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1. ABREVIATURAS

2 — NBDG: 2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-ilJaminoc)-2-deoxiglucosa).
Analogo fluorescente de glucosa.

3H-2DG: 2-deoxi->H-glucosa. Anélogo radioactivo de glucosa.
Ad: adenovirus

Akt: proteina quinasa B

AMPK: proteina quinasa activada por AMP.

Ara C: Arabidésido de citosina

AS160: sustrato de Akt de 160 KDa

Bark-CT: carboxilo terminal del péptido Bark

BSA: albamina de suero de bovino

BS: suero de bovino

CaMK: calcio/calmodulina kinasa

DAG: diacilglicerol

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle medium

DMEM-F12: Dulbecco's modified Eagle medium-F12

DHPR: Receptor de dihidropiridinas

DMSO: dimetilsulfoxido

DS: desviacién estandar

DTT: ditiotreitol

eGFP: proteina fluorescente verde

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EGTA: acido etilenglicol-bis-(b-aminoetileter)-N,N,N,N-2 etanosulfonico
ERC: compartimento reticulo endoplasmico

ERK: proteina kinasa regulada exiracelularmente

FBS: suero fetal bovino

FoxO: Forkhead box protein O

GAPDH: gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa

GLUT1: transportador de glucosa 1.

GLUT4: transportador de glucosa 4.

GLUT4-myc-eGFP: GLUT4-myc-asociado a la proteina fluorescente verde.
GSK-3p: glicdgeno sintasa quinasa 3

GSV: vesicula almacenadora de GLUT4

HEPES: acido N-2 hidroxietilpiperazina N-2-etanosulfénico
IGF-1:Factor de crecimiento analogo a Insulina

IgG: inmunoglobulina G

IL-6: interleuquina 6

IP3; inositol 1,4,5- trisfosfato

IP3R: receptor de IP3

IRAP:aminopeptidasa regulada por insulina




IRR: Receptor relacionado al Receptor de Insulina
IRS: Sustrato del Receptor de Insulina

JNK: quinasa N-terminal de c-jun

KDa: kiloDalton

LB: medio Luria

Luc: luciferasa

MAPK: proteina quinasa activada por mitogenos
MOI: muitiplicidad de infeccion

NADPH: nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato
NOX: oxidasa de NADPH

P2: Receptores Purinérgicos P2

P38 MAPK: proteina quinasa de 38 Kda activada por mitégenos
PBS: tampdn fosfato salino

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PDK1: quinasa dependiente de fosfatidil-inositoles
PI3-K: fosfatidilinositol 3 quinasa

PIP,: fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

PIP: fosfatidilinositol-3-4,5-bifosfato

PKB: proteina quinasa B

PKC: proteina quinasa C

PLC: fosfolipasa C

RLU: unidades relativas de luz

RNA: acido ribonucleico

ROI: region de interés

ROS: especies reactivas del oxigeno

RS: reticulo sarcoplasmatico

Rya: ryanodina

RyR: receptor de ryanodina

SAPK: proteina quinasa regulada por estrés

SBF: suero bovino fetal

SDS: dodecil sulfato de sodio

SERCA: bomba de calcio del reticulo sarco/endoplasmatico
SH2: dominio con homologia Src

siRNA: RNA interferente pequefio

SOD: enzima superdxido dismutasa

TBE: tris-borato-EDTA

TBS: tampon tris salino

TE: tris EDTA

TeTx: toxina tetanica

TfR: Receptor de Transferrina

TGN: Red de tans-Golgi

Tris: tris-(hidroximetil)}-aminoetano

TSC2/mTOR: complejo tubero esclerosis 2/blanco de rapamicina de mamiferos
UA: unidades arbitrarias

VAMP2: proteina asociada a la membrana de vesiculas
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2. RESUMEN

El musculo esquelético es el principal tejido blanco de [a insulina en el

y

1

orga'hismo. La unién de insulina a su receptor, desencadena la activacién de
varias vias de sefializacién que han sido bien caracterizadas; en cambio, las
sefiales involucradas en la incorporacién de glucosa durante la contraccion
muscular son menos conocidas.

La contraccion muscular libera ATP al medio extracelular, sefalizando de
manera autocrina y paracrina, través de receptores purinérgicos. Esta tesis
investigo si la liberacion de ATP al medio extracelular por estimulacion eléctrica

1

aumenta la translocacion de GLUT4 y la incorporacion de glucosa/en células
musculares esqueléticas./ Para ello se sometieron miotubos de rata en cultivo a
estimulacion eléctrica tetanica, a insulina /(100 nM) o a ATP (100 pM).
La captacién de un analogo fluorescente de glucosa, 2-NBDG, se midic en
tiempo real y las posibles vias de sefializacién involucradas fueron blancos
selectivos de diferentes inhibidores farmacolégicos y de inhibicion mediante
herramientas genéticas.

La estimulacién eléctrica, el ATP exdgeno y la insulina aumentaron la
captacion de 2-NBDG en los miotubos, perc sélo la incorporacion de 2-NBDG
dependiente de la estimulacion eléctrica y ATP se inhibi6é por apirasa, enzima

que degrada el ATP extracelular y por suramina un antagonista de los

receptores purinérgicos. La estimulacién eléctrica aumentd transitoriamente el
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ATP extracelular causando la fosforilacion de Akt, efecto aditivo al inducido por
insulina e inhibido por suramina. En miotubos que expresan GLUT4myc-eGFP
el ATP exdgeno estimuld la translocacién de GLUT4 a la superficie celular,
efecto reducido en miotubos co-transfectados con un dominante negativo de Akt
y la cadena liviana de la toxina Tetanica. Contrariamente, la co-transfeccion con
una isoforma miristoilada de Akt aumentdé fuertemente la presencia en la
superficie celular de GLUT4, tanto en condiciones basales como en miotubos
estimulados con ATP exdgeno.

Por ofra parte la expresion de Bark-CT, un péptido que interactta con las
subunidades Gy abolié parcialmente la incorporacion de 2-NBDG dependiente
de ATP, mientras que AS605240, inhibidor de PI3-Ky, bloqued el aumento en la
incorporacion de 2-NBDG. La co-transfeccién con GLUT4myc-EGFP y PI3-Ky
mutante con dominio quinasa inactivo, bloqueé la exposicion del epitopo myc en
la superficie inducido por ATP exdgeno, en células no permeabilizadas.
Contrariamente, ATP aumentd la franslocaciéon del GLUT4 en miotubos
co-transfectados con PI3-Ky WT y PI3-Ky-myr estos Ultimos mostraron un
aumento basal de la exposicién extracelular del epitopo mye.

Paralelamente en células musculares L6GLUT4myc estimuladas con
ATP exdgeno, se observd un aumento en la exocitosis y una disminucién de la
velocidad de endocitosis de los transportadores GLUT4. El ATP exdgeno activo
la via de sefializacidon PI3-K/Ak/AS160, involucrando a la proteina Rab8A en la

translocacion de GLUT4 a la membrana. Podemos concluir que el ATP liberado
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durante [a actividad muscular es un importante mediador de la incorporacion de

glucosa, a través de un mecanismo que implica al eje receptor purinérgico

P2Y/PI3-Ky/Akt/AS160/Rab8A.




3. ABSTRACT

Skeletal muscle is the main target of insulin in the organism. Once insulin
binds to its specific receptor, several well characterized downstream signaling
pathways are activated, whereas signals involved in contraction-induced
glucose uptake are less known. ATP is released from skeletal muscle by
contractile activity and can paracrine or autocrinely signal through purinergic
receptors. The aim of this thesis was to investigate whether ATP released by
electrical stimulation induces glucose uptake in myotubes. Rat myotubes in
primary culture were exposed to either tetanic electric field stimulation, 100 nM
insulin or 100 uM ATP. The uptake of the fluorescent hexose 2-NBDG was
assayed in real time and the signalling pathways were selectively targeted by
chemical and molecular inhibition.

Electrical stimulation, exogenous ATP and insulin each increased
2-NBD-glucose (2-NBDG) uptake in skeletal myotubes, but only electrical
stimulation- and ATP-dependent 2-NBDG uptake were inhibited by apyrase, an
enzyme that metabolizes extracellular ATP to AMP and by suramin, a purinergic
receptor blocker. Electrical stimulation transiently elevated extracellular ATP and
caused Akt phosphorylation that was additive to insulin and was inhibited by
suramin. In myotubes GLUT4myc-eGFP express exogenous ATP induced an
increase in translocation of glucose transporter (GLUT4) to the cell surface,

these effect was reduced by dominant negative Akt and Tetanus toxin co-
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transfection. Contrary, co-transfection with a myristoilated form of Akt strongly
increase cell surface GLUT4myc-eGFP in ATP-independent fashion. Finally, the
expression of Bark -ct, a GBy subunits interacting peptide, partially abolished
ATP-dependent 2-NBDG uptake, while AS605240, a new PI3-Ky inhibitor, totally
blocked the intracellular fluorescence increase. In myotubes co-transfection with
GLUT4-myc-eGFP and PI3-Ky kinase inactive mutant, ATP can not induce
exofacial exposure of myc epitope in non-permeabilized cells. On the other
hand, ATP induce a more significant increase of GLUT4 translocation in
PI3-Ky WT co-transfected myotubes and PI3-Ky-myr shown a basal increase in
extracellular myc exposure that was potentiated in ATP stimulated cells.

Parallel similar results were observed on the translocation of GLUT4 to
the cell surface and PI3-K/IAKVAS160 activation pathways in muscle cells
L6GLUT4myc stimulated with exogenous ATP. In this model, well characterized
for studying the dynamics of GLUT4 glucose transporters, we studied whether
the increased exposure of the exofacial myc epitope on the cell surface is
mediated only by an exocyiosis mechanism, as suggested by results in
myotubes, or is also involved a decreased rate of endocytosis of GLUT4
transporters. In this model there a decreased rate of endocytosis in cells
stimulated with exogenous ATP. Also Rab8A protein plays an important role in

the translocation of GLUT4 to the membrane, which is dependent on exogenous

ATP.




We conclude that ATP is an important extracellular mediator of glucose
uptake during muscle activity, through a mechanism that involves a purinergic

receptor P2Y/P13-Ky/Akt/AS160/Rab8A axis mechanism.




4. INTRODUCCION

El masculo esquelético es un tejido plastico con una gran capacidad de
responder y adaptarse a los cambios fisiolégicos y metabdlicos producidos por
la actividad contractil (Bassel-Duby y Olson, 2006), jugando un papel critico en
la homeostasis energética. Bajo condiciones postpandriales, el musculo
esquelético controla el 75% de la glucosa disponible y de esta forma es un
tejido clave implicado en la homesotasis de la glucosa del organismo completo.
Las propiedades metabdlicas del musculo son altamente maleables,
adaptandose a la disponibilidad de nutrientes y cambiando la utilizacién de
sustratos energéticos entre glucosa y é&cidos grasos. Esta capacidad y
flexibilidad son centrales en la regulacidn del balance energético del organismo.
Dada la contribucion del musculo al consumo caldrico total (energético),
alteraciones en la respuesta metabdlica del musculo esquelético se han
asociado con enfermedades metabdlicas.

Por ofra parte el ejercicio fisico y la estimulacién eléctrica producen
numerosos cambios fenotipicos en la fibra muscular, como la expresion de
genes metabdlicos, involucrados en la diferenciacion al tipo de fibra muscular
(oxidativa o glicolitica), la biogénesis mitocondrial, la homeostasis de glucosa y
la hipertrofia (Rockl y col., 2008).

La mayoria de los estudios relacionados con la plasticidad muscular se

han centrado en entender las vias de sefializacidon tempranas que se activan en




el musculo esquelético luego del ejercicio. Existen numerosos trabajos
publicados que muestran los cambios de expresion genica que ocurren en
células musculares frente a estimulos de ejercicio o despolarizacion. Sin
embargo, los mecanismos moleculares que median dicha adaptacion aun

permanecen poco conocidos.

4.1 Senalizacién por Insulina y masculo esquelético.

La insulina es una molécula de 5.734 Da, constituida por dos cadenas
peptidicas, alfa y beta. La cadena alfa esta compuesta de 21 aminoacidos y la
cadena beta de 30 aminoacidos (White y Kahn, 1994). La principal funcién de
esta hormona es regular los niveles de glucosa sanguinea (glicemia). En
humanos los niveles normales van desde los 80 hasta los 126 mg/d!
mantienéndose estables en condiciones de ayuno, mediante glucogendlisis y
neoglucogénesis, procesos en los que estd involucrado el tejido muscular
esquelético (Saltiel y Kahn, 2001). La insulina posee tambien acciones
anabdlicas, estimula el crecimiento, la diferenciacién celular y promueve la
formacion de depésitos de triglicéridos en tejido adiposo, higado y masculo
esquelético, estimulando lipogénesis, sintesis de glicogeno y proteinas (Saltiel y
Kahn, 2001).

El musculo esquelético es uno de los principales 6érganos blanco para la
accion de la insulina; los efectos que produce esta hormona estan relacionados

principalmente con sintesis de proteinas (Kimball y col., 2002) y con el

transporte de glucosa (Pereira y Lancha, 2004). El estudio de las vias




intracelulares que activa la insulina en el muisculo esquelético ha llevado a
conocer detalles acerca de la regulacion tanto en el metabolismo como en la
expresién génica. A la fecha, se ha logrado establecer la relacion entre la
activacion de diversas vias y su efecto a nivel celular. Un ejemplo, es la
activacion de la via fosfatildilinositol-3-quinasa (PI3-K), que participa en la
captacion de glucosa mediante la transiocacion de los transportadores de
glucosa GLUT4 a la membrana plasmatica (Furtado y col., 2002). Sin embargo,
existen componentes moleculares que no son del todo conocidos. Los efectos
intracelulares de la insulina se desencadenan por la unién de la hormona a su
receptor ubicado en la membrana plasmatica. El receptor de insulina (RI)
pertenece a la superfamilia de receptores de transmembrana con actividad
tirosina quinasa intrinseca, que ademas incluyen al receptor para el factor de
crecimiento tipo insulina (IGF-l; Insulin-like Growth Factor tipo ) y receptores
relacionados al receptor de insulina (IRR; Insulin-Receptor-related Receptor)
(Saltiel y Kahn, 2001). A diferencia de los otros integrantes monomericos de
esta familia, el receptor de insulina es un heterodimero de la forma (o)2, unido
por puentes distlfuro. La subunidada, de 135 kDa, esta orientada hacia el
espacio extracelular siendo la encargada de sensar los niveles circulantes de
insulina. En cambio la subunidad B, de 95 kDa, contiene una porcion
extracelular, una regiéon de transmembrana y un dominio intracelular con
actividad tirosina quinasa (Yip y Ottensmeyer, 2003). La unién de insulina a su

receptor induce un cambio conformacional de la proteina que permite la




transfosforilacion de las subunidades B, estimulando su actividad tirosina
quinasa intrinseca y produciendo finalmente la activacion de su cascada de
transduccién de sefiales. El Rl activado fosforila a los sustratos 1, 2, 3 y 4 del
receptor de insulina (IRS-1, -2, -3 y -4), proteinas.adaptadoras asociadas a la
activacion de dos principales vias transduccionales: la fosfatidilinositol-3-
quinasa (PI13-K) clase l/proteina quinasa B (PKB, también conocida con la sigla
Akt) y la cascada Ras-Raf-MEK-ERK. Ambas vias son responsab_les de las
acciones metabolicas de insulina, regulando la expresién de genes relacionados
al metabolismo, crecimiento y diferenciacion celular (Gual y col., 2005; Hirsch y
col., 2007). La activacién de la PI3K lleva a la generacién de los segundos
mensajeros fosfatidilinositol (3,4) bisfosfato (PI(3,4)P») y fosfatidilinositol (3,4,5)
trisfosfato (PI(3,4,5)P3). Estos segundos mensajeros inducen la activacion de
Akt (White y Kahn, 1994). Akt es una proteina quinasa altamente conservada
que juega un papel importante en la estimulacién de la proliferacion celular, la
sintesis de proteinas y procesos metabdlicos (Kimball y col. 2002).

Aln no esti claro como la insulina produce una diversidad de efectos
finales, a partir de la activacion de una via comtn como PI3-K, por lo cual debe
existir un mecanismo de sefializacién intracelular que entrega especificidad a
sus sefiales. Un candidato es el Ca?*. Un aumento de la concentracién de Ca**
intracelular [Ca®'li podria regular estas sefiales, dirigiéndolas hacia la
produccion de un{efecto u otro. Recientemente se ha demostrado que la
insulina también induce la generacién de especies reactivas del oxigeno en

adipocitos (Mahadev y col., 2004) y en cultivos de células musculares




esqueléticas (Espinosa y col., 2009).
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Figura 1. Transduccién de sefiales generadas por insulina. El receptor para insulina
es una proteina con actividad tirosina quinasa que sufre autofosforilacion y cataliza la
fosforilacion de proteinas tales como miembros de la familia IRS-1. Posterior a su
fosforilacion estas proteinas interactian mediante sus dominios SHy, activando una serie
de vias de sefalizacion intracelular, incluyendo la via de PI3K y rio abajo, proteinas
quinasas dependientes de PtdIns(3,4,5)P;, Ras y la cascada de las ERK. Estas vias
actuan de manera concertada para coordinar la regulacién del trafico vesicular de
transportadores de glucosa a la membrana de la célula, la sintesis proteica, la activacion
de enzimas metabdlicas, la expresion génica, lo que finalmente se traduce en la
regulacion del metabolismo de la glucosa, lipidico y proteico. Tomado y modificado de
Saltiel y Kahn, 2001.

El transporte de glucosa se realiza a través de los transportadores de
glucosa (GLUT). El musculo esquelético expresa principalmente la isoforma 4
(GLUT4), que en condiciones basales se encuentra predominantemente en el
intracelular. Varios estudios en musculo esquelético de rata han demostrado
que GLUT4 transloca a la membrana desde depdsitos intracelulares en

respuesta a insulina (Klip y col., 1990; Klip y col., 1992; Napoli y col., 1995)




como a contraccidon y ejercicio (Douen y col., 1990; Nedachi y col., 2008)
aumentando la captacion de glucosa (Pereira y Lancha, 2004). Se ha propuesto
que en la célula muscular existen dos reservorios de vesiculas con
transportadores GLUT4, un grupo de transportadores transloca en respuesta a
insulina pero no a contraccion y el otro grupe responde a contraccion muscular
solamente. (Pereira y Lancha, 2004). Las vias de sefializacion intracelular que
provocan la incorporacion de glucosa a la célula son diferentes; la incorporacion
de glucosa inducida por insulina es dependiente de la activacion de la via
PI3-K/Akt (Furtado y col., 2002). Ambas enzimas no se requieren para la
incorporacién de glucosa dependiente de la contracciéon muscular (Brozinick y

Birnbaum, 1998).

4.1.2 Via de sefializacién PI3-quinasa/Akt.

Las enzimas fosfatidil inositol-3-quinasas (PI3-K) son una familia de
quinasas de lipidos que catalizan la adicién de una molécula de fosfato a la
posicion 3 del anillo de inositol del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2),
generando fosfatidilinositol-3,4,5-frifosfato (PIP3) que actuan como segundos
mensajeros controlando una amplia gama de vias de transduccion en respuesta
a estimulos extracelulares (Fruman y col., 1998; Engelman y col., 2006). La
superfamilia de PI3-K estd compuesta por un gran numero de enzimas
estructuralmente relacionadas, que difieren en el tipo de sustrato y el
mecanismo de regulacion, agrupandose en tres clases, |, Il y Il (Frumany col.,

1998; Engelman y col., 2006). Las PI3-K clase | son activadas directamente por




receptores celulares de superficie. Las PI3-K de clase | se han subdividido en
las clase IA que son activadas por receptores tirosina quinasa (RTKs),
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) y oncoproteinas y las clase 1B
enzimas que son reguladas preferentemente por GPCRs mediante interaccién
con las subunidades By, sin embargo, es posible que también interactuen con
subunidades a (Katso y col., 2001). La PI3-K clase | es capaz de fosforilar
fosfatidilinositol (PtdIns) a fosfatidilinositol 3P (Ptdins(3)P);, Ptdins(4)P a
Ptdins(3,4)P2 y PtdIns(4,5)P2 a PtdIns(3,4,5)P3, siendo PtdIns(4,5)F2 el
sustrato lipidico preferido in vivo (Foster y col., 2003), molécula que sirve como
sitio de anclaje para un subgrupo de proteinas que tiene dominios con
homologia a pleckstrina (PH). La funcién de las PI3-K de clase |l es menos
conocida, se sabe que operan rio abajo de receptores de superficie y se han
asociado con clatrina, su principal funcion es convertir Pidins a Ptdins(3)P y
Ptdins(4)P a PtdIns(3,4)P2 (Wymann y Marone, 2005). La PI3-K de clase llI
solo es capaz de fosforilar fosfatidil inositol, dando origen a fosfatidil inositol 3
fosfato y ha sido implicada en transporte vesicular entre los compartimentos
endosomales en mamiferos y levaduras (Simonsen y col., 2001; Foster y col.,
2003).

