura.
Modificada de (Ono & Sorimachi, 2012)

Funcion de las calpainas

A la fecha, se desconoce la manera en que las calpainas reconocen a sus
sustratos (Shinkai-Ouchi y cols., 2016) ya que aunque cortan en los mismos sitios
de una proteina, no seleccionan estos sitios de forma secuencia-dependiente de la
proteina blanco (Ono & Sorimachi, 2012). Se ha demostrado, en estudios a gran
escala, que esta especificidad por el sitio de corte estd dada por la distancia del
extremo N-terminal con el sitio de corte, asi como la estructura secundaria y
terciaria de sustrato (Shinkai-Ouchi y cols., 2016). Algunos de los sustratos
conocidos de las calpainas son: proteinas asociadas al citoesqueleto y la
membrana (MAP1, MAP2, all-espectrina, B-espectrina, talina y vimetina), enzimas
(PKC, PARP y p35), transductores de sefales (STAT5, STAT3) y factores de
transcripcion (C-Fos; C-un; NF-kB, e IkB) (Lopatniuk & Witkowski, 2011).

Las calpainas proteolisan a sus sustratos en un namero limitado de sitios, que
permiten transformar o modular su estructura y actividad (Ono y cols., 2004,
2010). Por lo tanto se considera que las calpainas tienen un papel en regulacion
mas que en degradacion. Ademas, a diferencia del sistema de ubiquitina y
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autofagia, que requieren de diversos pasos mediados por muchas proteinas, la
funcién de la calpaina reside Unicamente en una o dos moléculas.

A través de la protedlisis parcial de sus sustratos, las calpainas regulan diversos
procesos fisiologicos como la remodelacion del citoesqueleto, movilidad celular,
desarrollo embrionario, transduccion de sefiales, apoptosis, ciclo celular,
potenciacion a largo plazo de la transmisién sinaptica y la expresion génica
(Donkor, 2015). La importancia fisiolégica de las calpainas se refleja en la
variedad de los defectos causados por la alteracion en la funcion de las calpainas
en diversos tejidos y organismos.

Calpainas involucradas en patologias

Existen enfermedades en las que la actividad de las calpainas puede causar o
exacerbar dichas patologias, tales son los desérdenes neurodegenerativos como
enfermedad de Parkinson y Alzheimer, accidente cerebrovascular, hipertension,
ateroesclerosis, desordenes cardiovasculares, isquemia (por sobre activacion de
CAPN1 y CAPN2), cancer, cataratas (por sobre activacion de CAPN1, CAPN2 e
isoformas de CAPNS3), Ulcera gastrica (por disminucién en la actividad de CAPN8 y
CAPN9), y DT2 (por desregulacion de CAPN1, CAPN2 y CAPN10) (Ono y cols.,
2016; Panico y cols., 2019; Zatz & Starling, 2005).

Por otra parte, las calpainopatias son enfermedades causadas por un defecto en
los genes de las calpainas que originan la pérdida o ganancia de la funcion. Entre
los ejemplos de calpainopatias se encuentran la distrofia muscular de la cintura y
extremidades (mutaciones en CAPN3) y vitreoretinopatia inflamatoria autosémica
dominante (mutaciones en CAPN5) (Ono y cols., 2016).

Alteraciones metabdlicas asociadas a calpainas

En el afio 2000 se identificaron algunos polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs) intrénicos en el gen CAPN10 en poblacion México-americana: SNP-43
(G>A), -63 (C>T) y la insercién/delecion de 32 pb, (InDel-19) (; los cuales
conforman un haplotipo de riesgo que aumenta hasta 2.9 veces la probabilidad de
desarrollar DT2 (Flores-Martinez y cols., s/f; Horikawa y cols., 2000; Senemar,
Edraki, & Toosi, 2016). Si bien, en estudios individuales se han mostrado ciertas
controversias para replicar dicha asociacion en otras poblaciones, se han
realizado metanalisis que encuentran una fuerte asociacion del SNP-43 y SPN-44
con un incremento en el riesgo de padecer DT2 de un 19% y 17%
respectivamente (Panico y cols., 2014). Hasta el dia de hoy no hay una
explicacion molecular de por qué estos SNP causan dicha susceptibilidad, se ha
reportado que en individuos homdcigos G/G en UCSPN-43 hay una menor
expresion de CAPN10 a nivel de mRNA en musculo esquelético (Panico y cols.,
2014).

25



Debido a que de estos polimorfismos en el gen CAPN10 fueron las primeras
variantes génicas, identificadas mediante estudios de asociacion de genoma
completo (GWAS) (Horikawa y cols., 2000), asociadas a un mayor riesgo de
desarrollar DT2, se han realizado diversos estudios enfocados en determinar el
papel que tiene el sistema de las calpainas en la homeostasis de la glucosa
(Horikawa y cols., 2000; Turner, Cassell, & Hitman, 2005). Sato y colaboradores
encontraron que en ratas Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF), un
modelo animal que desarrolla espontaneamente un fenotipo similar a la DT2 en la
semana 18, la expresion de CAPN10 en higado, tejido adiposo y leucocitos esta
disminuida aun antes de que los animales desarrollen la enfermedad (SATO,
2003). Esto sugiere, que la desregulacién de CAPN10 podria reflejar alteraciones
en los organos involucrados en la homeostasis del cuerpo, y que podria funcionar
como marcador del desarrollo de DT2 (Covington & Schnellmann, 2012; Sato y
cols., 2003).

A nivel molecular y celular, se ha descrito que una estimulacién aguda (60
minutos) o crénica (3.5 a 10.5 dias) con elevadas concentraciones de glucosa (15
o 28 mM) induce un aumento en la abundancia a nivel de proteina de las
isoformas de 54 y 64 kDa de CAPN10 en la linea celular de insulinoma INS-1.
Ademas, se ha descrito que la isoforma de 54 kDa de CAPN10 interactta con los
granulos secretores de insulina, donde escinde la proteina SNAP-25, favoreciendo
la secrecion de insulina inducida por un coctel de secretagogos (Marshall y cols.,
2005; Turner y cols., 2007).

También se ha involucrado a CAPN10 con el transporte de la glucosa en
adipocitos y células de musculo esquelético. EI knockdown de CAPN10 en
adipocitos 3T3-L1 disminuye la captacién de glucosa estimulada por insulina, en
parte por alteraciones en la reorganizacién de los filamentos de actina y una
menor translocacion del transportador de glucosa GLUT4, a la membrana
plasmatica (Paul y cols., 2003). Mientras que el knockdown de CAPN10 en
miotubos humanos, reduce la captacion de glucosa estimulada por insulina sin
alterar la fosforilacion de la proteina cinasa B (Akt) ni los niveles de expresion de
GLUT1 o GLUT4 (Brown, Yeaman, & Walker, 2007). Sin embargo, los
mecanismos precisos que son regulados por esta proteasa, asi como sus blancos
moleculares no se han definido.

Se ha observado que la concentracién de glucosa extracelular, y la DT2 tienen
diversos efectos en la actividad de calpainas. En estudios en linfocitos de
donadores con DT2 y donadores sanos se encontro que las células de individuos
con DT2 captan menos glucosa (Pigtkiewicz, Czech, & Taton, 2007). Ademas, en
nuestro grupo de trabajo, se ha determinado que las calpainas de los linfocitos de
donadores control incrementan su actividad en respuesta a altas concentraciones
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de glucosa (15.6 mM), mientras que en los linfocitos de donadores con DT2, la
actividad de estas proteasas no incrementa en respuesta a la glucosa extracelular
(Diaz-Villasefior y cols., 2008).

También se ha reportado que las calpainas pueden tener un papel importante
sobre la actividad de la insulina. CAPNL1 esta involucrada en la sintesis y secrecién
de insulina en células B-pancreaticas; ya que escinde a ICA512-TMF, un miembro
de la familia de receptores de tirosina, generando un fragmento (ICA512-CCF) que
promueve el recambio de los granulos secretores de insulina, asi como la
transcripcion de genes involucrados en la formacion de éstos (Ort y cols., 2001;
Trajkovski y cols., 2004, 2008). Por otra parte, en células HepG2 se encontroé que
altas concentraciones de glucosa incrementan la secrecion de exosomas con
CAPN2, la cual corta el dominio extracelular del receptor de insulina, afectando
directamente al sefialamiento intracelular de insulina (Yuasa et a y cols., 2016).

Al sobre-expresar CAST en el musculo esquelético de ratones transgénicos se
observa una disminucion en los niveles de Akt, importante en la translocacion de
las vesiculas de GLUT4 a la membrana celular inducida por insulina (Spencer &
Mellgren, 2002). Este mismo estudio revelé que la CAPN2 es capaz de cortar a
GLUT4 en su region C-terminal in vitro, lo que sugiere que las calpainas son
capaces de modular la estabilidad de los transportadores de glucosa (Branca,
2004; Mackenzie & Elliott, 2014; Otani y cols., 2004). Por otra parte, en adipocitos
se encontré que la sobre-expresiéon de CAST promueve la diferenciacion de pre-
adipocitos mesenquimatosos de raton (ST-13), y disminuye la captacion de
glucosa estimulada por insulina (Yajima y cols., 2006). Esto demuestra que las
calpainas convencionales, CAPN1 y CAPN2, regulan la homeostasis de la glucosa
en diversos tejidos.

