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3 RESUMEN

A pesar de que el Ca* posee un papel fundamental en regular la funcién contractil del
cardiomiocito adulto, se desconoce si este ion media las acciones metabdlicas de insulina,
especialmente aquellas relacionadas con el ingreso de la glucosa a la célula. En esta tesis se
investigo la participacion del Ca*? en la activacién de AKT y en la captacién de glucosa inducida
por insulina en cultivos de cardiomiocitos aislados de rata adulta. La quelacién del Ca*
extracelular utilizando EGTA, no inhibié la fosforilacion de AKT ni el transporte de glucosa
estimulado por insulina, demostrando que el efecto de insulina es independiente de un influjo
de Ca*? desde el medio extracelular. Por el contrario la deplecion del Ca*? del medio intracelular
utilizando BAPTA-AM, disminuyd drdsticamente la fosforilacion de AKT y el transporte de
glucosa inducido por insulina, demostrando que ambas etapas de la senalizaciéon de insulina
dependen de la presencia de Ca* intracelular. En la evaluacién del componente de Ca*
intracelular involucrado en la fosforilacion de AKT, tanto el bloqueador del canal/receptor
intracelular Ryanodina y el inhibidor de los procesos dependientes de IP; 2-APB tendieron a
disminuir la fosforilacion de AKT dependiente de insulina en el cardiomiocito adulto. En
contraste, 2-APB pero no ryanodina afectd la captacién de glucosa inducida por insulina en
cardiomiocitos de rata adulta, lo que sugiere una interrelacion entre la liberacién de Ca™
dependiente de IP5 y el transporte de glucosa inducido por insulina en el cardiomiocito adulto.
Otros aspectos observados en la regulaciéon por Ca*™ del transporte de glucosa indican que la
captacion de glucosa basal y dependiente de insulina es mayor en ausencia de Ca*? en el medio
extracelular, sugiriendo que el Ca*? extracelular podria participar en los procesos de endocitosis
de GLUT4. Ademas, se observd que el tratamiento de las células con el ionéforo divalente de
Ca* lonomicina, no afectd la captacién basal de glucosa pero disminuyd la inducida por
insulina, indicando que el Ca* necesario para la regulacion del transporte de glucosa debe
permanecer dentro de un rango de concentracién. En conclusién, el Ca*? intracelular es un
importante mediador fisiolégico de la fosforilacion de AKT y del transporte de glucosa
estimulado por insulina y, que este ultimo proceso es fuertemente modulado por la liberacién

2 . . .
de Ca** desde los reservorios intracelulares dependientes de IP3R.



4 ABSTRACT
New transduction pathways in insulin mediated glucose uptake in adult rat cardiomyocytes

Although Ca*? has a key role in regulating the contractile function of adult cardiomyocytes, it
still unknown if this ion mediates the metabolic actions of insulin, especially those related to
glucose uptake. Chelation of extracellular Ca*?, using EGTA, did not inhibit insulin-dependent
AKT activation and glucose uptake, demonstrating that the effect of insulin is independent of a
Ca*? influx from the extracellular environment. On the contrary, depletion of intracellular Ca*?,
using BAPTA-AM, drastically reduced insulin-dependent AKT activation and glucose uptake,
showing that both steps of insulin signaling depend on intracellular calcium. To investigate the
intracellular Ca*™ component involved in AKT phosphorylation, ryanodine (RyR channel Ca®
blocker) and 2-APB (IP3R inhibitor) were used. Both drugs trend to decrease the insulin-
dependent AKT activation in adult cardiomyocytes. In contrast, 2-APB but not Ryanodine affects
insulin induced glucose uptake in adult rat cardiomyocytes, suggesting an interrelationship
between the IP; dependent Ca'? release and insulin induced glucose uptake in adult
cardiomyocytes. Other aspects observed in Ca*? regulation of glucose uptake show that basal
and insulin stimulated glucose uptakes were greater in the absence of extracellular Ca*?,
suggesting this Ca™ might participate in GLUT4 endocytosis. In addition, treatment of cells with
divalent calcium ionophore, lonomycin, did not affect basal glucose uptake but decreased
insulin-stimulated glucose uptake. These findings suggest that Ca*? involved in the regulation of
glucose transport must remain within a range of concentration. In conclusion, intracellular Ca*?
is an important physiological mediator of AKT phosphorylation and glucose transport
stimulated by insulin, and that the latter process is strongly modulated by the release of Ca*?

from intracellular reservoirs IP;R-dependent.



5 ABREVIATURAS

2-APB: 2-amino etoxidifenil borato

ADP: Adenosina difosfato

ATP: Adenosina trifosfato

BAPTA-AM: BAPTA-acetometil éster

BSA: Seroalbimina de bovino

ca™": Calcio

[Ca*i: Calcio intracelular

CICR: Liberacion de Ca*"inducida por Ca**
DAG: Diacilglicerol

DMSO: Dimetilsulféxido

DNA: Acido desoxirribonucleico

EDTA: Actido etilendiaminotetraacético
EGTA: Acido etilenglicoltetraacético

ERK: Proteina kinasa regulada extracelularmente
IGF-1: Factor de crecimiento andlogo a insulina tipo-1
Ins: Insulina

IP3: Inositol 1,4,5-trifosfato

IP3R: Receptor de IP3

MRNA: RNA mensajero

M199: Medio 199

mA: Miliamperes

MAPK: Proteina kinasa activada por mitégenos
mg: Miligramo

Mg: Microgramo

min: Minuto

mL Mililitro

pL Microlitro



PBS:
PI3K:
PLC:
PKA:
PKC:
RI:
RNA:
rpom:
RSE:
RyR:
SDS:
SEM:

SERCA:
VAMP:

Xesto:

Tampon fosfato salino
Fosfoinositido-3-Kinasa

Fosfolipasa C

Proteina kinasa A

Proteina kinasa C

Receptor de Insulina

Acido ribonucleico

Revoluciones por minuto

Reticulo sarco-endoplasmatico
Receptor de rianodina

Dodecil sulfato de sodio

Error estdndar de la media
Ca*-ATPasa del reticulo sarcopldsmico
Proteina asociada a la membrana de vesiculas

Xestospongina



6 INTRODUCCION

6.1 Insulina

La insulina es una hormona peptidica sintetizada por las células B del pancreas. Su
MRNA es traducido como un precursor de cadena simple denominado preproinsulina, el cual
consiste en una secuencia sefial y dos cadenas peptidicas conectadas por el péptido C. El
péptido seial es removido en el reticulo endoplasmico, generando proinsulina, la cual es
transferida en vesiculas desde el reticulo endopldsmico al aparato de Golgi, donde se procesa
enzimdticamente para generar insulina y péptido C en cantidades equimolares. La insulina
biolédgicamente activa consta de dos cadenas peptidicas conocidas como cadenas Ay B. Estas se
encuentran unidas por dos puentes disulfuro, y un puente disulfuro adicional entre las cisteinas
6 y 11 de la cadena A. En la mayoria de las especies, las cadenas A y B constan de 21 y 30
aminodcidos, respectivamente, formando una estructura final de 51 aminodcidos con una masa
molecular de 5,8 kDa (1). La secrecion de insulina hacia la circulacion es estimulada
principalmente por concentraciones plasmaticas de glucosa elevadas y se produce a través de
un mecanismo que depende de la incorporacién de glucosa por el transportador GLUT-2, el
aumento en la razén ATP/ADP, cierre de canales de K* sensibles a ATP, despolarizacién de la
membrana y apertura de los canales de ca® dependientes de voltaje. Finalmente esta via
resulta en un aumento del calcio en las células B, lo que activa la exocitosis de las vesiculas
secretoras de insulina (2). El papel de insulina en el organismo, es facilitar la incorporacién de
glucosa a las células con el fin de mantener niveles normales de glucosa plasmatica, regular el
metabolismo de lipidos, proteinas y carbohidratos y promover la division celular a través de sus
efectos mitogénicos. Su actividad esta finamente regulada y depende que exista un equilibrio
en el uso de macronutrientes y un control en el abastecimiento energético de diferentes tejidos

y tipos celulares (3).
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6.2 Receptor de insulina y su sistema de transduccién

El gen del receptor de insulina humano, ubicado en el cromosoma 19, se compone de 22
exones y se extiende a mas de 120 kpb (4). La estructura basica del receptor de insulina (RI) es
de un heterodimero de la forma (af3),, unido por puentes disulfuros. La subunidad a (135 kDa)
es extracelular y proporciona el sitio de unién a insulina, mientras que la subunidad B (95-kDa)
posee una porcidn extracelular, una regién transmembrana, y un dominio intracelular con
actividad tirosina kinasa intrinseca (5). Por otra parte, debido al empalme alternativo del exdn
11 del transcripto del Rl, existen dos isoformas del RI humano, RI-A y RI-B, las que difieren en la
inclusién (RI-B) o exclusién (RI-A) de 12 aminodcidos en la regién carboxi-terminal de la
subunidad a. El RI-A se expresa predominantemente en la etapa fetal y posee una mayor
afinidad por IGF-Il, lo que explicaria su rol en el crecimiento. En cambio el RI-B se expresa
mayormente en tejidos adultos y media los efectos metabdlicos de insulina en el musculo
esquelético, tejido adiposo e higado. Sin embargo, independiente de la isoforma, la unién de
insulina a las subunidades a del receptor induce cambios conformacionales que permiten la
transfosforilacion de las subunidades B, proporcionandoles la actividad tirosina kinasa

intrinseca, que es fundamental en la activacidn de la via de sefializacién de insulina (6,7).

Una vez activado el Rl comienza una cascada de fosforilaciones que regulan
interacciones proteicas y actividades enzimaticas. Los blancos de fosforilacidn del Rl incluyen a
los sustratos del receptor de insulina (IRS), a la proteina homologia a Src y coldgeno (Shc) y la
proteina adaptadora con dominios PH y SH2 (APS). Estos sustratos fosforilados constituyen
moléculas de acoplamiento que unen y activan kinasas celulares, iniciando vias de sefializacién
divergentes que median las acciones de insulina. La cascada Ras-Raf-MEK-ERK participa en la
sintesis de proteinas, crecimiento y diferenciacién celular y es activada principalmente por Shc.
La via fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) clase |/proteina kinasa B (PKB, también conocida con la
sigla AKT) es activada principalmente por el sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1) y es

responsable de la mayoria de las acciones metabdlicas de insulina (6).

