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RESUMEN 

La glucosa es un importante liffiriente en el Ineli111061110 celular. y antes de que esta 

pueda ser utilizada por las células debe transportarse a través de la membrana celular hada 

el cimplasma por un proceso de difusión facilitada. Hl paso de la glucosa al interior celular 

no depende exclusivamente del gradiente de concentración. sino también de la misma 

actividad metabólica y funcional de la célula, de la disponibilidad del sustrato y de la 

proteína acarreadora. 1,a molécula encargada de este Mimo proceso. ha sido caracterizada 

cuino el transportador (11,1,1T4 en los músculos esquelético y cardíaco. Se sabe que los 

transportadores (11.1111 se encuentran almacenados dentro de vesículas intracelulares y que 

su número se incrementa citando por exocitosis se exponen en la superficie celular como 

consecuencia del electo de la insulina, 1.51 calcio modula 'michas actividades intracelulares a 

través de su unión a la calmodulina, la cual estimula los mecanismos del transporte de 

vesículas imracelulares. Por lo que en el presente trabajo se estudió, la inhibición del 

mecanismo de formación del complejo Ca"-calmodulina para valorar su participación en el 

mecanismo (le exocitosis de las vesículas intracelulares que contienen las moléculas 

transportadoras de la glucosa GLUT4 en el miocardio, inducido por la insulina, 

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa alistar a las que se disecó el corazón 

que fue perfundido por el sistema de Langendorff Se midió el consumo de glucosa a los 15 

y 30 min. de perfusión con solución Tyrode, sol. Tyrode e insulina (50, 100, 250. 500 y 

1000 inli/m1) y sol. Tyrode, insulina y Irilluoperazina (inhibidor de la calmodulina). Se 

observó que la insulina incrementa el consuno de glucosa por el músculo cardíaco hasta en 

un 11)0% con respecto al valor control y que la trifluoperazina inhibe este efecto. Se 

propone que el complejo Ca"-calmodulina interviene en el proceso de exocitosis de las 

vesículas intracelulares que contienen a los transportadores (11.11T4 y por lo tanto en la 

regulación de la difusión facilitada de la glucosa en el miocardio, ya que cuando se inhibió 

SU formación se observó una disminución en la incorporación de la glucosa. 

• 



INTIZODUCCION 

La glucosa es una molécula Itidrolílica que atraviesa con dificultad las membranas 

lipídicas. por lo tanto requiere de vías de entrada específicas, 1;11 como el proceso de 

difusión facilitada (Lienhard y cols.. 1992). Existe una gran diversidad de moléculas 

transportadoras de glucosa que regulan este Transporte. Las moléculas acarreadoras se han 

agrupado en una familia conocida como (11.11Ts. cuyos miembros en general son 

semejantes en estructura y función. Se conocen por lo menos cinco miembros de esta 

fmilia. La molécula encargada de este proceso de difusión facilitada en el músculo 

esquelético, en células adiposas y en el músculo cardíaco ha sido caracterizado como el 

transportador GLUT•1 (l'essin y Bel!, 1990. 

La difusión facilitada en células musculares no depende exclusivamente de la 

diferencia del gradiente de concentración entre el espacio j'unicelular y el extracelular, sino 

también de factores como la actividad metabólica y funcional de la célula, cambios en la 

disponibilidad de sustratos, hormonas como la insulina y además el ejercicio, los cuales 

actúan como señales de retroalimentación para ajustar la tasa del transporte de la glucosa 

(Elbrink y Biltler, 1975). 

Se ha descrito que la insulina incrementa el transporte de glucosa debido a un 

fenómeno de reclutamiento de moléculas transportadoras de glucosa las cuales se 

encuentran almacenadas dentro de vesículas intracelulares y que su número se incrementa 

por exocitosis hacia la superficie celular como consecuencia del efecto de la insulina. 

Cuando la insulina se une al receptor en la membrana celular, se dispara una cascada de 

eventos moleculares de los cuales se conocen solamente algunos, dando como consecuencia 

una redistribución de los transportadores de la glucosa en la membrana celular (Suzuki y 

Kono, 1980; Wardzala y Jeanrenaud, 1981). 