La generacién de PIP; y PIP; promueven el reclutamiento y activacion de
Akt en la membrana plasmatica (Hirsch y col., 2007). Dentro de los blancos

intracelulares de Akt se encuentran reguladores de la sintesis de proteinas, del

metabolismo de glicégeno y del ciclo celular (Hirsch y col., 2007). Akt puede ser




activada por receptores activados por factores de crecimiento y la contraccion
muscular {Rommel y col., 2001; Sakamoto y col., 2002; Sakamoto y col., 2003).
Esta proteina es una serina(S)/reonina(T) quinasa con ires isoformas Akt1,
Akt2 y Akt3 todas ellas expresadas en musculo esquelético (Walker y col,
1998), es un componente sefializador critico para la regulacion del metabolismo
celular, crecimiento y sobreviveﬁcia. Akt es activada por factores de
crecimiento, insulina y estrés celular siendo blanco rio abajo de la sefializacion
por PI3-K. Akt es activada en la membrana plasmatica al unirse al PIP; a traves
del dominio PH, permitiendo un cambio conformacional que permite la
fosforilacion en T308 por la quinasa dependiente de fosfatidil-inositoles (PDK1).
La completa activacion de Akt se produce a través de una segunda etapa de
fosforilacién en la S473 del loop hidrofébico, por un mecanismo poco conocido
dependiente de PIP; (Hirsch y col., 2007). Akt es una quinasa que regula
diversos procesos celulares, dentro de los que se destacan la captacién de
glucosa, sintesis de glicégeno, la sintesis de proteinas, a través de sus blancos
rio abajo AS160 (sustrato de Akt 160), GSK-3p (glicégeno sintasa quinasa 38) y
el factor TSC2/mTOR (tuberous sclerosis complex/mammalian target of
rapamycin), respectivamente (Cross y col., 1995; Inoki, y col., 2002; Kramer y
col., 2006). AS160 contiene un dominio con actividad GTPasa para la activacién
de Rabs, las cuales son proteinas G pequefias requeridas para el trafico de

membranas (Jessen y Goodyear, 2005); se ha sugerido que AS160 podria ser

el sitio de integracién de la sefial para insulina y contraccién muscular para la




translocacion de GLUT4 (Jessen y Goodyear, 2005).

4.2 Papel de adenosina y ATP sobre la incorporacion de glucosa durante
la contraccién muscular

La energia quimica en forma de ftrifosfalo de adenosina (ATP) es
esencial para mantener la contraccién del mdsculo esquelético. El consumo de
ATP se incrementa en aproximadamente 100 veces desde un estado de reposo
a contracciones de maxima intensidad. Esta demanda energética muscular es
satisfecha generalmente sin agotar el ATP intracelular. Los principales
consumidores de energia en el musculo esquelético son los procesos de
recaptacion de calcio por el reticulo sarcoplasmico y la interaccion actina-
miosina (Szentesi y col., 2001).

Por otra parte, el ATP es liberado durante el ejercicio intenso y la
contraccion muscular (Forrester, 1972; Cunha y Sebastiao, 1993). Esta
liberacion ocurre tanto en la unidén neuromuscular como desde fibras aisladas
(Vizi y col., 2000), evidenciando que la liberacion de ATP ocurre tanto desde el
nervio como el musculo. Por otro lado, se ha demosirado la presencia de
diferentes receptores de ATP en musculo esquelético, y que la expresion de
estos receptores varia durante la diferenciacién de las células musculares
(Ryten y col., 2002; Ryten y col., 2004), activando diversas vias de seiializacion
implicadas en la diferenciacion de células musculares, estos resultados

sugieren que ATP podria ejercer una funcién en el masculo desde el medio

b

extracelular, como un factor tréfico autocrino y paracrino. Adicionalmente, un




conjunto de enzimas capaces de degradar el ATP extracelular se han detectado
en el sarcolema y en el tdbulo-T; estas enzimas serfan las encargadas de
terminar la sefalizacién por ATP (Delgado y col.,1997).

Estos estudios indican que el ATP extracelular puede ser necesario para
una variedad de funciones en el mtsculo esquelético, aunque los mecanismos y
la distribucion de los elementos especificos de estas vias de sefializacion no
son bien conocidos. Datos de nuestro laboratorio han demostrado la liberacion
de ATP en cultivo primario de células musculares inducido por estimulo
gléctrico. Se determiné una primera liberacion después de la estimulacion con
un méximo a los 15 segundos de 25 veces respecto al basal y una segunda
liberacion a los 15 min que luego llega a niveles basales a los 30 min post-
estimulacién (Buvinic y col., 2009). Los mecanismos de liberacion de ATP en
musculo esquelético no han sido estudiadoes, sin embargo, se ha descrito que
los hemicanales de panexina pueden ser activados por despolarizacion de
membrana, estrés mecanico o calcio intracelular constituyendo una via de
salida de ATP en diversos tipos celulares (Bao y col., 2004; Shestopalov y
Panchin, 2008).

En muisculo esquelético se produce adenosina en respuesta a la
disminucién de! suministro de oxigeno o aumento de la demanda de éste, tal y
como ocurre durante la contraccién o en condiciones de hipoxia (Derave y
Hespel, 1999). Parte de la adenosina producida se acumula en el intersticio
donde puede actuar de manera local uniéndose a varios tipos de receptores de

adenosina en la superficie de las células adyacentes al sitio de acumulacion. La
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estimulacién de receptores de adenosina A; potencia la estimuiacion de la
captacion de glucosa en respuesta a insulina en musculos oxidativos
(Vergauwen y col., 1994), en musculo cardiaco y adipocitos. La remocion de
adenosina con adenosina deaminasa o el bloqueo de los receptores de
adenosina produce una disminucion en la captacién de glucosa estimulada por
insulina (Han y col., 1998; Thong y col., 2007).

ATP es una molécula que también es liberada por diferentes tipos de
células bajo condiciones de hipoxiafisquemia y por estimulos mecanicos o
bioquimicos (Burnstock, 1997; Lazarowski y col., 2000). Es sabido que ATP
actia como una sefial extracelular implicada en varios procesos regulatorios
como proliferacién celular, contraccién muscular, diferenciacion y comunicacion
neuronal (Burnstock, 1997). La respuesta bioldgica frente al ATP extracelular es
mediada por dos tipos distintos de receptores P2, los P2X son receptores
ionotrépicos que al activarse por ATP actian como canales catidnicos no
selectivos que permean sodio, potasio y principalmente calcio (North, 2002). La
otra familia de receptores purinérgicos son los receptores metabotrépicos P2Y
los que se dividen en dos grupos funcionales: los que activan a fosfolipasa C
(P2Y 1, 2, 4, 6, y 11) produciendo la liberacién de calcio intracelular; y los que
activan a la adenilato ciclasa (P2Y 12, 13 y 14) meodificando los niveles
intracelulares de cAMP. Estos receptores muestran un bajo grado de homologia
a nivel de secuencia peptidica (19-55% idénticos) y en consecuencia, muestran
diferencias significativas en sus caracteristicas farmacoldgicas y operativas

(Harden y col.,1995; Ralevic y Burnstock, 1998).
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La estimulacion de receptores P2X y P2Y lleva a una entrada de Ca®'y
activacion de la familia de las MAPK, ERK 1/2, p38 y JNK en varios tipos
celulares (Harden y col., 1995; Ralevic y Burnstock, 1998). Cinco receptores
P2Y (P2Y 1, 2, 4, 6 y 11) estan acoplados a fosfolipasa C (PLC) a través de
proteina Gq, resultando en la formacion de DAG e IP3 (Communi y col., 2000).
Estos segundos mensajeros activan la proteina quinasa C (PKC), modulando la
concentracion intracelular de Ca®*. Otros receptores P2Y estan acoplados a
adenilato ciclasa a través de tanto proteina Gi (P2Y 2 y 4) como de proteina Gs
(P2Y 11) regulando de esta forma la generaci‘én de AMPc (Communi y col,,
2000).

En una linea celular muscular de ratén C2C12 se demosiré que, ATP a
través de receptores P2 estimula la velocidad de transporte de glucosa y
también se demostré un incremento en la translocacion de GLUT1y GLUT4 ala
superficie celular (Kim y col., 2002). De manera contraria Fischer y col.,
reportaron que ATP a través de los receptores P2 inhibe el transporte de

glucosa basal y estimulado por insulina en cardiomiocitos (Fischer y col., 1999).

4.3 Regulacién del transporte de glucosa inducido por insulina

Los GLUTSs actuan como transportadores que movilizan glucosa a favor
de la gradiente quimica a través de la membrana plasmatica. En mamiferos,
estos transportadores facilitativos se diferencian por su distribucion tisular,
propiedades cinéticas y por su localizacion intracelular (Medina y Owen, 2002;

Thong y col., 2005). Muchos tejidos, como por ejemplo el cerebro, tienen un
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requerimiento alto de glucosa y evolutivamente han sido provistos de
transportadores que se expresan continuamente en la superficie celular (como
los GLUT1 y GLUT3). Al contrario, tejidos muscular y adiposo, han adquirido
una alta especializacion en relacion a los sistemas de transporte de glucosa,
pudiendo regular muy rapidamente la velocidad del transporte entre 10 y 40
veces por minuto en respuesta a la exposicion de ciertos estimulos (Shepherd y
Kahn, 1999). Este mecanismo es indispensable durante el ejercicio, ya que, la
demanda metabdlica del musculo esquelético puede incrementarse mas de 100
veces y es fundamental durante los periodos de absorcion de nutrientes, ya que
facilita el rapido almacenamiento de glucosa en musculo, higado y tejido
adiposo, lo que previene las grandes fluctuaciones en los niveles de azdcar
circulante. Desde el clonamiento del gen para GLUT4 en 1989, numerosos
estudios se han focalizado en determinar los mecanismos moleculares basicos
involucrados en la regulacion de su actividad, ya sea por insulina, contraccion o
estrés osmotico, llegando a ser en la actualidad un importante campo de
investigacion en una gran variedad de modelos (Li y col., 2001). En condiciones
basales, el GLUT4 se encuentra en un ciclo hacia y desde la membrana
plasmaética a través de una lenta exocitosis y una rapida endocitosis, esta ultima
tiene un tiempo medio de 3,5 min (Satoh y col., 1993; Li y col., 2001; Dugani y
Klip, 2005). Diversas aproximaciones microscopicas han localizado al GLUT4
en estructuras tubulo-vesiculares, en la region perinuclear y en diferentes zonas
del citoplasma celular (Slot y col., 1991; Malide y col., 2000). La fraccion del

GLUT4 ubicado en la region perinuclear, colocaliza parcialmente con
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marcadores de reticulo endoplasmico (ERC), el complejo de Golgi y la red del
trans-Golgi (TGN) (Bryant y col., 2002; Ploug y Ralston, 2002.). Dado el
comportamiento dinamico del GLUT4, no es fé::il determinar por analisis
microscépico si los compartimientos perinucleares, citoplasmaticos u otros, son
los facilitadores del transporte de glucosa sensibles a insulina. Posteriores
estudios que utilizaron la eliminacién quimica de los compartimentos que
contienen al receptor de fransferrina (TfR), usando TfR unido a peroxidasa
(Martin y col., 1996; Zeigerer y col., 2002) identificaron consistentemente dos
poblaciones de GLUT4: uno vinculado a TiR, el cual es un marcador de
compartimientos de reticulo endoplasmatico (ERC), y otro que se encuentra
alejado de ahi (no-ERC pool). Actualmente existe consenso en relacion a que
insulina moviliza GLUT4 desde el pool independiente de ERC, el cual ha sido
conocido como el compartimiento especializado en GLUT4 o como el
compartimiento que almacena las vesiculas sensibles a insulina cargadas con
GLUT4 (GSV).

Algunos estudios recientes han modificado conceptualmente la definicion
de la naturaleza bioquimica de los GSV. La aminopeptidasa que responde a
insulina (IRAP) es co-segregada con GLUT4 y posee una distribucion similar en
membrana citoplasmatica. Aunque IRAP podria regular la retencion y/o el
secuestro de las vesiculas con GLUT4 (Hosaka y col., 2005), no identifica un
pool especializado de GLUT4, sé}o lo distribuye a ftravés de dichos
compartimientos (Keller, 2003). Un marcador selectivo de GSV podria ser la

protelna de membrana asociada a vesiculas (VAMPZ) unida a receptores
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proteicos (v-SNARE) que son requeridos para la fusion de GLUT4 con la
membrana citoplasmatica en respuesta a insulina. VAMPZ2 se encuentra sélo en
una subpoblacién de vesiculas con GLUT4, que muestran una segregacion
lejana al TfR (Bryant y col., 2002; Watson y col., 2004 b). Mas aln, estimulos
como el estrés hiperosmotico y el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) no lograron que VAMP2 incrementara los niveles de GLUT4 en la
superficie celular, la que fue dependiente de v-SNARE y VAMP7 (Randhawa y
col., 2004; Torok y col., 2004). Futuros trabajos podrian confirmar si GSV
constituye un compartimiento preformado de VAMP2 y GLUT4 o si las vesiculas
con GLUT4 adquieren VAMP2 durante la translocacion a la membrana
plasmatica por estimulos de insulina.

Existen nuevos antecedentes que GGA (protefna de unién a Arf-y),
localizada en e! Golgi, se requiere para direccionar el transportador GLUT4
recién formado desde el TGN hacia el GSV (Watson y col., 2004 b). GGA
interacciona con sortilina, proteina del TGN y de la membrana del endosoma,
necesaria y suficiente para la formacién de pequefias vesiculas enriquecidas en
GLUT4 (Shi y Kandor, 2005). La coexpresion de sortilina y GLUT4 marcado con
un epitope myc en adipocitos 3T3-L1, generd vesiculas cargadas con
transportadores. Contrariamente, la reduccién de sortilina endogena a través de
RNA de interferencia (RNAI), impidié la formacién de vesiculas cargadas con
transportador de glucosa en estos adipocitos. Se necesitan nuevos estudios

para determinar-qué otras caracteristicas de GSY permiten la formacién de
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vesiculas cargadas con GLUT4 y el enriquecimiento de VAMPZ2 en respuesta a

insulina.

4.4 Mecanismos de seiializaciéon que estimulan la incorporacién de
glucosa durante la contraccion muscular.

Los mecanismos moleculares subyacenies al transporte de glucosa en
musculo esquelético mediados por insulina y ejercicio fisico son distintos. La
sefializacion por insulina implica la fosforilacion rapida del receptor de insulina,
el sustrato para el receptor de insulina (IRS) 1 y 2 en residuos de tirosina y la
activacion de PI3-gquinasa (Goodyear y col., 1995). Contrariamente a los efectos
de insulina recién descritos, el ejercicio y la contraccion muscular no tienen
efecto en la fosforilacion en residuos de tirosina del receptor de insulina, IRS o
la actividad de PI3-quinasa (Goodyear y col.,1995). Estudios recientes han
investigado la hipdtesis de que la proteina quinasa activada por AMP (AMPK)
es una molécula critica para la regulacién metabdlica, transcripcional y de
sintesis proteica durante la contraccion muscular. AMPK es miembro de una
familia de proteinas quinasas siendo el homdlogo en mamiferos de la proteina
quinasa de SNF-1 de Saccharomyces cerevisiae, que es critica para la
adaptacion de levaduras a estrés nutricional (Mitchelhill y col., 1994; Stapleton y
col., 1994; Hardie, y col., 1998; Kemp y col.,1999). AMPK es un heterotrimero
compuesto por las subnidades a, B y y las cuales tienen dos o mas isoformas

distintas (Hardie y col., 1998; Kemp y col., 1999). Las principales isoformas
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expresadas en musculo esquelético son a2, B2 Y y1 0 y3. La subunidad a de
AMPK tiene actividad catalitica, mientras que las subunidades B y y parecen ser
importantes en la especificidad del sustrato y el mantenimiento de la estabilidad
del heterotrimero (Hardie y col., 1998; Kemp y col., 1999). AMPK es activada
por un incremento en la razén AMP/ATP y creatina/fosfocreatina a través de un
complejo mecanismo que implica modificaciones alostericas y fosforilaciones
(Hardie vy col., 1998; Kemp y col., 1999). La actividad contractil altera el estado
energético de la célula muscular, dependiendo de la intensidad de las
contracciones puede disminuir significativamente la concentracién de ATP y
fosfocreatina intracelular.

La contraccidon muscular se inicia con la despolarizacién de la membrana
plasmatica y los tabulos T, gatillando la liberacion de Ca?* desde el reticulo
sarcoplasmico. Esta elevacion del Ca®* intracelular ha sido propuesta como una
sefial en la iniciacién del transporte de glucosa estimulado por contraccién y
translocacion de GLUT4 (Jessen y Goodyear, 2005). El mecanismo por el cual
el Ca®* estimula el transporte de glucosa en condiciones de ejercicio es
desconocido (Jessen y Goodyear, 2005). Potenciales candidatos que
participarian en el mecanismo de fransduccion de sefiales que media este
fenémeno son calmodulina y la familia de proteinas quinasas dependientes de
Ca?* y calmodulina (CaMKs) y PKC, va que el uso de inhibidores
farmacoldégicos para cada una de las protefnas sefaladas reduce la

incorporacién de glucosa estimulada por contraccion muscular (Jessen y

17




Goodyear, 2005).

En nuestro laboratorio se ha descrito que en cultivos primarios de células
musculares esqueléticas, modelo bien caracterizado, el estimulo eléctrico es
capaz de generar contraccion muscular (Jaimovich y col., 2000; Araya y col.,
2003; Eltit y col., 2004). Tal como se sefialé previamente, el ejercicio flsico
conlleva una gran variedad de cambios fisiologicos en el masculo esquelético.
El afio 2008 Nedachi y colaboradores caracterizaron un modelo de celulas
C2C12 (miotubos) en el cual manipularon los transitorios de calcio intracelular

. mediante estimulacién eléctrica pulsatil (EPS), confiriendo a este modelo de
cultivo celular propiedades confractiles similares al tejido muscular in vivo.
Ademas describieron activacién de AMPK y quinasas activadas por estrés asi
como una mayor respuesta a insulina (Nedachi y col., 2008). De esta manera el
estimulo eléctrico induce respuestas similares al ejercicio fisico. Considerando
estos antecedentes es posible estudiar el estimulo eléctrico como un modelo
simplificado de ejercicio fisico y la manera como este estimulo se relaciona con

los cambios metabdlicos que produce la insulina.

4.5 Participacién del Ca®* en la contracciéon muscular y como segundo

mensajero.

El acoplamiento excitacién-contraccién es definido como el proceso que
permite que el potencial de accion (excitacion) genere contraccion muscular en
una fibra de musculo estriado (Dulhunty, 2006). Esto se logra cuando la

despolarizacién de la membrana es transmitida a través de los tubulos T,
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produciendo un cambio conformacional en el receptor de dihidropiridinas
(DHPRY), sensor de voltaje, que esta acoplado mecanicamente al canal receptor
de Ryanodina (RyR) en el reticulo sarcoplasmatico (Tanabe y col., 1990). Esto
promueve la liberacidon de Ca?* hacia el citoplasma estimulando la contraccién
muscular (Dulhunty, 20086).