IRS-1 pertenece a la familia de proteinas adaptadoras IRS y juega un rol fundamental en

la sefializacién de insulina. Posee dominios de homologia tipo pleckstrina (PH) y dominios de
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unién a fosfotirosina (PTB) que le permiten unirse al Rl y ser activado mediante su fosforilacidn
en residuos de tirosina. Por otra parte, tanto IRS-1 como R, son regulados negativamente por
proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) y por fosforilacion en residuos de serina. Una vez activado
IRS-1 recluta a un numero de proteinas transductoras de seiales, entre las que se incluye
PI3K (8). La PI3K esta constituida por dos subunidades, una regulatoria y otra catalitica, cada
una de las cuales presenta varias isoformas. La activacién de la subunidad catalitica depende de
la interaccién de dos dominios SH2 de la subunidad regulatoria con motivos especificos de tipo
fosfotirosina de la proteina IRS. Una vez activada PI3K cataliza la formacién del segundo
mensajero lipidico fosfoinositido 3-fosfato (PIP3), a partir de fosfoinositido 2-fosfato. Esto
recluta a proteinas con dominios PH, como la kinasa 1 dependiente de 3-fosfoinositido (PDK1) y
la proteina serina/treonina kinasa AKT hacia la superficie interna de la membrana celular,
favoreciendo su activacion (9). AKT media varias de las acciones metabdlicas de insulina a
través de la fosforilacién de un amplio rango de sustratos. Sin embargo su actividad kinasa debe
ser completamente activada mediante la fosforilacion de dos de sus residuos aminoacidicos,
treonina 308 y serina 473. PDK1 fosforila a AKT en treonina 308, y mTORC2 (asi como otras
PDK2s potenciales) en serina 473. Una vez fosforilada, AKT se transloca desde la membrana
plasmatica hacia otros compartimentos celulares para fosforilar proteinas de sefalizacidn,
factores transcripcionales y otras proteinas kinasas con el fin de regular multiples procesos

celulares (10).

La sefializacion de insulina es mediada por una compleja y altamente integrada red de
transduccion de senales que controla diversos procesos celulares. Se han desarrollado modelos
de nodos de transduccidon que han ayudado a comprender las multiples interacciones de
insulina en los distintos sistemas. Los proteinas transductoras de sefales recién mencionadas,
IR/IRS, PI3K y AKT, son consideradas nodos criticos en el sistema de sefializacién de insulina ya
gue ademds de ser puntos de divergencia con otras rutas y ser altamente regulados, existen
solidas evidencias in vivo e in vitro que los vinculan con los principales efectos de insulina en
una amplia variedad de modelos. Sin embargo, esto no descarta que, en determinados casos,

otras proteinas transduccionales reguladas por insulina puedan también actuar como nodos
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criticos, como ocurre por ejemplo con las familias de las PKCs, Rho GTPasa, Ras, p38-MAPK,

entre otras (9).

6.3 Accion de insulina en el corazon de mamiferos

Las patologias cardiovasculares representan la principal causa de mortalidad y
morbilidad a nivel mundial. Ademas, se ha observado que la diabetes tipo 2 incrementa
significativamente el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, y la principal causa de
muerte en pacientes diabéticos son las enfermedades cardiovasculares (11).  Estos
antecedentes, sumados a la evidencia de que el Rl es expresado en el corazén y que su sistema
de transduccion se encuentra activo (12), hacen necesario determinar exactamente el rol de

insulina en el corazon.

Las acciones de insulina en el corazén deben ser analizadas considerando las singulares
caracteristicas que posee este tejido. Entre éstas se destaca el constante bombeo del corazén,
el cual genera una gran demanda energética de acidos grasos y glucosa, ademas de movilizar
constantemente Ca”* para regular su actividad contréactil (13). Entre las acciones indirectas que
insulina ejerce en el corazén se encuentra regular el balance de los metabolitos energéticos
suministrados al miocardio, principalmente mediante sus acciones en el tejido adiposo,
musculo esquelético e higado (13). Asimismo, se ha evidenciado que insulina tiene acciones en
el tono vascular, las que en su mayoria llevan a vasodilatacion e incremento del flujo sanguineo
y un subsecuente aumento en la disponibilidad de glucosa en los tejidos blanco de insulina. Esto
se debe a que la via PI3K/AKT modula la produccién del potente vasodilatador éxido nitrico,
mediante la activacion de la enzima éxido nitrico sintasa (eNOS) (14). Por otro lado, algunas de
las acciones directas de insulina sobre el corazdn son: transporte de glucosa a través de los
transportadores facilitativos para glucosa GLUT-4, metabolismo del glicdgeno, oxidacién del
piruvato, regulacion de la glicdlisis, metabolismo de acidos grasos y regulacién de la expresion
de proteinas del miocardio (15). Como ejemplos de la accidon de insulina en la regulacion de
algunos de estos procesos, se ha descrito que la sefializacion de insulina promueve la glicélisis
en el corazon al activar a la fosfofructokinasa-2 (PFK2), enzima responsable de sintetizar
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fructosa 2,6- bifosfato, un potente estimulador de la 6-fosfofructokinasa-1 (PFK1), la principal
enzima reguladora del flujo glicolitico (16). También se ha demostrado que insulina regula la
sintesis proteica al modular la via PKB/AKT/TSC2/mTOR en cardiomiocitos. Una vez activada,
mTOR regula principalmente a dos proteinas: la proteina de unién a 4E-1 (4E-BP1) y a la kinasa

ribosomal (p70S6K), ambas implicadas en la traduccién de proteinas (16).

Ratones knockout para el Rl en cardiomiocitos presentan una reduccién significativa del
tamano del corazén (22% y 28% menos en el peso de corazones de hembras y machos,
respectivamente), persistencia en los patrones de expresion génica fetal para miosina, y
alteraciones metabdlicas tales como incremento de la glicélisis y disminucion en la oxidacidn de

acidos grasos, condicidn caracteristica de corazones inmaduros (15, 17).

Estudios en animales y humanos han sugerido que hay un aumento en la fosforilacion
de residuos de serina en IRS-1 por sobre su fosforilacién en residuos de tirosina en estados de
resistencia a la insulina, lo que impediria su activacion por Rl y alteraria la via de sefializacion de
insulina (18). Esta disminucion en la sensibilidad y/o respuesta a las acciones metabdlicas de
insulina, es la caracteristica principal de la diabetes, obesidad y dislipidemias; como también es
un importante componente del desarrollo de hipertension arterial, enfermedades coronarias y
ateroesclerosis (19). Esta relacién entre enfermedades metabdlicas y cardiovasculares se puede
explicar porque, en estados de resistencia a la insulina, existe un desbalance entre las acciones
vasodilatadoras del oxido nitrico y las acciones vasoconstrictoras de la endotelina-1,

dependientes de las vias PI3K y ERK, respectivamente (20).

Los efectos de insulina han sido ampliamente estudiados. Sin embargo, la completa
identificacion de los eventos de sefalizacién molecular involucrados en la accidén de insulina, es
un desafio que aun se encuentra en progreso. El desarrollo de esta tarea brinda la posibilidad
de generar nuevas herramientas moleculares para tratar enfermedades cardiovasculares como

la resistencia a insulina, hipertrofia cardiaca y cardiopatia isquémica.
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6.4 Ca'? en cardiomiocitos

Las vias de sefializacién dependientes de Ca*? regulan multiples procesos celulares. La
versatilidad de accion de este segundo mensajero se debe a la amplia gama de componentes
moleculares involucrados en la sefializacién por Ca*?, asi como a su combinacién para generar
sefiales de Ca™ con perfiles espaciales y temporales muy diferentes en los distintos tipos
celulares (21). Los procesos regulados por Ca*? operan en un amplio rango temporal, por
ejemplo, en la transmisién sindptica o en la contraccion cardiaca los sistemas efectores
responden a pulsos de Ca* enel rango de los micro a los milisegundos. En cambio, cuando las
sefiales transitorias de Ca* tienden a durar mas tiempo, se propagan a través de la célula en
forma de ondas para alcanzar sus blancos moleculares, y asi regular respuestas como la

transcripcidn génica y la sintesis proteica (22).

En los cardiomiocitos, células encargadas de la funcion contractil del corazén, el Ca*
intracelular juega un papel fundamental tanto en la regulacién de la contraccién del tejido
cardiaco como en la activacidon de las vias de sefalizacién dependientes de Ca®* (23). El
acoplamiento excitacién-contraccién cardiaco es el proceso que relaciona la excitacion eléctrica
del cardiomiocito con su contraccién (24). Cuando un cardiomiocito es despolarizado mediante
un potencial de accidn, los canales de Ca’" dependientes de voltaje tipo L, ubicados en el
sarcolema, se abren permitiendo la entrada de Ca’* a la célula. Este Ca** gatilla una posterior
liberacién de Ca?* al activar a los receptores de ryanodina (RyR), ubicados en la membrana del
reticulo sarcoplasmico, en un proceso llamado liberacién de Ca?* inducida por calcio (CIRC, del
inglés: calcium-induced calcium release) (25). La combinacién del influjo y la liberacion de Ca®
aumentan la concentracion de Ca**intracelular, permitiendo que este idn se una a troponina C.
desencadenando cambios conformacionales en el complejo troponina y tropomiosina que
dejaran disponibles los sitios activos del filamento de actina para combinarse con miosina, en
un proceso que utiliza ATP mediante una ATPasa dependiente de Ca’’. La energia liberada por
este proceso es transformada en trabajo mecanico que resulta en el acortamiento de las

miofibrillas y la contraccién cardiaca (26).
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6.5 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus se define como un desorden metabdlico crdnico caracterizado por
niveles persistentemente elevados de glucosa en la sangre, como consecuencia de una
alteracién en la secrecidn y/o accion de la insulina. La diabetes tipo 2 se caracteriza por una
resistencia a la insulina por parte de los tejidos. Las células del tejido adiposo, hepatico y
muscular no responden normalmente a la insulina y por esta razén el pancreas la produce en
mayor cantidad. La glucosa que no llega a los tejidos, se acumula anormalmente en la sangre
provocando hiperglicemia. La hiperglicemia trae como consecuencia, dafios a nivel
microangiopdtico (retinopatia, nefropatia y neuropatia) y macrovascular (enfermedad

isquémica del corazoén, ataque cerebral y enfermedad vascular periférica) (27).