01 calcio modula muchas actividades j'unicelulares a través de su unión a la 

calmodulina, estimulando diversas enzimas y proteínas que intervienen en el metabolismo 

de los carbohidratos, en la contracción muscular y en los mecanismos del transporte de 

membranas int 	1 race.mares (Cheung, 1980). Es por esto, que se relacionó al complejo calcio-

ealmodulina el cual podría tener un papel importante en la regulación del número de 



transportadores de la glucosa en la membrana plasinalica a través de un meeanktno similar 

a la exoeitosis. 

Como ha sido previamente informado, la trilluoperazina un bloqueado: de la 

calmodulina intracelular. inhibe el incremento en el consumo de glucosa producido 'RIF la 

insulina en adipocitos (tielicchter, 198,1) )' en el músculo esquelético de la rala ((Mainer 

cols., 19931. 

l'or lo tanto. en el presente trabajo se estudió la participación del complejo c: le

en el mecanismo de exoeitosis de vesículas intracelulares conteniendo las 

moléculas transportadoras de la glucosa, (11,111 en el miocardio y que es inducido por la 

insulina. 
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Aspectos generales del metabolismo cardíaco 

FI corazón es un órgano que trabaja constantemente y por lo tanto su consumo de 

energía es elevado ( Neely y cols., 1972). Dado que el ventrículo izquierdo dehe desarrolla:-

continuamente una alta actividad consume una gran cantidad de energía. cerca de 111175 del 

consumo de oxígeno corporal, a pesar de que constituye sólo alrededor del 0.3'7: del peso 

corporal total en el ser humano (West, 1993). 

Existen importantes diferencias entre el metabolismo del músculo cardíaco y el 

esquelético; las células del músculo cardíaco son sumamente ricas en mitocondoas, las 

cuales ocupan por lo menos el 40% de su espacio citoplásinico, mientras que la mayoría de 

los músculos esqueléticos contienen relativamente ¡locas mitocondrias. Por otra parte, el 

músculo cardíaco puede utilizar más sustratos que el músculo esquéletico el cual depende 

de manera predominante de la glucosa. 13n condiciones normales, la producción de energía 

en el músculo cardíaco ocurre totalmente por medios aerobios y el músculo esquelético 

puede utilizar con facilidad la vía anaerobia. 

En el miocardio se utilizan de preferencia los ácidos grasos respecto a la glucosa 

cuando estos están disponibles, pero también pueden ser metabolizados el lactan). el 

pirtivam, los cuerpos ceiónicos y los aminoácidos (MMing, 1965). Durante una sobrecarga del 

trabajo cardíaco, la glucólisis se convierte en una fuente más importante de producción de 

fosfams de alta energía a través de la glucólisis aerobia; si bien sólo se produce glucólisis 

anaerobia, en el músculo cardiaco dormite la isquemia (Opio, 	Kobayashi y Ncely. 

1979). 

Los requerimientos metabólicos del corazón son bastantes similares entre las 

diferentes especies de mamíferos, los principales mismitos usados por el corazón son los 

ácidos grasos libres que son responsables de más de la mitad del consumo de oxígeno 

(HUT, 1905). 

Los triacilglicéridos circulantes en el plasma son hidrolizados a ácidos grasos libres 

en las membranas capilares y celulares por lipoproteinlipasas, que están localizadas en el 

endotelio capilar y la posterior captación de ácidos grasos por parte de las células 



miocardicas depende de su concentración plasminica. También hay cierto almacenamiento 

intracelular de triacilglicéridos. y estos pueden ser movilizados para formar ácidos grasos 

libres cuando falta la glucosa o los ácidos grasos libres exógenos. Las initocondrias utilizan 

directamente ácidos grasos de cadena corta, mientras que los ácidos grasos de cadena más 

larga, como el palmitato emplean el sistema de transporte de carnitina para ingresar en la 

matriz mitocondrial donde la beta oxidación permite disponer de acetil-CoA para la 

oxidación en el ciclo de Krebs. con la producción final de fosfatos de alta energía en la 

cadena respiratoria. La oxidación de ácidos grasos libres es conindada por la tasa de 

eliminación de acetil-CoA en el ciclo del ,ciclo cítrico y una 'elación NADII:NAD alta 

inhibe la beta oxidación (Neely y Ivlorgan. 1971). 

En cuanto al metabolismo de carbohidratos por el corazón se conoce que el 

transporte de glucosa a través de las membranas ntiocárdicas se realiza por difusión 

facilitada y es regulado por tina variedad de factores: tales como la disponibilidad del 

sustrato, el glucógeno y los ácidos grasos, además de hormonas como la insulina. Un 

incremento en el trabajo cardíaco da como resultado un mayor transporte de glucosa hacia 

las células, mientras que la oxidación de ácidos grasos libres inhibe su movilización hacia 

las células (Neely y cols., 1976). 