Mushtaq y colaboradores (2015) encontraron un incremento en la abundancia
proteica de CAPNL1 y especies reactivas de oxigeno en suero de pacientes con
DT2 que sufrieron infarto al miocardio. Asimismo, se ha encontr6 un aumento en la
actividad de las calpainas en cardiomiocitos estimulados con altas
concentraciones de glucosa y en corazones hiperglicémicos in vivo, siendo que la
CAPN1 puede inducir la apoptosis a través de la regulacion negativa de la
actividad de Na+/K+/ATPasa (Y. Li, Li, Feng, Arnold, & Peng, 2009). En ratas con
diabetes inducida por estreptozocina, donde hay una hipertrofia cardiaca, se
presenta un incremento en la actividad de las calpainas y en la expresion proteica
de CAPN1, posiblemente inducida por estrés oxidativo e inflamacion mediada por
NF-kB (Han y cols., 2019). Por lo tanto, se ha sugerido que la actividad de las
calpainas puede ser importante para el desarrollo de cardiomiopatias diabéticas.
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El incremento de CAPN1 se ha visto relacionado con alteraciones vasculares
asociadas a la acumulacion de placa dentro de las arterias. En ratones diabéticos
se encontré un incremento en la expresion de CAPN1 en arterias mesentéricas,
que puede iniciar la disfuncién endotelial al disminuir la conversion de PGH2 a
PGI2 al inactivar a la PG2 sintasa (Randriamboavonjy y cols., 2017). PGI2 es
miembro de las prostaglandinas que inhibe la activacion plaquetaria y leucocitaria,
ademas de ser un potente vasodilatador, por lo tanto, una disminucién de su
produccion promueve el desarrollo de la enfermedad de la arteria coronaria,
hipertension, falla cardiaca y diabetes (Van Huyen y cols., 2010). También se ha
encontrado un incremento en la actividad de las calpainas y un aumento en la
expresion de CAPN1 en aorta de ratas alimentadas con una dieta alta en
colesterol. Ademas, en el mismo estudio se encontr6 que al inactivar a las
calpainas, se inhibe el desarrollo de aterosclerosis (L. Yu y cols., 2018) al evitar la
degradacion de ABCAL por las calpainas, dando como resultado un incremento en
la biogénesis de HDL (Yokoyamay cols., 2012).

Se ha encontrado que el sistema de calpainas podria estar involucrado en la
funcién de la autofagia, que se trata de un proceso de degradacion intracelular, el
cual es considerado una respuesta adaptativa al estrés o al dafio celular. En
obesidad hay una disminucién de la capacidad autofagica hepéatica, y esto resulta
en resistencia a la insulina (Yang y cols., 2010). Ademas, se ha reportado que
Atg7 y Atg3, proteinas involucradas en el mecanismo de autofagia, son blancos
del sistema de calpainas (Zhao y cols., 2016). En el higado de ratones obesos se
ha encontrado una disminucién de Atg7, acompafiado de un incremento de la
expresion de CAPN2 y de hepatocitos con esteatosis (Yang y cols., 2010; Zhao y
cols., 2016), fendbmeno que se vio restaurado utilizando inhibidores de las
calpainas. Esto demuestra que las calpainas podrian tener un papel importante en
mecanismos asociados a resistencia a la insulina y obesidad.
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JUSTIFICACION

La prevalencia del sindrome metabodlico en México y en el mundo ha incrementado
considerablemente en los Ultimos afios, y se sabe que la exposicién a dietas
desequilibradas es de las principales causas de estas alteraciones. Por otra parte,
el ambiente intrauterino es de gran importancia para el desarrollo de la salud y de
procesos patologicos a corto y largo plazo. La exposicion a una dieta materna
excesiva en nutrientes puede tener consecuencias significativas en la salud del
individuo, como es el desarrollo de SM. Aunque se conocen ampliamente los
efectos de una dieta hiperglucemiante e hiperlipidica en la incidencia del SM y
DT2, y sus consecuencias en el embarazo y en la descendencia; poco se ha
estudiado sobre los efectos de ésta en la funcionalidad de proteinas implicadas en
el desarrollo de DT2, como son las calpainas. Por lo tanto, este trabajo pretende
establecer si las calpainas de individuos adultos responden a estimulos
ocasionados por una dieta alta en lipidos y carbohidratos in Utero, usando un
modelo de conejo.

HIPOTESIS

La exposicién in utero a una dieta alta en lipidos y carbohidratos induce una
desregulacion en la expresion y funcionalidad de las calpainas que participan en la
regulacion de la glucosa (CAPN1, CAPN2 y CAPN10), efecto que se detona si hay
una exposicion en la etapa adulta a la misma dieta.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la actividad y expresion de las calpainas involucradas en la regulacion
de la glucosa es alterada por la exposicion, in utero y en la etapa adulta, a una
dieta alta en lipidos y carbohidratos en un modelo de conejo.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si la exposicion a una dieta alta en carbohidratos y lipidos en la
adolescencia y embarazo, o in utero, afecta la actividad de las calpainas en
presencia de 5.6, 11.1 y 15.6 mM de glucosa extracelular, en linfocitos de
conejo.

2. Evaluar la abundancia de CAPN1, CAPN2, CAPN10 y CAST en tejido hepético
y muscular de las crias provenientes de madres alimentadas con una dieta alta
en carbohidratos y lipidos, después de un reto metabdlico con la misma dieta.

3. Correlacionar la abundancia de las calpainas en tejido hepatico y muscular con
los pardmetros bioquimicos evaluados en la sangre de las crias.
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MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron realizados de acuerdo a la Guia de cuidado y uso de
animales del laboratorio del National Institutes of Health (NIH Pub. No. 86-23,
1996) y la guia del tratamiento de animales en la investigacién del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM). EIl protocolo fue revisado y aprobado por el Comité de uso y cuidado
animal del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, previo a la realizacion
de este estudio (ID:198).

Mantenimiento de los conejos

En este estudio se utilizd la cepa Chinchilla del conejo doméstico (Oryctolagus
cuniculus) criados y mantenidos en el Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM. Se resguardaron a 25 conejas hembras virgenes en jaulas de acero
inoxidable individuales (120x60x45 cm), y se mantuvieron en un ciclo de luz y
oscuridad de 16/8 horas respectivamente (las luces fueron encendidas a las 09:00
hrs). La temperatura ambiente fue regulada a 20 + 2°C con una humedad relativa
entre el 40 y 60%. Durante toda la experimentacién, el alimento y agua se
administraron ad libitum.

Dieta

Al cumplir 10 semanas de edad, las conejas fueron alimentadas con la dieta de
conejo estandar (Conejo Ganador, Malta Cleyton, México; CON, n=8), o una dieta
rica en grasa Yy carbohidratos (SN, n=12). Dicha dieta consisti6 en una
suplementacién del alimento estandar con 0.1% de colesterol (Sigma, USA), 4%
de aceite de soya (Sigma, USA) y 15% de azlcar refinada (Great Value); de tal
manera que la dieta SN se caracteriz6 por ser alta en grasas (4.5% kcal) e
hidratos de carbono (2.59% kcal) y baja en proteinas (-7,1% kcal) respecto al
porcentaje de kcal de dichos macronutrientes presentes en la dieta CON. La
composicién de cada una de las dietas se presenta en la Tabla 1.

Al lote de las conejas alimentadas con dieta SN, se les administr6 dicha dieta por
8 semanas consecutivas y posteriormente, para evitar abortos espontdneos, dos
semanas previas a la cruza, recibieron 6 dias de alimentacion CON seguida por un
dia de dieta SN. En la semana 20 de edad, las conejas de ambos grupos fueron
cruzadas con machos de 24 semanas de edad de la misma cepa, alimentados con
la dieta CON. Debido a que el consumo crénico de la dieta SN afecta la fertilidad y
el mantenimiento de la gestacion en las hembras, se les administrd 30 Ul de
gonadotropina corionica humana (Chorulon, Intervet, México) via intravenosa 3
minutos previo al apareo; mientras que al grupo con dieta CON se le administro
agua destilada. Durante el periodo de gestacion, se mantuvo con la dieta CON al
grupo control, mientras que el grupo sobrenutrido tuvo acceso a la dieta SN cada
tercer dia; de tal manera que mantuvieran los valores hiperglucémicos e
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hiperlipidémicos registrados previo a la cruza. A pesar de que el consumo de la
dieta SN no modificé el peso corporal, la presion arterial ni la ingesta calorica
semanal de las hembras sobrenutridas, si generd dislipidemia en las hembras

sobrenutridas, asi como un

incremento en el peso del higado y el corazén y

alteraciones en la concentracion de glucosa en sangre (Viveros-Moreno,2015).

Tabla 1. Composicién nutrimental de la dieta (Modificado de Viveros-Moreno, 2015).

COMPONENTE DIETA CONTROL DIETA SOBRENUTRIDA
Materia seca 94.39% 87.20%
Humedad 5.61% 12.80%
g (%) Kcal % Kcal g (%) Kcal % Kcal
Proteina cruda | 15.73 62.92 21.78 11.22 44.88 14.68
Lipidos 3.83 34.47 11.93 5.58 50.22 16.43
Minerales totales | 11.56 7.58
(Cenizas)
Fibra cruda | 15.39 10.21
Hidratos de carbono | 47.87 191.48 66.28 52.61 210.44 68.87
digeribles (Extracto libre
de nitrégeno)
Energia metabolizable 2542 .57 Kcal/kg 2609.15 Kcal/kg

Composicién quimica de las dietas por 100 g de alimento, base hiumeda. La energia
obtenda de proteinas, lipidos e hidratos de carbono fueron calculados a partir de los
derivados del analisis quimico proximal.

A partir de 15 camadas se obtuvieron 51 conejos crias, sin diferencias
significativas en el nimero de crias por camada de acuerdo a la dieta de la madre.
Fueron pesados, marcados y divididos en dos grupos de acuerdo a la dieta que
llevaron las madres: aquellos nacidos de madres alimentadas con dieta CON, o de
madres alimentadas con la dieta SN. Las crias fueron mantenidas en cajas
aisladas con un ciclo de luz y oscuridad 12/12 (se encendio la luz a las 12 hrs), se
mantuvieron a temperatura ambiente y humedad de 40 a 60%, y durante los
primeros 31 dias de vida fueron alimentadas por 10 minutos al dia por conejas
nodrizas que eran alimentadas con la dieta CON. Del dia 32 al 36 después del
nacimiento, o etapa de destete, las crias fueron alimentadas gradualmente con
dieta CON. A partir del dia 37 y hasta la semana 62 de edad, los conejos fueron
alimentados unicamente con la dieta CON. En la semana 62 de edad, los conejos
fueron sometidos a un reto metabdlico con la dieta SN por un mes. De tal manera,
que se obtuvieron cuatro grupos como se observa en la Figura 4. Pasado este
tiempo, se eutanasiaron los conejos por decapitacion, y se tomaron muestras de
sangre, del I6bulo izquierdo del higado y del masculo gastrocnemo.
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Grupo control Dieta CON
Grupo sobrenutrido . Alternancia entre dietas
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(semanas)
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de dieta (F1)
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Edad

(semanas) 10 13 57
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Figura 3. Disefio experimental. Lineas del tiempo que representan el tiempo en que los conejos
madres (F0) o crias (F1) fueron alimentados a la dieta SN o CON. Las lineas negras inferiores
representan los eventos importantes en el disefio experimental.