En el ultimo siglo la sociedad ha experimentado profundos cambios en el estilo de vida
gue han resultado en un dramatico incremento en la incidencia de diabetes. En conjunto con la
susceptibilidad genética, la diabetes tipo 2 es provocada por factores ambientales y de

comportamiento, como el sedentarismo, alimentacion poco saludable y obesidad.

Actualmente, la prevalencia mundial de diabetes en adultos (entre 20 y 79 afios) se
estima en aproximadamente 285 millones de personas y se proyecta que en el afio 2030, este
numero aumentara a 439 millones (28). La prevalencia de diabetes en Chile se estima entre
4,2% vy 7,5% de la poblacidn, segun las encuestas realizadas a nivel nacional los afios 2003 y
2006, por el Ministerio de Salud y la Asociacion de Diabéticos de Chile (ADICH),
respectivamente (29). Estos datos nos dan cuenta que la diabetes se ha transformado en un
problema a nivel mundial, con enormes consecuencias de costo tanto econémico como social y,
por lo tanto, se requiere un esfuerzo internacional coordinado para mejorar la calidad de vida y

cambiar las conductas sociales que han convertido a la diabetes en una epidemia global.
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6.6 Regulacion del transporte de glucosa inducido por insulina

La glucosa es la principal fuente de energia en la gran mayoria de los organismos
existentes, razéon por la cual se han desarrollado mecanismos que facilitan su ingreso y
metabolizacidn a nivel celular. La mayoria de las células de mamiferos captan glucosa mediante
un proceso de difusidn facilitada a través de las proteinas transportadoras de glucosa, GLUTs.
Estos transportadores pertenecen a una familia de proteinas de 12 dominios transmembrana,
de las que actualmente se conocen 14 miembros que pueden dividirse en 3 grupos segun sus

caracteristicas estructurales (30, 31).

Cada transportador de glucosa tiene un papel especifico en el control de la homeostasis
de glucosa ya sea por su expresion tejido especifica, caracteristicas cinéticas, preferencia de
sustrato o por los mecanismos g regulan su expresion en la superficie celular y su papel en el
metabolismo de glucosa (32). Por ejemplo, GLUT1 se expresa en las barreras endoteliales y
epiteliales del cerebro, en la placenta y glandula mamaria en periodo de lactancia y GLUT3 es
considerado un transportador de glucosa neurona-especifico. Ambos transportadores se
encuentran constitutivamente en la membrana celular, lo que proporciona el suministro
constante de glucosa que estos tejidos necesitan (32). En cambio GLUT4, se caracteriza por su
expresion preferencial en los tejidos sensibles a insulina como el cardiaco, muscular y adiposo,
donde incrementa significativamente la tasa de incorporacién de glucosa ya sea por demandas
energéticas del tejido en ejercicio/contraccion o por estimulos de insulina a través de un
mecanismo altamente especializado (33). Debido a que esta accidén se encuentra comprometida
durante el desarrollo de diabetes tipo 2, se han desarrollado multiples trabajos que apuntan a

comprender la regulacién de este proceso.

En condiciones basales el GLUT4 se encuentra en un reciclaje lento pero continuo entre
la membrana plasmatica y varios compartimentos intracelulares, con sélo el 5% del total de
proteinas GLUT4 localizadas en la membrana plasmatica. Bajo estimulos de insulina la
exocitosis del transportador aumenta significativamente en conjunto con una leve disminucién
de su endocitosis, lo que lleva a que un 50% del total del transportador se relocalice en la

membrana celular (34). Estudios de microscopia electrénica en células del tejido adiposo vy
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musculo esquelético han demostrado que en condiciones basales hasta un 75% del total de
GLUT4 se localiza en pequefias (50-80 nm) vesiculas intracelulares, mientras que el resto del
transportador se encuentra en membranas de rdpida sedimentacién que probablemente
representan estructuras del endosoma o la red de trans-Golgi (TGN) (35). Las vesiculas que
contienen GLUT4 no representan un compartimento homogéneo e incluyen al menos dos
poblaciones vesiculares: Las vesiculas que responden a insulina (IRVs, del inglés: insulin-
responsive vesicles), que se translocan a la membrana plasmatica con la eficacia de
practicamente el 100%, y vesiculas de transporte extendidas en el espacio intracelular que no

son reclutadas a la membrana plasmatica por estimulos de insulina (36).

Un analisis sistematico de las IRVs indica que las proteinas que mayoritariamente las
componen son: GLUT4, la aminopeptidasa que responde a insulina (IRAP), sortilina, la proteina
relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad tipo 1 (LRP1) y la proteina de

membrana asociada a vesiculas (VAMP2) (37,38).

Existen nuevos antecedentes que GGA (proteina de unién a Arf-y, localizada en el Golgi,
se requiere para direccionar el transportador GLUT4 recién formado desde el TGN hacia las IRVs
(39). La unica proteina de las de IRVs que interactua directamente con GGA es sortilina, la cual
interactia con GLUT4, IRAP y LRP1 en el lumen vesicular. Sortilina se comporta como una
proteina transmembrana de andamiaje al reunir a los componentes mayoritarios de las IRVs en
un gran complejo oligomérico (36). ACAP1 es otra proteina adaptadora que tiene un papel
fundamental en la formacién de las IRVs, ya que interactua con el loop citoplasmatico central
de GLUT4 y recluta a clatrina al inicio de la formacién de estas vesiculas especializadas (40). Por
otra parte, numerosas evidencias sugieren que las proteinas adaptadoras AP1 Y AP2 también

estarian involucradas en este proceso (41).

En los tejidos sensibles a insulina, IRAP se mueve junto a GLUT4 hacia la formacion de
los compartimentos especializados y como GLUT4, también es retenido en el espacio
intracelular en estados basales y translocado a la membrana plasmatica en una manera
dependiente de insulina (42). Numerosas evidencias sugieren que IRAP podria tener un papel

en el trafico de GLUT4, por ejemplo, en células knockdown para IRAP se produjo un aumento
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de 2 a 3 veces en la cantidad de GLUT4 en la membrana celular en condiciones basales, debido
a una aceleracién en la exocitosis que se correlaciond con una redistribucién parcial de GLUT4
hacia endosomas de rapido reciclaje. Estos hallazgos documentan que IRAP tiene un papel
fundamental en la retencidn intracelular de GLUT4 en condiciones basales, mediante el control

de su distribucidn hacia las vesiculas especializadas (42).

VAMP2, otra de las proteinas que conforman las IRVs, es un factor vesicular soluble
sensible a N-etilmaleimida (NSF) unido a receptores proteicos (v-SNARE) que son requeridos
para la fusion de GLUT4 con la membrana citoplasmatica. VAMP2 no participa en la fusion de
las vesiculas de GLUT4 en dinamica basal, pero si en las estimuladas por insulina. Ademas,
estimulos como el estrés hiperosmdtico y el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) no lograron que VAMP2 incrementara los niveles de GLUT4 en la superficie celular, la
qgue fue dependiente de v-SNARE y VAMP7. Estas observaciones sugieren que las vesiculas que
llegan a la membrana plasmatica por estimulos de insulina difieren de las que llegan en estado

basal (43).

A pesar de los numerosos trabajos dirigidos a comprender el proceso de formacién de
las IRVs y su reclutamiento hacia la membrana celular por estimulos de insulina, aun son
numerosas las preguntas que quedan por contestar para dilucidar por completo el
funcionamiento de este proceso y su implicancia en el desarrollo de patologias como diabetes

tipo 2.

6.7 Participacion de la via dependiente e independiente de IRS en la regulacion de GLUT4

La translocacion de GLUT4 estimulada por insulina requiere al menos dos vias de
sefalizacion mediadas por el receptor de insulina: una conduce a la activacién de PI3K y la otra
a la activacion de de la GTPasa pequefia TC10 (44). La via cldsica de sefializacién por insulina
implica el acoplamiento de IRS1 al receptor de insulina (RI) con posterior activacion de PI3K, lo
gue conduce a la formacién de PIP3 en la membrana plasmatica y el subsecuente reclutamiento
y activacién de la kinasas PDK1 y AKT, las que terminan por activar a las isoformas atipicas de la

proteina kinasa C (aPKCL/C). La activacion de estas enzimas es necesaria para la traslocacion de
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GLUT4 hacia la superficie celular (45). AKT actla en mas de 35 sustratos que participan en
diversos procesos metabdlicos y mitogénicos. De éstos, la proteina activadora de GTPasas Rab
sustrato de AKT de 160 kD (AS160) participa en la traslocacion de GLUT4 hacia la superficie
celular. Al ser fosforilado por AKT, AS160 se inactiva produciendo una permanencia del estado

activado de Rab y la consecuente promocidn de la incorporacion de glucosa (46).

La segunda via de sefializacién que participa en la translocacion de GLUT4 hacia la
superficie celular comienza con el reclutamiento de Cbl y la proteina adaptadora CAP hacia el
receptor de insulina por APS. Una vez que Cbl es fosforilada en residuos de tirosina por Rl,
puede reclutar a la proteina adaptadora Crkll y al factor intercambiador de nucléotidos de
guanina C3G hacia las balsas lipidicas de la membrana celular, donde se encuentra TC10. C3G
activa a TC10, la que es capaz de modificar el citoesqueleto de actina y asi incidir

positivamente en el aumento de la captacién de glucosa, tras estimulos de insulina (47).