Dentro de la célula miocárdica, la glucosa puede ser almacenada como glucógeno o 

ingresar en la vía glucolítica acrobia, que aporta aproximadamente el 30% (le fosfatos de 

alta energía mediante la producción oxidaiiva de la acetil-CoA producida a partir de 

piruvato por la acción de la piruvato deshidrogenara que ingresa en las mitocondrias .(Tripp. 

19{19). 

Cuando el músculo cardíaco es totalmente privado de 02  por una obstrucción 

coronaria, los depósitos de glucógeno se depletan con rapidez y existe una producción 

insuficiente de ATI' por glucólisis por lo que no se pueden mantener las concentraciones 

normales de ATI' (West, 1993 ). 

Cualquiera que sea la fuente de energía que utilizan las células cardíacas. son las 

arterias coronarias las que proveen los sustratos metabólicos. 
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Debido a la actividad propulsora del corazón basada en la sucesión rítmica de 

relajamiento (diástole) y contracción (sístole) de los ventrículos, la sístole ventricular 

provoca una disminución en el diámetro de los vasos coronarios provocada por la 

compresión de las fibras mioeárdieas. Durante el ciclo cardíaco existe una relación de flujo 

distinto para cada coronaria. La coronaria derecha tiene su máximo 11)91) durante la sístole. 

debido a la menor tensión a la que está sometida esta pared y siendo por lo tanto, el calibre 

de los vasos poco afectado. La izquierda, en contraste, alcanza un flujo máximo durante la 

diástole, cuando la pared ventricular izquierda se encuentra relajada. 

Se ha postulado que el flujo sanguíneo coronario depende del estado metabólico del 

corazón. Actualmente se ha podido demostrar que a mayor trab:qo cardíaco, mayor flujo 

coronario y viceversa. Se ha propuesto a varios metabolitos como eslabones entre el trabajo 

cardíaco y el flujo coronario. Uno de los que se ha mencionado es el oxígeno (Rubio y 

Bente, 1969); cuanto mayor es el consumo de oxígeno, mayor es el flujo coronario. 

Diversas situaciones aumentan el consumo de oxígeno como son el aumento de la 

contractilidad, del trabajo, los cuales producen cambios paralelos en el flujo coronario. 

La adenosina es un potente vasodilatador, el cual juega un papel importante en la 

regulación del flujo sanguíneo coronario, en respuesta a la demanda de oxígeno del 

miocardio. La adenosina se forma por la desfosforilación del AM P y difunde libremente 

hacia afuera de la célula, lo cual permite que alcance fácilmente los capilares coronarios. El 

efecto que este agente produce sobre el músculo liso vascular es la dilatación de las arterias 

coronarias aumentando así el flujo coronario y• por lo tanto el aporte de oxígeno. La 

adenosina es liberada lentamente del miocardio normóxico y su liberación se incrementa de 

d a 5 veces en condiciones de hiposia (Schrader y cols., 1977). Al munentar el oxígeno 

disponible, aumenta la fosforilación oxidativa y disminuye la producción de adenosina 

(Berne, 1980). Este mecanismo de retroalimentación pudiera ser el enlace entre el estado 

metabólico y el flujo coronario. 



Transporte (le Glucosa 

La glucosa es Un nun•iente vital para el metabolismo de la mayor parte de los 

organismos y antes de que pueda ser utilizada por las células. debe transportarse a través de 

la membrana celular hacia el citoplasma (Lienbiod y cok.. 1992). 

Existen tres mecanismos independientes del transporte de glucosa (Can odias, 

1990) entre los compartimientos vasculares. extraceltilar e intracelular del organismo. 1) 

Transporte activo, el cual es mediado por una proteína acarreadora que transporta también 

iones de sodio. Esto es, la glucosa es transportada contra gradientes de concentración a 

través de la capa epitelial de las células del intestino delgado. formando parte del proceso 

de absorción de azúcares del intestino a la sangre. 'También la glucosa es transportada 

contra gradiente por transporte activo por la capa celular epitelial de los itíbolos renales 

desde el filtrado gloinerular hasta la sangre. de este modo, normalmente, la glucosa II() Se 

excreta por la orina, sino que es rescatada y mantenida en el torrente circulatorio. 2) 