En nuestro laboratorio, se ha demostrado que el aumento de Ca®"
inducido por despolarizacién por altas concentraciones de K o la estimulacién
eléctrica en células musculares esqueléticas, es un evento complejo que
involucra dos componentes (Jaimovich y col., 2000; Araya y col., 2003; Eltit y
col., 2004). El primer componente corresponde a la sefial rapida de Ca?
localizada en el citoplasma y se relaciona con el acoplamienio excitacion-
contracciéon explicado anteriormente. Mientras que el segundo aumento o la
sefial lenta de Ca?* se produce por la liberacion de éste i6n desde reservorios
intracelulares sensibles a 1P; y estd asociada a la regulacion de la expresion
génica (Araya y col., 2003; Juretic y col., 2006; Juretic y col., 2007).

Los mecanismos moleculares involucrados en la generacion de la sefial
lenta de Ca®* involucran la activacién, dependiente del DHPR, de una proteina
G sensible a toxina perfussis, ia activacion de fosfatidil inositol 3 quinasa y (PI3-
Ky), vy la subsecuente activacion de fosfolipasa Cy1 (PLCy1). Esta ultima enzima
promueve la hidrélisis del fosfatidil inositol bifosfato (PIP,) a inositol 3-fosfato
(IP3) que es necesario para producir la sefial lenta de Ca®* (Eltit y col., 20086).

La isoforma PI3-Ky corresponde a una PI3-K de clase IB, que es la Unica
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isoforma activada por receptores acoplados a proteina G y que es regulada por
las subunidades Gy de proteinas G heterotriméricas del subtipo G; (Hirsch y
col., 2007). La enzima PI3-K cataliza la adicién de una molécula de fosfato a la
posicion 3 del anillo de inositol del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP;),
generando fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3).

Los producios de las PI3-K de clase | controlan una amplia gama de
procesos celulares, debido a que generan fosfolipidos que actian como sitios
de anclaje para proteinas que contienen dominios de unién a lipidos, como el
dominic de homologia a pleckstrina (PH) (Lemmon, 2007). Dentro de las
proteinas con este dominio se encuentra la quinasa Akt (ver seccion 4.1),

PLCy1 y GTPasas pequefias de la familia de Rho y Arf (Hirsch y col., 2007).

4.5.1 Seitales de Ca?* producidas por insulina en el masculo esquelético.
La interaccidn entre la estimulacion de la célula muscular y su respuesta
contractil ocurre a través de un mecanismo llamado acoplamiento excitacion
contraccién, en el cual la despolarizacion de la membrana plasmatica
(sarcolema) produce un aumento rapido (10 mseg) de la concentracién de Ca?*
intracelular, debido a la liberacién ae Ca*" desde el retfculo sarcoplasmatico.
Estos eventos son controlados por el receptor para dihidropiridinas, el que
constituye un sensor de voltaje y un canal de Ca®* tipo L (Lamb, 2002).

Es reconocido que el ion Ca* juega diversos papeles controlando

diferentes funciones en la célula muscular, incluyendo la activacién de diversas
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vias metabdlicas, diferenciacién, hipertrofia y cambios en la expresion génica,
(Semsarian y col., 1999; Jaimovich y Carrasco, 2002; Carrasco y col., 2003). La
regulacion de la concentracion intracelular de Ca®* involucra la entrada de este
cation a través de la membrana plasmatica, la liberacion desde depositos
intracelulares y su extrusiéon activa desde el citoplasma tanto a los depdsitos
intracelulares como hacia fuera de la célula, a través de bombas de Ca?". La
entrada de Ca?" desde el espacio extracelular ocurre a través de canales de
Ca®* dependientes de voltaje (VDCC), canales de Ca?* operados por deplecion
de almacenes internos o activados por receptor (SOCE y ROC,
respectivamente), mientras que la liberacion de Ca** desde dep6sitos internos
solo ocurre por la activacion de canales de Ca®" sensibles a IP; o ryanodina
(Berridge y col., 2000). La regulacién efectiva y la presencia de fluctuaciones en
la concentracién de Ca?' intracelular estd intimamente ligada a diversos
procesos celulares tales como proliferacion y diferenciacion, metabolismo
celular, citotoxicidad y apoptosis (Berridge y col., 2000).

Los efectos inducidos por la insulina en el muasculo esquelético son
producidos por la activacion de cascadas de transduccién de sefiales similares
a las descritas en otros tipos celulares. Muchas de ellas son potencialmente

sensibles a los aumentos de concentracién de Ca®" intracelular. Sin embargo,

" no existe evidencia clara de que los efectos de insulina sobre el musculo

esquelético sean dependientes de cambios en la concentracién de Ca®. Tal
como |GF-1, insulina también produce liberacién de Ca®* desde el canal

sensible a ryanodina, caracterizada por un aumento rapido y transitorio
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(Espinosa y col., 2004). Existen datos que indican que la insulina produce
aumentos localizados de Ca®" en la vecindad del sarcolema de fibras
musculares aisladas. Este aumento es debido a la entrada de Ca** desde el
medio extracelular siendo necesario para la incorporacion de glucosa a la fibra
muscular (Bruton y col., 1999; Lanner y col., 2006). Por otra parte existe
evidencia, basada en el uso de quelantes intracelulares, que indican que las
fluctuaciones en la concentracién de Ca®" intracelular son necesarias para que
se produzcan algunos efectos inducidos por la insulina, tales como la inhibicién
de la fosforilacién en serina y treonina de IRS-1, la fosforilacién de Akt y las
MAP quinasas ERK1/2 en adipocitos. También se ha observado que el
vaciamiento de depdsitos intracelulares de Ca®* mediante tapsigargina
(inhibidor de la bomba de Ca** del reticulo endoplasmatico), bloguea tanto el
transporte de glucosa como la translocacion de GLUT4 a la membrana
plasmatica (Worrall y Olefsky, 2002). Trabajos realizados en cardiomiocitos,
indican que insulina e IP; potencian la duracién de la liberacién de ca®
mediada por potenciales de accién en ratones (Fauconnier y col., 2005). En
nuestro laboratorio recientemente se demostrd que en miotubos Insulina es
capaz de inducir liberacién de Ca** a través del receptor de IP;. Esta liberacion
de calcio es modulada por ROS, tanto la generacion de ROS como la liberacién

de Ca®* fueron dependientes de la activacion de la PI13-K y de PKC.
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5. HIPOTESIS

El ATP liberado al medio extracelular en respuesta a un estimulo
elécirico tetanico, actua de manera autocrina y paracrina sobre receptores
purinérgicos, activando la via de sefializacion PI3-quinasa/Akt, reguladora clave
de la sefalizacién por insulina y promoviendo la captacién de glucosa, via

GLUT4, en cultivos primarios de células musculares esqueléticas de rata.
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6. OBJETIVO GENERAL

Determinar la via de sefalizaciéon intracelular involucrada en la
incorporacién de glucosa, mediada por el ATP liberado al medio extracelular en

respuesta a estimulacion eléctrica, en células musculares esqueléticas de rata.
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7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

7.1 Determinar la translocacién de transportadores GLUT4 a la membrana
celular e incorporacién de glucosa inducida por estimulo eléctrico y ATP

extracelular en células musculares de rata.

7.2  Caracterizar la via de sefializacion involucrada en el aumento del
transporte de glucosa dependiente del ATP liberado al medio extracelular en

respuesta a estimulo eléctrico en células musculares de rata.

7.3  Determinar si el ATP liberado al medio extracelular por estimulo eléctrico
actiia de manera independiente a la sefializacion PI3-K/Akt inducida por insulina

en células musculares de rata.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Reactivos.

2-NBDG fue obtenida de Invitrogen (Eugene, OR, USA). 2-deoxy- [*H]
glucosa fue obtenido de NEN Radiochemicals Perkin Elmer (Waltham, MA,
USA). Indinavir, Merck; U-73122, DMEM, insulina, Suramina, Apirasa, EDTA,
EGTA, NaVO,, PMSF, glicerol, DTT, Tween-20 fueron obtenidos desde Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO). KCI, 2-mercaptoetanol, TEMED, BSA,
sacarosa obtenidos de Winkler (Santiago, Chile). Citocalasina B, Akt-inhibitor
VI, LY-294002 fueron obtenidos desde Calbiochem (La Jolia, CA). Colagenasa
tipo Il y IV desde Worthington Biochemical Corporation (Lakewood, CA).
Xestospongina B fue obtenida del Laboratorio del Dr. Jordi Molgs, Membranas
de PVDF (Miliipore, Bedford, MA), las peliculas fotogréficas fueron obtenidas
desde Amersham Biosciences (Piscataway, NJ). Sustrato quimioluminiscente
Supersignal West Pico fue obtenido desde Pierce Biotechnology {Rockford, IL).
Otros reactivos: reactivo de Bradford (BioRad, USA), Dako (Dako Cytomation,
CA, USA), western Lightning se adquirié en PerKinElmer Life Sciences, Inc

(Boston, USA). Ei resto de los reactivos utilizados fueron de grado analitico.
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8.2 Cultivo primario de musculo esquelético de rata y lineas celulares
musculares L6.

El método utilizado fue el descrito por Carrasco y col., 2003. Ratas
neonatas (0-24 h) se sacrificaron por decapitacion, obteniéndose células de las
extremidades posteriores mediante diseccion fina y disgregacion mecénica del
tejido muscular en un pequefio volumen de una solucion estéril de PBS. El
tejido se someti6 a digestion enzimatica en 8 ml de 0,1% p/v de colagenasa en
PBS durante 15 min con agitacién suave a 37°C, deteniendo la reaccion
mediante la adicién de igual volumen de medio de cultivo DMEM/Ham F12 (1:1
viv), 10% de suero bovino, 2,5% de suero fetal, penicilina (100 mgfl),
estreptomicina (50 mg/l) y fungizona B (2,5 mg/l) (medio completo). El tejido
parciaimente digerido se filtré en mallas de nytex, y las células colectadas por
centrifugacion se resuspendieron en 10 ml de este mismo medio de cultivo. Se
realizd pre-plaqueo de 50 min en cépsula de Petri de 150 mm, donde los
fibroblastos que se adhieren mas rapido a la placa son eliminados parcialmente.
Las células se sembraron en placas gelatinizadas de 6 cm en medio completo.
A las 72 h se ftrataron con Ara-C para disminuir los fibroblastos. Para
diferenciacion, se eliminé el suero del medio de cultivo. De este modo, se
obtienen miotubos bien formados y con actividad contractil al cabo de 6 o 7
dias.

Células musculares L6 que expresan el transportador GLUT4 con un
epitopo myc exofacial (L6GLUT4myc) se cultivaron como fue descrito por Wang

y col 1998. Para crear mioblastos L6GLUT4myc que expresan de manera
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estable la proteina AS160 humana (cDNA regalado por el Dr. G.E. Lienhard,
Dartmouth Medical School, NH), el cDNA se clond en un vector retroviral pQXIP
(BD Biosciences). Los cultivos infectados se trataron con puromicina (2,5 mg/l)
por aproximadamente 7 dias para crear un pool estable de clones

(L6GLUT4myc-hAS160).

8.3 Cultivo de fibras musculares adultas.

Se utilizaron ratones C57BL/6 (5-7 semanas) para la diseccion. Los
animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina (100 mg/Kg) y xylazina
(10 mg/Kg) intraperitoneal y sacrificados por dislocacion cervical. Las fibras
musculares aisladas, se obtuvieron enzimaticamente a partir del musculo
flexorum digitorum brevis (FDB). Luego, fueron mantenidas por 30 min en
medio de cultivo para su adhesion y estabilizacién antes de la realizacién de los
experimentos. Las fibras se estimularon con ATP exégeno (100 uM), insulina

(100 nM) o0 ambos.

8.4 Obtencion de extractos proteicos totales.

Los miotubos cultivados en placas de culfive de 35 6 60 mm de diametro
se estimularon con estimulo eléctrico tetanico, Insulina (100 nM) y/o ATP (100
uM) en presencia o ausencia de inhibidores. Posteriormente, las células se
lavaron en tampodn fosfato salino frio y se les agregd una solucién de lisis
consistente en Tris-HC! (20 mM, pH 7,5), 1% Tritén X-100, EDTA (2 mM), NaF

(20 mM), NasP.07 (1mM), 10% glicerol, NaCl (150 mM), NazVO, (10 mM),
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PMSF (1 mM) y mezcla de inhibidores de proteasas (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN). Los lisados se incubaron durante 30 min en hielo y luego
centrifugados a 15.000 x g por 10 min a 4°C. La determinacion de proteinas
totales se realizé con el reactivo Comassie Plus Reagent (Pierce Biotechnology,
Piscataway, NJ). El sobrenadante que contenia las proteinas fue alicuotado y

congelado a —20°C hasta su utilizacion.

8.5 Western blot (WB).

La separacion de proteinas por electroforesis se llevé a cabo por
métodos estandares. Los extractos proteicos totales se denaturaron a 100°C en
una solucién tampén conteniendo Tris-HCI (62,5 mM, pH 6,8), 10% glicerol, 2%
dodecil sulfato de sodio, DTT (100 mM) y 0,01% azul de bromofenol. Las
proteinas (40-60 ug) se separaron en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al
10% utilizando un equipo de electroforesis Mini-Protean Ili (Bio-Rad, Hercules,
CA). Las proteinas se transferieron a membranas de PVDF (Millipore, Bedford,
MA) usando un sistema de transferencia himeda Mini-Trans Blots (Bio Rad,
Hercules, CA) a 400 mA durante 2 h a 4°C. Luego las membranas fueron
lavadas tres veces con solucion TBS-T (Tris-HCI (20 mM) [pH 7,6], NaCl (150
mM), 0,05% Tween) y posteriormente incubadas con solucién de bloqueo (3%
de leche en polvo baja en materia grasa en TBS-T 6 3% BSA) a temperatura
ambiente por 1 h. Posteriormente, se incubaron toda la noche a 4°C con
anticuerpos primarios diluidos en solucién de bloqueo. Se utilizaron los

siguientes anticuerpos primarios: antifosfo(Thr308), antifosfo(Ser473)-Akt
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(1:1.000; Cell Signaling), anti-Akt (1:1.000; Cell Signaling), antifosfo
(Tyr1150/1151)-Receptor de Insulina B (1:1.000; Cell Signaling), antifosfo
(Ser318) - AS160, antifosfo (Ser341) - AS160, antifosfo (Ser571) - AS160,
antifosfo (Ser588) - AS160, antifosfo (Thr751) - AS160 (1:1000 Division of
Signal Transduction at University of Dundee, Dr. James Hastie) antifosfo
(Thr642) - AS160 (1:1.000; Cell Signaling, anti-AS160 (1:1.000; Cell Signaling),
anti Rab8, Anti Rab10 (1:1.000; Cell Signaling). En algunos casos se utilizo
B-actina (1:10.000; Sigma) o anti-Actinina | (1:1.0000; Cell Signaling), como
control de carga. Luego, las membranas se lavaron tres veces con TBS-T
durante 10 min. a temperatura ambiente e incubadas con anticuerpos
secundarios especificos conjugados a peroxidasa (Pierce Biotechnology,
Piscataway, NJ), por 1 h a temperatura ambiente a razon de 1:2.000 en
solucion de blogueo. La visualizacion de la marca quimioluminiscente se realizé
con un kit Supersignal West Pico (Pierce Biotechnology, Piscataway, NJ) y la
deteccion se realizé con peliculas fotograficas (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ). Una vez finalizado este procedimiento las membranas de
PVDF se trataron con una solucion consistente en glicina (200 mM, pH 2),
B-mercaptoetanol (100 mM) y 0,05 % Tween, a temperatura ambiente por 30
min, para remover los anticuerpos unidos. Las membranas fueron lavadas con
TBS-T, bloqueadas por 1 h con solucion de bloqueo e incubadas con
anticuerpos dirigidos contra las formas totales de las proteinas o B-actina, como
control de carga de proteinas en el gel. Las imagenes digitalizadas de los WB

se utilizaron para los analisis densitométricos con el software Image J (NIH).
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8.6 Preparacion de DNA plasmidial.

Transformacion de bacterias: Bacterias E. coli DH5a electrocompetentes
(25 pL D.O. 0,6-0,8 nm) se electroporaron en presencia de 0.01 pg del
plasmidio. A esta mezcla se agregé 1 ml de medio TB (Terrific Broth) y se
incubé a 37°C por 30 min con agitacion. 10 y 50 pl de la suspension de
bacterias se esparcieron sobre una placa con agar 1% en medio Luria (LB) que
contenfa ampicilina 50 ng/ml, como antibiético de seleccidn y se incubd toda la
noche a 37° C. Las bacterias que completaron exitosamente la transformacion
formaron colonias discretas, las cuales se seleccionaron y expandieron en

medio LB con ampicilina para luego ser congeladas a -80° C en glicerol al 50%.

8.7 Amplificacién de plasmidios.

La amplificacion de plasmidios se llevd a cabo segun procedimientos
estandares. Brevemente 500 ml de medio LB con ampicilina (50 pg/ml) se
inocularon con bacterias almacenadas en glicerol y se incubaron durante toda la
noche a 37° C con agitacién. Posteriormente las bacterias se colectaron por

centrifugacion a 3000 rpm por 10 min a 4° C.

8.8 Purificacion del DNA plasmidial.
Se llevd a cabo mediante el kit “Plasmid Midi Kit" (QIAGEN). La
determinacion de la conceniracion de cada plasmidio se realizd determinando

su absorbancia a 260/280 nm. La calidad del DNA plasmidial se evalud en gel
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de agarosa al 1% en presencia de bromuro de etidio y se comparé con el

estandar 1 Kb DNA Mass Ladder.

8.9 Transfeccion de mioblastos.

Los mioblastos de rata se sembraron y crecieron hasta alcanzar un 70%
de confluencia aproximada al tercer dia post-plaqueo. La transfeccion se realizé
en medic DMEM-F12 sin suero y sin antibidticos, utilizando 3 pl de FUGENE 6
(Roche), 0,9 ug de vector reportero y 0,1 ug de vector de normalizacion por
placa en un volumen de 1.5 ml de medio DMEM-F12 por placa de 60 mm.
Transcurrido 16 h (overnight) a 37° C, el medio se reemplazo por medio de
diferenciacion. Ceélulas L6GLUT4myc se fransfectaron con siRNAs para Rab8A
y Rab 10 usando jetPrime, Polyplus-Transfection, Inc. por 24 h y cultivados por
48 h.

Para introducir los plasmidios GLUT4myc-eGFP, PI3-Ky WT, PI3-Ky KD,
PI3-Ky-myr, Akt-myr (donados por Dr. TR Jackson, University de Newcastle,
UK) o [g cadena liviana de toxina tetanica (TeTx), en los mioblastos, las células
se sembraron sobre cubreobjetos circulares de vidrio de 25 mm de diametro en
placas de 6 pocillos (1.000.000 células por cubreobjeto). En el dia 2, los
mioblastos se transfectaron con el plasmidio GLUT4myc-eGFP en lipofectamina
(1:2) en medio de fransfeccion (DMEM: M199 = 4:1, en ausencia de SFB y
antibiéticos). Luego de 4 h de transfeccion, las células se suplementaron con

10% de SFB y 1% de penicilina — estreptomicina por 24 h.
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8.10 Determinacién de ATP por ensayo Luciferina/luciferasa.

Cincuenta microlitros de muestras de medio exiracelular se afiadieron a
20 pL de CeliTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega, Madison,
WI, EE.UU.). Luego se incubaron por 10 min en oscuridad, las muestras se
cuantificaron en un luminémetro Berthold F12. En paralelo, se realizé una curva
estandar a partir de 1 fmol a 100 pmol ATP utilizando el mismo kit. Los valores
obtenidos para las muestras se interpolaron en la curva estandar para
determinar las concentraciones de ATP en cada condicién, concentracion de
ATP que se normalizéd por el contenido de proteinas totales de la placa

respectiva.