Crias (F1) 62 a 66
semanas de edad

Madres (FO)

Crias con dieta control (CON-CON)
Conejas con dieta 21 crias n=10

control (CON) )

n=8 Crias con dieta sobrenutrida (CON-SN)
n=11

Crias con dieta control (SN-CON)
Conejas con dieta 28 crias n=14
sobrenutrida (SN) —

n=12 Crias con dieta sobrenutrida (SN-SN)
n=14

Figura 4. Reto metabdlico en crias. De 8 conejas alimentadas con la dieta CON antes y durante
el embarazo, se obtuvieron 21 crias, de las cuales, 11 fueron alimentadas con la dieta SN de la
semana 62 a 66 de edad. De 12 conejas alimentadas con la dieta SN antes y durante el embarazo,
se obtuvieron 28 crias, de las cuales, 14 fueron alimentadas con la dieta SN de la semana 62 a 66
de edad.

Procedimiento de toma de muestra
Se tomaron muestra de sangre de la oreja de las conejas hembras con ayuno de
12 horas, en las semanas 4, 8 y 10 del inicio de la dieta; y en los conejos crias en
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las semanas 10, 13, 57 y 66 de edad. La sangre fue almacenada en tubos de 1.5
mL con 25 pL de heparina para su inmediato uso para el ensayo de actividad de
calpainas.

Actividad de calpainas por citometria de flujo

Para la realizacion de este ensayo, todos los reactivos se mantuvieron a 37°C y
cubiertos de la luz. Para cada reaccién, se tomaron 25 pL de sangre y se
adicionaron 75 pL de amortiguador de Krebs Ringer Hepes (KRH) con sustrato
fluorogénico CMAC, t-BOC-Leu-Met (10 puM, Molecular Probes) al 0.5%, con
diferentes concentraciones de glucosa (5.6, 11.1 y 15.6 mM). Como control
negativo se utilizé6 una solucion de KRH con 5.6 mM de glucosa sin sustrato
fluorogénico. Se mezclaron los tubos delicadamente y se incubaron por 12
minutos a 37°C. Posteriormente se adicionaron 400 pL de Phosflow 1x. Se
incubaron por 30 minutos a 37°C en agitacion minima y se centrifugaron a 4000
rpm por 5 minutos a 4°C. Se recuperé el paquete celular, al cual se le adicionaron
300 pL de paraformaldehido al 4% en solucion amortiguadora de fosfato salino
(PBS) y se evaluaron 10,000 linfocitos por muestra en el canal VL1 del Citémetro
Attune Azul-Violeta (Applied Biosystems). Se realizaron duplicados técnicos.

Se utilizd el software FlowJo V10.5.0 (FlowJo) para seleccionar la poblacion
linfocitaria con ayuda de un grafico de tamafio contra granularidad (FSC vs SSC),
y se midié de la mediana de la intensidad de la fluorescencia (MIF), causada por la
degradacion del sustrato.

Glutation
(GSH)

CMAC, t-BOC-Leu-Met . > t-BOC-Leu-Met-MAC-SG
Glutation transferasa

’f'\'i’:-‘

t-BOC-Leu-Met ‘_;i'? Kk Calpaina
JEDN
» 7.

Membrana celular

Figura 5. Fundamento de la hidrdlisis del sustrato fluorogénico CMAC, t-BOC-Leu-Met para
medir actividad de calpainas. El sustrato fluorogénico CMAC, t-BOC-Leu-Met es permeable y en
el interior de la célula se conjuga con glutation (GSH) para formar un compuesto que se hidroliza
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por accién de las calpainas, generando el complejo CMAC-GS, capaz de emitir fluorescencia.
Modificada de: (Rosser, Powers, & Gores, 1993).

Extraccion y cuantificacion de proteinas de muestras de higado y musculo
de crias posterior al reto metabdlico

Las muestras fueron lisadas con amortiguador RIPA en presencia de inhibidores
de proteasas y fosfatasas y acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 5 mM (Thermo
Fisher Scientific). Con ayuda de un sonicador el tejido fue disgregado a 4°C. El
lisado fue centrifugado a 14 000 rpm por 18 minutos a 4°C y se recupero el
sobrenadante, al cual se le determiné la proteina total por el método Lowry (DC
Protein Assay, Bio-Rad) utilizando albimina sérica bovina (Bio-Rad) como
estandar de concentracion.

Determinacion de la abundancia proteica por Western Blot

La proteina extraida de la muestra de higado o musculo correspondiente se afor6
con el amortiguador de carga (Tris 0.5 M pH 6.8, glicerol 10.5%, dodecilsulfato
sbédico (SDS) 10%, azul de bromofenol 0.05%) y, para la inmunodeteccion de
CAPN1, CAPN2, CAPN10, se adicion6 [(-mercaptoetanol al 5% y se
desnaturalizaron a 85°C por 5 minutos.

Para detectar CAPN1 y CAPN10 se corrieron 20 ug de proteina por carril en geles
de SDS-poliacrilamida al 12%. Para CAPN2 se corrieron 40 ug en geles al 12% y
para calpastatina se corrieron 15 pg de proteina en geles al 10%. Posteriormente
las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa en una camara semi-
humeda (BioRad) a 15 Volts durante 50 minutos. Posterior a la transferencia, los
geles fueron tefidos con Azul de Coomassie al 0.1% (#1610436, BioRad). Las
membranas se bloquearon con leche baja en grasa (Santa Cruz Biotechnology) al
4% en TBS + 0.1% de Tween-20 durante una hora en agitacion constante.
Posteriormente se incubaron a 4°C toda la noche con los anticuerpos primarios
correspondientes: anti-calpaina 1 de raton (ab3589, Abcam, FD 1:1000); anti-
calpaina 2 de ratén (C268, Sigma-Aldrich, FD 1:500), anti-capaina 10 de conejo
(ab28226, Abcam, FD 1:1000), anti-calpastatina de conejo (ab28252, Abcam, FD
1:10,000) en leche baja en grasa al 4% en TBS-Tween. Al dia siguiente las
membranas se lavaron tres veces con TBS-Tween y se incubaron por una hora a
temperatura ambiente y en agitacion constante con los anticuerpos secundarios
conjugados con la peroxidasa de rabano picante: anti-raton de cabra (sc-2005,
Santa Cruz Biotechnology; FD 1: 4000) y anti-conejo de cabra (sc2004, Santa
Cruz Biotechnology; FD 1:3000).

Para la deteccion de B-Actina se empled el anticuerpo primario anti-actina de
cabra (sc-1616, Santa Cruz Biotechonology; FD 1:1000) y el anticuerpo
secundario anti-cabra de burro (sc-2020, Santa Cruz Biotechonology; FD 1:1000).
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Ambos anticuerpos se incubaron en leche baja en grasa al 4% en TBS-Tween
durante una hora a temperatura ambiente.

Las inmunotransferencias se revelaron y digitalizaron con el sistema de
peroxidasa — Enhanced Chemiluminiscence Prime (ECL Prime) TM Western
Blotting Analysis System (GE Healthcare, Amersham) en un fotodocumentador
para quimioluminiscencia D-DiGit (LI-COR Bioscience).

Para el analisis de los inmunoblots de Western Blot se midié la densidad 6ptica
(OD) de las bandas con el software ImageStudio Lite V5.2 y los datos se ajustaron
a los niveles de proteina total del gel tefiido con Azul de Coomassie después de la
transferencia.Coomassie. Posteriormente, los datos fueron normalizados con
respecto al valor del control (CON-CON) de la membrana.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con los programas GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software) y RStudio V 1.1.463. Se determind el tipo de distribucién de las
variables mediante una prueba de normalidad Shapiro-Wilk. Se realizaron analisis
de varianza (ANOVA) de dos vias con post hoc Sidak o Tuckey para
comparaciones multiples. Para el analisis de correlacion se realizé una prueba de
Spearman, los correlogramas se realizaron con ayuda de los paquetes ggplot2,
corrplot y cowplot. En todos los ensayos se considerdé como diferencia significativa
aquella con un valor de p<0.05.
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RESULTADOS

Actividad de las calpainas en linfocitos de conejas madres

Para evaluar si la dieta SN altera la actividad de las calpainas a diferentes
estimulos de glucosa extracelular, se midié la hidrdlisis del sustrato CMAC, t-BOC-
Leu-Met en linfocitos de conejas mediante citometria de flujo. Dicha actividad se
determiné en las semanas 4, 8 y 10 de consumo de la dieta, y a concentraciones
de glucosa extracelular de 5.6, 11.1 y 15.6 mM (Figura 6Figura 6A).

Se encontrd que la actividad de calpainas en linfocitos de conejo no es afectada
por las diferentes concentraciones de glucosa extracelular evaluadas, tanto en
conejas alimentadas con la dieta CON o SN. Sin embargo, se encontré que la
actividad de las calpainas esta disminuida en linfocitos de conejas expuestas a la
dieta SN, siendo significativo a las 8 semanas del consumo de la dieta (Figura 6B,
p<0.05).

Conejas pie de cria (Madres)
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Figura 6 La actividad de las calpainas en linfocitos de conejas madres disminuye al ser
alimentadas con una dieta Sobrenutrida (SN). Esta actividad fue medida como la hidrélisis
CMAC, t-BOC-Leu-Met en los linfocitos de conejas pie de cria estimulados a diferentes
concentraciones de glucosa extracelular (5.6, 11.1 y 15.6 mM). A) Promedio + EEM de la actividad
de las calpainas a las diferentes concentraciones de glucosa extracelular en las semanas 4, 8 y 10
de consumo de la dieta control (CON) o sobrenutrida (SN). En la gréfica B) se observa Gnicamente
el promedio + EEM de la actividad de las calpainas en linfocitos estimulados con 5.6 mM de
glucosa extracelular en las semanas 4, 8 y 10 del consumo de la dieta correspondiente. *
representa la diferencia significativa (ANOVA de dos vias con prueba Sidak post hoc, p<0.05) entre
el grupo SN contra el CON en la semana 8. UAF: Unidades Arbitrarias de Fluorescencia).