A pesar de que el Ca™ posee un papel fundamental en regular la funcién de los
cardiomiocitos, aun no se ha establecido si este idn participa en las acciones metabdlicas de
insulina en el corazéon. Trabajo previo de nuestro Laboratorio ha mostrado que insulina
aumenta la captacién de glucosa en cultivos primarios de cardiomiocitos de rata neonata a
través de un mecanismo independiente del Ca’* extracelular. Ademas, el pretratamiento de los
cardiomiocitos neonatos con los bloqueadores del canal L de Ca** nifedipino y del
canal/receptor intracelular ryanodina no modificaron el efecto de insulina en la captacién de
glucosa. Por el contrario, el pretratamiento con inhibidores que impiden la sefializacién via IP3,
disminuyd drasticamente la captacién de glucosa inducida por insulina en cardiomiocitos
neonatos. Sin embargo, se desconoce el papel del Ca®* como segundo mensajero en la
sefializacion del receptor de insulina orientado hacia la captacion de glucosa en cardiomiocitos
de rata adulta. A medida que el corazdon madura experimenta una serie de cambios en su
metabolismo, asi en el corazén fetal la principal fuente de energia es la oxidacion del lactato.
Inmediatamente después del nacimiento la glicélisis es el principal medio de obtencion de
energia. Sin embargo esta preferencia de sustrato energético cambia rapidamente a la

oxidacion de los 4acidos grasos a partir de la primera semana de vida. Los mecanismos
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responsables de este cambio se deben a una combinacién de eventos, incluyendo cambios en el
suministro de sustratos energéticos para el corazén, cambios en el control hormonal del
metabolismo energético y cambios subcelulares directos del miocardio (48). A pesar que bajo
condiciones fisioldgicas los acidos grasos son la principal fuente de energia para el corazén
adulto, un 30% del total de ATP de este tejido es generado a partir de glucosa y lactato, siendo
la glucosa un sustrato energético de suma importancia en varios estados patolégicos (49). Por

estos motivos se propone en esta memoria de titulo explorar la siguiente hipoétesis:

7 HIPOTESIS

Insulina estimula la translocacién del transportador de glucosa GLUT4 hacia la superficie celular

del cardiomocito de rata adulta por un mecanismo dependiente del Ca’"intracelular.

8 OBIJETIVO GENERAL

Estudiar el papel del Ca®* como segundo mensajero en la captacion de glucosa inducida por

insulina.

9 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar la sefializacidn del receptor de insulina orientada al transporte de glucosa en

cardiomiocitos de rata adulta.

2. Caracterizar la captacion de glucosa inducida por insulina en cardiomiocitos de rata

adulta.

3. Determinar el mecanismo mediante el cual el Ca®* participa en el transporte de glucosa inducido

por insulina en cardiomiocitos de rata adulta.
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10 MATERIALES Y METODOS

10.1 Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU): ,
medio M199, SDS, EDTA, EGTA, NaVQ,4, PMSF, glicerol, DTT, Tween-20, acido pirdvico, reactivo
de Folin Ciocalteau, Butano 2,4 dionamonoxima, anticuerpo anti B-tubulina. De Merck
(Darmstadt, Alemania) se obtuvieron: NaOH, HCI, Na,COs, Na,HPO4;, CuSO4e5H,0, tatrato
dipotasico, NaF, pirofosfato de sodio, Tritén X-100, MgCl,, 2-propanol, formaldehido 37%. De
Amresco (Solo, OH, EEUU): NaCl, leupeptina, aprotinina, HEPES sal sddica, Tris base, acrilamida,
bisacrilamida, CsCl. De Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU) se adquirieron: médio RPMI 1640
11879-020, laminina 23017-015. De Molecular Probes (actualmente subsidiaria de Invitrogen)
se obtuvo BAPTA-AM. De Winkler (Santiago, Chile) se obtuvieron: KCl, 2-mercaptoetanol,
TEMED, BSA, sacarosa. De Calbiochem (La Jolla, CA, EEUU) se adquirieron: AKT Inhibitor VIII,
anti-IgG conejo, anti-IgG ratén, ionomicina 407950, 2-desoxi-D-glucosa 25972, citocalasina b
250233. De PerKinElmer Life Sciences (Boston, EEUU) se adquierieron: 2-[1,2-3H]-desoxi-D-
glucosa NET549250UC y western Lightning. Los anticuerpos anti p-AKT, p-Rl, p-Erk y AKT se
adquirieron a Cell Signaling. La xestospongina C fue gentilmente donada por Jordi Molgd PhD.
Otros reactivos: Colagenasa A 11088793001 (Roche), anticuerpo anti ERK (Santa Cruz, Chile),
Ryanodina 630-062-M001 (Alexis Biochemicals), 2-APB 1224 (TOCRIS), insulina humana (Novo
Nordisk), Ecoscint (Fermelo Biotec), ketamina 10% (Agroland), xilacina 2% (Cetrovert) vy

reactivo de Bradford (BioRad, EEUU).

10.2 Cardiomiocitos adultos

Los cardiomiocitos se obtuvieron a partir de ratas adultas macho Sprague-Dawley de
entre 200 a 300 g de peso corporal. Previo a la operacion, las ratas fueron profundamente
anestesiadas mediante una inyeccién intraperitoneal de 300uL de una solucién de ketamina:

xilacina=2:1. El corazén fue rapidamente escindido y depositado en medio Gerard frio (4°C). La
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arteria aorta fue canulada y ligada firmemente al sistema de perfusién con bomba peristaltica.
Luego se procedio a la perfusién del corazén (4 ml/min) con tres soluciones a 37° C en buffer
Gerard con: calcio (2,6mM) hasta que el corazén expulse visiblemente toda la sangre contenida
(=1 min), después EGTA (2,5 mM) hasta que deje de contraerse (=1 min) y finalmente por 30
min con la solucién de digestidon: 50-65 mg de Colagenasa tipo A en 50 ml de Gerard,
suplementado con 500 uL de 5mM BDM (Butano 2,4 dionamonoxima, desacoplador del sistema
de contraccion celular). El corazén digerido se desmontd, se cortd longitudinalmente, y se
disgregd mecanicamente en campana de flujo laminar. Luego el tejido digerido y disgregado se
depositéd en un frasco Falcon de 100 ml con 15 ml de solucién de digestion en un bafo
termorregulado a 372C con agitacion permanente por 10 min. En campana, se tomé el
sobrenadante y se transfirié a un tubo de 15 ml. El que se centrifugd a 500 rpm por 2 min. El
pelet celular fue resuspendido suavemente en buffer Gerard suplementado con 5mM BDM.
Esta suspensidn celular se sembrd en placas de cultivo pre tratadas con Laminina (5ug/ml).
Luego de 15 a 20 minutos de anclaje e inhibicién del sistema contractil el sobrenadante se

elimind y se cambio por M199/HEPES/Ca+2 2mM suplementado con BDM.

10.3 Obtencidn de extractos proteicos de células

Una vez finalizado el periodo de estimulacién, los cardiomiocitos se lisaron en 100 uL de
tampon de lisis (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 20 mM NaF, 1 mM
pirofosfato de Na, 1 mM NaVO,, 140 mM NaCl y 1 mM PMSF), que contenia 10% v/v glicerol, 1
ug/mL leupeptina, 1 pg/mL aprotinina y 1% v/v Triton X-100. Luego las muestras se
centrifugaron a 12.000 x g por 10 min 4 2C y se determind la concentracién de proteinas por el
método de Bradford. Las fracciones solubles se mezclaron con 0,33 voliumenes de tampdn
desnaturante 4x (25 mM Tris-HCI pH 7,5, 32% v/v glicerol, 20% 2-mercaptoetanol, 9,2% SDS,
0,02% azul de bromofenol) y se incubaron por 5 min a 952C para el posterior andlisis por

Western blot.
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10.4 Determinacion de proteinas

10.4.1 Método de Lowry

Se utilizé una variante del micrométodo de Lowry en presencia de detergentes (50).
Brevemente, se prepard el reactivo A mezclando partes iguales de una solucidén de cobre-
tartrato-carbonato [preparado por mezcla de 50 mL de 0,2% p/v CuSO4¢5H,0 y 0,4% p/v
tartrato dipotasico con 50 mL de 20% p/v Na,COs], 10% SDS y 0,8N NaOH; y el reactivo B
diluyendo 1 volumen del reactivo de Folin Ciocalteau con 5 volumenes de agua nanopura. En un
tubo Eppendorf se mezclé 5 pL de muestra de proteinas con 400 pL de agua nanopura, 400 uL
de reactivo Ay 200 pL de reactivo B. se incubd a 402C por 30 min y la absorbancia se determind

a 750 nm. Como estdndar de proteinas se utilizd BSA.

10.4.2 Método de Bradford

Se mezclaron 5 pL de muestra con 200 plL de reactivo de Bradford (Bio-Rad protein
assay) y 795 uL de agua. Las muestras se leyeron a 595 nm. Como estandar para realizar la

curva de calibracion se utilizo BSA (51).

10.5 Analisis de Western blot

En todos los Western blots, las proteinas se resolvieron en geles en gradiente de
poliacrilamida entre 5 al 12% p/v con SDS. El resto de las electroforesis de proteinas se
realizaron en geles al 12% p/v de poliacrilamida-SDS. Las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa de 0,2 um a voltaje constante (100 V por 1,5 h). Posteriormente,
las membranas se bloquearon con leche descremada al 3% p/v en TBS-T (25 mM Tris pH 7,4,
138 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,1% v/v Tween-20) por 1 h y se incubaron con el primer anticuerpo
(anti-p-AKT 1:1.000; anti AKT 1:1.000, B-actina 1:1.000). Luego de lavar las membranas, se
incuban con un segundo anticuerpo anti IgG de conejo o ratdn, conjugado a peroxidasa de
rabanito, para ambos anticuerpos secundarios se usé la dilucién 1:5.000. La unién especifica se

detecté mediante quimioluminiscencia (ECL), utilizando pelicula BioMax MR.
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10.6 Captacion de glucosa

El ensayo de captacién de glucosa se realizd por triplicado en placas de 12 pocillos
pretratadas con laminina y sembradas con cardiomiocitos adultos. Los cardiomiocitos adultos
se lavaron dos veces con el medio de cultivo libre de glucosa RPMI 1640. Después se estimuld a
las células por 40 min con insulina 1, 10 o 100 nM, dependiendo del experimento,
conservando el medio sin glucosa. Una vez transcurrido el tiempo de estimulo, se aifiadieron 10
uL a cada pocillo de la soluciéon de transporte, ésta consiste en 130 uL de medio libre de
glucosa, 15 plL de una solucién 100 nM de 2-deoxiglucosa y 5 pL de [*H]-2-deoxiglucosa 1- pCi/
ul. Después de 30 min el medio fue aspirado y las células lavadas 2 veces con PBS frio.
Finalmente las células fueron lisadas con 500 plL de una solucién 1N de NaOH durante 20 min a
37°C. De los 500 pL finales, una alicuota de 400 pL se llevé a medir a la cdmara de centelleo y lo
restante se utilizo para cuantificar la concentracion de proteinas de cada pocillo. Los inhibidores

se incubaron 30 min previo al estimulo de insulina.