8.11 Deteccion de GLUT4myc en la superficie celular

Este ensayo fue descrito por Wang y col. Brevemente, las ceélulas
L6GLUT4myc fueron crecidas en placas de 24 pocillos y deprivadas de SFB
durante 3 h previas al inicio de los experimentos. Luego de distintos tiempos de
estimulaciéon con insulina o ATP extracelular, las células se lavaron con PBS 1X
suplementado con CaCl; {1 mM) y MgClz (1 mM, pH 7.4) a 4° C y bloqueadas
con suero de cabra al 5% en PBS 1X durante 15 min, posteriormente fueron
incubadas con anticuerpo polyclonal anti-myc (1:500) por 1 h a 4°C.
Posteriormente se procedio a lavar 10 veces con PBS 1X suplementado con
CaClz (1 mM) y MgCl. (1 mM, pH 7.4) y fijadas con paraformaldehido al 4% -
PBS 1X a 4° C por 15 min y tratadas posteriormente con glicina (100 mM) por

10 min a 4° C. Se realizaron 5 lavados rapidos con PBS 1X suplementado con
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CaClz (1 mM) y MgCl; (1 mM, pH 7.4) e incubadas con un anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado a HRP (1:1000) durante 1 h a 4°C. Las
células se lavaron 10 veces e incubadas con 1 mi del reactivo
o-phenylenediamine a temperatura ambiente, la reaccion se detuvo agregando
0,25 ml por pocillo de HCI 3 M. El sobrenadante de cada pocillo se recolectd y
se midié la absorbancia a 492 nm. La absorbancia basal fue obtenida en

ausencia del anticuerpo primario anti-myc y se restd de todos los valores.

8.12 Transduccion de miotubos

Las placas de 35 mm con 1 x 10° miotubos, se transdujeron con
multiplicidades de infeccién (MOI) de 5000 del adenovirus Bark-ct (AdBark-ct),
Adenovirus Akt miristoilado (AdAkt-myr), Akt dominante negative (AdAkt-dn).
Como control se utilizé un adenovirus vacio (AdVacio). Como reporiero de
transduccion se utilizd un adenovirus que expresa la proteina fluorescente
verde GFP (AdGFP). Las células se incubaron por 48 h a 37°C en camara
humidificada 5% CQ./95% aire. GFP y Bark-ct fueron gentilmente donados por
el Dr. WJ. Koch, (Duke University, Durham, NC). AdAkt-myr, AdAkt-dn y
Advacio fueron donados gentilmenie por el Dr. Joseph A Hill (University of
Texas Southwestern Medical Center, Dallas, Texas). El Adpark-ct expresa una
porcion aminoterminal de la quinasa del receptor B-adrenérgico que une

subunidades By de proteina G heterotrimérica (Gpy), actuando como un

inhibidor dominante negativo de la sefializacion Gfy (Koch y col. 1994).
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La eficiencia de transduccién empleando adenovirus fue superior al 95%,

monitorizado con AAGFP.

8.13 Medicion de la internalizacion de GLUT4myc (endocitosis).

L.a internalizacién de GLUT4myc se midié como se describié en el punto
anterior, con leves modificaciones. Brevemente, mioblastos L6GLUT4myc se
esfimularon con ATP o insulina, para inducir la translocacion de los
transportadores a la superficie celular. Las células se lavaron con PBS 1X
suplementado con CaCl; (1 mM) y MgClz (1 mM, pH 7.4) a 4°C y bloqueadas
con suerc de cabra al 5% en PBS 1X durante 10 min, posteriormente se
incubaron con anticuerpo policlonal anti-myc (1:250) a 4°C por 1 h. Los
transportadores GLUT4myc marcados con el anticuerpo se estimularon a
internalizarse mediante el recalentamiento a 37°C durante distintos tiempos
tanto en presencia o ausencia de los estimulos respectivos. En los tiempos
indicados, las placas con las células se colocaron en hielo y se lavaron tres
veces con PBS frio y posteriormente fijadas con 4% PFA durante 10 min y
tratadas posteriormente con glicina (100 mM) por 10 min a 4° C e incubadas
con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a HRP (1:750) durante 1 h
a 4°C. La cantidad de GLUT4myc remanente en la superficie celular a cualquier
tiempo después del recalentamiento fue determinado usando el ensayo de
absorbancia OPD para ello el sobrenadante de cada pocillo se recolecté y se
midié la absorbancia a 492 nm. La absorbancia basal fue obtenida en ausencia

del anticuerpo primario anti-myc y se resto de fodos los valores, los que fueron
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expresados como porcentaje respecto del nivel de GLUT4myc en la superficie

celular a tiempo 0.

814 Medicion de la internalizacion y exocitosis de GLUT4myc
(reexocitosis).

La reexocitosis de GLUT4myc se midid utllizando como base el
procedimento descrito para la exocitosis de GLUT4, con leves modificaciones.
Brevemente, mioblastos L6GLUT4myc se estimularon con insulina (100 nM)
durante 15 min, este estimulo permite la translocacién de los transportadores
GLUT4myc a la superficie celular, siendo marcados con el anticuerpo primario,
anti-myc (1:250) a 4°C durante una hora. Las células se lavaron con PBS en
hielo, posteriormente las células con los transportadores GLUT4myc marcados
fueron recalentadas a 37°C durante 2 h para inducir endocitosis del complejo
GLUT4myc/anticuerpo. Finalmente las células se estimularon con insulina o
ATP exdgeno y el ensayo OPD fue realizado a distintos tiempos, tal como se

sefiald en el parrafo precedente.

8.15 Deteccion de GLUT4myc-eGFP en la superficie celular en célula
unica.

48 h después de la transfeccion del plasmidio GLUT4myc-eGFP, los
miotubos se privaron de SFB por 12 h antes de realizar los experimentos.
Luego del tiempo de estimulacion con insulina o ATP extracelular, las células

fueron lavadas con PBS 1X suplementado con CaCl; (1 mM) y MgCl, (1 mM, pH
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7.4) a 4° C, fijadas con PFA al 3%-PBS 1X por 10 min y tratadas posteriormente
con glicina (100 mM) por 10 min a 4° C. Se realizaron 3 lavados rapidos con
PBS a 4° C, para luego ser blogueadas con alblimina de suero bovino al 1% en
PBS 1X por 1 h a temperatura ambiente. Se incubd el anticuerpo anti-myc
(ratén, 1:100 en PBS 1X) durante toda la noche (12-16 h). Luego de la
incubacién, las células se lavaron e incubadas con el anticuerpo secundario
anti-ratén conjugado al fluordforo Alexa-fluor 546 (1:500 en PBS 1X). A traves
de microscopia confocal (Carl Zeiss Pascal LSM 5) se realizaron cortes
confocales en el eje z en células tinicas (al menos 10 células por cada
condicion, por cultivo), para detectar el epitopo c-myc en la membrana
plasmatica. Todos los materiales empleados estuvieron libres de cualquier tipo

de detergente para evitar la permeabilizacién de los miotubos.

8.16 Incorporaciéon 2-NBDG.

Para evaluar la captacion de glucosa por estimulacion eléctrica tetanica,
insulina y ATP exd4geno, las células se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio
de 25 mm de diamefro en placas de 6 pocillos (700.000 células por
cubreobjeto). Tras el estimulo correspondiente, los miotubos se incubaron en
medio Krebs-Ringer sin glucosa por 5 min y posteriormente incubados con el
analogo fluorescente de glucosa 2-NBDG (300 pM) por 15 min a 37° C,
evitando la exposicidn a la luz. La emisién fluorescente se recolectoé en celulas

unicas (al menos 30 células por cada condicion experimental, por cultivo) a

través de un microscopio confocal (microscopio Carl Zeiss Axiovert 135 M-LSM




Microsystems), realizando 3 RO circulares de 50 x 50 pixeles se obtuvieron las
intensidades de fluorescencia al interior de los miotubos, estos valores se
promediaron y la fluorescencia fuera de los miotubos (background) se sustrajo

al momento de realizar el andlisis de las imagenes.

8.17 Incorporacién 2-deoxi-*H-glucosa (*H-2DG).

Para determinar la captacién de *H-2DG, los miotubos se sembraron en
placas de cultivo de 12 pocillos (1,5 millones de células por pocillo). Luego del
estimulo insulina o ATP o ambos, las células se lavaron con tampén HEPES frio
y posteriormente incubados con *H-2DG (1 pCi) disuelto en una solucién de
HEPES y 2-deoxiglucosa (30 mM) por 15 min a 4° C. Luego se realizaron
lavados rapidos con HEPES y los miotubos se lisaron con NaOH (0,05 M). Se
afiadié liquido de centelleo y se leyeron las cuentas radioactivas por minuto
(CPM) de cada condicion experimental en triplicado, a través de un contador de
centelleo liquido Beckman LS-6000TA (Beckman instruments Corp., Fullerton,

CA).

8.18 Expresion de resultados y analisis estadistico.

Los datos experimentales son presentados como el promedio *
desviacién estandar (DS) de un niimero de experimentos indicados como (n) o
como resultados representativos de al menos 3 experimentos independientes.
Los datos se sometieron a un andlisis de varianza y las comparaciones entre

los grupos se llevaron a cabo a través de  ANOVA-Bonferroni, mediante el uso
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del programa GraphPad Prism 4.(GraphPad Software, San Diego, CA). Un valor

p<0.05 se considerd como una diferencia estadisticamente significativa.
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9. RESULTADOS

9.1 Estimulacion eléctrical tetdnica induce la incorporacién de glucosa
2-NBDG, de manera dependiente de ATP en miotubos de rata neonata.

Para evaluar el efecto de la estimulacion eléctrica teténica sobre la
incorporacién de glucosa en miotubos, se utilizé la incorporacion del analogo
fluorescente de glucosa 2-NBDG (300 uM) luego de estimulacion electri ca
tetanica (400 pulsos, 1 ms, 45 Hz.) (Fig. 2A y 2B). Esta Herramienta ha sido
validada cinéticamente como un método confiable para estudiar el transporte de
glucosa en células Gnicas en cultivo (Barros y col., 2009). La Figura 2A muestra
una imagen representativa de la incorporacion del andlogo fluorescente de
glucosa 2-NBDG, para estimulo elécirico tetanico (EE) e insulina (Ins). La
cuantificacion de la sefial fluorescente se realizd como se explicd en Materiales
y Métodos. En la Figura 2B se muestra la cuantificacion de los ensayos de
incorporacién del analogo fluorescente de glucosa 2-NBDG. En ella se observa
que posterior a un estimulo eléctrico tetanico, aumenta la incorporacion del
analogo fluorescente de glucosa 2-NBDG 2,5 + 0,5 veces respecto a miotubos
no estimulados. Adicionalmente, como control positivo de la captacion de 2-
NBDG se utilizé insulina (100 nM) induciendo un aumento de 2,87 £ 0,41 veces
sobre el nivel basal (miotubos no estimulados) (Figs. 2A y 2B).

El aumento del transporte de glucosa 2-NBDG inducido por estimulacion

eléctrica teténica fue bloqueado completamente al incubar los miotubos 30 min
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previo y durante la estimulacion eléctrica con apirasa (2U/mL) (1,07 £ 0,23),
ectonucleotidasa que degrada ATP, o Suramina (100 pM) (1,02 £ 0,44), un
antagonista general de los receptores purinérgicos P2, Figuras 2C y 2D
respectivamente. Este resultado sugiere que el estimulo eléctrico tetanico
aumenta la incorporacion de glucosa 2-NBDG mediada por la liberacién de ATP
al medio extracelular y la activacion de receptores Purinérgicos {(P2) de manera

autocrina.
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Figura 2 Estimulacién eléctrica tetdnica induce la incorporacién de glucosa 2-NBDG, de
manera dependiente de ATP en miotubos de rata neonata.

Células en cultivo primario de musculo esquelético de rata neonata, se estimularon
eléctricamente con un estimulo tetanico (EE) (400 pulsos, 1 ms, 45 Hz.) o insulina (100 nM). La
incorporacién de glucosa 2-NBDG fue realizado como se sefialé en Materiales y Métodos A)
Fotografia representativa de incorporacion de glucosa 2-NBDG inducida por, estimulacion
eléctrica e insulina, el tiempo de registro corresponde a 15 min posterior a los estimulos
correspondientes. B) Cuantificacion del transporte de glucosa 2-NBDG. C) Los miotubos se
preincubaron en medio Krebs-Ringer con o sin apirasa (2 U/mL) la incorporacion de glucosa 2-
NBDG inducida por EE se bloqued totalmente por apirasa. D) Miotubos fueron preincubados en
medio Krebs-Ringer con o sin suramina (100 pM) la incorporacion de glucosa 2-NBDG inducida
por EE se bloque¢ totalmente por suramina. Los valores representan el promedio = desviacion
estandar, El analisis estadistico se realizé con la prueba de analisis de varianza de una via
(ANOVA) seguido por post-test de Bonferroni ** p<0,0071 vs del basal (no estimulado) ##
p<0,001 respecto a la condicién estimulado en ausencia del inhibidor. Datos de 5 experimentos
independientes, correspondiente a 150 células por condicion, la barra de calibracién
corresponde a 10 um.
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9.2 Estimulacion eléctrica tetdnica induce liberacién de ATP al medio
extracelular induciendo el transporte de glucosa 2-NBDG en miotubos.
Para confirmar que la estimulacién eléctrica teténica induce liberacion de
ATP al medio extracelular, miotubos de rata se sometieron a estimulacion
eléctrica tetanica y alicuotas del medio extracelular fueron extraidas a distintos
tiempos, cuantificandose la concentracién de ATP en el medio exiracelular
mediante ensayo luciferina/luciferasa, tal como se sefialé en Materiales y
Métodos. Se observé que a partir de los 15 seg, post estimulacion eléctrica
tetanica se produce un aumento significativo en los niveles de ATP extracelular,
alcanzando la maxima liberacion de ATP al minuto post estimulacion y
mostrando una tendencia a volver al nivel basal entre los 5 y 15 min post
estimulo (Fig. 3A). Este fendmeno observado se correlaciona con el transporte
de glucosa 2-NBDG inducido por estimulo eléctrico (Fig. 2). Sin embargo, a fin
de determinar si el ATP exdgeno induce incorporacién de glucosa 2-NBDG de
manera dependiente de receptores Purinérgicos P2, miotubos de rata neonata
se expusieron a ATP exdgeno (100 pM). Se observé un aumento del transporte
de glucosa 2-NBDG (2,73 * 0,52) sobre la condicién basal, insulina (100 nM) se
utilizé como control positivo para el ensayo de incorporacion de glucosa
2-NBDG (Figs. 3B y 3C respectivamente). Para confirmar que el efecto del ATP
exodgeno fuera a través de la activacion de receptores purinérgicos, se utilizé
apirasa (2U/mL) y suramina (100 pM). En ambos casos el transporte de glucosa
2-NBDG se inhibi¢ totalmente, sin afectar el transporte basal de glucosa (Fig.

3D y 3E respectivamente). El transporte de glucosa inducido por insulina, no fue
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afectado por la presencia de apirasa (2U/mL) en el medio extracelular (Fig. S1,

anexo).
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Figura 3 La estimulacion eléctrica tetdnica induce liberacion de ATP al medio extracelular
induciendo el aumento de la Incorporacién de glucosa 2-NBDG en miotubos de rata
neonata.

Miotubos de rata neonata en cultivo primario, se estimularon eléctricamente con un estimulo
tetanico (EE) (400 pulsos, 1 ms, 45 Hz.), insulina (100 nM) o ATP exdgeno (100 pM). La
incorporacion de glucosa 2-NBDG se realizé como se sefialé en Materiales y Métodos. A)
Liberacion de ATP al medio exiracelular [uego de la estimulacion mediante estimulo gléctrico
tetanico (EE), se cuantificd mediante ensayo luciferina/luciferasa como se describié en
Materiales y Métodos, la concentracion de ATP extracelular se normalizé respecto de la
concentracion de proteina del exiracto total de células. B) Fotografia representativa de
incorporacién de glucosa 2-NBDG Inducida por, ATP exégeno e insulina, €l tiempo de registro
corresponde a 15 min posterior a los estimulos correspondientes. C) Cuantificacion del
transporte de glucosa 2-NBDG. D) Los miotubos se preincubaron en medio Krebs-Ringer con o
sin Apirasa (2 U/mL) la incorporacion de glucosa 2-NBDG inducida por ATP exdgeno fue
blogueado totalmente por apirasa. E) Miotubos se preincubaron en medio Krebs-Ringer con o
sin suramina (100 pM) la incorporacion de glucosa 2-NBDG inducida por ATP exdgeno fue
bloqueado totalmente por suramina. Los valores representan el promedio x desviacion
estandar, El analisis estadistico se realizé con la prueba de analisis de varianza de una via
(ANOVA) seguido por post-test de Bonferroni ** p<0,007 vs del basal (no estimulado), ##
p<0,001 respecto a la condicion estimulado en ausencia del inhibidor. Datos de a lo menos 4
experimentos independientes, correspondiente a 80 células por condicion, la barra de
calibracién corresponde a 10 pm.
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9.3 Efecto del ATP exégeno sobre la incorporacién de glucosa *H-2DG en
miotubos de rata.

El método para medir la incorporacion de glucosa usado en esta Tesis,
es un método novedoso, descrito por Barros y col., el afio 2009, y no constituye
el “golden stédndard” para cuantificar el transporte de glucosa. Con el fin de
validar el método de incorporacion del analogo fluorescente de glucosa 2-NBDG
(300 uM), se evalud la captacion de glucosa radioactiva *H-2DG tras
estimulacion con ATP exégeno (100 pM) (Fig. 4). Se obtuvo un aumento
estadisticamente significativo con respecto a la condicién basal (no estimulada)
(p<0,001). Como control positivo de la captacién de *H-2DG se utilizé insulina
(100 nM) durante 5 min. Para confirmar que el aumento en el fransporte de
®H-2DG inducido por ATP exdgeno ocurre por la activacion de receptores
purinérgicos P2 se utilizd suramina (100 uM), observandose que en células
incubadas durante 30 min previos y al momento de ser estimuladas con ATP
exégeno (100 pM) el transporte de glucosa *H-2DG se redujo de manera
significativa (p<0,01) en comparacién con su control estimulado con ATP
exdgeno (100 uM) en ausencia de suramina.

Para determinar la participacion de la familia de transportadores GLUT4
en la captaciéon de glucosa inducida por ATP exdgeno, se utilizé indinavir (100
puM), un bloqueador inespecifico del transporte de glucosa a través de la familia
transportadores de glucosa GLUT4. Indinavir bloqued el incremento de la
incorporacién de glucosa *H-2DG inducida por ATP éxégeno. Este resultado

sugiere fuertemente que la incorporacion de glucosa ocurre a través de la
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familia de transportadores GLUT4 (Fig. 4). Este mismo ensayo con glucosa
tritiada se realizo de forma paralela con insulina como control positivo (Fig. S2,

anexo)
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Figura 4 Efecto del ATP exdgeno sobre la incorporacion de glucosa *H-2DG

En miotubos de rata neonata se ensayo la incorporacién de *H-2DG luego de la estimulacién
con ATP exogeno (100 pM) o Insulina (100 nM), control positivo. Se observa un blogueo de la
incorporacion de *H-2DG en miotubos preincubados con suramina (100 yM) e indinavir (100
M), 30 min previo y durante la estimulacion. En miotubos estimulados con ATP exogeno (100
pM) e insulina (100 nM), no se observa un efecto sumatorio en el transporte de *H-2DG. Los
valores representan el promedio = desviacion estandar, **p<0,001 respecto del basal (no
estimulado), ## p<0,0071 respecto de la condicién estimulado en ausencia del respectivo
inhibidor. El analisis estadistico se realizé con la prueba de analisis de varianza de una via
(ANOVA) seguido por post-test de Bonferroni. Datos de 4 experimentos independientes.
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9.4 El ATP exégeno promueve la translocaciéon de los transportadores
GLUT4 a la superficie celular.