Actividad de las calpainas en linfocitos de conejos crias

Para determinar si la dieta materna afecta la actividad de las calpainas en sus
crias, se realizé el ensayo de actividad de calpainas por citometria de flujo en
linfocitos de las crias en las semanas 10, 13 y 57 de edad (Figura 7A). Cabe
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recordar que desde el destete hasta la semana 62, dichas crias fueron
alimentadas con la dieta CON. El ANOVA de dos vias revel6 un efecto significativo
de la dieta sobre la hidrdlisis del sustrato especifico de las calpainas, siendo
menor en las crias provenientes de madres alimentadas con la dieta SN (p<0.05).
Dicha actividad es restablecida con el tiempo que pasaron siendo alimentadas con
una dieta CON, siendo significativamente menor en las semanas 10 y 13 con
respecto a la semana 57 de edad (p<0.01 y p< 0.05).

Actividad de calpainas en conejos crias (F1)
antes del reto
[Glucosa] = 5.6 mM

1400 -~ CON
- SN
12004

800

* %

Actividad de calpainas
(UAF)
=
(=]
°

6004

T
K R 4

Edad (Semanas)

Figura 7. La actividad de las calpainas en linfocitos de crias es menor en aquellas
procedentes de madres alimentadas con una dieta SN. La actividad se restablece al ser
alimentados con una dieta CON por 57 semanas. Promedio + EEM de la actividad de las
calpainas en linfocitos de crias de 10, 13 y 57 semanas de edad, provenientes de madres
alimentadas con una dieta CON o SN. Los linfocitos fueron estimulados con 5.6 mM de glucosa
extracelular. La actividad fue medida como la hidrélisis CMAC, t-BOC-Leu-Met. Los asteriscos
representan diferencia significativa en la actividad de las calpainas en el grupo SN en la semana
10 y 13 contra la semana 57 del mismo grupo. ** p < 0.01, * p < 0.05 (ANOVA de dos vias con post
hoc Sidak).

Posteriormente se realiz6 un reto metabdlico en cual las crias fueron alimentadas
con la dieta SN, o continuaron con la dieta CON por un mes. Pasado este tiempo
se pretendié analizar la actividad de las calpainas en los linfocitos de estos
conejos; y se tomaron muestras de higado y musculo para evaluar la abundancia
de las calpainas en dichos tejidos. Desafortunadamente, por cuestiones técnicas,
no se logré obtener un resultado en los experimentos de la actividad de calpainas
en linfocitos posterior al reto metabdlico.

Abundancia proteica de CAPN1, CAPN2, CAPN10 y CAST en muestras de
higado de las crias

El higado es el 6rgano eje del metabolismo, ya que funciona como centro de
procesamiento de glucosa, lipidos y proteinas, y los suministra al resto de los
tejidos cuando asi lo requieran. Por lo tanto, para evaluar si la dieta materna y la
dieta en la adultez afectan la expresion de las calpainas involucradas en el
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metabolismo de la glucosa, se determindé la abundancia proteica de CAPNL1,
CAPN2, CAPN10 y CAST en muestras de higado de las crias después del reto
metabdlico mediante Western Blot.

En el caso de CAPN1, se identifico una banda correspondiente a la proteina
entera de CAPN1 de 75 kDa, y una banda de 65 kDa aproximadamente, la cual
corresponde al producto de autolisis de CAPN1 (Figura 8A). Se encontré que la
dieta reto SN incrementa significativamente la abundancia a nivel de proteina de
CAPN1 en el higado de las crias, y este efecto es mas notorio en las crias
provenientes de madres con dieta SN (Figura 8B p<0.01). En cuanto al fragmento
de CAPN1, se encontr6 un comportamiento similar, siendo significativamente
mayor Unicamente en las crias provenientes de madres con dieta SN (Figura 8C
p<0.05). Posteriormente se obtuvo el indice de autolisis de CAPNL1, el cual se
define como el cociente del valor obtenido de la banda del fragmento de CAPN1
sobre el valor correspondiente a la proteina entera. Este indice reporta, de manera
indirecta, la actividad de dicha proteasa en el tejido, ya que se ha demostrado que
el fragmento de 65 kDa es formado por la autolisis de CAPN1, y mientras mas
activa, mayor es la cantidad de su fragmento (Figura 8D). Debido a que no se
encontraron diferencias significativas, se concluye que la dieta SN induce la
expresion de CAPNL1, pero no afecta su actividad.

En el inmunoblot para CAPN2 también se encontraron dos bandas, las cuales
corresponden a la proteina CAPN2 entera y a su fragmento de autolisis, de 75y
65 kDa respectivamente (Figura 9A). Al igual que en CAPN1, se realiz6 un
analisis del indice de CAPNZ2, definido como el cociente del valor dado del
fragmento de CAPN2 sobre el valor de CAPN2 entera. No se encontraron
diferencias significativas en la abundancia de CAPN2 o su fragmento en ningun
grupo, tampoco se obtuvo diferencia en el indice de CAPN2 (Figura 9B, C y D).
Lo que indica que la dieta SN no afecta la actividad, ni la expresion a nivel de
proteina de CAPN2 hepatica.
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Figura 8. La dieta SN aumenta la abundancia de CAPN1 hepatica, este efecto se ve
incrementado si la madre tuvo una dieta SN. La abundancia de CAPN 1 se evalué por Western
Blot. En la figura A) se observa el blot representativo para CAPN1, como control de carga se usé la
proteina total del gel SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie y los valores densitométricos se
normalizaron con la sefial correspondiente al valor obtenido en las muestras CON-CON. Las
graficas muestran la mediana = el rango intercuartilico y el valor maximo y minimo de las sefiales
densitométricas obtenidas de B) CAPN 1 entera (75 kDa), C) El fragmento de CAPN1, producto de
autolisis (65 kDa), y D) El indice de CAPN 1 obtenido como el cociente de la banda
correspondiente al producto de autolisis entre la banda de la proteina entera. * p < 0.05, ** p < 0.01
(ANOVA de dos vias con andlisis post hoc de Tukey). CON-CON n = 8, CON-SN n = 7, SN-CON

n= 10, SN-SN n = 6.
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Figura 9. La abundancia de CAPN 2 en higado no es alterada por una dieta materna o dieta
reto SN. A) Blot representativo de los inmunoblots anti CAPN2, como control de carga se uso la
proteina total del gel SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie. Los valores densitométricos se
normalizaron con la sefial correspondiente al valor obtenido en las muestras CON-CON. Las
graficas muestran la mediana + el rango intercuartilico y los valores maximos y minimos de las
sefiales densitométricas obtenidas de B) CAPN 2 entera (75 kDa), C) El fragmento de CAPNZ2,
producto de autolisis (65 kDa), y D) El indice de CAPN 2 obtenido como el cociente de la banda
correspondiente al producto de autolisis entre la banda de la proteina entera. (ANOVA de dos vias
con analisis post hoc de Tukey). CON-CON n =8, CON-SN n =7, SN-CON n= 10, SN-SN n = 6.
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Figura 10. La abundancia de CAPN 10 en higado no es alterada por una dieta materna o dieta
reto SN. A) Blot representativo de los inmunoblots anti CAPN10, como control de carga se uso la
proteina total del gel SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie. Los valores densitométricos se
normalizaron con la sefial correspondiente al valor obtenido en las muestras CON-CON. Las
gréficas B, C, D, E y F muestran la mediana + el rango intercuartilico y el valor médximo y minimo
de las sefales densitométricas obtenidas de las isoformas de CAPN 10 de 75, 60, 50, 45 kDa y la
sumatoria de todas las isoformas, correspondientemente (ANOVA de dos vias con andlisis post
hoc de Tukey). CON-CON n =8, CON-SN n =7, SN-CON n= 10, SN-SN n = 8.



En la muestra de higado se encontraron 4 isoformas de CAPN10 de
aproximadamente 75, 60, 50 y 45 kDa respectivamente (Figura 10A).
Interesantemente, la isoforma equivalente a la mas reportada en humano,
CAPN10a, con un peso aproximado de 75 kDa, no es la isoforma con mayor
expresion en higado de conejo. No se encontraron diferencias significativas de
ninguna isoforma, o la sumatoria de ellas, en ningun grupo (Figura 10B-F).
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Figura 11. La abundancia de CAST en higado no es alterada por una dieta materna o dieta
reto SN. A) Blot representativo de los inmunoblots anti CAST, como control de carga se uso la
proteina total del gel SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie. Los valores densitométricos se
normalizaron con la sefial correspondiente al valor obtenido en las muestras CON-CON. Las
gréficas B, C, y D muestran la mediana * el rango intercuartilico y el valor maximo y minimo de las
sefiales densitométricas obtenidas de las isoformas de CAST de 150, 90 y 70 kDa
respectivamente. (ANOVA de dos vias con analisis post hoc de Tukey). CON-CON n = 8, CON-SN
n =7, SN-CON n= 10, SN-SN n = 8.

CAST es el unico inhibidor endégeno de las calpainas clasicas, por lo tanto es
importante determinar si la diferencia en la expresion de las calpainas dada por la
dieta es causada por una alteracion en la expresion de CAST. Se encontraron 3
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bandas inmunoreactivas al anticuerpo anti-CAST de 150, 90 y 70 kDa
aproximadamente (

Figura 11A). Se realiz6 el analisis densitométrico de cada una de las bandas y no
se encontraron diferencias significativas en ningun grupo (

Figura 11B, C y D). Lo que indica que el incremento de CAPNL1 en el higado de
las crias con dieta SN no es causado por una desregulacion de la expresion a
nivel de proteina de CAST.

Abundancia proteica de CAPN1, CAPN2, CAPN10 y CAST en muestras de
musculo de las crias

El musculo, debido a su demanda energética, es el principal tejido responsable de
la captacion de glucosa dependiente de insulina; por lo tanto tiene un papel
importante en el desarrollo de la resistencia a la insulina y DT2. Por esta razén se
decidié determinar si la dieta SN afecta la expresién a nivel de proteina de las
calpainas importantes en el metabolismo de la glucosa. Para esto, se realizaron
ensayos de Western Blot en muestras de musculo gastrocnemio de conejos crias
después el reto metabdlico, para determinar si, tanto la dieta reto como la dieta
materna, afectan la abundancia de CAPN1, CAPN2, CAPN 10y CAST.