10.7 Expresion de resultados y analisis estadistico

Los resultados mostrados corresponden al promedio + SEM (Western blots) o SD
(captacién de glucosa) de, al menos, tres experimentos independientes. Los datos se analizaron
por ANOVA vy la prueba Tuckey o Dunnet para determinar la significancia estadistica de los

resultados. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas con valores de p<0,05.
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11 RESULTADOS

11.1 Activacion de la via de sefializacion candnica del receptor de insulina en cardiomiocitos

aislados de rata adulta

A fin de determinar la funcionalidad de la via de sefializacion de insulina en los cultivos
primarios de cardiomiocitos de rata adulta se investigd si insulina activa al Rl y a dos de las
proteinas kinasas involucradas en las vias transduccionales candnicas activadas por este
receptor, ERK 1/2 y AKT. Con este objetivo los cardiomiocitos se expusieron 5, 10, 20, 30 y
60 min a insulina (100 nM) y se prepararon extractos proteicos totales en la forma indicada en
Materiales y Métodos. Luego se determinaron las formas fosforiladas y totales de cada proteina
en estos extractos mediante Western blot. Los resultados indican que insulina estimula su
fosforilacién de su receptor desde los 5 hasta los 60 min post-estimulacién. Sin embargo, la
maxima activacion se observa a los 5 min de estimulo, con un aumento de 50 + 21 veces sobre
el control (Figura 1A). En el caso de la activacion de las proteinas kinasas reguladas
extracelularmente ERK1/2, los resultados indican que insulina produjo una activacion
diferencial de las distintas isoformas de la proteina. Asi, la fosforilacion de ERK1 no varia con
respecto al control, mientras que la fosforilacion de ERK2 aumenta significativamente en
3,5 10,2 veces sobre el control, a los 5 min post estimulo (Figura 1B). Finalmente la activacién
de AKT, condicién fundamental para la estimulacién de la captacidon de glucosa por insulina, se
determind a los tiempos de estimulo mencionados anteriormente. Los resultados muestran que
su fosforilacion aumenta significativamente a los 5 y 10 min post estimulo con insulina,
mientras que a tiempos mayores disminuye progresivamente. La activacion maxima de AKT fue

de 60 + 8 veces sobre el control a los 5 min de estimulo con insulina (Figura 1C).
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Figura 1. Efecto de insulina en la activacion de la via de sefializacion candnica del receptor de insulina
en cardiomiocitos aislados de rata adulta. Cardiomiocitos se estimularon con insulina 100 nM a los
tiempos indicados. (A) Efecto de insulina sobre la fosforilacion del RI. El maximo efecto de 50 + 21 veces
sobre el control, se logré a los 5 min de estimulacién. (B) Efecto de insulina sobre la fosforilacion de
ERK1/2. El maximo efecto para ERK2 de 3,5 * 0,7, veces sobre el control, se logré a los 5 min de
estimulacion. (C) Efecto de insulina sobre la fosforilacion de AKT. El maximo efecto de 60 + 8, veces
sobre el control, se logré a los 5 min de estimulacién. Cada figura es representativa de 3 experimentos
independientes con ***p <0.001, **p <0.01 y *p<0.05 vs control.
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11.2 Insulina aumenta el transporte de glucosa en cardiomiocitos aislados de rata adulta

Se conoce ampliamente que una de las principales acciones de insulina es promover la
incorporacion de glucosa en los tejidos sensibles a esta hormona, como los musculos
esquelético y cardiaco y el tejido adiposo. Por lo tanto el objetivo de estos experimentos fue
caracterizar la incorporacion del derivado tritiado de glucosa, *H-2DG, estimulada por insulina
en cardiomiocitos aislados de rata adulta. Para ello las células se expusieron a distintos tiempos
de estimulo (1, 5, 15, 40, 60 min y 2 h) con insulina a una concentracién constante (100 nM) o a
un tiempo constante de estimulo (40 min) a distintas concentraciones de insulina (1, 10 y
100 nM), con el fin de determinar el tiempo y concentracidn necesarios para aumentar
significativamente la incorporacion de glucosa en cardiomiocitos adultos aislados. Los
resultados indican que insulina 100 nM aumenta significativamente la incorporacién de glucosa
alos 15, 40 y 60 min de estimulo, siendo el maximo aumento de 2,7 + 0,5 veces sobre el basal,
a los 60 min post estimulacion (Figura 2A). Por otro lado, la incorporacion de glucosa aumenta
de manera proporcional al incremento en las concentraciones de insulina, siendo el maximo
aumento de 2,5 + 0,3 veces sobre el basal, cuando se utilizé insulina 100 nM. Ademas los
resultados indican que citocalasina B, un inhibidor no selectivo de la captacién de glucosa,
redujo drasticamente la incorporacién de glucosa en cardiomiocitos en condiciones basales y en
condiciones de estimulacion con insulina en todas las concentraciones utilizadas, confirmando

gue el efecto es a través de los transportadores de glucosa GLUT (Figura 2B).
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Figura 2. Efecto de insulina en la captacion de glucosa en cardiomiocitos aislados de rata
adulta. El ensayo de pulso y caza de *H-2DG se realiz tal como se describe en Materiales y Métodos.
(A) Aumento en la captacion de glucosa por estimulos de insulina (100 nM) a los tiempos indicados. (B)
Estimulo de insulina por 40 min aumenta el transporte de glucosa de una manera concentracion
dependiente. Citocalasina B (10 uM) inhibe el transporte de glucosa a través de GLUTs. Cada figura es
representativa de 3 experimentos independientes con ***p<0.001 **p<0,01 y *p<0,05 vs basal,
*0<0,001 vs insulina.
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11.3 Participacién del Ca*? extracelular e intracelular en la fosforilacién de AKT estimulada

por insulina en cardiomiocitos aislados de rata adulta

Como mencionamos anteriormente, la proteina AKT es un nodo critico en la sefializacién
de insulina y su activacion es fundamental para promover el transporte de glucosa en
cardiomiocitos (50). En este contexto es interesante estudiar la participacion del calcio
extracelular e intracelular en la fosforilacion de AKT inducida por insulina. Para ello
cardiomiocitos se preincubaron con el quelante de Ca*? extracelular EGTA (2 mM) y/o el
quelante intracelular de Ca*> BAPTA-AM (100 y 50 uM). Luego, las células se estimularon con
insulina (100 nM) durante 5 min y se prepararon extractos proteicos totales en la forma
indicada en Materiales y Métodos. Después se determinaron los niveles de las formas
fosforiladas y totales de AKT en estos extractos mediante Western blot. Los resultados
muestran que insulina incrementa la fosforilacion de AKT en el aminodcido Ser473 en
cardiomiocitos mantenidos en un medio sin Ca®" extracelular (EGTA), mientras que el
pretratamiento con BAPTA-AM (50 y 100 uM) disminuye drasticamente el efecto de insulina en
la fosforilacion de AKT. Es interesante notar que, a pesar de que ambas concentraciones de
BAPTA-AM disminuyeron significativamente la fosforilacién de AKT, hubo una fosforilacion
remanente de la proteina. Este resultado sugiere que la activacion de AKT depende no sdélo de

la presencia de Ca* intracelular, sino gue también de su concentracién (Figura 3).
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Figura 3. La fosforilacion de AKT inducida por insulina depende del Ca®* intracelular en
cardiomiocitos aislados de rata adulta. Cardiomiocitos preincubados con EGTA y/o BAPTA-AM se
estimularon con insulina 100 nM por 5 min. Luego se prepararon extractos celulares y se analizé la
fosforilacién de AKT por Western blot tal como se indica en Materiales y Métodos. BAPTA-AM inhibid
significativamente la fosforilaciéon de AKT estimulada por insulina. La figura es representativa de 3
experimentos independientes con ***p<0.001 vs control; ##p<0,01 y #p<0,05 vs insulina.
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Para verificar que la ausencia de Ca*? extra e intracelular no afecta la funcionalidad de la
sefializacion de insulina rio arriba de la proteina AKT, se determind la fosforilacidon del Rl en
cardiomiocitos pretratados con EGTA (2 mM) y/o BAPTA-AM (50 uM) y posteriormente
estimulados con insulina (100 nM) por 5 min. El andlisis por Western blot revelé que la

fosforilacién del Rl no se afecté por la presencia de los quelantes de Ca*? (Figura 4).
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Figura 4. La fosforilacién del Rl inducida por insulina es independiente del Ca®* extra e
intracelular en cardiomiocitos aislados de rata adulta. Células preincubadas con EGTA y/o
BAPTA-AM se estimularon con insulina 100 nM por 5 min. Luego se prepararon extractos celulares y se
analizd la fosforilaciéon del Rl por Western blot tal como se indica en Materiales y Métodos. La
fosforilacién del Rl no se afectd por la ausencia de Ca+2 extra e intracelular. La figura es representativa
de 3 experimentos independientes con **p<0.01 y *p<0.05 vs control.
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Para evaluar el componente de Ca*? intracelular involucrado en la fosforilacion de AKT
inducida por insulina, cardiomiocitos se pretrataron con el bloqueador del canal/receptor
intracelular Ryanodina (50 uM) o con el inhibidor del receptor de IP3 (IP3R), 2-APB (100 uM).
Luego, las células se estimularon con insulina (100 nM) durante 5 min y se prepararon
extractos proteicos totales en la forma indicada en Materiales y Métodos. Después mediante
Western blots se determinaron los niveles de AKT fosforiladas y totales en estos extractos. El
uso de ambos inhibidores arrojé resultados muy similares. Se observa que el aumento en la
fosforilacién de AKT, inducida por insulina, tiende a disminuir en presencia de los inhibidores,

sin embargo no es una disminucidn significativa (Figuras 5-6).
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Figura 5. Efecto de Ryanodina en la fosforilacion de AKT inducida por insulina en
cardiomiocitos aislados de rata adulta. Las células se estimularon con insulina 100 nM por 5 min en
medio con Ca2+. Luego se prepararon extractos celulares y se analizd la fosforilacién de AKT por
Western blot tal como se indica en Materiales y Métodos. El bloqueador del canal/receptor intracelular
Ryanodina (50 uM) disminuye parcialmente la fosforilacién de AKT inducida por insulina. La figura es
representativa de 3 experimentos independientes con **p<0.01 y *p<0.05 vs control.
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Figura 6. Efecto de 2- APB en la fosforilacion de AKT inducida por insulina en cardiomiocitos
aislados de rata adulta. Las células se estimularon con insulina 100 nM durante 5 min en medio con
Ca2+. Luego se prepararon extractos celulares y se analizé la fosforilacion de AKT por Western blot tal
como se indica en Materiales y Métodos. El inhibidor del IP3R, 2-APB (100 uM) disminuye parcialmente
la fosforilacién de AKT inducida por insulina. La figura es representativa de 3 experimentos
independientes con **p<0.01 y *p<0.05 vs control.