Para que la incorporacion de glucosa frente a un estimulo apropiado, ya
sea estimulacién eléctrica, insulina o ATP exdgeno pueda ocurrir se requiere la
translocacion de los transportadores de glucosa GLUTA4. Estos deben ser
movilizados desde compartimentos intracelulares a la membrana plasmatica de
las células. Como se mostroé en la Figura 3, al estimular miotubos con ATP
exdgeno se produce aumento en el transporte de glucosa y los resultados
obtenidos en los ensayos de incorporacién de glucosa *H-2DG sugieren la
participacion de transportadores de la familia GLUT4 en este proceso de
transporte dependiente de ATP exdégeno. Considerando ambos resultados, se
evalud la distribucién celular de los transportadores GLUT4 frente a la
estimulaciéon con ATP exégeno (100 uM) y para ello los miotubos se
transfectaron con el plasmidio quimérico GLUT4myc-eGFP. Este plasmidio
contiene el gen humano de la proteina GLUT4, el cual fue modificado con un
epitopo myc. Una vez que el transportador se inserta en la membrana
plasmatica queda expuesto hacia la cara exfracelular. Adicionalmente, el
plasmidio porta el gen de la proteina fluorescente verde (green fluorescent
protein, eGFP), herramienta Util para verificar el nivel de expresion del
plasmidio. En presencia de estimulos apropiados que promueven Ia
translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica, la deteccion del epitopo
myc mediante inmunofluorescencia en células musculares no permeabilizadas,

permite diferenciar la poblacion de transportador GLUT4 que se encuentra en la
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superficie celular, de aquella que se encuentra al interior de la célula. Esto es
un criterio de que la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica ha
ocurrido (Antonescu y col., 2009, Contreras-Ferrat y col., 2010). La Figura 5A
muestra la distribucion celular del epitopo myc en miotubos transfectados con el
plasmidio GLUT4myc-eGFP, por medio de inmunofluroescencia y microscopia
confocal (cortes confocales). Se observé que la estimulacion con ATP exdgeno
(100 uM) indujo la movilizacion del epitopo myc a la superfice del miotubo
(2,5 £ 0,3), como se muestra en la cuantificacién de la Figura 5B, esta
distribucion del transportador GLUT4 no fue observada en miotubos control (sin
estimulo). Como control positivo de la translocacién del epitopo myc a la
superficie celular se utilizé insulina (100 nM) (Fig. 5A y 5B). Para la
cuantificacidn relativa de la poblacion del epitopo myc en la superficie celular,
se sumaron las emisiones fluorescentes de cada plano focal del eje z donde
hubo deteccién del epitopo myc acoplado al fluoréforo Alexa546, lo cual fue
normalizado por la suma de la emision fluorescente de la proteina GFP en los
mismos planos focales, estableciendo la razén Alexa546/eGFP como un
parametrc de cuantificacion relativa del epitopo myc en la membrana
plasmatica. Con los datos obtenidos en la Figura 5A, se decidio evaluar
funcionalmente la participacién de los transportadores de glucosa GLUT4 en el
transporte de glucosa inducido por ATP. Para ello se realizaron experimentos
de incorporacion de 2-NBDG en miotubos de rata neonata, en presencia de
indinavir, droga que actia como bloqueador inespecifico del fransporte de

glucosa a través de fransportadores de tipo GLUT4. Las células se incubaron
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con indinavir (100 pM), durante 30 min previo y durante la estimulacion con ATP
exégeno, en esta condicion el transporte de 2-NBDG fue blogueado
completamente (Fig. 5C).

En mioblastos L6GLUT4myc, modelo celular bien caracterizado para el
estudio de la dinamica de los transportadores GLUT4, el ATP exogeno (100
puM) aumentd la translocacion de GLUT4 a la superficie celular, siendo
significativo el aumento del transportador GLUT4 en la superficie de la
membrana, a partir de los 5 min de estimulacién. Estos resultados sugieren
fuertemente que el ATP exégeno induce la translocacion de GLUT4,
evidenciado en el aumento de la presencia de los transportadores GLUT4 en la
superficie de miotubos de rata neonata y mioblastos L6GLUT4myc. Sin
embargo, este tipo de ensayo de translocacién no permite discriminar si el
aumento de marca en la membrana de la célula para el epitopo myc pueda

estar influenciado por una disminucién de la endocitosis del transportador.
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Figura 5 ATP exogeno aumenta el transporte de glucosa 2-NBDG a través de la
translocacion GLUT4 a la superficie celular.

Miotubos de rata neonata se transfectaron transitoriamente con GLUT4myc-eGFP, por 24 h y
fueron estimulados con ATP exdgeno (100 uM) o insulina (100 nM). La exposicion extracelular
del epitopo myc fue detectado por inmunofluorescencia en células no permeabilizadas como se
describio en Materiales y Métodos. A) ATP exdgeno indujo un aumento en la razén
Alexa546:eGFP. En el panel de la izquierda se observa la expresion de la proteina GFP, en el
segundo panel de la izquierda se muestra la deteccion del epitopo myc, el tercer panel muestra
la superposicién de ambas sefales, eGFP y myc. El panel de la derecha muestra el perfil de las
sefales fluorescentes detectada del epitopo myc y GFP. B) Cuantificacion del panel A. C) Los
miotubos se preincubaron en medio Krebs-Ringer con o sin indinavir (100 uM) 30 min previo y
durante la estimulacion, la incorporacion de glucosa 2-NBDG inducida por ATP exdégeno e
insulina fue bloqueada totalmente por indinavir. D) En mioblastos LEGLUT4myc, estimulados
con ATP exdgeno o insulina, durante 2 min, 5 min y 10 min. Se observé un aumento en la
translocacion de GLUT4myc a la superficie celular, para ambos estimulos a partir de los 5 min.
Los valores representan el promedio = desviacién estandar, **p<0,007 respecto del basal (no
estimulado) ## p<0,001 respecto a la condicién estimulado en ausencia del inhibidor. El analisis
estadistico se realizé con la prueba de analisis de varianza de una via (ANOVA). Datos de 4
experimentos independientes.
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9.5 Determinacién de la dindmica de transportadores GLUT4 en células
LB6GLUT4myc estimuladas con ATP exégeno.

El aumento de GLUT4 en la superfice celular puede ser el resultado de
un incremento de la exocitosis y/o una disminucién de la endocitosis. Para
determinar cual de los procesos “prima” en el incremento de GLUT4 en la
superficie mostrado, en la Figura 5, se cotransfectaron transitoriamente
miotubos de rata con dos plasmidios que codifican para GLUT4myc-eGFP y la
cadena liviana de la toxina Tetanica (TeTx) respectivamente. Esta toxina induce
la protedlisis de la proteina de membrana asociada a vesiculas (VAMP-2),
proteina V-SNARE que media el anclaje y la fusion de vesiculas que almacenan
GLUT4 sensibles a insulina (GSV) con la membrana plasmatica (Randhawa y
col., 2004; Randhawa vy col., 2008). En condiciones basales (sin estimulo), la
presencia de GLUT4myc en la superficie celular fue practicamente indetectable
y la distribucion intracelular de GSV fue difusa, formando agrupamientos en la
region perinuclear de los miotubos (Fig. 6A). La cuantificacion para cada
condicién ensayada se muestra en la Figura 6B. ATP exdgeno indujo un claro
aumento de la sefial del epitopo myc en la superficie celular, esta respuesta fue
claramente atenuada en miotubos que expresan TeTx (Fig. 6A).

La velocidad de endocitosis de GLUT4myc fue determinada en células
L6GLUT4mye, modelo bien caracterizado para este tipo de determinaciones, ya
que, se requiere de un gran nimero de células que expresen homogeneamente
GLUT4myc (Wang y col., 1998). ATP causé una pequefia reduccién de la

endocitosis de GLUT4myc, en comparacion con células estimuladas con
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insulina o células no tratadas (control) (Fig. 6C). La velocidad de exocitosis fue
determinada después de permitir que los transportadores GLUT4myc presentes
en la superficie celular marcados con un anticuerpo anti-myc fueran
internalizados y se equilibraran con los pools intracelulares de GLUT4. La
estimulacién con ATP exdgeno causd un incremento significativo en la
translocacion de GLUT4myc a la superficie celular a partir de los 2 min, con una
cinética similar a la inducida por insulina (Fig. 6D), adicionalmente se produjo
una disminucién en la velocidad de endocitosis en los primeros 5 min (Fig. 6C).
Estos resultados sugieren que ATP exégeno induce un aumento de GLUT4myc
en la superfice celular, a través de mecanismos de exocitosis y una discreta
pero significativa disminucion de la endocitosis a tiempos cortos (Fig. 6C). En la
ruta exocitica parece estar implicada GSV que depende de VAMP-2 y su

regulacién serfa altamente parecida a la regulacion de GSV por insulina.
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Figura 6. La exposicion exofacial de epitopo myc dependiente de ATP exdgeno requiere
de VAMP-2 en miotubos y la inhibicién de la endocitosis en mioblastos L6GLUT4myc.
Miotubos de rata se cotransfectaron transitoriamente con GLUT4myc-eGFP y TeTx por 24 h y
estimulados con ATP (100 uM) durante 10 min. El efecto de la cadena liviana de la toxina
tetanica en la exposicion exofacial del epitopo myc dependiente de ATP en célula Unica es
mostrado en A) y cuantificado en B). C) Mioblastos L6GLUT4myc, se estimularon con ATP o
insulina, induciendo la translocacion de los transportadores a la superficie celular, los
transportadores GLUT4myc fueron marcados con un anticuerpo anti-myc y a través del
calentamiento a 37°C durante 5, 10 y 20 min en presencia o ausencia de ATP o insulina, se
estimularon a internalizarse. La cantidad de GLUT4myc remanente en la superficie celular a
cualquier tiempo después del recalentamiento fue determinado usando el ensayo de
absorbancia OPD vy los valores se expresaron como porcentaje respecto del nivel de
GLUT4myc en la superficie celular a tiempo 0. D) Mioblastos L6GLUT4myc se estimularon con
100 nM de insulina por 10 min y enfriados a 4°C. GLUT4myc en la superficie fue marcado con
anticuerpo anti-myc. Las células fueron incudadas a 37°C durante 2 h en ausencia de estimulo,
para inducir la internalizacion. Posteriormente, las células fueron estimuladas con ATP o
insulina durante 2, 5 y 10 min. Los valores representan el promedio + desviacion estandar,
**p<0,007; *p<0,01 respecto del basal (no estimulado) t1p<0.007; tp<0.01 respecto a la
condicion control (miotubos no transfectados). Determinado por test ANOVA seguido por post-
test de Bonferroni. Datos de 4 experimentos independientes.
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9.6 Estimulacién eléctrica tetanica induce aumento en la fosforilacién de
Akt.

Una vez determinado que la estimulacién eléctrica tetanica induce
liberacién de ATP al medio extracelular aumentando la incorporacion de
2-NBDG en miotubos de rata (Fig. 3), se evalué el mecanismo de sefializacion
intracelular a través del cual el estimulo eléctrico podria promover la
translocacién de GLUT4 a la membrana plasmatica en los miotubos. En la
literatura se han descrito dos vias de sefalizacion intracelular como las
responsables de la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica: estas
vias de sefializacion son PI3-K/Akt y la via CaMKII/AMPK. Reportes previos en
relacion a que el estimulo eléctrico induce la fosforilacién de la proteina Akt, han
sido controversiales (Soos y col., 2001; Vanhaesebroeck y col., 2001; Yano y
col., 2011). Por otra parte, el fransporte de glucosa inducido por estimulacion
eléctrica se ha relacionado con la activacién de AMPK (Treebak y col., 2010).
Para evaluar la posible via de sefializacién intracelular involucrada en el
aumento de la incorporcioén de 2-NBDG inducida por estimulo eléctrico tetanico,
miotubos de rata neonata se estimularon con 400 pulsos, 45 Hz. 1 ms duracion,
para determinar mediante Western blot el estado de fosforilacion de la proteina
Akt en el residuo Serd73 (Fig. 7A). La estimulacidn eléctrica induce un aumento
transitorio en la fosforilacion de Akt en Serd73, alcanzando un maximo de
fosforilacién entre los 15 y 30 min posteriores al estimulo. Como se mostro en la
Figura 3A, la estimulacidn eléctrica tetanica indujo liberacion de ATP al medio

extracelular. Por esta razén se estimularon miotubos de rata en presencia de
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suramina (100 uM), para determinar la posible participacion del ATP liberado al
medio extracelular en el aumento de la fosforilaciéon de Akt en Ser473. Como se
observa en la Figura 7B, suramina bloquea completamente el aumento de la
fosforilacion de Akt en Ser473 inducido por estimulacion elécirica, sin afectar los
niveles basales de la fosforilacion de la proteina. A partir de este resultado que
involucra a los receptores purinérgicos en el aumento de fosforilacion de Akt en
Ser473, se decidié estimular con ATP exdgeno (100 pM) y determinar los
niveles de fosforilacién de Akt en Serd73 inducidos por este estimulo. Se
observé un aumento transitorio en la fosforilacion de Akt Ser473 entre los 15 y
30 min, retornando a niveles basales a los 60 min post estimulacion (Fig. 7C).

Cdémo se mostrd en la Figura 5D, ATP exégeno aumentd la translocacion
del transportador GLUT4myc a la membrana plasmatica en mioblastos
L6GLUT4myc. Se decidié entonces evaluar la via de sefializacion intracelular
involucrada en este modelo celular. Para ello se evalud la fosforilacién de Akt
en los residuos Thr308 y Ser473, sitios que han sido descritos ser necesarios
para la activacién de esta quinasa. ATP exégeno (100 pM), aumentd la
fosforilacion de ambos residuos (Fig. 7D), como control positivo se utilizd
insulina (100 nM) observandose un aumento en la fosforilacién de Akt en ambos
residuos, tal como era esperado.

Para la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica se requiere la
activacion de Aki, proteina que ha sido considerada clave en la sefializacion
para insulina y transporte de glucosa, tanto en musculo como en tejido adiposo.

Como se sefalé previamente, uno de los blancos rio abajo de Akt es la proteina
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AS160, proteina Rab-GAP que es fosforilada en multiples sitios, disminuyendo
su actividad GAP, permitiendo finalmente la translocacion de los
transportadores GLUT4 a la membrana celular. En células musculares L6 que
sobreexpresan la proteina AS160 humana, se realizaron experimenios de
translocacion de GLUT4 a la membrana inducido por ATP exdgeno (Fig. S3,
anexo) y se estudit la fosforilacion de AS160 en varios epitopos regulados por
insulina. Entre ellos, se analizaron los fosfoepitopos de Ser318, Ser341,
Ser570, Ser588, Thr642 y Thr751. En todos estos residuos el ATP exdgeno

aumento la fosforilacion de manera similar a insulina (Fig, 7D).
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Figura 7. Fosforilacion de Akt y AS160 por estimulacién eléctrica tetdnica y ATP exégeno
en miotubos y células LEGLUT4myc-hAS160.

Miotubos de rata neonata se estimularon eléctricamente, células L6 GLUT4myc-hAS160 y
miotubos se estimularon con ATP exdgeno durante 5 min. La deteccion de la fosforilacion de
Akt en residuos Thr 308 y Ser 473 y de las formas fosforiladas de AS160 en los epitopos
sefialados se realizd mediante Western blot desde extractos proteicos totales usando
anticuerpos dirigidos contra las formas fosforiladas de Akt y AS160. La fosforilacion de Akt y
AS160 se normalizaron respecto a sus proteinas totales. Los analisis densitométricos indican la
razén de la forma fosforilada/proteina total. A) Estimulo eléctrico y C) ATP exdgeno aumentan
transitoriamente la fosforilacion de Akt en Ser 473 en miotubos de rata. B) Los miotubos fueron
preincubados en medio Krebs-Ringer con o sin suramina (100 uM) 30 min previo y durante la
estimulacion, la fosforilacion de Akt en Ser473 fue abolida para la estimulacion eléctrica. D) La
fosforilacion de Akt en Thr308 y Ser473; la fosforilacion de AS160 en residuos Thr751; Thr642,
Ser588, Ser570, Ser341 y Ser318 se indujo en mioblastos L6GLUT4myc-hAS160 tanto por ATP
exogeno como por insulina. Los valores representan el promedio =+ desviacion estandar,
**p<0,001; *p<0,01 respecto del basal (no estimulado), tp<0.07 respecto a EE 30 min.
Determinado por test ANOVA seguido por post-test de Bonferroni. Datos representativos de 3
experimentos independientes.
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9.7 ATI; exdgeno requiere la activacion de la via PI13-Ky/Akt, para la
transloéacién de GLUT4 a la membrana plasmatica.

Ign el musculo esquelético, la expresion de GLUT1 esta normalmente
vinculada a la incorporacién basal de glucosa y GLUT4 se asocia a la captacion
de gluéosa inducida por insulina y la contraccion muscular en células
musculares L6 (Konrad y col., 2005). Como se mostré en las Figuras 5A y 8D,
el ATP exégeno estimuld la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica,
tanto er? miotubos como en células LEGLUTmyc. Por otra parte, ATP exbégeno
aumentéﬁ la fosforilacion de Akt en Thr308, Serd73 y de AS160 en diferentes
epitopo; lo que sugiere que ATP podria inducir la incorporacion de glucosa en
forma dependiente de la via de sefializacion P13-K/Akt en miotubos de rata y en
células ::LG. Para corroborar esto, los miotubos se pre-trataron con LY294002
(10 uM)?, inhibidor general de las PI3-K de clase |, 1l y Il, el inhibidor VIII de Akt
(10 pM) inhibidor selectivo de Akt 1/2, ambos inhibidores se agregaron 30 min
previo Y durante la estimulacién con ATP exdgeno. La inhibicidn de PI3-K,
mediante LY294002 no bloqued completamente la captacion de 2-NBDG
inducidé por ATP exdgeno, pero si bloqueé el transporte de glucosa inducido
por insulina (Fig. 8A), dato que sugiere la participacion de mas de una via de
seﬁaliza;cic')n en el aumento del transporte de glucosa 2-NBDG inducido por ATP

exégeno. Por otra parte el uso del inhibidor VIl de Akt (10 pM) bloqueo

completamente el aumento de la incorporacion de glucosa 2-NBDG inducido
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tanto por ATP exdgeno como por insulina (Fig. 8B), sugiriendo que Akt juega un
papel clave en la sefializacion involucrada en el transporte de glucosa inducido
por ambos estimulos; ATP exdgeno e insulina. El resultado de la Figura 8A
sugiere ’que probablemente el tipo de PI3-K involucrada en la activacion de Akt
sea distinta para cada estimulo. Con estos antecedentes, se decidi¢ utilizar un
nuevo ifﬁlhibidor, ASB605240 (40 nM) que tiene una selectividad mayor para la

'
PI3-Ky, como se muestra en la Figura 8F, este inhibidor si bloqueo

completamente el transporte de glucosa mediado por ATP exogeno, sin
i

embargo, para insulina la inhibicién en el transporte de glucosa fue sélo de un
30%.

:
Con estos resultados y considerando que parte de la accion de

1
inhibidores farmacolégicos puede ser inespecifica, decidimos analizar mediante
Western blot el efecto de estos inhibidores sobre la sefializacién, tanto para
insulinaicomo ATP exogeno. Para ello utilizamos como marcador de la via de
sefalizacion la proteina Akt, por ser el regulador clave en el transporte de
qucosaEpara ambos estimulos (Fig. 8B), ademas su activacion es dependiente
de PI3-K. La fosforilacion de Akt en Ser 473 inducida por ATP exdgeno fue
parcialrriente inhibida en presencia de LY294002, (Fig. 8E), en cambio
ASB605240 redujo casi a niveles basales la fosforilacion de Akt en Ser473 en
miotubd’s estimulados con ATP exdgeno {(Fig. 8F). Como es sabido la

sefalizacion a través de receptores P2, especificamente a través de P2Y,

ocurre a través de diversas vias entre las cuales se han descrito PLC/IP3,
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Ca?*/PKC y PI3-Ky. La participacion de PI3-Ky en la translocacion de GLUT4 y

el aumento en la incorporacion de glucosa 2-NBDG nos llevo a investigar la
|

participeicic’m de los activadores de esta quinasa, las subunidades fy de
proteinal’s G ftriméricas. La sobreexpresién de park-ct (inhibidor de las
subunid?des By) abolid parcialmente el transporte de glucosa 2-NBDG
dependiénte de ATP exdgeno (Fig. BC). Estos resultados sugieren que la via

H
PI3-Ky/Akt, es necesaria para el aumento del transporte de glucosa mediado

por ATP; exdgeno en miotubos de rata.
T:al como fue mostrado en la Figura 8B, existe una importante
participgcién de Akt en el transporte de glucosa 2-NBDG dependiente de ATP

exégend, sin embargo, la aproximacion utilizada para evaluar la participacion de
Akt fueéde caracter farmacologico. Por ello, para visualizar la exposicién de
GLUT4 en la membrana plasmatica en respuesta a ATP exdgeno en miotubos
de rata, se realizo la transfeccion transitoria de un DNAc que codifica una eGFP
GLUT4r?7yc quimérica. Para corroborar (molecularmente), la participacion de la
via PI3-Ky/Akt en la translocacion de GLUT4 hacia la membrana de la célula
muscuIa;r, se co-transfectaron miotubos de rata con plasmidios que expresan
isoformés de Akt dominante negativa (Akt DN) o constitutivamente activas (Akt
CA), er} conjunto con eGFP-GLUT4myc. Utilizando cortes de microscopia
confocai_, en el estado basal, los miotubos mostraron baja sefial de exposicion

del epitopo myc en la superficie celular. En comparacion, en miotubos

estimulados con ATP exdégeno se observdé un aumento en la exposicion

}
!