Al igual que en higado, en el inmunoblot de musculo se identificaron dos bandas
correspondientes a la proteina entera de CAPN1 de 75 kDa, y a su producto de
autolisis de 65 kDa aproximadamente (Figura 12A). No se encontraron
diferencias significativas en la abundancia de CAPN1, o de su fragmento, en
ninguno de los grupos (Figura 12B y C). Tampoco se encontraron diferencias en
el indice de CAPN1 (Figura 12D). Lo que indica que la dieta SN no afecta la
actividad ni la expresioén a nivel de proteina de CAPN1 en musculo.
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Figura 12. La abundancia de CAPN 1 en musculo no es alterada por una dieta materna o
dieta reto SN. A) Blot representativo de los inmunoblots contra CAPN1, como control de carga se
usoé la proteina total del gel SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie. Los valores densitométricos
se normalizaron con la sefial correspondiente al valor obtenido en las muestras CON-CON. Las
graficas muestran la mediana * el rango intercuartilico y el valor méximo y minimo de las sefiales
densitométricas obtenidas de B) CAPN 1 entera (75 kDa), C) El fragmento de CAPN1, producto de
autolisis (65 kDa), y D) El indice de CAPN 1 obtenido como el cociente de la banda
correspondiente al producto de autolisis entre la banda de la proteina entera (ANOVA de dos vias
con analisis post hoc de Tukey). CON-CON n = 10, CON-SN n =7, SN-CON n= 12, SN-SN n = 11.

En el caso de CAPN2 muscular, se detectdé una banda de 75 kDa que corresponde
a CAPN2 entera, y una banda de 65kDa perteneciente al fragmento de autolisis de
CAPN2 (Figura 13A). De manera interesante, se encontr6 que la dieta SN
incrementa significativamente la abundancia de CAPN2 en musculo, siendo este
efecto més notorio en aquellos conejos provenientes de madres SN (Figura 13B,
p<0.01). No se encontraron diferencias significativas en ningun grupo en la
abundancia del fragmento y el indice de CAPN2 (Figura 13C y D). Con lo que se
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concluye, que tanto la dieta materna SN, como la dieta reto SN incrementan la
expresion a nivel de proteina de CAPN2 en musculo, mas no su actividad.
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Figura 13. La dieta SN aumenta la abundancia de CAPN2 muscular, este efecto se ve
incrementado si la madre tuvo una dieta SN. La abundancia de CAPN 2 se evalué por Western
Blot. A) Blot representativo de los inmunoblots, como control de carga se us6 la proteina total del
gel PAGE tefido con Azul de Coomassie. Los valores densitométricos se hormalizaron con la sefal
correspondiente al valor obtenido en las muestras CON-CON. Las graficas muestran la mediana +
el rango intercuartilico y el valor méaximo y minimo de las sefiales densitométricas obtenidas de B)
CAPN 2 entera (75 kDa), C) El fragrmento de CAPN2, producto de autolisis (65 kDa), y D) El indice
de CAPN 2, obtenido como el cociente de la banda correspondiente al producto de autolisis entre
la banda de la proteina entera. El cual se puede representar como la tasa de autolisis. *** p<0.001,
** p< 0.01, * p<0.05. (ANOVA de dos vias con analisis post hoc de Tukey). CON-CON n = 10,
CON-SN n =7, SN-CON n=12, SN-SN n = 11.

A diferencia del higado, en musculo de conejo se encontraron 5 isoformas de
CAPN10, de 100, 75, 60, 50 y 45 kDa correspondientemente (Figura 14A). Se
realizé el andlisis densitométrico de cada una de las isoformas, asi como un
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analisis de la sumatoria de la sefal de las cinco isoformas; sin embargo no se
encontraron diferencias significativas en ningan grupo (Figura 14B-G). Estos
resultados indican que la dieta SN no afecta la expresién a nivel de proteina de
CAPN10 en musculo.
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Figura 14. La abundancia de CAPN 10 en musculo no es alterada por una dieta materna o
dieta reto SN. La abundancia de CAPN 10 se evalué por Western Blot. A) Blot representativo de
los inmunoblots anti CAPN10, como control de carga se usé la proteina total del gel PAGE tefiido
con Azul de Coomassie. Los valores densitométricos se normalizaron con la sefial correspondiente
al valor obtenido en las muestras CON-CON. Las gréficas B, C, D, E, Fy G muestran la mediana
el rango intercuartilico y el valor maximo y minimo de las sefiales densitométricas obtenidas de las
isoformas de CAPN 10 de 100, 75, 60, 50, 45 kDa y la sumatoria de todas las isoformas,
correspondientemente (ANOVA de dos vias con analisis post hoc de Tukey). CON-CON n = 10,
CON-SN n =7, SN-CON n= 12, SN-SN n =11.
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Figura 15. La abundancia de CAST en musculo no es alterada por una dieta materna o dieta
reto SN. La abundancia de CAST se evalu6 por Western Blot. A) Blot representativo de los
inmunoblots contra CAST, como control de carga se usoé la proteina total del gel PAGE tefiido con
Azul de Coomassie. Los valores densitométricos se normalizaron con la sefal correspondiente al
valor obtenido en las muestras CON-CON. Las graficas B) muestra la mediana + el rango
intercuartilico y el valor méximo y minimo de las sefiales densitométricas obtenidas de CAST de
150 kDa. (ANOVA de dos vias con analisis post hoc de Tuckey). CON-CON n = 10, CON-SN n = 7,
SN-CON n=12, SN-SN n = 11.

En el inmunoblot para CAST en tejido muscular se encontr0 una banda
correspondiente a CAST de 150 kDa (Figura 15A). Se realizé el andlisis
densitométrico y no se encontraron diferencias significativas de la abundancia de
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CAST en ningun grupo (Figura 15B). Se concluye que las diferencias en la
abundancia de CAPN2 en musculo de conejos con dieta SN no estdn asociados a
una desregulacién de la abundancia proteica de CAST.

Correlacion de la abundancia de las calpainas en higado con valores
bioquimicos evaluados en sangre

Como parte de un proyecto que se desarrollé en paralelo con estos mismos
grupos experimentales, se tomaron muestras de sangre de los conejos crias
previo a la eutanasia, en la semana 66, a los cuales se les determind colesterol
(COL), triglicéridos (TG), glucosa (GLU), acidos grasos libres (AGL), lipoproteinas
de alta densidad (HDL) y lipoproteinas de baja densidad (LDL) en dos tiempos
diferentes: ZT 00, el inicio del ciclo de luz; y ZT12, el inicio del ciclo de oscuridad.
Con estos datos obtenidos por el grupo del laboratorio de la Dra. Caldelas, se
evalué si la abundancia de CAPN1, CAPN2, CAPN10 y CAST en el higado de las
crias estan asociados a la concentracion de estos metabolitos en sangre. Se
realiz6 una prueba de Spearman y los valores significativos obtenidos (p<0.05)
fueron graficados mediante un correlograma, mismo en el que se indico el grupo
experimental al que pertenece cada valor de acuerdo a una escala de colores. Se
encontraron asociaciones positivas entre CAPN1 con COL y LDL, y CAPN2 con
LDL en donde los conejos alimentados con una dieta control (CON-CON y SN-
CON) presentaron una menor concentracion de estos metabolitos y una menor
abundancia de dichas calpainas; mientras que los conejos alimentados con una
dieta sobrenutrida en el reto metabdlico (CON-SN y SN-SN) tienden a tener una
mayor abundancia de CAPN1 y CAPN2 en el higado y una mayor concentracion
de estos lipidos en sangre. Demostrando asi que la dieta es un componente
importante para el comportamiento de estos factores. En el caso de la CAST, se
encontré que la isoforma de 90 kDa correlaciona negativamente con la
concentracion sanguinea de AGL (ZT12) y TG; y positivamente para COL (ZT00) y
LDL (ZTO00). Para esta proteina no se observé graficamente que la dieta influyera
en la correlacion. Las correlaciones individuales y los datos estadisticos se
encuentran en la

Figura 16.
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Figura 16. Correlacién entre la abundancia de proteina de CAPN1, CAPN2, CAPN10 y CAST
en higado y la concentracién de diversos parametros bioquimicos medidos en sangre. El eje
de las x representa la concentracion del analito en sangre de acuerdo a la hora de la toma de
muestra (ZTO0O: inicio del ciclo de luz, ZT12: inicio del ciclo de oscuridad), el eje de las y representa
la abundancia de la calpaina correspondiente en higado. En el recuadro inferior derecho se
enlistan los pardmetros estadisticos de cada uno de los gréficos, obtenidos por prueba de
Spearman.

Por otra parte, se realizd un andlisis de correlacion de Spearman entre la
abundancia de las calpainas evaluadas en el higado (Figura 17). Se encontré que
la abundancia de CAPN10 (isoformas de 75, 60, 50 y 45 kDa) correlaciona
negativamente con la abundancia de CAPN1 de 75 kDa, y las isoformas de
CAPN10 de 50 y 45 kDa con la abundancia de CAST (150 y 90 kDa). También se
encontr6 que la abundancia de CAPN1 correlaciona positivamente con la
abundancia de CAST (150, 90y 70 kDa).
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Figura 17. Autocorrelograma de abundancia de calpainas medidas en higados de las crias.
Cada una de las calpainas evaluadas fueron enlistadas en el eje de la x y el eje de la y. Cada celda
dentro del triangulo invertido muestra la correlacién entre dos variables, de acuerdo a una prueba
de Spearman. El color y el tamafio del circulo dentro de cada recuadro representan el nivel de
correlacién entre las variables evaluadas, que va desde fuertemente negativas (rojo) hasta
fuertemente positivas (azul), de tal manera que mientras mayor es la correlacién, mayor es el
tamafio y la intensidad del circulo. Los asteriscos dentro de los circulos representan el nivel de
significancia, * p < 0.5, ™ p < 0.01, *** p < 0.001.