Difusión simple, esta dado por el movimiento cinético de bus moléculas de glucosa a través 

de aberturas o de espacios intermoleculares de la membrana plasznática, sin necesidad de 

unión ❑ proteínas transportadoras, esto ocurre a nivel del endotelio capilar y este transporte 

se encuentra limitado exclusivamente por la lasa de utilización del carbohidrato que 

modifica el gradiente de concentración entre el exterior y el interior celular. 3) Diffisión 

fi/Fi/nada. este proceso requiere de la interacción de las moléculas de glucosa con una 

proteína transportadora que permita cruzar la membrana plasinatica, mediante su unión 

química a esta proteína y posterior transpone a través de la membrana. Este es el 

mecanismo por el cual la glucosa atraviesa las membranas !t'asmáticas de casi todas las 

células. Este transporte de glucosa se caracteriza por tener una cinética de Michaelis-

Menten, es decir, está mediado por moléculas transportadoras. es saturable, específico y 

siempre es a favor de un gradiente de concentración. 

Estudios recientes han identificado una gran diversidad de moléculas 

transportadoras de glucosa expresadas en membranas de las células de los mamíferos. que 

regulan el proceso (le difusión facilitada desde el líquido ext•acelular al interior de las 
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células. lisias moléculas transportadoras de glucosa son proteínas de alto peso molecular y 

se diferencian por su afinidad a la glucosa y por los mecanismos que regulan el transporte 

(Pessin y Bell, 1992). Cada una de estas se adapta a las necesidades metabólicas del tejido 

en el cual se encuentran. I.as cinco proteínas han sido designadas como G1.1 quer-111.0a°. 

.112/lugado, GL1.JT3/cerehro, GLUT,l/inusculo/tejido adiposo y (11.11'5/intestino 

delgado; pero con la posibilidad de que otro miembro queda por ser descrito en teiidos 

humanos el 	( Kayano y cols., 1990). 

Los miembros de esta familia están caracterizados por estar constituidos por 500 

aminoacidos, orientados en la membrana plasnuitica. incluyendo 12 segmentos que 

atraviesan la membrana plasmática; los grupos N112• y C0011-terminal se encuentran 

orientados intracelularmente, además de un segmento bidrolllico largo unido a los dominios 

transmembranales M6 y M7. Existe un segmento largo extracelular enlazando los 

segmentos transinembranales M I y M2. el cual posee un sitio de unión para la 

glicosilación. 

Las células y los tejidos pueden expresar más de una proteína transportadora de 

glucosa para la difusión facilitada y algunas células también pueden expresar al 

cotransportador NaVglucosa (l'essin y Bell, 1992). Cada una de las proteínas 

transportadoras de glucosa ha sido expresadas en sistemas heterogencos incluyendo 

bacterias, ovocitos de Xen9pus O células de mamíferos en cultivo (Burant y cola., 1991). De 

estos estudios se han conocido las propiedades bioquímicas de cada proteína transportadora. 

examinándolas independientemente, lo cual permite distinguirlas con base en sus 

propiedades cinéticas y ;trinidades para los distintos azúcares. 



Propiedades de los transportadores de glucosa 

El transmitido!.  de glucosa Ca.1 I se expresa en altos niveles en tejidos letales. 

cerebro y placenta. además del eritrocito humano. En muchos de los tejidos adultos. el 

GDIT I se expresa en células endoteliales y forma la barrera entre el cerebro y la sangre 

(barrera hematoencefálica). 

La secuencia de aminoácidos del GLUTI está altamente conservada y hay una 

identidad del 97-985 entre el humano. la rata. el conejo, el ratón y el cerdo, esto implica 

que todos los dominios de esta proteína son funcionalmente importantes (Pessin y Bella 

1992). 

El CiLUT I en eritrocito humano impulsa un transporte neto de glucosa a favor de un 

gradiente de concentración del membolito. La velocidad de entrada de la D-glucosa en los 

eritrocitos humanos aumenta con la concentración del sustrato, pero finalmente se aproxima 

a una velocidad máxima. que es cuando el sistema de transporte esta saturado. El tiLUT 

exhibe una amplia especificidad de sustrato y es capaz de transportar muchos otros 

azúcares, incluyendo la D-manosa, la D-galactosa, la D-xilosa. la D-arahinosa y la D-ribosa. 

así como los siguientes derivados artificiales no metabolizables: la 2-desoxi-l)-glucosa y la 

3-0-metil-D-glucosa, que son frecuentemente utilizados como sustratos de prueba 

(1.elminger, 1982). 