63




extracelular del epitopo myc similar a la provocada por insulina.
La co—tﬁansfecci()n con el dominante negativo de Akt (Akt-DN) redujo este
aumento en la exposicién exofacial de myc epitopo inducida por ATP, sin
afectar jlos niveles de exposicion superficiales basales de GLUT4myc-EGFP
(Fig. 10A). Para cuantificar el efecto de ATP, se recogieron imagenes de cortes
confocales en el eje z, y los resultados se expresaron como la relacion de la
fluorescencia en la superficie marcada con GLUT4myc (rojo, Alexa 546)
respecté) de la fluorescencia total expresado GLUT4 (verde GFP). La exposicion
a ATP Qenerc') un aumento de la relacién myc: eGFP de 2,50 + 0,3 en relacion
con Ias;’ células no estimuladas (Fig. 10A), mientras que en los miotubos
co-trangfectados con Akt-DN la relaciéon basal myc: eGFP fue de 0,82 + 0,06 y
el ATP ?xégeno elevé este valor sélo a 1,48 + 0,15 veces por encima del control
basal (Fig. 10A). Por otro lado, la co-fransfeccién de una isoforma miristoilada
de Akt éAkt—CA) indujo una intensidad maxima de la fluorescencia en miotubos
no estimulados. En los miotubos estimulados con ATP exdgeno no se cbservo
un aum;nto adicional del epitopo mye en la superficie celular indicando que la
respues?ta alcanzé un maximo (Fig. 10B). Para evaluar mas a fondo la
particip%cién de Akt en la estimulacién de la captacion de glucosa dependiente
de ATPE miotubos fueron transducidos con adenovirus que codifica una forma
dominan%te negativa de Akt (AdAkt-DN, MOI 5000. La isoforma es inactiva y su
sobreexpresion interfiere con la actividad de Akt silvestre). Como control

positivo se us6 una forma constitutivamente activa, miristoilada de Akt (AdAkt-

myr, MOI 5000). El vector vacio se us6 como un control de transduccién (Ad-

f
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vacio, MO! 5000, isoforma que corresponde a la secuencia del vector
adenovi}al). La captacion de 2-NBDG dependiente de ATP, en miotubos
transduci:idos con Ad-vacio fue similar a la incorporacién de 2-NBDG
dependigente de ATP en miotubos no transducidos. En contraste, miotubos
infectadios con AdAkt-DN exhibieron una disminucién significativa en la
respues;ta frente a ATP. La sobreexpresion de Akt miristoilada en miotubos

aumento 7 veces la incorporacién basal de 2-NBDG respecto de los miotubos

control ho transducidos, ademés el ATP exdgeno tuvo un efecto estimulante

|
similar é;l de insulina sobre el transporte de 2-NBDG (Fig. 9). Estos resultados

|
sugieren que el ATP exdgeno induce la franslocacion del GLUT4 a la superficie

l : , N
celular por un mecanismo que induce la activacion de Akt.

|
Al inhibir farmacoldgicamente la enzima PI3-Ky con el inhibidor

J

ASB05240, se observd una disminucion en la incorporacién de 2-NBDG
|

inducidc:) por ATP exdgeno (Fig. 8D), por lo tanto se decidid evaluar mediante

herramientas moleculares, la participacion de PI3-Ky en la translocacion de
GLUT4.‘ Para ello se cotransfectaron miotubos con GLUT4myc-eGFP con

diferentes plasmidios que expresan distintas isoformas mutadas de PI3-Ky: la

|
isoforma PI3-Ky silvestre (Pl3Ky-WT), la isoforma PI3-Ky con dominio de

actividad kinasa inactivo (PlsKy-KD) y una isoforma de PlsKy constitutivamente

activa kPIaKy-myr). Como se observa en la Figura 11A, los miotubos

*

transfectados con la isoforma silvestre de PI3-Ky se comportaron de manera
{

similar a las células control. Sin embargo, en los miotubos transfectadas con el
t
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plasmidio se observé un aumento de la translocacion de GLUT4 a la superficie
i

celular, !tanto en condiciones basales como estimuladas con ATP exogeno,
l

presumiblemente por el aumento de la masa de PI3-Ky en los miotubos

transfeqtados. En miotubos transfectados con el plasmidio PI3-Ky-KD (Fig.
11B), se observd una disminucion significativa, en la translocacion de GLUT4 a
la superficie celular en miotubos estimulados con ATP exogeno. Finalmente en
miotubos cotransfectados con PlaKy-myr (constitutivamente activa) (Fig. 11C) se
observéi un amumento considerable en la translocacién del GLUT4 a la
superfic?e célular tanto en miotubos en condiciones basales (no estimuladas)

como estimulados con ATP exégeno, en comparacion a las condiciones control

(transfectados sdlo con eGFP GLUT4).
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Figura 8. La incorporacion de glucosa inducida por ATP exégeno es dependiente de Ia
via de sefializacién PI3-K/Akt.

En miotubos estimulados con ATP exdgeno (100 pM) o insulina (100 nM), todos los inhibidores
se lncubaron 30 min previo y durante el estimulo. A) Cuantificacién del transporte de glucosa
2-NBDG inducido por ATP exdgeno en presencia o ausencia del inhibidor general de las PI13-K,
LY294002 {40 uM). El inhibidor blogueé completamente el transporte de glucosa 2-NBDG
inducido 'por insulina, en cambio en miotubos estimulados con ATP exdgeno el efecto del
inhibidor ies parcial. B) Cuantificacién del transporte de glucosa 2-NBDG inducido por ATP
exdgeno, en presencia o ausencia del inhibidor VIII de Akt (10 uM), se observa que el transporte
de 2- NBDG dependiente de ATP es completamente bloqueado. C) En miotubos transducidos
con AdBark-ct {MOI 5000) por 48 h estimulados con ATP exdgeno se observa una disminucion
del transporte de glucosa 2-NBDG. D) En miotubos incubados con AS605240 (40 nM), inhibidor
de PI3- Ky, se observa una inhibicién total del transporte de glucosa. E) y F) La fosforilacion de
Akt en Ser473 se detectd mediante Western blot. Se observa que LY294002 inhibe
parmalmente la fosforilacion de Akt en Serd473 inducida por ATP exdgeno, en cambio AS605240
inhibe cerca del 80% de la fosforilacién de Akt en Serd73 inducido por ATP exdgeno,
respectivamente. Los valores representan el promedio + desviacién estandar, **p<0,007;
*p<0,01 respecto del basal (no estimulado), 1p<0,07; t1p<0,001 respecto su control estimulado
en ausencia del inhibidor, ns no significativo. Determinado por test ANOVA seguido por post-
test de B?nferroni. Datos de 4 experimentos independientes.

P U

68



104 =l Control kel
B AdAkt-vacio
i B AdAkt-dn

Bl AdAkt-myr

. M
ol s

ATP - +— —4— — 44— — 4+—
Insulina — —4+ ——+ ——+ ——+

(o o]
i

-~

N
4 Y

(Veces sobre el basal)

A

2-NBDG
Fluorescencia relativa

Figura 9 La incorporacién de glucosa inducida por ATP exogeno es dependiente de la
sefializacion Akt.

Miotubos de rata neonata transducidos con adenovirus que expresan distintas isoformas de Akt
(MOI 5000), fueron tratados con insulina (100 nM) o ATP exdgeno (100 uM). La incorporacion
de glucosa 2-NBDG se realizé6 como se sefialdé en Materiales y Métodos. El transporte de
glucosa 2-NBDG en condicién control sin infeccién adenoviral (barras anaranjadas). Las barras
azules muestran la incorporacion de glucosa 2-NBDG en células que infectadas con adenovirus
vacio (AdAkt vacio) el transporte de glucosa 2-NBDG es similar al control (no transducido). La
incorporacién de glucosa 2-NBDG es completamente bloqueada en miotubos que expresan una
isoforma dominante negativa de la proteina Akt (AdAkt DN), tanto en la condicién control como
estimuladas con ATP exodgeno e insulina (barras verdes). En miotubos que sobreexpresan una
isoforma miristoilada de Akt (AdAkt myr), con actividad constitutiva, se observa un aumento en
la incorporacion de glucosa 2-NBDG tanto en condiciones basales como estimuladas con ATP
exogeno e insulina (barras café). Los valores representan el promedio + desviacion estandar,
***n<0,0001, ## p<0,001 respecto al control (no transducido); **p<0,001, & p<0,01 respecto del
basal (no estimulado). Determinado por test ANOVA seguido por post-test de Bonferroni. Datos
de 4 experimentos independientes.
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Figura 10 Participacién de la via de senalizacién PI3-Ky/Akt en la translocacién del
transportador GLUT4 a la superficie celular inducido por ATP exégeno.

Miotubos de rata cotransfectados transitoriamente con GLUT4myc-eGFP y AktDN (dominante
negativo de Akt) o Akt-CA (Akt constitutivamente activo) por 24 h y estimulados con ATP 100
(uM). Se evalud la localizacién del epitopo ¢c-myc mediante inmunofluorescencia en células no
permeabilizadas, como se describi6 en Materiales y Métodos. A) ATP exdgeno indujo un
incremento en la razon Alexa546:eGFP (barras celestes) esta razon fue reducida
significativamente en miotubos cotransfectados con GLUT4myc-eGFP y AktDN (barras cafe). B)
En miotubos cotransfectados GLUT4myc-eGFP y Akt constitutivamente activa (Akt CA) se
observa un incremento significativo de la razon Alexa546:eGFP en condiciones basales como
estimuladas con ATP exdgeno(barras café). Los valores representan el promedio + desviacion
estandar, **p<0,001, respecto del basal (no estimulado); 11p<0,007 respecto su control (no co-
transfectado). Determinado por test ANOVA seguido por post-test de Bonferroni. Datos de 4
experimentos independientes.

70




i
0
-]
el
il w

Control
B Pl Ky WT PI.Ky KD
34 LS 4-
D8 3. 283{
o7 S, tt
g%z. L?-)'g 2- *%
@ 2 @
><U) 1_ ><§ 1.
O OF:
<=2 0. << 04
ATP = + = + ATP = + = +
C
Hm Control
=PI Ky-myr
L4 t
3§ 3-
=T
3 2 24
g
X 214
D8
<< =20-

ATP = + - +

Figura 11 Participacion de la via de senalizacion PI3-Ky en la translocacién del
transportador GLUT4 a la superficie celular inducido por ATP exégeno.

Miotubos transitoriamente cotransfectados con GLUT4myc-eGFP vy la isoforma silvestre de PI3
quinasa y (PI3-Ky WT), isoforma dominante negativa de PI3 quinasa y (PI3-Ky DN) o isoforma
miristoilada de PI3 quinasa y (PI3-Ky-myr) por 24 h y estimulados con ATP (100 uM). Se evalud
la localizacion del epitope c-myc mediante inmunofluorescencia en células no permeabilizadas,
como se describid en Materiales y Métodos. A) ATP exdgeno indujo unincremento en la razon
Alexa546:eGFP, tanto en el control como en miotubos cotransfectados con PI3-Ky WT, en esta
condicion la translocacién de GLUT4myc a la superficie fue mayor. B) En miotubos
cotransfectados con GLUT4myc-eGFP y PI3-Ky DN (barras verdes) se observa un reduccion
importante en la razén Alexa546:eGFP. C) En miotubos que expresan la isoforma
constitutivamente activa de PI3-K (PI3-Ky-myr), se observa un incremento significativo de la
razon Alexa546:eGFP en condiciones basales como estimuladas con ATP exdgeno. Los valores
representan el promedio + desviacion estandar, **p<0,007, respecto del basal (no estimulado);
Tp<0,01; 11p<0,001 respecto su control (no co-transfectado). Determinado por test ANOVA
seguido por post-test de Bonferroni. Datos de 4 experimentos independientes.
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9.8 ATF;’ exégeno tiene un efecto sinérgico con insulina sobre transporte
de glucéosa en miotubos de rata.

Cionsiderando que ATP exdégeno e insulina estimulan la translocacion de
GLUT4 Ea la superficie celular y el transporte de 2-NBDG a fravés de distintas
isoformzéls de PI3-K, se evalud la posibilidad de que el transporte de 2-NBDG

pudiese]| ser aditivo. Para ello se utilizaron concentraciones de insulina y ATP

|

subumbrales. La estimulacién de miotubos con insulina 25 nM no induce un
i

aumentci) en el transporte de 2-NBDG, similar respuesta se observé al utilizar

una conicentracién de ATP exdgeno de 10 pM. Sin embargo, cuando se utilizo
de maneizra conjunta insulina 25 nM y ATP 10 uM, se observé un potenciamiento
en el tra{nsporte de 2-NBDG (Fig. 12A). Como el transporte de 2-NBDG inducido
tanto pc})r ATP exdgeno como insulina involucra la fosforilacién de Akt, se
estudid ¥si la estimulacion eléctrica tetanica, estimulo que induce liberacion de
ATP al :fmedio extracelular, es capaz de aumentar la fosforilacién de Akt en
Serd73 zlen miotubos incubados con insulina (100 nM). Se observé un aumento
de7 ve?ces en la fosforilacién de Akt en Serd73, respecto a la condicién basal,
doblandio la fosforilacién inducida por estimulo eléctrico o insulina (100 nM) por

separado (Fig. 12B).

Como es conocido, la sefializaciéon de insulina requiere la fosforilacién de

Akt en Thr308 y Serd73, evento clave para el aumento del transporte de
glucosalmediado por esta hormona. Para el transporte de 2-NBDG inducido por
estimulacion eléctrica (Fig. 2) y ATP exdgeno (Fig. 3B y 3C). Para determinar si

el efecto de ATP exdgeno es especifico o es capaz de fransactivar el receptor
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¥

de insulina, se ensayd la fosforilacidn del receptor de insulina en residuos de
tirosina 1150/1151 como se muestra en la Figura 12C, tanto para ATP exdgeno
como plara el estimulo candnico insulina. ATP no indujo la fosforilacion del
receptor; de insulina en los residuos sefialados, a diferencia de insulina (100 nM)

que aumenté 2,5 * 0,35, la fosforilacion del receptor de insulina en los residuos

tirosina !1 150/1151.
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Figura 12 Efecto del ATP extracelular sobre transporte de glucosa en células musculares
es sinérgico con insulina.

Miotubos de rata se estimularon con EE, ATP exdgeno (100 uM) y/o insulina (100 nM). La
incorporacion de glucosa 2-NBDG fue determinado como se sefialé en Materiales y Métodos A)
ATP exdgeno (10 pM) e insulina (25 nM) por separado no aumentaron el transporte de glucosa
2-NBDG, ambos estimulos juntos en las concentraciones sefaladas producen un
potenciamiento del transporte de glucosa 2-NBDG. Lisados celulares fueron separados en SDS-
PAGE e incubados con pTyr1150/1151 para el receptor de insulina (1:500), B-actina (1:10000),
p-Akt y Akt total (1:1000) B) Western blot representativo muestra una sumacién en la
fosforilacién de Akt en Serd473 en miotubos estimulados con EE e insulina (100nM). C) Western
blot representativo, muestra que ATP exdgeno no fue capaz de la fosforilar el receptor para
insulina en residuos de Tirosina 1150 y 1151. Los analisis densitométricos indican la razon de la
forma fosforilada/proteina total. Los valores representan el promedio + desviacion estandar.
**p<0,001 v/s control (no estimulado), t1p<0,001 respecto a EE + Insulina. Determinado por
test ANOVA seguido por post-test de Bonferroni. Datos de 4 experimentos independientes.
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9.9 La seiializacion del ATP rio abajo de Akt se dirige hacia AS160 y
Rab8A.,

L; respuesta clasica a insulina en células musculares y adipocitos es el
aumentc? de la fosforilacion de los complejos proteicos Aki/AS160, permitiendo
la activacion de sus blancos rio abajo, que implica una serie de proteinas
GTPasas de la familia Rab que promueven la ifranslocaciéon de GLUT4 a la
membrana celular. En células musculares L6, las Rabs activadas son Rab8A y
Rab13 (Sun y col, 2010), y en adipocitos 3T3-L1 Rab10 es la Rab mas
importante para este proceso (Gonzalez y McGraw, 2006; Sano y col., 2008).
En amb;os modelos la participacion de las proteinas Rabs es inducida por
insulina.? Como se ha mostrado en esta Tesis AS160 es fosforilada en respuesta
aATP e!'xégeno en células musculares (Fig. 7D). Evaluamos entonces la posible
participécién de las principales proteinas Rabs blanco de AS160, en la
translocacion de GLUT4 a la membrana celular inducido por ATP exdgeno.
Estos egtperimentos fueron realizados en células musculares L6 que expresan
de formZa estable GLUT4myc (L6GLUT4myc) como se indicd en Materiales y
Métodoé:.

En estas células, ATP induce la exposicion exofacial del epitopo myc de
manera;significativa a los 5 min, alcanzando niveles similares a los inducidos
por insulina (Fig. 5D). Para determinar la participacion de Rabs en la
translocacion de GLUT4myc a la membrana celular, se realizé un knockdown

de Rab8A y Rab10. Como se observa en la Figura 13A, la expresién de Rab8A

y Rab10 en mioblastos L6GLUT4myec fue significativamente reducida (mas del

]
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80% de: la masa total de ambas proteinas) mediante la utilizacion de siRNA
para caciﬂa una de las respectivas proteinas. El knockdown de Rab8A causd una
inhibicic’:h significativa de la translocacion de GLUT4myc a la superficie de los
mioblastos, dependiente tanio de insulina como de ATP exogeno (Fig. 13B).
Contrarii':lmente, el knockdown de Rab10 no tuvo ningun efecto sobre la

1
translocacion de GLUT4myc a la superficie de los mioblastos, dependiente tanto

de insulina como de ATP exdgeno (Fig. 13C). Este resultado sugiere la
participacion de Akt-AS160-Rab8A en el transporte de glucosa dependiente de

ATP exogeno, de manera similar a insulina.
1
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Figura 13 El transporte de glucosa 2-NBDG inducido por ATP exégeno es dependiente de
la via PI3-K/Akt/Rab8A en células musculares esqueléticas.

En mioblastos L6GLUT4myc A) Western blot representativo, para Rab 8A y Rab 10.
Mioblastos L6-GLUT4 fueron transfectados con siRNA para Rab 8A, Rab 10 o siRNA no
relacionado (NR), como se indicé en Material y Métodos. La exposicion extracelular del epitopo
myc fue detectado por ensayo OPD. B) El efecto del knockdown de Rab 8A sobre la exposicion
extracelular del epitopo myc fue cuantificado en mioblastos estimulados con ATP (100 pM) 6 de
insulina (100 nM). C) El knockdown de Rab 10 no tuvo efecto en la exposicién extracelular del
epitopo myc en mioblastos estimulados con ATP exdgeno e insulina. Los valores representan el
promedio = desviaciéon estandar. ** p<0,001 * p<0,01 v/s control (no estimulado), 11 p<0,01
respecto a condicion de estimulacion con ATP exégeno o insulina (transfectados con siRNA no
relacionado). Determinado por test ANOVA seguido por post-test de Bonferroni. Datos de 3
experimentos independientes.
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9.10 El receptor para dihidropiridinas (DHPR) juega un papel clave en el
transpo?rte de glucosa 2-NBDG, inducido por estimulacion eléctrica.