Correlacion de la abundancia de las calpainas en musculo con valores
bioguimicos evaluados en sangre

Se evalué si la abundancia de CAPN1, CAPN2, CAPN10 y CAST en musculo
estan asociados a la concentracion de los metabolitos previamente descritos en
sangre. Se realiz6 una prueba de Spearman y los valores significativos obtenidos
(p<0.05) fueron graficados mediante un correlograma, indicando el grupo
experimental correspondiente mediante una escala de colores. Se encontraron
correlaciones positivas entre la abundancia del fragmento de CAPN2 y LDL (ZT0O,
ZT12). Ademas de una correlacion negativa entre la abundancia de CAPN10
(isoformas de 60, 50 y 45 kDa) y la concentracion de AGL en sangre. Se observa
que la dieta podria ser un factor que influye en la correlacion entre el fragmento de
CAPN2 en higado y la concentracion de LDL en sangre al inicio del ciclo de
oscuridad, unicamente. Las correlaciones individuales y los datos estadisticos se
encuentran en la Figura 18.
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Figura 18. Correlacién entre la abundancia de proteina de CAPN2 y CAPN10 en muasculo y la
concentracién de diversos parametros bioquimicos medidos en sangre. Correlacion positiva
entre la abundancia de proteina de CAPN 2 en musculo y la concentracion de LDL en sangre; y
correlacién negativa entre la abundancia de CAPN 10 y la concentracion de AGL en sangre. En el
recuadro inferior derecho se enlistan los pardmetros estadisticos de cada uno de los gréficos,

obtenidos por prueba de Spearman.

De manera similar, se realizé en analisis de correlacion de Spearman entre las
abundancias de las calpainas encontradas en el musculo. Sin embargo no se

encontraron resultados significativos de interés (Figura 19).
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Figura 19. Autocorrelograma de abundancia de calpainas medidas en el misculo de las
crias. Cada una de las calpainas evaluadas fueron enlistadas en el eje de la x y el eje de la y.
Cada celda dentro del triangulo invertido muestra la correlacién entre dos variables, de acuerdo a
una prueba de Spearman. El color y el tamafio del circulo dentro de cada recuadro representan el
nivel de correlacion entre las variables evaluadas, que va desde fuertemente negativas (rojo) hasta
fuertemente positivas (azul), de tal manera que mientras mayor es la correlacion, mayor es el
tamafio y la intensidad del circulo. Los asteriscos dentro de los circulos representan el nivel de
significancia, * p < 0.5, ** p < 0.01, *** p < 0.001. Spearman.
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DISCUSION

Las calpainas son una familia de proteasas de cisteinas que estan involucradas en
diversos mecanismos fisiologicos como trafico vesicular, apoptosis y migracion
celular. Dentro de esta familia, las CAPN1, CAPN2 y CAPN10 tienen diversos
papeles en la homeostasis de la glucosa, el metabolismo de lipidos, el desarrollo
de DT2 y sus complicaciones. Dado nuestro interés por conocer la participacion de
las calpainas en la generacion de esta enfermedad, este grupo de investigacion ha
estudiado su actividad en linfocitos de individuos sanos. Asi, se ha encontrado que
responden a diferentes concentraciones de glucosa extracelular; es decir, a mayor
concentracion de ésta, mayor es la actividad de las calpainas (Diaz-Villasefior y
cols., 2008) y también se ha reportado que esta capacidad que tienen de
responder a altas concentraciones de glucosa, estd disminuida en pacientes con
DT2 (Diaz-Villasefior y cols., 2008; Salazar-Martinez y cols., 2019).

En el laboratorio de la Dra. Ivette Caldelas se inicié un estudio para evaluar los
efectos de una dieta alta en lipidos y carbohidratos en los ritmos circadianos del
conejo (Oryctolagus cuniculus) y sus descendientes. Aunque el conejo se utiliza
frecuentemente como modelo de estudio para este tipo de dietas, hay muy poca
informacion sobre el efecto de un ambiente alto en lipidos y carbohidratos sobre la
abundancia de las calpainas en conejos. Por lo tanto, se propuso evaluar la
actividad de las calpainas, tanto en las conejas hembra que recibieron la dieta alta
en nutrientes, como en la generacion de conejos que estuvieron expuestos a esta
dieta in utero.

Actividad de las calpainas en linfocitos de conejo expuestos a una dieta alta
en lipidos y carbohidratos

Para determinar si la dieta alta en lipidos y carbohidratos afectaba la actividad
general de las calpainas en los linfocitos de conejo, se evalud la hidrdlisis del
sustrato fluorogénico CMAC-t-BOC-Leu-Met. Para esta determinacion se utilizaron
concentraciones de glucosa de 5.6, 11.1 y 15.6 mM, equivalente a 100, 200 y 280
mg/dL de glucosa, que corresponden al valor promedio encontrado en sangre en
ayunas, al limite superior postprandial y a una concentracion elevada de glucosa
en humanos, respectivamente.

A diferencia de lo descrito en humanos, la actividad de las calpainas en linfocitos
de conejos no respondié a las diferentes concentraciones de glucosa utilizadas.
En este trabajo se encontré que los conejos alimentados con una dieta estandar
tienen una concentracion promedio de glucosa en sangre en ayunas de 6.7
mmol/L (120 mg/dL), mientras que los conejos con la dieta alta en nutrientes
tuvieron una concentracion promedio de 8.3 mmol/L (150 mg/dL) (Caldelas y cols,
2020), que esta dentro y sobre el limite superior de los valores de referencia en
conejos sanos respectivamente (4.2 a 8.2 mmol/L) (Eatwell, 2008). Los conejos
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tienen concentraciones de glucosa mayores a los encontrados en humanos
sanos, que va de 3,9 a 5.6 mmol/L en ayunas; por lo tanto, podria ser que las
concentraciones utilizadas en este ensayo no fueron lo suficientemente elevadas
como para estimular la actividad de calpainas. Por otra parte, se encontré que la
actividad general de las calpainas fue menor en las conejas alimentadas con una
dieta sobrenutrida que con un régimen estandar después de 8 semanas de ser
alimentadas bajo esta condicion. Esto indica que una exposicidon crénica a una
dieta alta en carbohidratos vy lipidos puede disminuir la actividad de las calpainas
en los linfocitos.

Previamente, en experimentos pilotos realizados en el laboratorio de la Doctora
Caldelas, se encontro que el consumo cronico de la dieta desbalanceada afecta la
fertilidad, asi como el mantenimiento de la gestacion en las conejas. Con base en
estos datos, quince dias previo al apareo, la dieta de las conejas del grupo
sobrenutrido (SN) fue alternada con la dieta control (CON). De tal manera que
recibieron seis dias de dieta control seguido de un dia con la dieta sobrenutrida.
Se verificd que con esta alternancia en la dieta, las conejas gestaran de manera
exitosa, pero que mantuviera el perfil metabdlico previamente desarrollado
Gnicamente por la dieta SN, como son dislipidemia e hiperglucemia (Viveros
Moreno, 2016). Por lo tanto, en la semana 10 del consumo de la dieta, las
hembras SN ya estaban alternando entre las dietas, como preparacion para el
apareo.

De acuerdo a los datos reportados por el laboratorio de la doctora Caldelas, y que
aun no han sido publicados, por lo que no serdn explicitamente presentados en
este trabajo, la alternancia entre las dietas en el grupo sobrenutrido (SN) de la
semana 8 a la 10, mantuvo una concentracion elevada de glucosa, colesterol total,
LDL y HDL en sangre, en comparacion con el grupo control (CON). Sin embargo,
la concentracion de acidos grasos libres (AGL o AGNE) disminuy6 de la semana 8
a la 10 en el grupo SN (Caldelas, manuscrito en revision, 2020). Llama la atencién
gue en la etapa de preparacion para la cruza, en la cual las hembras del grupo SN
alteraron entre dietas, la actividad de las calpainas en linfocitos incrementd al
mismo tiempo que la concentracion de AGL en sangre disminuy0, ya que estos
dos fendmenos estan asociados a cambios en la resistencia a la insulina (Boden,
2003). Pareciera ser que ambos marcadores son mas sensibles a detectar los
cambios en la dieta, a diferencia de la glucosa, colesterol total, LDL y HDL en
sangre.

Actividad de calpainas en linfocitos de crias expuestas de manera
intrauterina a una dieta alta en lipidos y carbohidratos

Para estudiar los efectos de la dieta materna a la exposicion intrauterina, las crias
fueron alimentadas por madres nodrizas por 10 minutos al dia que durante toda su
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vida recibieron una dieta CON, y posterior al destete, fueron mantenidas con el
mismo régimen. De manera interesante, se encontré6 que la actividad de las
calpainas en linfocitos de crias de 10 semanas de edad expuestas in utero a la
dieta SN, tiende a ser menor que el grupo control. Lo que sugiere que la
funcionalidad de las calpainas en los linfocitos en edad temprana podria estar
afectada por la dieta materna. También se encontré que en el grupo proveniente
de madres sobrenutridas, la actividad de las calpainas se normalizo de la semana
13 a la 57 de edad, es importante recalcar que durante todo este tiempo los
conejos continuaron con la dieta CON. Lo anterior apunta a que los factores
ambientales, como los habitos alimenticios, pueden influir en restablecer la
actividad normal de las calpainas. De tal manera que la dieta intrauterina por si
sola no afecta la programacién del sistema de calpainas en las crias de manera
permanente, siempre y cuando se mantenga una alimentacion balanceada.

Seria interesante investigar si la disminucion en la actividad de las calpainas a las
10 semanas de edad fue causada por un cambio en la expresioén de los genes de
esta superfamilia de proteasas. Se sabe que el ambiente intrauterino desfavorable
puede cambiar el perfil epigenético del producto, haciéndolo susceptible a ciertas
patologias. Por ejemplo, un estudio en roedores (Keleher y cols., 2018), comprobdé
gue una dieta materna alta en grasa es capaz de alterar la metilacion del DNA,
modificando la expresion de cientos de genes involucrados en el procesamiento
de RNA, la respuesta inmune, la funcion mitocondrial, procesos de catabolismo de
proteinas y genes que previamente se han visto ligados a ECV y obesidad.
También se comprobd que estos efectos epigenéticos pueden perdurar en la
etapa adulta y estar acompafiado de cambios fenotipicos relevantes en obesidad,
hipertension y diabetes en ratones (Keleher y cols., 2018). En otros estudios en
ratén, se encontrd que las alteraciones en la metilacion de genes importantes para
la homeostasis energética, como ADIPOQ y LEP, que codifican para adiponectina
y leptina respectivamente, pueden persistir hasta por tres generaciones, a pesar
de la dieta materna in utero subsecuente (Block & EIl-Osta, 2017; Masuyama y
cols., 2015). Hasta ahora no se ha reportado que cambios en la dieta alteren la
metilacion de los genes de la familia de las calpainas.