11.4 Participacién del Ca*? extracelular e intracelular en la captacién de glucosa inducida por

insulina en cardiomiocitos de rata adulta

Tanto en adipocitos 3T3-L1 como en musculo esquelético se ha descrito que el aumento
del Ca®* intracelular juega un importante papel en la captacidon de glucosa inducida por
insulina (51, 52). Sin embargo el mecanismo mediante el cual ocurre tal efecto permanece
inexplorado. En el presente trabajo se estudid el efecto del Ca’" enla captacién de glucosa
inducida por insulina en cardiomiocitos. La captacién de [’H]-2-desoxiglucosa aumentd
significativamente en los cardiomiocitos adultos incubados en medio con ca® y libre de Ca’*. La
captacion de glucosa aumento tras la estimulacion con insulina, alcanzando valores de 2,3 + 0,6

y 2,1+ 0,3 veces respecto el basal de cada serie experimental en presencia y ausencia de Ca®

34



extracelular, respectivamente (Figura 7). Sin embargo cuando se preincubd a las células con
BAPTA-AM, el aumento en la incorporacién de glucosa inducido por insulina fue inhibido
significativamente (Figura 7). El inhibidor quimico de AKT (Akti) disminuyd totalmente la
incorporacion de glucosa inducida por insulina (Figura 7), confirmando la importancia de la

activacion de esta via de sefializacion en el transporte de glucosa inducido por insulina.
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Figura 7. La captacion de glucosa inducida por insulina depende del Ca® intracelular en
cardiomiocitos aislados de rata adulta. El ensayo de pulso y caza de *H-2DG se realizé tal como se
describe en Materiales y Métodos. Tanto BAPTA-AM (50 uM) como Akti (10 pM) inhiben
significativamente la captacion de glucosa inducida por insulina (100 nM), en un medio con Ca”* y libre

de Ca®*. Cada figura es representativa de 3 experimentos independientes con **p<0,01 vs basal;
"h<0.001y "p<0.01 vs insulina.
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Aunque la magnitud del aumento en la incorporacion de glucosa inducida por insulina es muy
semejante entre células mantenidas en un medio con o sin Ca*? extracelular; cuando se
compara la incorporacién de glucosa utilizando como referencia la captacién basal de las
células en medio con Ca™, se observa gue ella siempre es mayor en ausencia de Ca*?
extracelular, siendo esta diferencia significativa en la condiciéon de estimulo con insulina entre

los cardiomiocitos mantenidos en medio con Ca** y libre de Ca® (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la presencia de Ca®** externo en la captacién de glucosa inducida por
insulina en cardiomiocitos aislados de rata adulta. El ensayo de pulso y caza de *H-2DG se realizé
tal como se describe en Materiales y Métodos. Cardiomiocitos se preincubaron con o sin EGTA y luego
se estimularon con insulina. Se observa que la captacién de glucosa es mayor en ausencia de Ca**
externo. La figura es representativa de 3 experimentos independientes con *p<0,05 insulina con [Ca**]e
vs insulina sin [Ca®'].. Se utilizd el post-test Bonferroni para analizar pares de columnas de datos
seleccionadas.
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Si la ausencia de Ca*? intracelular inhibe por completo la incorporacidon de glucosa, se hace
interesante investigar si un aumento en la entrada de Ca* al citoplasma modula el transporte
de glucosa en los cardiomiocitos. Para este fin, las células se trataron con el ionéforo divalente
de Ca*™ lonomicina, durante los Ultimos 20 min de estimulo con insulina. Para luego proseguir
con el ensayo de pulso y caza de H-2DG tal como se describe en Materiales y Métodos. Los
resultados indican que en los cardiomiocitos tratados sélo con lonomicina no aumenté la
captacion de glucosa (Figura 9). Ademas se observa que cuando se utilizé ionomicina junto con
el estimulo de insulina, la captacion de glucosa disminuye levemente, sin ser esta disminucion

significativa (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de lonomicina en la captacion de glucosa inducida por insulina en
cardiomiocitos aislados de rata adulta. lonomicina (500 nM), ionéforo de Ca**, disminuye levemente
la captacién de glucosa inducida por insulina. La figura es representativa de 3 experimentos
independientes con ***p<0,001 vs basal; **p<0,01 vs basal.
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11.5 Participacion de los reservorios intracelulares de Ca® en la captacion de glucosa

inducida por insulina en cardiomiocitos aislados de rata adulta

Para determinar el componente de Ca*? intracelular involucrado en la captacién de
glucosa inducida por insulina, cardiomiocitos se pretrataron con el bloqueador del
canal/receptor intracelular Ryanodina (50 puM) o con el inhibidor del receptor de IPs (IPsR),
2-APB (50 y 100 uM) y para después se proseguir con el ensayo de pulso y caza de *H-2DG tal
como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados indican que el bloqueo del
receptor de Ryanodina disminuye parcialmente la captacién de glucosa inducida por insulina,

sin ser esta disminucion significativa (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de Ryanodina en la captacion de glucosa inducida por insulina en
cardiomiocitos aislados de rata adulta. Ryanodina (50 uM) inhibe el RyR y disminuye parcialmente
la captacién de glucosa inducida por insulina. La figura es representativa de 3 experimentos
independientes con **p<0,01 y *p<0.05 vs basal.

38



Cuando los cardiomiocitos se pretrataron con el inhibidor del receptor de IP;3 2-APB (50 y
100 uM), la incorporacidon de glucosa inducida por insulina fue totalmente inhibida. Estos
resultados indican que el Ca*? proveniente de este reservorio intracelular tiene un papel
fundamental en el transporte de glucosa estimulado por insulina en cardiomiocitos adultos

(Figura 11).
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Figura 11. Efecto de 2-APB en la captacion de glucosa inducida por insulina en cardiomiocitos
aislados de rata adulta. 2-APB (100 uM), antagonista del IPsR disminuye significativamente la
captacién de glucosa inducida por insulina. La figura es representativa de 3 experimentos
independientes con ***p<0,001 vs basal; *#p<0.001 vs insulina
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12 DISCUSION

En el presente trabajo se investigd el papel del Ca*?en el transporte de glucosa inducido
por insulina en cardiomiocitos de rata adulta. Los principales resultados fueron: a) Al quelar el
Ca*? intracelular con BAPTA-AM se observé que este i6n participa en ciertas etapas de la
sefializacion de insulina pues hubo una disminucion significativa en la fosforilacion de AKT
inducida por insulina. Esta disminucion en la fosforilacién conduciria a efectos deletéreos en el
proceso de translocacion que gatilla la exocitosis del GLUT4. B) Ademas, la incorporacién de
glucosa disminuyd drasticamente al preincubar las células con el inhibidor de los procesos
dependientes de IP3 2-APB. Estos datos sugieren una clara conexion entre la liberacion de Ca®

dependiente de IPs; y el transporte de glucosa inducido por insulina en cardiomiocitos adultos.

12.1 Activacion de la via de seiializacidon candnica del receptor de insulina en cardiomiocitos

aislados de rata adulta

La insulina regula el metabolismo del corazén mediante la modulacién del transporte de
glucosa, la glicdlisis, sintesis de glicbgeno, metabolismo de lipidos, sintesis proteica, el
crecimiento, la contractilidad y la apoptosis de los cardiomiocitos (13, 55, 56). Numerosos
estudios han mostrado que el deterioro de la sefializacidén de insulina altera el metabolismo de
glucosa y disminuye la eficiencia metabdlica de los cardiomiocitos en un estado conocido como
resistencia a la insulina (57). Estos antecedentes permiten dimensionar la importancia que
posee insulina y su receptor en mantener la homeostasis energética en una gran variedad de
organismos y modelos celulares.

Nuestros resultados mostraron que en cultivos de cardiomiocitos adultos aislados, el Rl se
encuentra presente y funcional ya que desde los 5 min de estimulo con insulina el receptor se
activa, presentando un aumento significativo en su fosforilacion respecto a la condicion control,
en concordancia con lo descrito en la literatura (58, 59). Una de las vias de sefializacién que
diverge de la activacidn del Rl es la cascada Ras-Raf-MEK-ERK, en la que también observamos
una activacién post estimulacién con insulina. Interesantemente los resultados muestran una