E} receptor de dihidropiridinas (DHPR) juega un papel clave en el
procesojde acoplamiento excitacion-contraccién (ECC) y ha sido involucrado en
otros procesos moleculares, como la sefial lenta de calcio; esta sefial ha sido
involucr:;da en cambios de expresion génica (Carrasco y col., 2003). Como se
mostro éen las Figuras 2 y 7B, el estimulo eléctrico aumentd tanto la
incorporacién de glucosa 2-NBDG como la fosforilacion de Akt en Serd73,
respectiélamente, siendo el DHPR el sensor de voltaje, se decidié estimular
eléctrica]mente miotubos de rata en presencia de Nifedipino (10 uM), un
bloquea?dor del DHPR. En Ia Figura 14A se observa que Nifedipino bloqued
completémente la fosforilacion de Akt en Serd73 inducida por EE, proceso clave
para in?ducir el transporte de glucosa 2-NBDG (Fig. 14B). En mioctubos
estimulados con ATP exdgeno en presencia de esta droga solo se observa una

inhibicion parcial del transporte de 2-NBDG en miotubos de rata (Fig. 14B).
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Figura 14. Papel del receptor de Dihidropiridinas en el transporte de glucosa inducido por
estimulacién eléctrica tetdnica o ATP extracelular.

Los miotubos se estimularon eléctricamente o con ATP exdgeno (100 uM) en presencia o
ausencia de Nifedipino (10 uM). Lisados celulares fueron separados en SDS-PAGE e incubados
con p-Akt y Akt total (1:1000), los andlisis densitométricos indican la razéon de la forma
fosforilada/proteina total. A) Western blot representativo muestra un bloqueo en la fosforilacion
de Akt Ser473 en miotubos estimulados en presencia de Nifedipino. B) El transporte de glucosa
2-NBDG inducido por EE y ATP exdgeno es bloqueado en miotubos estimulados electricamente
en presencia de Nifedipino. En miotubos estimulados con ATP exdgeno sélo se observa una
inhibicién parcial del transporte de glucosa. Los valores representan el promedio + desviacién
estandar. ** p<0,001; v/s control (no estimulado), Tp<0,01 respecto a condiciéon estimulado con
ATP exdgeno. Determinado por test ANOVA seguido por post-test de Bonferroni. Datos de 3
experimentos independientes.
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9.11 El transporte de glucosa dependiente de ATP ocurre a través de
recepto’res purinérgicos P2Y, en miotubos.

Como se menciond anteriormente existen dos subtipos de receptores
purinérgicos (P2). Los ionotropicos (P2X) y los metabotrépicos (P2Y). Como se
demostré que la estimulacién eléctrica induce liberacién de ATP al medio
extracelular, que regula el transporte de glucosa en miotubos de rata (Fig. 3A).

,
Es razonable preguntar ;Culal de los 2 subtipos de receptores P2 esta
implicado en el transporte de glucosa en miotubos de rata? Para responder esta
pregunta utilizamos algunos agonistas para los receptores P2Y como ADP y
UTP. A;mbos estimularon el transporte de glucosa 2-NBDG a niveles muy
similares a los observados por estimulacién con ATP exdgeno. En la Figura 15A
se muefstra que UTP (100 pM) aumentd (2,35 + 0,15) la incorporaciéon de
glucosaiZ—NBDG en miotubos de rata alcanzando valores similares a los
mostrad;)s por ATP e insulina. En la Figura 15B, se observa que ADP aumenta
el transporte de 2-NBDG de manera similar a ATP, sin embargo, en miotubos
incubad?s con LY 294002 y estimuladas con ADP aln se mantiene un
remanente en el transporte de 2-NBDG, probablemente por la accién de otra via
de sefializacion. Al comparar el transporte de 2-NBDG en miotubos estimulados
con ATP exodgeno, en un medio Krebs libre de calcio o con concentraciones
ﬁsiolégic;as de este no se observaron diferencias (Fig. 15C). Este resultado
sugiere sélo la participacion de receptores del tipo P2Y en el transporte de

glucosa 2-NBDG vy el transporte remanente observado en la Figura 15B podria

estar relacionado con la activacion de otra via de sefializacion.
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Figura 15. El transporte de glucosa 2-NBDG dependiente de ATP exégeno ocurre a través
de receptores purinérgicos del subtipo P2Y.

En miotubos estimulados con ATP (100 pM), ADP (100 uM) o UTP (100 uM), A) UTP aumenta
el transporte de glucosa 2-NBDG de manera similar a ATP. B) ADP aumenta el transporte de
glucosa 2-NBDG de manera similar a ATP, en miotubos incubados con LY 294002. Se observa
inhibicion parcial del transporte de glucosa 2-NBDG, para ambos estimulos. C) El transporte de
glucosa 2-NBDG dependiente de ATP no varia en un medio libre de calcio externo. Los valores
representan el promedio + desviacion estandar. ** p<0,001; *p<0,01 v/s control (no estimulado).
Determinado por test ANOVA seguido por post-test de Bonferroni. Datos de 3 experimentos
independientes.
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9.12 EI transporte de glucosa requiere parcialmente de la via de
sefializacién de IP3 en miotubos de rata.

Como se observé en la Figura 15B el transporte de 2-NBDG mediado por
ATP exgﬁgeno, requiere de la activacion de receptores P2Y. Sin embargo, al
utilizar el inhibidor LY 294002 y estimular con ADP exdgeno, no fue posible
blogquear completamente el transporte de 2-NBDG, abriendo la posibilidad de
que parte de la sefializacién por ATP exdgeno ocurra de manera independiente
de la via P2Y-PI3-Ky/Akt y un posible candidato es la via IP3. Para ello se
estimulatron miotubos con ATP exdgeno (100 uM) en presencia de U73122 (10
uM) inhgibidor de la enzima fosfolipasa C (PLC), se observd una inhibicion
parcial éiel transporte de 2-NBDG dependiente de ATP exdgeno. En miotubos
estimulados con insulina (100 nM), también se observa una inhibicién parcial
del transporte de glucosa 2-NBDG, de mayor cuantfa en comparacion a la
inhibicion observada para ATP exdgeno (Fig. 16A). En la Figura 16B se muestra
que Xestospongina B (10 pM), antagonista de los receptores de IP3, produce

una inhibicién parcial del transporte de 2-NBDG dependiente tanto de ATP

L]

exdgeno como de insulina.
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Figura 16. La via de senalizacion de IP3 estd involucrada en el transporte de glucosa
inducido por ATP extracelular.

Células en cultivo primario de musculo esquelético de rata neonata, fueron estimuladas con
ATP (100 pM) o insulina (100 nM). La incorporacién de glucosa 2-NBDG se determiné como se
sefialé en Materiales y Métodos. A) Los miotubos se preincubaron en medio Krebs-Ringer con o
sin U73122 (10 uM), la incorporacion de glucosa 2-NBDG inducida por insulina fue parcialmente
inhibida, fenémeno no observado en miotubos estimulados con ATP exdgeno. B) Miotubos se
preincubaron en medio Krebs-Ringer con o sin Xestospongina B (10 uM) la incorporacién de
glucosa 2-NBDG inducida ATP exogeno e insulina fue parcialmente bloqueada. Los valores
representan el promedio + desviacion estandar, El analisis estadistico fue realizado con la
prueba de andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por post-test de Bonferroni
**p<0,001 vs basal (no estimulado); tp<0,07 y &p<0,05 v/s condicién estimulado con ATP.
Datos de 4 experimentos independientes.
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9.13 El transporte de glucosa (2-NBDG) dependiente de ATP exdgeno es
un mec:anismo presente en fibras adultas.

C:omo se mostrd en esta tesis, el ATP exdgeno estimula el transporte de
2-NBDGi en cultivo primario de muisculo esquelético de rata. Modelo que ha sido
bien c:;:'tracterizado en el Ilaboratorio, sin embargo, este modelo no
necesar%amente responde a los mecanismos que pueden operar en mtsculo
esquelético adulto, por ello decidimos explorar si el transporie de 2-NBDG
estimulagdo por ATP exdgeno esta presente en musculo adulto. Para ello en
fibras aéultas aisladas del musculo flexor corto de los dedos (FDB) de raton,
estimu!aidas con ATP exdgeno (100 uM) se determind el transporte de glucosa,
utilizandio el andlogo fluorescente de glucosa 2-NBDG (300 pM). La Figura 17A
muestra? una imagen representativa de los experimentos realizados para
determiri:ar la incorporacién del analogo fluorescente de glucosa 2-NBDG, para
los estiri‘nulos correspondientes. La Figura 17B muestra la cuantificacion de los
ensayosE de incorporacion de 2-NBDG, en ella se indica que juego de una
estimula;cién con ATP extracelular (100 uM), se alcanzd un maximo en la
captacié;n de 2-NBDG. Como control positivo de la captacion de 2-NBDG se
utilizé inisulina (100 nM) (Figuras 17A y 17B). Adicionalmente en la Figura 17C
se mues:;tra el fendmeno de potenciamiento entre insulina y ATP exogeno. Al
utilizar concentraciones subumbrales, ya sea, de ATP o insulina por si sélo no
tienen éfecto sobre el transporie de glucosa, en cambio cuando se utilizan

ambos (lastimulos juntos en dosis subumbral, se observa un potenciamiento

sobre la incorporacion de 2-NBDG, en comparacion a las concentraciones
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previaménte utilizadas que corresponden a 100 yM y 100 nM para ATP e
insulina | respectivamente. Considerando que el ATP exdgeno aumenta el
transpor!te de glucosa 2-NBDG, tanto en miotubos como en fibras adultas,
mecanis:mo que podrfa ser funcional en sujetos que padecen resistencia a la
insulina ‘o Diabetes Mellitus tipo Il, decidimos probar el efecto de ATP exégeno
en un r;mdelo animal de resistencia a insulina, para ello utilizamos ratones
alimentaidos con dieta alta en grasa (DAG) durante 8 semanas, estos animales
tienen uih peso mayor y presentan resistencia a las insulina en comparacién a
ratones :alimentados con dieta normal (control), en la Figura 17D se observa
que insu:lina 100 nM no aumenta la incorporacion de glucosa 2-NBDG en fibras
muscula:res de animales alimentados con DAG, pero ATP exogeno produjo un

aumento en la incorporacién de glucosa 2-NBDG similar al ratén con dieta

confrol.
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Figura 17 ATP extracelular induce el transporte de glucosa en fibras musculares adultas
de ratén, de manera sinérgica con insulina.

Fibras musculares adultas de ratéon estimuladas con ATP exégeno (100 uM) y/o insulina (100
nM). La incorporacion de glucosa 2-NBDG fue determinada como se sefalé en Materiales y
Métodos A) Fotografia representativa de incorporacién de glucosa 2-NBDG inducida por, ATP
exdgeno e insulina, el tiempo de registro corresponde a 15 min posterior a los estimulos
correspondientes. B) Cuantificacion del transporte de glucosa 2-NBDG. C) Cuantificacion del
transporte de glucosa 2-NBDG inducido por ATP exdgeno y/o Insulina en las concentraciones
sefaladas, se observa que al estimular conjuntamente con ATP (10 uM) e insulina (25 nM) se
produce un efecto sumatorio sobre el transporte de glucosa 2-NBDG. D) Cuantificacion del
transporte de glucosa 2-NBDG. Ratones alimentados con dieta control (DC) y con dieta alta en
grasa (DAG). Los valores representan el promedio + desviacion estandar, El analisis estadistico
fue realizado con la prueba de analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por post-test
de Bonferroni **p<0,007 vs del basal (no estimulado); t1p<0,007 respecto al basal (no
estimulado, DAG). Datos de 4 experimentos independientes.
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Figura 18. Modelo hipotético propuesto para el papel de ATP exégeno sobre el transporte
de glucosa en células musculares esqueléticas.

La estimulacién eléctrica induce la apertura de un hemicanal de Panexina, PnX1 después del
cambio conformacional del DHPR adyacente. Este ATP liberado al medio extracelular induce
una activacion autocrina de los receptores P2Y. Una proteina G heterotrimérica posiblemente
acoplada al receptor P2Y2, en respuesta a la unién de ATP (al receptor P2Y), induce la
activacion de las subunidades By, activando a su vez las vias PI3-Ky y Akt-AS160-Rab8A,
promoviendo la translocacion del GLUT4 a la superficie de la membrana y disminuyendo la
endocitosis de GLUT4.
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10. DISCUSION

Como se sefald previamente el muisculo esquelético es un tejido que
posee gran capacidad de responder y adaptarse a los cambios fisiologicos y
metabdlicos producidos por la actividad contractil (Bassel-Duby y Olson, 20086),
jugando un papel importante en la homeostasis energética en el organismo. Por
ofra parte el ejercicio fisico y la estimulacién eléctrica producen numerosos
cambios fenotipicos en la fibra muscular, como la expresién de genes que
regulan el metabolismo, la diferenciacién del tipo de fibra muscular (oxidativa o
glicolitica), la biogénesis mitocondrial, la homeostasis de glucosa y la hipertrofia
(Rockl y col., 2008).

En esta tesis se describe un nuevo mecanismo de sefializacion
intracelular involucrado, tanto para la translocacién de GLUT4 a la superficie
celular como el transporte de glucosa en células musculares esqueléticas en
cultivo, proceso dependiente de ATP liberado al medio extracelular posterior a
una estimulacién tetanica eléctrica. Tanto la estimulacion eléctrica como el ATP
exogeno, provocaron una serie de eventos, desencadenados por la unién del
ATP a receptores purinérgicos del tipo P2Y, seguido por una importante
activacion de la proteina serinalireonina quinasa Akt. Rio arriba de la proteina

Akt encontramos que PI3Ky es reclutada por los receptores P2Y. Ello

demuestra que cada uno de los elementos moleculares sefalados




precedentemente son necesarios para la translocacion de GLUT4 dependiente
de ATP. Por ofra parte queda al descubierto una interesante conexién entre los
receptores purinérgicos tipo P2Y y la subsecuente activacion de PI3-Ky y Akt,
via de senalizacion que ahora puede ser estudiada en el contexto del ejercicio
fisico en musculo esquelético adulto.

De manera interesante, hemos mostrado evidencia de que la
translocacién de GLUT4 a la superficie celular, dependiente de ATP, parece
estar relacionada con un aumento de la exocitosis y una disminucion en la tasa
de endocitosis demostrado medianie diversos ensayos de exocitosis,
endocitosis y reexocitosis, en células L6 GLUT4myec.

Recientemente se ha descrito que el ejercicio fisico mejora el transporte
de glucosa en musculo esquelético a través de mecanismos que son
independientes del aumento en la fosforilacion del receptor de insulina en
residuos de tirosina, pero dependientes de la fosforilacion de Akt en residuos de
Thr308 y Serd73 (Xiao y col.,, 2010). Por otra parie el gjercicio fisico agudo
puede producir un incremento sostenido en la fosforilacién de TBC1D4/AS160
(sustrato de Akt de 160 KDa) en musculo epifrochlearis en ausencia de insulina.
Esta proteina miembro de la familia de proteinas TBC1D-Rab-GAP (proteinas
Rab promotoras de la actividad GTPasas), es expresada en todos los tejidos
que responden a insulina tanto en roedores como en humanos (Taylor y col.,

2008; Treebak y col., 2009). La fosforilacién de AS160 es un evento clave que

gatilla la translocacion de GLUT4 a la supertficie celular (Sakamoto y col., 2002)




y por lo tanto el aumento en la fosforilacion en residuos Ser318, Ser341,
Ser570, Serb88, Thre42 y Ser751 son requeridas para aumentar el transporte
de gluco‘sa en adipocitos y células musculares.

Es sabido que la contraccion muscular y la estimulacion eléctrica, son
capaces de inducir el transporte de glucosa en diferentes modelos, como
musculos completos, musculo aislado, fibras musculares aisladas y lineas
celulares de musculo. Sin embargo hasta ahora no habia sido demostrado que
la estimulacion eléctrica fuera capaz de aumentar el transporte de glucosa en
cultivo primaric de musculo esquelético. Por otra parte el mecanismo por el cual
la contraccion muscular o la estimulacidn eléctrica son capaces de aumentar la
incorporacién de glucosa, no son del todo comprendidos, existiendo gran
controversia en las vias de sefializacion intracelular involucradas en este
proceso; Comunmente es aceptado que durante la contraccion muscular la
proteina quinasa activada por AMP (AMPK), es clave para este proceso de
incorporacion de glucosa en musculo esquelético y que ademas cumple un
papel importante en la regulacién metabdlica, transcripcional y de sintesis
proteic:aE durante la contraccién muscular. El mecanismo propuesto para la
activacion de AMPK es un incrementoc en la razén AMP/ATP vy
creatinaffosfocreatina a través de un complejo mecanismo que implica
modificaciones alostéricas y fosforilaciones (Hardie y col. 1998; Kemp y col.
1999). De esta manera la actividad contractil seria capaz de alterar el estado

energético de la célula muscular activando esta quinasa, la cual, es capaz de

fosforilar a la proteina TBC1D4/AS160. TBCID4 (AS160) ha sido propuesta
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como reguladora de las proteinas Rab implicadas en la movilizacidn de
vesiculas que contienen GLUT4 a la membrana plasmética (Kane y col., 2002;
Miinea y col., 2005). Sin embargo, esta idea no es completamente aceptada, ya
que algunocs autores han descrito que durante la contraccién muscular y
particularmente en la contraccién muscular inducida por estimulo eléctrico se
activarian ofras vias de sefalizacion que dan cuenta del aumento en la
incorporacién de glucosa como la quinasa dependiente de Ca®*-Calmodulina y
proteina quinasa C (Jessen y col., 2005; Kramer y col., 2006). Por otra parte,
AS160 es capaz de modular el tréfico de GLUT4, inducido por insulina tanto en
adipocitos 3T3-L1 (Sano y col., 2003) como en mioblastos L6 (Thong y col.,
2007). La caracteristica estructural mas importante de AS160 para su funcién,
es la presencia de dos dominios de unidn a fosfotirosinas: un dominio Rab-GAP
en el carboxilo terminal y seis motivos de fosforilacion (RXRXXS*/T*) que son
blanco de Akt, pero no exclusivamente de Akt, estos sitios son (Ser318, Ser341,
Ser570, Ser588, Thré42 y Ser751) (Kane y col., 2002; Miinea y col., 2005).
Como mostramos, ATP exdgeno induce la fosforilacion de AS160 en Ser 318,
Ser341,'8er570, Ser588, Thré42 y Ser751. Previamente se ha reportado que
también pueden ser fosforilados de manera dependiente de la via de
sefializacion insulina-Akt (Kane y col., 2002; Miinea y col., 2005). De manera
similar, el ATP exdgeno induce la fosforilacion de Akt en Thr308 y Ser473, en
miotubos y mioblastos L6GLUT4Amyc vy adicionalmente en células

L6GLUT4myc-hAS160 (Fig 7D). En este modelo celular los niveles de

fosforilacion basal (no estimulado) no son detectables mediante el uso de




anticuerpos, situacion que dificulta el analisis densitométrico de los geles, razéon
por la cual en la Figura 7D se muestra un gel representativo de un total de 4
geles y no se realizé la cuantificacion de la fosforilacién de las proteinas Akt y
AS160. Akt induce la fosforilacién de AS160 en los residuos previamente
sefialados de manera similar a insulina.

Recientemente se ha descrito la fosforilacion de AS160 en musculo
esquelético varias horas post-gjercicio fisico (Treebak y col., 2010), efecto que
podria ser mediado por ATF liberado durante el ejercicio fisico.

AS160 (TBC1D4) y TBC1D1 han sido propuestos como sifios potenciales
de convergencia para la sefializacion inducida por insulina y ejercicio fisico en el
transporte de giucosa en musculo esquelético (Cartee y col., 2007; Kramer,
2008; Taylor, 2008), sin embargo, no esta claro si el ejercicio fisico puede
aumentar la actividad de PI3-K. Respecto a este punto en el afio 1996, el grupo
de Richter demostré la participacion de PI3-K en el transporie de glucosa en
musculo completo de rata sometido a estimulacion eléctrica. Al utilizar
wortmanina en concentracion de 1 yM fueron capaces de inhibir el transporte
de glucosa inducido tanto por insulina como por estimulo eléctrico
(Wojtaszewski y col., 1996). Otros autores han planteado la participacién de
receptores purinérgicos (receptor P2 y de adenosina) en la regulacion de vias
metabdlicas a través de la formacioén de segundos mensajeros o la modulacion
de la funcién de canales idnicos (Andresen y col., 1999; Communi y col., 2000).