Expresion de las calpainas en tejidos de las crias después de un reto
metabdlico

Para saber si la dieta materna y la dieta de las crias en la etapa adulta, son
factores importantes para la expresion de las calpainas involucradas en el
metabolismo de la glucosa, se evalu6 el perfil de las calpainas CAPN1, CAPNZ2,
CAPN10 y CAST en el tejido hepatico y muscular de las crias después de ser
alimentadas con la dieta CON o SN por un mes. Se determiné estudiar a las
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calpainas en estos tejidos, debido a su importancia en el metabolismo y la
homeostasis de la glucosa.

Cuando se evaluaron CAPN1 y CAPN2 por Western Blot, se encontraron dos
bandas inmunoreactivas, de aproximadamente 75y 65 kDa, que corresponden a
la proteina entera y al fragmento generado por autdlisis. Para CAPN10 se
encontraron isoformas diferentes de acuerdo al tejido evaluado. En el higado se
encontraron cuatro isoformas de CAPN10, de 75, 60, 50 y 45 kDa
aproximadamente, siendo la de 75 kDa la de menor expresion. Mientras que en
muasculo se encontraron cinco isoformas, de 100, 75, 60, 50 y 45 kDa
respectivamente. Esto indica que el perfil de isoformas de CAPN10 puede variar
entre tejidos del mismo organismo. Experimentos en el laboratorio han replicado
este fendbmeno en tejidos de ratén (Panico y cols., 2020). Se ha reportado que
CAST tiene una migracion irregular en electroforesis en gel de poliacrilamida que
no corresponde con su peso molecular, y puede ubicarse entre los 170 y 110 kDa
de acuerdo al tejido y organismo de origen. Ademas esta proteina puede tener
isoformas generadas por empalme alternativo o por modificaciones
postraduccionales (M. Maki & Hitomi, 2000). En el trabajo presente, se
encontraron tres isoformas de CAST en el higado de conejo, de 150, 90 y 70 kDa
respectivamente; mientras que en musculo se encontré Unicamente la isoforma de
150 kDa.

El higado es el érgano esencial para el metabolismo al mantener la homeostasis
del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. Sus funciones metabdlicas
estan estrictamente controladas por multiples sefiales nutricionales, hormonales y
neuronales y, en situaciones de sobrecarga de energia cronica, el higado puede
funcionar como reserva de altas cantidades de lipidos, resultando en el desarrollo
de esteatosis hepatica y esteatohepatitis (Asrih & Jornayvaz, 2015). Por otra parte,
la resistencia a la insulina, asociada a obesidad y DT2, es considerada como el
factor clave que relaciona al higado graso no alcohdlico (HGNA) con el sindrome
metabdlico (SM), ya que conduce a una alteracion en el metabolismo de lipidos,
incrementando la oxidacion y la captacion hepatica de lipidos, lo que exacerba la
esteatosis hepdética, que conlleva a fibrosis, falla hepatica y finalmente a
carcinoma hepatocelular (Asrih & Jornayvaz, 2015).

En nuestro modelo, el consumo de la dieta alta en lipidos y carbohidratos por un
mes en la etapa adulta promovi6é un incremento de la acumulacion de lipidos en
los hepatocitos e inicios de fibrosis (comprobado mediante ensayos histologicos),
sobretodo en las crias que también fueron expuestas a la dieta sobrenutrida in
utero (Caldelas, manuscrito en proceso). Esto indica que la dieta materna es un
factor que puede promover las alteraciones hepaticas causadas por una dieta alta
en grasas y en carbohidratos. Por otra parte, se encontré que la abundancia de
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CAPN1 incrementa significativamente en los conejos alimentados con la dieta
sobrenutrida en el reto metabdlico con respecto a la dieta control. Ademas, se
encontré que el incremento de CAPN1 en higado es aun mayor en las crias
provenientes de madres sobrenutridas, esto sugiere que CAPN1 podria estar
relacionada con el desarrollo de HGNA por una dieta alta en carbohidratos y
lipidos. Por otra parte, no se encontraron cambios en la abundancia de CAPN2,
CAPNZ10, ni del inhibidor endégeno, CAST en el higado de las crias de ningun
grupo. Ya que la expresion de CAST no fue afectada por la dieta, la abundancia y
funcién de las calpainas en este 6rgano podrian estar reguladas a otro nivel que
no sea necesariamente por la actividad de su inhibidor; como son la regulacion
postranscripcional o modificaciones postraduccionales. Se debe considerar, en el
futuro, evaluar el nivel de mRNA de CAPN1, CAPN2 y CAPN10, ya que esto nos
daria un mejor panorama sobre la regulacion de las calpainas.

CAPNL1 y CAPN2 son proteinas estructurales y funcionalmente muy similares (Ono
& Sorimachi, 2012); sin embargo, podrian tener un papel de forma tejido-
especifico y especie-especifico. Probablemente, por esta especificidad
encontramos diferentes alteraciones de estas calpainas de acuerdo al tejido
estudiado en el conejo; aunque, esencialmente, pueden tener la misma funcion.
También se debe tomar en cuenta que el sistema de calpainas ha sido poco
caracterizado en el conejo.

En investigaciones anteriores, in vitro (en células HepG2) (Yuasa y cols., 2016) e
in vivo, (roedores y patos) (Awde y cols., 2013; Liu y cols., 2016; Zhao y cols.,
2016) se ha encontrado que la exposicidn a altas concentraciones de glucosa, y la
presencia de diabetes u obesidad, incrementa la expresion, actividad y liberacion
de calpainas, entre las que destaca CAPN2, en hepatocitos con esteatosis. Esta
liberacion de calpainas promueve la extension del dafio en las células periféricas,
mediante la degradacion de la membrana celular causada por su actividad de
proteasa. Especificamente, se ha encontrado que un incremento en la CAPN2,
causado por esteatosis hepdtica, disminuye la capacidad autofagica del tejido. La
autofagia es un mecanismo importante para la degradacion y el redaso de los
organelos y restos celulares; para asi, mantener las funciones del 6érgano (Awde y
cols., 2013; Liu y cols., 2016; Sawant y cols., 2006; Yang y cols., 2010; Zhao y
cols., 2016). Debido al alto grado de homologia entre las calpainas
convencionales, CAPN1 puede tener funciones similares en el higado del conejo,
que las descritas anteriormente de CAPN2 en el higado de otros modelos. Por lo
tanto, el incremento en la expresion de CAPN1, causado por la exposicion a la
dieta SN in utero y en la edad adulta, podria promover la progresion del dafio.

Hasta ahora, solo se han publicado dos investigaciones sobre el efecto de la dieta
materna sobre la actividad y expresion de las calpainas en las crias. Dichos
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estudios tuvieron como objetivo determinar cual es la mejor dieta materna para
mantener la calidad de la carne de res, debido a que las calpainas se consideran
un factor importante para la calidad de la carne (Lian, Wang, & Liu, 2013). En uno
de estos trabajos se describi6 que una dieta alta en carbohidratos, lipidos y
proteinas, in utero, incrementa la expresion de CAPN1 en el musculo del feto
(Jennings y cols., 2016) sin generar cambios en CAPN2 o CAST. Por
consecuencia, en estos fetos, con mayor expresion de CAPN1, se esperaria
encontrar alteraciones estructurales en el tejido muscular; ya sea un aumento en
las vesiculas lipidicas, o incluso un rompimiento de las fibras musculares.

Nuestros datos muestran que la dieta SN materna y la dieta reto, no alteraron la
expresion de CAPN1, CAPN10 y CAST en el musculo de los conejos crias. Sin
embargo, se encontr6 que la abundancia de CAPN2 en musculo de conejo
incrementa en las crias alimentadas en el reto con la dieta SN, siendo
significativamente mayor en el grupo proveniente de las madres SN. Es decir, la
dieta materna es un factor que potencia las alteraciones causadas por la dieta del
individuo. De manera similar al higado en situaciones de sobrenutricion, el
muasculo puede sufrir de resistencia a la insulina, acumulacion de lipidos y
esteatosis; lo que podria afectar la integridad de las fibras musculares
(Goodpaster & Wolf, 2004). Hasta el momento no se ha reportado si CAPN2 tiene
un papel en la progresion del dafio por esteatosis muscular; por lo que este trabajo
seria el primero en reportar que CAPN2 podria estar involucrado en el dafio
muscular causado por una dieta alta en lipidos y carbohidratos en conejos. Sin
embargo, se deben hacer mas estudios para establecer el estado del tejido
muscular en conejos con la dieta sobrenutrida.

Se ha descrito que CAPN2 es capaz de alterar la sefializacion de la insulina, ya
que se ha reportado que es capaz de cortar la fraccion extracelular del receptor de
insulina (Yuasa etal., 2016). Un incremento en la expresion de CAPN2 en el
muasculo de los conejos alimentados con una dieta SN, sugeriria que los
receptores de insulina de la membrana celular de los miocitos son mas
susceptibles a ser escindidos por CAPN2. La alteracion en la sefalizacion de la
insulina provocaria una resistencia a la insulina en el masculo esquelético. Ya que
el masculo es el 6rgano con mayor captacion de glucosa en el organismo, se
incrementaria la concentracion de glucosa en sangre, lo que conduciria a una
sobrecarga del pancreas para contrarrestar la resistencia a la insulina. La
resistencia a la insulina en tejido muscular también causa un incremento
intramiocelular de lipidos y una disminucion en la captacion de glucosa. Por otra
parte, se han encontrado evidencias de que la resistencia a la insulina en tejido
muscular, altera la sensibilidad a la insulina y la redistribucién de sustratos en el
higado, lo que promueve alteraciones en el metabolismo de lipidos y esteatosis
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hepatica (Petersen etal.,, 2007). Con el tiempo, las células B-pancreaticas no
secretan la insulina suficiente para compensar la resistencia a la insulina, y como
resultado se genera DT2 (Samson & Garber, 2014).

Para determinar si hay alguna relacion entre la abundancia de las calpainas en los
tejidos estudiados y la concentracibn de los parametros bioquimicos que
comunmente estdn alterados en diabetes y SM, se realizO un analisis de
correlacion Spearman. Debido a que el ciclo circadiano es importante para la
investigacion que se esta realizando en paralelo, se tomaron muestras de sangre
al inicio del ciclo de luz (ZT0O0) y al inicio del ciclo de la oscuridad (ZT12). Se
decidié analizar los datos de manera separada de acuerdo al tiempo de toma e
muestra, ya que la variacién entre los valores encontrados cambia conforme al
momento del dia.