activacidn diferencial de las isoformas de ERK, siendo ERK2 la que se fosforila significativamente
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a los 5 min post estimulo. La informacién que existe acerca de las posibles funciones
especificas de las dos principales isoformas de ERK, ERK1 (p44) y ERK2 (p42), es relativamente
escasa. Estas dos proteinas se coexpresan practicamenteen todos los tejidos, pero con una
abundancia relativa muy variable, siendo ERK2 la isoforma predominante en el cerebro y las
células hematopoyéticas (60). Teniendo en cuenta la gran identidad de aminodcidos entre las
dos isoformas y su regulacion espacio-temporal aparentemente similar, actualmente se les
considera como proteinas con funciones intercambiables. Sin embargo, importante evidencia
reciente sugiere que podria haber diferencias cuantitativas en la dindmica de ERK1 y ERK2 y que
podrian tener un papel significativo en su regulacidon. Ratones carentes de ERK1 viven y se
reproducen normalmente sin un aumento compensatorio evidente de ERK2 pero, muestran un
déficit en la maduracion de timocitos (61). En contraste, la ausencia de ERK2 en ratones
conduce a la muerte embrionaria temprana como consecuencia de defectos placentarios,
demostrando que ERK1 no compensa la ausencia de ERK2 en el embridn (62). Un estudio hecho
en ratones adultos determind que el contenido endégeno de ERK2 es superior al de ERK1 en
corazones wild type. No obstante tanto la pérdida de un alelo para ERK2 (Erk2 +/') como la
pérdida de ambos alelos para ERK1 (Erk1 '/') disminuyeron en forma similar la activacion neta
de ERK en el corazoén (63). Sin embargo, las lesiones del miocardio después de ser sometido a
estimulos de isquemia-reperfusién, revelaron que éstas eran significativamente mayores en
ratones Erk2 +/'que en ratones wild type y Erkl '/', lo que sugiere que ERK 1 y 2 tienen distintas
funciones y que la sefalizacion por ERK2 seria necesaria para proteger el miocardio del dafio
por isquemia-reperfusién in vivo (63). Aunque en la determinacién de la funcionalidad de la
sefializacion del Rl es de gran relevancia estudiar la activacion de la via Ras-Raf-MEK-ERK, las
acciones de esta cascada de senalizacién son mas bien mitogénicas y de crecimiento pero, no se
relacionan con las acciones metabdlicas de insulina. Por el contrario, la activacion de la via
PI3K/AKT, otra de las principales vias divergentes de la activacion del RI, es fundamental en la
regulacién de las acciones metabdlicas de esta hormona peptidica. Asi, cuando células del
musculo esquelético y adipocitos son preincubados con el inhibidor alostérico de AKT (Akti)
tanto la fosforilacion de AKT, como el aumento en la captacién de glucosa inducidas por

insulina son disminuidos significativamente (64). Nuestros resultados muestran un aumento en
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la fosforilacion de AKT en el aminodcido Ser473 a partir de los 5 min post estimulacidon con
insulina, demostrando que esta via de senalizacidon se encuentra activa y funcional en nuestro

modelo celular, tal como se describe en la literatura (65).

12.2 Insulina aumenta el transporte de glucosa en cardiomiocitos aislados de rata adulta

Se sabe que una de las principales acciones de insulina es estimular y regular el metabolismo de
glucosa en una serie de tejidos blanco. En las células sensibles a insulina, el paso limitante en la
incorporacion de glucosa es su transporte a través de la membrana plasmatica (66). El musculo
esquelético es el tejido de mayor utilizaciéon de glucosa post prandial y, por lo tanto, tiene un
papel fundamental en la regulacion del metabolismo de glucosa en todo el cuerpo (67). Aunque
el tejido cardiaco no sea el sitio de mayor utilizacién de glucosa, estudios clinicos recientes han
puesto de manifiesto que una sensibilidad reducida a insulina es un factor de riesgo para la
mortalidad en individuos con insuficiencia cardiaca coronaria (68). El transporte de glucosa en
el corazén comparte muchas similitudes con el que se produce en el musculo esquelético, y se
sabe que estd asociado a la translocacién del transportador de glucosa GLUT4 desde reservorios
intracelulares hacia las membranas del sarcolema y el sistema de tubulos transversales en el
cardiomiocito (69). De la caracterizacién de la captacién de glucosa en cultivos de
cardiomiocitos adultos aislados se determind que insulina aumenta significativamente la
incorporacion de glucosa a los 15, 40 y 60 min de estimulo, siendo el maximo aumento a los
60 min post estimulacion (Figura 2A). Un estudio realizado utilizando microscopia “time-lapse”
de fluorescencia confocal en musculo cuadriceps, llegd a la conclusidon que la translocacidn de
GLUT4 hacia el sarcolema y los tubulos transversales, en respuesta a insulina, se producia a
nivel local desde “reservorios satélites” cercanos a la membrana plasmatica, sin que los
transportadores realizaran desplazamientos de largo alcance (70). Este mecanismo puede
haber evolucionado como una adaptacién al mayor tamafio de las células del musculo
esquelético y del importante papel que cumple este tejido en el metabolismo de glucosa en el
organismo. Por el contrario, un estudio realizado en cardiomiocitos adultos, utilizando GLUT4
unidos a un epitope HA vy fusionados con una proteina fluorescente verde, se observé que el

proceso de internalizacién de los transportadores ocurrié en un periodo de mas de 40 min, y
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gue éstos se relocalizaron en compartimentos perinucleares y no en “reservorios satélites”
como lo observado en el musculo esquelético. Este hecho sugiere que los movimientos de
GLUT4 son de largo alcance en cardiomiocitos (71). Nuestros resultados también indican que la
incorporacion de glucosa aumenta de manera proporcional al incremento en las
concentraciones de insulina (72,73), siendo el maximo aumento cuando se utilizd insulina
100nM (Figura 2B). Finalmente de la caracterizacion de la captacion de glucosa en cultivos de
cardiomiocitos adultos aislados se establecié que 1) En nuestro modelo insulina, ademas de
promover la activacion de su sefalizacién en etapas tempranas, estimula el transporte de
glucosa de una manera tiempo y concentracidon dependiente y 2) el tiempo de estimulo por
40 min y la concentracién 100 nM de insulina, son las condiciones éptimas para la realizacion

de las captaciones de glucosa bajo las condiciones de nuestro cultivo.

12.3 Participacién del Ca®* en la activacién de AKT inducida por insulina en cardiomiocitos

aislados de rata adulta

El Ca*’ es un segundo mensajero involucrado en diversas vias transduccionales. Varios estudios
han indicado que el Ca*? intracelular estaria implicado en la sefializacion de insulina (74-76), sin
embargo, la participacion de este idn en la accion de insulina ha sido ampliamente cuestionada
(77). En el presente trabajo se demostré que insulina incrementa la fosforilacién de AKT en el
aminodcido Ser473 en cardiomiocitos adultos mantenidos en medio con Ca*? o libre de Ca**,

2 desde el medio

sugiriendo que el efecto de insulina no dependeria de un influjo de Ca*
extracelular, tal como se describe en cardiomiocitos neonatos (78). Sin embargo, la deplecion
del Ca*intracelular, utilizando BAPTA-AM, disminuyé significativamente la fosforilacién de AKT
estimulada por insulina, hecho también reportado en adipocitos (53, 79) y en cardiomiocitos
neonatos (78). Ademas nuestros resultados indican, que la ausencia de Ca*? extra e intracelular
no afecta la funcionalidad de la sefializacién de insulina rio arriba de la proteina AKT, ya que la
fosforilacion de Rl no se afectd por la presencia de los quelantes de Ca*? EGTA y BAPTA-AM. En
concordancia con estos hallazgos, Worrall y Olefsky (79) mostraron que la deplecién de Ca™

intracelular por BAPTA-AM no tiene efectos inhibitorios en las etapas tempranas de la

sefializacion de insulina, como la autofosforilacién de RI, fosforilacion de IRS1 y activacidén de
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PI3K y, que por el contrario, etapas mas distales de la sefializacién se vieron drasticamente
afectadas, como es el caso de AKT. Los principales reservorios de Ca™ intracelular, se
encuentran localizados en el reticulo sarcopldasmico, donde su liberacién es controlada por los
receptores de Ryanodina (RyR) o por los receptores de IPs (IP3R). Tanto el bloqueo del RyR con
Ryanodina o la inhibicién de IP3R con 2-APB produjeron una tendencia a la disminucion de la
fosforilacién de AKT inducida por insulina. Sin embargo, nuestros datos preliminares muestran
una disminucidon de aproximadamente el 50% en la fosforilacion de AKT estimulada por
insulina, cuando se preincuba a los cardiomiocitos con Xestospongina C, un inhibidor de alta
selectividad del IP3R (figura suplementaria). Los cardiomiocitos ventriculares de mamiferos se
caracterizan por presentar un amplio sistema de tubulos transversales (TT). Los TT son
invaginaciones fisicas (de 100 a 300 nm de didmetro) que se producen a intervalos regulares
(cada 1,2 micras a lo largo de la linea Z) y alcanzan niveles profundos en los cardiomiocitos. El
sistema de TT permite que cada una de las células cardiacas desencadene la liberacidn, casi
sincrénica, de Ca* desde el reticulo sarcoplasmico (RS) en respuesta a la despolarizacion (80).
El RS es un extenso sistema de membranas intracelulares que rodea a cada miofibrilla, a
manera de una cisterna llena de Ca*>. Cada miofibrilla se divide en estructuras sarcoméricas v el
RS también se divide en compartimentos especializados. Cada segmento de RS inicia y termina
en una cisterna terminal, que junto con el tubulo T conforman las estructuras denominadas
como diadas o RS de unién (JRS). Las regiones del RS que no se encuentran en la cercania de los
tubulos T, se conocen como RS longitudinal (LRS) y esta constituido por membranas tubulares
ramificadas en el interior de la célula (81). Tanto el RyR como el IP3R se encuentran en el RS,
pero no colocalizan (82). Los RyRs se disponen en “racimos” de receptores y se encuentran
principalmente en el JRS donde participardan en el proceso de acoplamiento excitacion-
contraccién cardiaco (83). Esta singular arquitectura del sistema de liberacion de Ca** desde los
reservorios intracelulares, hace que el concepto de espacialidad y temporalidad de la
sefializacion de Ca** sea de especial relevancia en los cardiomiocitos adultos. Por lo tanto, a
partir de estos antecedentes, la informacidon obtenida al utilizar los inhibidores de los canales
de Ca* de los reservorios intracelulares (Ry, 2-APB y Xesto) permiten sugerir que el Ca*?

liberado del RS, mediado por el RyR y por el IPsR, participarian en conjunto en la modulacion
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de la activacién, inducida por insulina, de las poblaciones de AKT localizadas en distintos
compartimentos del cardiomiocito adulto; a diferencia de lo observado en cardiomiocitos
neonatos (células que no poseen TT), donde la inhibicidn del IP3R es suficiente para impedir la
fosforilacién de AKT inducida por insulina (78). Finalmente serd necesario determinar a futuro,
si la inhibicion del RyR y del IP3R, pueden en conjunto alcanzar la disminucién en la fosforilacion

de AKT inducida por insulina observada al depletar el Ca*? intracelular con BAPTA-AM.