Sin embargo, los receptores purinérgicos han sido involucrados en el

transporte de glucosa, fendmeno que ha sido altamente contradictorio, ya que
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Fischer y cols., reportaron que ATP a través de recepiores P2 inhibe el
transporte de glucosa basal y el estimulado por insulina en cardiomiocitos
(Fischer y col., 1999). Contrariamente en células C2C12 se demostré que el
ATP a través de receptores P2 aumenta la velocidad de transporte de glucosa,
a través de un incremento en la translocacién de GLUT1 y GLUT4 a la
superficie celular (Kim y col., 2002), este fendmeno ha sido atribuido a un
aumento en la actividad de PI3-K, sin embargo, el mecanismc molecular de
sefalizacién no fue abordado y sélo utilizaron inhibidores generales de PI3-K
como wortmanina, en este contexto esta tesis adquiere una valor significativo,
ya que, aborda mecanisticamente la descripcion realizada por Kim y col. el
2002, demostrando que la PI3-K involucrada en el aumento del transporie de
glucosa es diferente a la PI3-K activada por insulina para el transporte de
glucosa.

Nuestro laboratorio recientemente ha reportado que la estimulacién
eléctrica (45 Hz, 1 ms, 400 pulsos) induce la liberacidn de ATP al medio
extracelular a fravés de hemicanales de panexina (PnX 1) (Buvinic y col., 2009),
por otra parte se ha demosfrado que la coniraccién muscular incrementa la
liberacién de ATP al medio extracelular en un 150% en musculos completos (L.
y col., 2005) dejando en evidencia un papel del ATP extracelular en la fisiclogia
muscular, el cual no ha sido completamente dilucidado. En esta tesis se
confirmé que la estimulacidon eléctrica tetanica indujo la liberacién de ATP al
medio extracelular amentando el transporte de glucosa, sin embargo, el ATP

induce la activacion de receptores P2X y P2Y motivo por el cual ambos tipos de
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receptores podrian estar involucrados en el aumento del transporte de glucosa.
Para discriminar que tipo de receptor purinérgico participa en esta respuesta
utilizamos ADP y UTP exdgeno ambos compuestos agonistas de P2Y
estimularon el transporte de glucosa 2-NBDG de manera similar a ATP
exdgeno. Ademas, demostramos que el ATP exégeno activa a su receptor
purinérgico P2Y desencadenando la activacién de la PI3-K clase |
principaimente de tipo y (p110 y) (Figs. 8 y 11). Para ello se utilizaron dos
estrategias la primera de ellas, fue utilizar un inhibidor farmacolégico AS605240,
inhibidor que posee una selectividad 30 veces mayor para PI3-Ky que para
PI3-Kd y PI3-KB y 7 veces mayor que para PI13-Ka. En presencia del inhibidor
se observd una disminucion de un 85% del transporte de glucosa inducido por
ATP exdgeno y solo podujo una disminucién de un 15% del transporte de
glucosa inducido por insulina. Este importante resultado sugiere que si bien el
ATP exdgeno es capaz inducir la activacion de PI3-K para el transporte de
glucosa el tipo de PI3-K involucrada en este proceso es distinta de la PI3-K que
media el mismo proceso en respuesta a insulina. Si bien, este hallazgo es
altamente novedoso, la estrategia farmacoldgica no es lo suficientemente fuerte
como evidencia de la participacién de un complejo de sefializacion intracelular,
por ello corrcboramos este interesante resultado con el uso de herramientas
genéticas. Para ello se co-transfectaron miotubos con un plasmidio
GLUT4myc-eGFP y otro plasmidio que codifica para una isoforma de PI3-Ky

con el dominio quinasa inactivo, es decir, no es capaz de fosforilar
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fosfatidilinositoles en la cara interna de la membrana, impidiendo [a posterior
activacion de Aki, proteina serina/treonina quinasa rio abajo en la via de
sefalizacion. La respuesta encontrada en miotubos co-transfectados con los
plasmidio PI3-Ky-KD y GLUT4myc-eGFP, estimulados con ATP exdgeno fue
similar a la respuesta encontrada con el inhibidor farmacolégico AS605240,
confirmando el hallazgo farmacolagico.

Como se sefialé al inicio de la discusién, el mecanismo por el cual la
estimulacién eléctrica induce aumento del transporte de glucosa ha sido
controversial y, en general, la contraccion muscular y la actividad contractil
inducida por estimulo eléctrico no han sido relacionadas con la activacion de la
proieina Akt. Como se demostrd, PI3-Ky estd involucrada en el transporte de
glucosa inducido por ATP exégeno. Ademas de ser un regulador clave de Akt,
proteina quinasa altamente conservada, que ademas juega un importante papel
en proliferacién celular, sintesis de proteinas y diversos procesos metabdlicos
(Kimball y col., 2002). Como se sefiald precedentemente, para aumentar el
transporte de glucosa, Akt activa al complejo TBC1D4/AS160, promoviendo la
translocacion de GLUT4 a [a membrana celular. Como era de esperar existe
una dependencia de Akt para el transporte de glucosa en respuesta a ATP
exdgeno, ya que, al utilizar el inhibidor de Akt 1/2, conocido como inhibidor de
Akt VIIl en una concentracion 10 pM, se produjo una inhibicidon completa del
fransporte de glucosa inducido por ATP exdgeno. Este resultado fue

corroborado con el uso de un adenovirus que codifica para una forma
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dominante negativa de la proteina Akt. Este resultado es bastante novedoso y
corrobora lo reportado por el grupo de Kai, quienes reportaron que la
estimulacion eléctrica de baja intensidad, es decir, con una diferencia de voltaje
de 1 V/ecm, 0,1 mseg de duracién del impulso y 55 Hz, activé la via de
sefializacion PI3-K/Akt en células musculares de rata L6, ademas de promover
el transporte de glucosa dependiente de GLUT4 en esta linea celular. Estos
autores muestran ademas que el estimulo eléctrico no fue capaz de fosforilar a
AMPK. (Yano y col., 2011). En esta tesis no fue abordada experimentalmente la
activacion de AMPK, mecanismo que ha sido involucrado en el transporte de
glucosa mediado por contraccién muscular, debido a que al utilizar el inhibidor
VIl de Akt y la isoforma dominante negativa de Akt, el transporte de glucosa fue
inhibido completamente, indicando de manera indirecta que la via AMPK no
participa en el aumento del transporte de glucosa mediado por ATP exogeno.

Otro aspecto altamente discutido y controversial abordado en esta tesis
fue la sensibilizacién mostrada por el ejercicio fisico o la contraccién muscular y
la estimulacion eléctrica, sobre la sefalizacion de insulina y la subsecuente
mejora en el transporte de glucosa.

Como se sefialé previamente, el (los) mecanismo(s) por el (los) cual(es)
la contracciébn muscular induce la fosforilacion de Akt aun debe(n) ser
dilucidado(s) y hay aspectos en donde no existe consenso. Se ha descrito que
la activacion de Akt inducida por contraccion muscular puede ser inhibida por
blogqueadores de PI3-K (wortmanina o LY294002); fendmeno consistente con

que la la activacion de Akt por contraccion sea dependiente de esta enzima
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(Sakamoto y col.,, 2002). Por otra parte, la contraccion no es capaz de
incrementar la actividad de PI3-K de clase IA (Goodyear y col., 1995; Sakamoto
y col., 2002) ni de clase Il (Soos y col.,, 2001). Sakamoto y col., 2002 han
sugerido que la contraccidn muscular puede activar Akt a través de una PI3-K
de clase IB. Esta quinasa es activada por receptores acoplados a proteina G,
en lugar de ser activada por receptores con actividad tirosina quinasa
infrinseca, los cuales son importantes para el efecto de insulina sobre PI3-K
asociadas a la proteina IRS1 (Vanhaesebroeck y col., 2002). La activacién de
P13-K de clase IB inducida por ejercicio no ha sido probada experimentalmente.
En relacién a este punto, esta tesis entrega evidencia experimental relevante
respecto al tipo de PI3-K que es activada por estimulacion eléctrica, sin
embargo, especular que este mecanismo opere durante la contraccion muscular
es arriesgado, debido a que la estimulacidn eléctrica utilizada en esta tesis fue
un tétano de corta duracidén y extrapolar estos resultados a una condicién de
contraccién muscular o ejercicio fisico podria ser aventurado.

En relacion a la dinamica de los GLUT4, existe una importante
coniroversia. Se ha planteado que GLUT4 son retenidos intracelularmente en
condiciones basales por mecanismos de retencidon (Karylowski y col., 2004,
Govers y col.,, 2004), pero es sabido que estos transportadores reciclan
continuamente entre la membrana plasmatica y poblaciones de vesiculas
intracelulares los cuales han sido escasamente definidas (Foley y col., 2011).
La retencién de GLUT4 en depdsitos intracelulares estad mediada por diversas

proteinas reguladoras, no del todo conocidas. Insulina induce la translocacion
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de GLUT4 a través de la via de sefializacion dependiente del receptor de
insulina involucrando a IRS1, PI3-K y Akt. Sin embargo, existe una serie de vias
de sefializacion que son activadas de forma paralela, dentro de ellas podemos
mencionar PKC atipica, y GTPasas de la familia Rho (Foley y col., 2011). Por
otra parte la contraccién muscular, depolarizacion de la membrana y
desacoplamiento mitocondrial, son capaces de aumentar la densidad de GLUT4
en la membrana plasmatica de musculo esquelético, principalmente por
disminucién de la velocidad de endocitosis (Wijesekara y col., 2006; Antonescu
y col., 2008; Karlsson y col., 2009), principalmente via AMPK y PKC (Klip y col.,
2009; Kiip, 2009). En esta tesis hemos descrito que el ATP exdgeno es capaz
de disminuir la velocidad de endocitosis a tiempos cortos (5 min) en células
L6GLUTmyc. El mecanismo por el cual ocurre este fendmeno no fue abordado,
ya que, la mayor cuantia del aumento de GLUT4 en la membrana es por
activacion de la rufa exocitica, tanto en miotubos como en celulas L6GLUTmye
de rata. En relacién a los mecanismos de endocitosis de GLUT4, se sabe que
son esenciales para la mantencién del tamafio celular y para balancear las
funcionés exociticas. Los principales tipos de endocitosis son, endocitosis
mediada por clatrina (EMC) y endocitosis no mediada por clatrina. En células L6
aproximadamente la mitad de la internalizacién total del transportador ocurre a
través de EMC y la otra mitad ocurre a través de la via del receptor 3 de
interleuguina 2 (IL-2RB), que utiliza una via de endocitosis independiente de
clatrina (Antonescu y col., 2008). La vida media de los transportadores GLUT4

es de 48 h (Sargeant y Paquet, 1993), por lo que una molécula de GLUT4
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puede ir y volver multiples veces a la membrana plasmatica antes de ser
marcada para degradacion, para ello los GLUT4 deben ser destinados a vias de
reciclaje (Foley y col., 2011), un aspecto no abordado en esta tesis fue la
distribucion en los diferentes compartimentos endosomales de los
transportadores GLUT4 y de que forma esta distribucién podria ser alterada por
estimulacion eléctrica y ATP exdgeno.

En este trabajo de fesis abordamos una problematica no comprendida
totalmente, que guarda relacién con la participacion de Ias proteinas Rab en la
translocacion de GLUT4 a la membrana celular. Se ha propuesto que las
proteinas Rab son blancos ric abajo de AS160, sin embargo la identidad de
estas proteinas Rab es controversial y es un area de investigacién activa
(Rowland y col.,, 2011). Varias de estas Rabs han sido identificadas por
inmunoprecipitacién con GSV tanto en adipocitos 3T3-L1 (Larance y col., 2005;
Miinea y col., 2005;) como en células musculares cardiacas (Kessler y col.,
2000). Una de estas Rabs, es Rab10; el knockdown de esta proteina resulté en
una reduccion de la translocacion de GSV-dependientes de insulina hacia la
membrana plasmatica (Sano y col.,, 2007). Contrariamente, en células
musculares L6 Rab8A, Rab13 (Sun y col., 2010) y Rab14, pero no Rab10 son
necesarias para la translocacion de GLUT4 a la membrana de manera
dependiente de insulina. En relacion a la participacién de Rabs en el trafico de
GLUT4 a la membrana plasmatica mediada por ATP exégeno, pudimos
corroborar que existe participacién de Rab8A y no de Rab10 en la translocacion

de GLUT4myc a la superficie dependiente de ATP en células LBGLUT4myc. Sin
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embargo, no podemos descartar la participacion de ofras Rabs en la
translocacion de GLUT4 dependiente de ATP en células L6. Entre las Rabs que
podrian participar podemos sefialar Rab13 y Rab14, puntc que queda
pendiente en esta tesis. La participacién de mtiltiples Rabs en el trafico de
GLUT4, es un fenémeno altamente complejo y puede dar cuenta de la
participacién de Rabs en diferentes etapas del trafico intracelular de GLUT4,
donde su papel sea el control de etapas diferentes y sucesivas en estas rutas
de trafico de GLUT4 desde y hacia la membrana celular.

En relacién a los datos que muestran una posible participacion de otras
vias de sefializacién, considerando [os antecedentes de que ATP extracelular
participa en la generacion de sefiales de calcio dependientes del canal receptor
de IP3 (Buvinic y col., 2009), si bien la estrategia utilizada en esta tesis fue
farmacoldgica, los datos son consistentes con la participacion de calcio liberado
desde reservorios intracelulares, a fravés de receptores de IP3, en la
incorporacién de glucosa dependiente de ATP; esta participacion es parcial y el
papel que juega este calcio no fue abordado desde el punio de vista
mecanistico, es posible que sea necesario para los procesos de anclaje de las
vesiculas de GLUT4 a la membrana celular. Sin embargo, el papel del calcio
para el transporte de glucosa es poco conocido; el fransporte de glucosa en
musculo esquelético inducido por insulina no se redujo cuando se extrajo el
Ca®* extracelular (Wallber-Henriksson y col., 1988; Henriksen y col., 1989). En
fibras musculares aisladas el calcio parece tener un papel importante en el

transporte de glucosa dependiente de insulina. Al utilizar 2-APB, se observd una
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disminucion del transporte de glucosa inducido por insulina, sin afectar la
fosforilacion de Akt o ERK 1/2 (Lanner y col., 2006). Por otra parie insulina tiene
un papel importante en la activacién de varias isoformas de PKC en miusculo
esquelético. Se ha demostrado que insulina requiere de PKCE en miotubos de
la linea celular L6 para que ocurra la translocacion de GLUT4 a la membrana
(Liu y col., 2006). Espinosa y col., describieron sefiales de Ca*" inducidas por
insulina en miotubos de rata, para la produccion de estas sefiales fue necesario
la activacion de NADPH oxidasa, PI3-K y PKC (Espinosa y col., 2009). En el
contexto de esta tesis el ATP exégeno induce la activacién de una proteina G
sensible a toxina perfussis, que a su vez es capaz de activar a PI3-Ky,
induciendo la subsecuente activacién de fosfolipasa Cy1 (PLCy1). Esta ultima
enzima promueve la hidrélisis del fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) a inositol 3-
fosfato (IP3) que es necesario para producir la sefial lenta de Ca®* (Eltit y col.,
2006), involucrada parcialmente en la incorporacién de 2-NBDG dependiente de
ATP exdgeno en miotubos de rata. |

Finalmente el gjercicio fisico es un potente estimulo que mejora la accién
de insulina en musculos de pacientes diabéticos. Considerando los resultados
cbtenidos en fibras aisladas de musculo adulto de ratones alimentados con
dieta alta en grasa, modelo que ha sido bien caracterizado como de resistencia
a insulina, en los cuales se observo que el ATP exdgeno aumenta el transporte
de glucosa 2-NBDG, es posible proponer al ATP como la molécula sefializadora

clave en [a normalizacion de la glicemia mediada por ejercicio fisico.
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11. CONCLUSIONES

En esta tesis se describe un mecanismo novedoso que explica la
translocacion de GLUT4 y la incorporacion de glucosa, dependiente de ATP
extracelular liberado por células musculares en cultivo como respuesta a
estimulacién eléctrica. El estimulo eléctrico gatilla una cascada de eventos
mediados por la liberacién de ATP y su unién a receptores purinérgicos del tipo
P2Y, actuando de manera autocrina y/o paracrina. La unidén de ATP a los P2Y
desencadena la activacion de una PI3Ky, seguido de la activacion de la proteina
serina/treonina quinasa Akf, un regulador clave de la sefializacién para insulina.
La activacion de Akt induce la activacion de la proteina Rab-Gap AS160
induciendo la exocitosis de vesiculas que contienen GLUT4 a [a membrana de
la célula muscular.

El mecanismo de transporte de glucosa dependiente de ATP exdgeno
opera en fibras adultas aisladas de mdsculo de ratdn al igual que en miotubos
esqueléticos de rata y se encuentra funcional en fibras musculares de ratones
que presentan resistencia a insulina. Este mecanismo constituye un modelo que
explica el aumento del transporte de glucosa en las células musculares durante
el ejercicio, tanto en sujetos sanos como en aquellos que presentan resistencia

a insulina.
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Figura S1 Apirasa es capaz de inhibir el aumento de la incorporacién de glucosa 2-NBDG
en miotubos de rata, inducido por estimulacion eléctrica tetdnica, ATP exdgeno, pero no
por insulina.

Miotubos de rata neonata en cultivo primario, fueron estimuladas eléctricamente con un
estimulo tetanico (EE) (45 Hz. 1 ms, 400 pulsos), insulina (100 nM) o ATP exégeno (100 uM).
La incorporacion de glucosa 2-NBDG fue realizado como se sefialé en Materiales y Métodos.
Los miotubos fueron preincubados en medio Krebs-Ringer con o sin Apirasa (2 U/mL) la
incorporacién de glucosa 2-NBDG inducida por estimulacion eléctrica y ATP exdgeno fue
bloqueada totalmente, No afectando la incorporacion de glucosa 2-NBDG inducida por insulina.
Los valores representan el promedio + desviacion estandar, El analisis estadistico fue realizado
con la prueba de andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por post-test de Bonferroni
* P < 0,001 vs del basal (no estimulado). Datos de 4 experimentos independientes,
correspondiente a 80 células por condicion.
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Figura S2 Efecto del insulina sobre la incorporacion de gslucosa *H-2DG.

En miotubos de rata neonata se ensayo la incorporacion de “H-2DG en luego de la estimulacién
con Insulina (100 nM), control positivo. No se observa ningun efecto sobre la incorporacion de
*H-2DG en miotubos preincubados con suramina (100 uM), 30 min previo y durante la
estimulacién. En cambio en miotubos estimulados con insulina (100 nM), se observa un efecto
inhibitorio casi completo en el transporte de *H-2DG en miotubos preincubados con indinavir
(100 uM). Los valores representan el promedio = desviacion estéandar, **p<0,001 respecto del
basal (no estimulado); & p<0,01, respecto a la condicién estimulada con insulina. Determinado
por test ANOVA seguido por post-test de Bonferroni. Datos de 4 experimentos independientes.
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Figura S3. La exposicion exofacial de epitopo myc dependiente de ATP exdgeno en
mioblastos LEGLUT4myc-hAS160.

Mioblastos L6GLUT4myc-hAS160, se estimularon con ATP o insulina, induciendo Ila
translocacion de los transportadores a la superficie celular, los transportadores GLUT4myc
fueron marcados con un anticuerpo anti-myc. La cantidad de GLUT4myc en la superficie celular
a los tiempos sefalados fue determinada usando el ensayo de absorbancia OPD vy los valores
fueron expresados como veces respecto del nivel de GLUT4myc en la superficie celular. Los
valores representan el promedio + desviacion estandar, *p<0,01 respecto del basal (no
estimulado). Determinado por test ANOVA seguido por post-test de Bonferroni. Datos de 4
experimentos independientes.
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