Se descubrieron correlaciones positivas entre la abundancia de CAPN1, CAPN2 y
algunas isoformas de CAST en higado, con la concentracion de colesterol total y
LDL en sangre, y se encontré que la dieta reto es un factor importante para el
comportamiento de estas asociaciones. Por otra parte, se encontraron
correlaciones negativas entre la abundancia de CAST de 90 kDa en higado con la
concentracion de AGL y TG en sangre. De este andlisis, destacan los resultados
de la correlacion significativa entre el indice de CAPN1 con la concentracion de
colesterol y LDL en sangre a tiempo ZT12 (r=0.8, p=0.0006 y r=0.72, p=0.0038
respectivamente). Con este analisis se concluye que a mayor concentracion de
colesterol total y LDL en sangre, mayor es la actividad de CAPN1 en el higado, y
gue dichos factores se incrementan por una dieta alta en lipidos y carbohidratos.

La presencia de uno o mas marcadores de dislipidemia (niveles elevados de
colesterol total, TG y LDL, y valores disminuidos de HDL en suero), incrementa el
riesgo de desarrollar HGNA (Peng, Mo, & Tian, 2017; Sun y cols., 2016), el cual se
caracteriza por una acumulacién de lipidos en el higado que promueve el dafio
celular, inflamacion y fibrosis hepatica. Anteriormente se ha descrito que las
calpainas alteran el mecanismo de autofagia en esteatosis hepatica (Zhao et al.,
2016), y que son capaces de exacerbar el dafio a las células periféricas al ser
liberada por hepatocitos necréticos (Limaye y cols., 2003; Mehendale & Limaye,
2005). En estos trabajos se encontré que en individuos con niveles alterados de
lipidos en sangre, y que presentan esteatosis hepéatica, tienen alteraciones en la
funcién de las calpainas en el higado. En nuestro modelo se encontrd que la dieta
in utero y la dieta reto sobrenutridas generan una dislipidemia y promueven la
acumulacion de lipidos en los hepatocitos de conejo, lo cual podria estar
relacionado con las alteraciones en la abundancia de CAPN1 en estos individuos.
Seria interesante estudiar histologicamente la localizacion celular de CAPN1 en
hepatocitos con esteatosis de los conejos alimentados con la dieta SN; ya que se
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podria hacer una mejor asociacion entre la concentracion y la actividad de CAPN1,
con la acumulacion de lipidos en estas células.

En las asociaciones entre la abundancia de las calpainas en musculo y los
parametros bioquimicos medidos en sangre, se encontraron correlaciones
positivas entre la abundancia de CAPN2 entera, con la concentraciéon de LDL en
sangre en los tiempos ZT00 y ZT12, es decir, a mayor concentracion de LDL en
sangre, mayor es la abundancia de CAPN2 en musculo. Como se describid
anteriormente, CAPN2 podria estar involucrado en la resistencia a la insulina en
musculo. Esta resistencia promueve alteraciones en el metabolismo de los lipidos,
que podria reflejarse como un incremento de LDL u otros metabolitos en sangre.
Por otra parte, se encontraron correlaciones negativas de diversas isoformas de
CAPN10 en musculo con la concentracion de AGL en sangre. Las
concentraciones plasméticas de AGL estdn estrechamente relacionadas con
resistencia a la insulina, ademas de que promueve la acumulacién intramuscular
de lipidos, por lo tanto, a mayor concentraciéon de AGL, mayor es la resistencia a
la insulina (Boden, 2003; Delarue & Magnan, 2007). En el laboratorio, se ha
encontrado que los linfocitos de pacientes con DT2, enfermedad caracterizada por
resistencia a la insulina, presentan una disminucion en la actividad de las
calpainas, siendo la CAPN10 la principal proteasa responsable de la actividad
(Salazar y cols., 2019). De manera paralela, nosotros encontramos que en el
higado de conejos que presentan niveles elevados de AGL en sangre, tienen una
menor expresion de isoformas de CAPN10, lo que sugiere que en condiciones
metabdlicas que promueven la resistencia a la insulina, la expresion de CAPN10
puede estar desregulada en diversos tejidos. En conclusion, las asociaciones
encontradas demuestran que la abundancia de las calpainas en los tejidos
evaluados tiene una estrecha relacién con los parametros bioquimicos que estan
tipicamente alterados en el SM.

Para determinar si la expresion de las calpainas esta regulada de manera
diferente, se realiz6 un andlisis de correlacion entre las calpainas evaluadas en el
higado y musculo de los conejos. Se encontré una correlacién altamente positiva
entre las diferentes isoformas de CAPN10, tanto en el tejido muscular como en el
hepatico. Se esperaba este resultado debido a que estas isoformas, causadas por
empalme alternativo, se expresan en conjunto.

Por otra parte, en tejido hepatico se encontraron correlaciones negativas entre
CAPN1 entera y las isoformas de CAPN10, es decir, en los conejos con mayor
abundancia de CAPN1, tienen menor abundancia de CAPN10, y viceversa. El
comportamiento opuesto en la expresion proteica de estas calpainas sugiere que
podrian tener funciones contrarias en el higado, como se ha propuesto
anteriormente en otros tipos celulares. En el laboratorio se encontré6 que, en
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células Jurkat, CAPNL1 inhibe la captacion de glucosa, mientras que CAPN10 la
promueve (Panico y cols., 2019). Las evidencias sugieren que CAPN10 podria
tener un papel en la regulacién de la translocacién y abundancia de los
transportadores de glucosa en diferentes tejidos. En el higado, la glucosa es
transportada al interior y al exterior de las células mediante el transportador de
membrana GLUTZ2, el cual es independiente de insulina, no es saturable y es de
baja afinidad a la glucosa. Hasta ahora no se ha encontrado que las calpainas
tengan un papel en la funcién del transportador GLUT2. Debido a que la
regulacion y actividad de GLUT2 son muy diferentes al de los transportadores
GLUT1 y GLUT4, los cuales si interactian con las calpainas (Otani et al., 2004;
Panico et al., 2019; Paul et al., 2003), es posible que las calpainas tengan una
funcion en el higado diferente a la regulacion de los transportadores de glucosa,
pero que, de igual manera, CAPN1 y CAPN10 tengan funciones contrarias.

Finalmente, los datos de este trabajo aportan evidencia de que la dieta materna y
la dieta individual pueden causar y exacerbar cambios en la actividad y
abundancia proteica de las calpainas, las cuales podrian tener una funcion tejido-
especifica y que podrian estar involucrados en el dafio causado por la
acumulacion de lipidos en los tejidos. Ademas, sugiere que el sistema de
calpainas podria ser de importancia para estudiar el prondstico de enfermedades
como DT2 o SM.
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CONCLUSIONES

La actividad general de las calpainas en linfocitos de conejo no es dependiente
de las concentraciones de glucosa extracelular evaluadas.

La dieta sobrenutrida disminuye la actividad general de las calpainas en
linfocitos de conejo.

La tendencia en la disminucion en la actividad de las calpainas en las crias
jovenes expuestas in utero a una dieta sobrenutrida, y su restablecimiento al
ser alimentadas con la dieta control, muestra que la dieta materna puede
afectar a la funcionalidad de las calpainas en los linfocitos de las crias, reflejo
de posibles alteraciones metabdlicas, como resistencia a la insulina o
predisposicion a desarrollar DT2. Sin embargo, este efecto puede ser
corregido por los habitos alimenticios del individuo.

Las crias expuestas a un reto alimenticio con la dieta sobrenutrida durante un
mes, mostraron un incremento en la abundancia de CAPN1 en higado, y de
CAPN2 en musculo. Lo que indica que las consecuencias de una dieta
desequilibrada pueden alterar la expresion de las calpainas de manera tejido-
especifica. Este efecto es mas significativo en los conejos provenientes de
madres sobrenutridas, demostrando que la dieta materna, antes y durante el
embarazo, puede inducir una desregulacién de las calpainas asociadas a
alteraciones metabolicas en diversos tejidos importantes para el metabolismo;
que pueden ser detonados por los habitos alimenticios en la etapa adulta.

Las correlaciones encontradas entre la concentracion de diversos lipidos en
sangre, con la abundancia de las calpainas en los tejidos importantes para el
metabolismo, sugieren que las calpainas pueden estar involucradas en las
consecuencias metabdlicas causadas por una dieta desequilibrada, como son
la acumulacion lipidica intracelular y la resistencia a la insulina.
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PERSPECTIVAS

La evaluacion de las calpainas en tejidos de animales sometidos a dietas altas en
nutrientes ha sido un campo poco estudiado, ya que hasta hace pocos afios se les
habia conferido una funcién principal en la calidad y suavidad de la carne en la
industria alimentaria. Sin embargo, Ultimamente se ha encontrado que tienen un
papel importante en condiciones como DT2 y SM. Este trabajo es el primero en
presentar los efectos de una dieta materna alta en nutrientes sobre las calpainas
importantes para el metabolismo en tejido hepatico y muscular de conejo. Por esta
razon es de gran importancia hacer un seguimiento sobre los efectos de las
calpainas en dichos tejidos.

Seria interesante investigar cual es el efecto de la dieta sobrenutrida, tanto
materna como en la etapa adulta, en la integridad del tejido muscular mediante
técnicas histologicas, de esta manera podria comparar posibles alteraciones como
la acumulacion de vesiculas lipidicas o el rompimiento de las fibras musculares
con las calpainas.

En un futuro, se podria determinar la actividad de las calpainas en estos tejidos
mediante ensayos de zimogramas, lo cual nos podria dar un mayor panorama
sobre el efecto de la dieta sobrenutrida en la funcion de las calpainas.

Dado que se encontraron correlaciones interesantes entre la concentracién de
lipidos en sangre y la abundancia de las calpainas, nos surge la pregunta de si
una condicién dislipidémica actla directamente sobre las calpainas. Para
responder a esta pregunta, seria necesario hace estudios in vitro, por ejemplo, se
podrian tratar lineas celulares de hepatocitos o miocitos con acidos grasos para
determinar si la actividad o la expresion de las calpainas cambian con el
tratamiento, y posteriormente estudiar los posibles mecanismos por los cuales se
llevaria a cabo.
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