12.4 Participacion del Ca®* en el transporte de glucosa inducido por insulina en

cardiomiocitos aislados de rata adulta

En el presente trabajo se mostrd que insulina aumenta el transporte de glucosa en
cardiomiocitos adultos mantenidos en medio con Ca* o libre de Ca*, sugiriendo que el efecto
de insulina es independiente de un influjo de Ca** desde el medio extracelular. En concordancia
con este resultado, un estudio realizado en corazones de rata aislados mostré que el Ca*?
extracelular no es un regulador importante en la captacion de glucosa (84). Sin embargo, en
desacuerdo con lo que se especula en este estudio, la deplecién del Ca*? intracelular en
cardiomiocitos adultos utilizando BAPTA-AM, disminuyd significativamente la incorporacién de
glucosa estimulada por insulina. Aunque numerosos estudios han examinado el papel del Ca™
en el transporte de glucosa estimulado por insulina, existe poco consenso acerca de su papel
general en este proceso. Investigaciones realizadas en células L6 diferenciadas a miotubos,
adipocitos y musculo esquelético (53, 54, 85) no lograron encontrar una relacién clara entre el
Ca*? y el metabolismo de glucosa. En contraste la reduccién del Ca*? intracelular utilizando
BAPTA-AM disminuyé significativamente la captacion de glucosa estimulada por insulina en
adipocitos 3T3-L1 y en cardiomiocitos neonatos, en concordancia a lo observado en nuestro
modelo celular (53, 78). A pesar que el incremento en la incorporacion de glucosa estimulada
por insulina se produce independiente de la presencia de Ca*? extracelular observamos que la
captacién, en condiciones basales y en condiciones de estimulo con insulina, es mayor en
ausencia de Ca*? en el medio extracelular. Estos resultados hacen razonable especular que en el
proceso de reciclaje continuo que sufre GLUT4, entre la membrana plasmatica y sus reservorios

intracelulares, el Ca*® extracelular no estaria involucrado en procesos de exocitosis pero, si
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podria regular la endocitosis del transportador. Asi, la deplecion del Ca*? del medio extracelular
podria disminuir la endocitosis de GLUT4 desde la membrana plasmatica, lo que explicaria el
aumento de la incorporacién de glucosa en condiciones basales y estimuladas pero,
conservando el patréon de incremento de la captacion observado en cardiomiocitos mantenidos
en medio con Ca™ extracelular. Como en la mayoria de los otros tipos celulares, los
mecanismos de endocitosis compensatoria en los cardiomiocitos son altamente desconocidos.
Existen antecedentes que vinculan el influjo de Ca** con la endocitosis compensatoria pero,
ninguno contempla ensayos en células musculares de mamiferos. Por ejemplo, un estudio
realizado en ovocitos de erizo concluyé que el influjo de Ca** es necesario para que se produzca
la endocitosis compensatoria de los granulos corticales, y que esta sélo ocurria en los sitios de
previa exocitosis, porque estos eran los Unicos lugares en la superficie del ovocito que poseian
canales de Ca* tipo-P dependientes de voltaje (86). Ademds, se ha descrito que para la
endocitosis del receptor de la familia tirosina kinasa c-Kit tanto el influjo de Ca** como la
actividad de PI3K influencian en su endocitosis, y que la inhibicién de ambas sefiales interrumpe
las primeras etapas de la internalizacion del receptor (87). De acuerdo a este resultado, es
importante destacar que en cardiomiocitos de ratén el canal de Ca*> TRPC3 se detecta en
inmunoprecipitados del transportador de glucosa 4 (GLUT4), y que insulina estimula la
translocacion de TRPC3 hacia la membrana de cardiomiocitos de ratones normales pero, no en
los ratones insulino resistentes (88). Ademas, TRPC3 se ha encontrado en grandes complejos
proteicos, que contienen proteinas que también se encuentran en las vesiculas intracelulares
gue almacenan GLUT4 (por ejemplo, VAMP2 y sinaptofisina) (89). Finalmente, los resultados
obtenidos sumados a los antecedentes existentes invitan a estudiar en un futuro la relaciéon
exacta entre el Ca*® extracelular y la endocitosis de GLUT4 y a realizar una exploracién en
profundidad del origen y mecanismo de esta regulacion.

De acuerdo a lo observado en células L6 (85), cardiomiocitos (90) y musculo esquelético aislado
(91) el tratamiento sélo con ionomicina en cardiomiocitos adultos no tiene efectos significativos
sobre la captacion basal de glucosa (basal, 1; ionomicina 1,4 + 0,1). Sin embargo, en adipocitos
3T3L1 (53) como lo aqui mostrado en cardiomiocitos adultos, el tratamiento de las células con

ionomicina causé una ligera reduccién de la captacion de glucosa estimulada por insulina
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(insulina, 2,4 £ 0,4; ionomicina e insulina, 1,9 £ 0,2). Los primeros estudios en adipocitos de rata
mostraron que cambiando el Ca®* extracelular, existia una ventana de Ca’' intracelular que
garantizaba la captacién de glucosa inducida por insulina (75) y que mas alld de un estrecho
valor entre 140-270 nM, el Ca** intracelular correlacionaba con la resistencia a insulina (92).
Ademads, como ya mencionamos anteriormente, la sefializacién por Ca*™ se caracteriza por ser
finamente regulada y por poseer cddigos temporales y espaciales que la convierten en una
sefializacion universal y versatil. Por lo tanto, es coherente pensar que el influjo masivo de Ca™
provocado por la accién de ionomicina, tiene efectos deletéreos en la captaciéon de glucosa
inducida por insulina en cardiomiocitos adultos y que estos resultados tienen coherencia con la
desregulacién de la homeostasis del Ca*> observada en pacientes que presentan
cardiomiopatias.

De los resultados obtenidos al preincubar las células con BAPTA-AM, se determind que la
captacién de glucosa inducida por insulina depende fuertemente de la presencia de Ca™
intracelular. Dantroleno, un inhibidor de la liberacion de Ca*? desde el reticulo sarco-
endopldsmico a través del RyR, no previno la translocacién de GLUT4 en miotubos L6 que
expresan de manera estable la quimera GLUT4myc (93). Ademas, en cardiomiocitos neonatos
(78), como lo aqui mostrado en cardiomiocitos adultos, la inhibicion del RyR con Ryanodina no
produjo efecto en la captacién de glucosa inducida por insulina. En contraste, el pretratamiento
de las células con el bloqueador del [P3R, 2-APB inhibié por completo la incorporacion de
glucosa inducida por insulina. Nuestro Laboratorio previamente ha demostrado que un
mecanismo de sefializacidén que involucra el eje proteina G, PI3Ky e IP3R es el responsable de la
liberacién de Ca™ desde el reticulo sarcopldsmico en la captacion de glucosa inducida por
insulina en cardiomiocitos neonatos (78). Este mecanismo podria ser el responsable de la
relacion entre la inhibicion del IPsR y la disminucién en la captacion de glucosa inducida por
insulina en cardiomiocitos adultos, sin embargo, se requieren futuras investigaciones para
determinar si este mecanismo opera en estas células altamente diferenciadas.

Los resultados obtenidos en este estudio, sumados a los antecedentes ya existentes en otros
modelos celulares invitan a profundizar en la relaciéon que existe entre el Ca*? y la sefalizacién

de insulina orientada al trasporte de glucosa. Trabajos futuros deberan determinar como el
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Ca*? liberado desde el reticulo sarcoplasmico a través del IP3R, estaria involucrado en los pasos
finales de la cascada de sefalizacion de la insulina y también determinar que moléculas
sensoras de Ca*’ podrian regular estos procesos. En relacion a este ultimo punto se ha
propuesto que las moléculas parecidas a sinaptotagmina podrian regular el proceso de fusidon
de las vesiculas que contienen GLUT4 (94) y también que Ca*?/ calmodulina estaria involucrada

en los procesos de traslocacion y fusidn del transportador (53).

En resumen, el Ca*? liberado desde los reservorios intracelulares dependientes de IP3R es un
importante modulador fisioldgico del transporte de glucosa inducido por insulina en
cardiomiocitos adultos. Esta informacidn, sin duda, es un aporte en la tarea de dilucidar el
mecanismo por el cual la sefializacion de insulina promueve la captacién de glucosa, y adquiere
gran relevancia en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos para tratar enfermedades

metabdlicas como diabetes tipo 2 y las complicaciones cardiovasculares que la caracterizan.
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Figura suplementaria. Efecto de Xestospongina C en la fosforilacion de AKT inducida por
insulina en cardiomiocitos aislados de rata adulta. Las células se estimularon con insulina 100 nM
durante 5 min en medio con Ca**. Luego se prepararon extractos celulares y se analizé la fosforilacién de
AKT por Western blot tal como se indica en Materiales y Métodos. El inhibidor del IP3;R, Xestospongina C
(70 uM) disminuye aproximadamente el 50% la fosforilacion de AKT inducida por insulina.
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13 CONCLUSIONES

e EIRI se encuentra presente y funcional en el cardiomiocito de rata adulta.

e Insulina activa las vias de sefalizacién ERK y AKT en el cardiomiocito de rata adulta.

e Insulina estimula la captacion de glucosa de manera dependiente del tiempo y de su
concentracion en el cardiomiocito de rata adulta.

e La fosforilacién de AKT inducida por insulina, ocurre independiente de la presencia de
Ca*? en el medio extracelular pero depende del Ca* intracelular pues BAPTA-AM la
inhibe significativamente.

e La deplecién del Ca* extra e intracelular con EGTA y BAPTA-AM respectivamente, no
afecta la autofosforilacién del Rl inducida por insulina.

e Ryanodina y 2-APB tienden a disminuir la fosforilacion de AKT dependiente de insulina
en el cardiomiocito adulto.

e El incremento en la captaciéon de glucosa inducida por insulina es independiente de la
presencia de Ca™ en el medio extracelular.

e La deplecién del Ca*? intracelular por BAPTA-AM inhibe significativamente la captacién
de glucosa inducida por insulina.

e La captacién de glucosa, en condiciones basales y en condiciones de estimulo con
insulina, es mayor en ausencia de Ca*? en el medio extracelular.

e lonomicina no afecta la captacién basal de glucosa pero disminuye la inducida por
insulina.

e 2-APB pero no Ryanodina afecta la captacion de glucosa inducida por insulina en
cardiomiocitos de rata adulta, lo que sugiere una interrelacion entre la liberacion de
Ca" dependiente de IP3 y el transporte de glucosa inducido por insulina en el
cardiomiocito adulto.

e Los resultados en conjunto indican que el transporte de glucosa depende del Ca™

intracelular.
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