El Gl..1.1T2 se expresa en el hígado. en el intestino delgado, en el riñón y en las 

células 13 del páncreas, las cuales secretan ihsulina. Su distribución tisular está más 

restringida que el CiLlIT1, lo cual sugiere que regula la entrada y liberación de la glucosa 

por los hepatocitos y que participa en el transporte de la glucosa transephelial por el 

intestino delgado y el riñón. Su presencia en las células fl sugiere que puede funcionar en la 

l'egoluión de la secreción de insulina estimulada por la glucosa. La secuencia de 

aminoácidos del transportador GLUT2 no está tan altamente conservada entre las especies 

como el transportador GLIJI1, la cual posee una identidad del 81% entre el humano y la 

rata o ratón (Pessin y Bel]. 1992). 
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(LIIT3 está presente en niveles variables en los tejidos humanos adultos y en 

tumores, además se ha encontrado en niveles mayores en cerebro, riñón y placenta I Kayano 

y cok.. 1988). La distribución del transportador (il,t1T3 en tejidos humanos sugiere que al 

igual que el transportador 	, es responsable del transporte de glucosa basa) sin el 

estímulo de la Ursulina. 

La aparente mayor afinidad del GIAIT3 por los azúcares comparado con el Grill' 

asegura una eficiente entrada de glucosa hacia las células nernonales, incluso cuando las 

concermaciones de glucosa e Xil'aCCitlin son bajas (Gould y cols.. 1991). 

Simultáneamente. en cuatro grupos de trabajo se aislaron clonas de DNA-

complementario que codifican a un transportador de glucosa el cual es regulado por insulina 

en humano (Fukurnoto. 1989), rata (Iiirnbaum, 1989; Charron y Kalm, 199(1; James y cok.. 

1989). y ratón (Kaestner y cok.. 1989) denominado 17,111"11. La insulina causa un rápido 

incremento en la actividad del transporte de glucosa en el músculo y tejido adiposo 

(Simpson y Cushman, 1986). El aislamiento y caracterización de un anticuerpo monoclonal 

que específicamente reconoce al transportador de glucosa regulado por insulina. indicó que 

se trata de un transportador único, diferente de los otros transportadores de glucosa 

presentes en eritrocitos. cerebro. riñón e higado (James y cols.. 1988). Este transportador se 

distingue por su gran movilidad de reservorios citosólicos hacia la membrana plasmatica. 

El ARNin del (B11.1-1 se ha encontrado en grandes niveles en las células adiposas 

que forman la grasa parda y la blanca, además del músculo esquelético y cardíaco 

(13imbaum, 1989; Charron y cols., 1989; Fukinnoto y cols., 1989; James y cols., 1989; 

Kaesmer y cols., 1989). 

El más reciente de los transportadores de glucosa de esta familia ha sido 

identificado como GLUT5. El ARNm del CiLUT5 se encuentra expresado 

predominantemente en la región del yeyuno del intestino delgado, aunque también se 

detectan niveles bajos en riñón, músculo esquelético y tejido adiposo. La distribución 

subcelular y la función del GLAJT5 en estos tejidos son aún desconocidos (tabla 11. 

II) 



TRANsPoicr,knolus 	Gi,ticosA 

Designación 
	

Principales sitios de espresión 
	

I' unrilin 

A . •Dansportador de Glucosa 

Dependiente de Sodio 1,11.1 IT-Na ' 

Intestino delgado y i inOn Consumo activo de glucosa en el himen 
y re:ibstircion de glucosa binada en el 
lóbulo proxiinal. 

R.- Tianspoitadines de Glucosa 
poi L'ilusión tacilitadit 

GLUTI 

r 1 .1 r1"2 

Placenta. 	cacillo. 	eritrocitos, 
tejidos letales, 

[ligado. intestino delgado. riñón y 
células (1 del páncreas. 

Consumo basa[ de glucosa por las celul• 
y transpone de glucosa a naves de la,  
barreras enne la saliere y los iendos. 

Consumo 	y liberación de phicosr 	Hl 

bepalocitos, 	transpone 	ale 	rliw,,,, 
lansepitelial, 	en 	células 	It 	regula 	la 
secreción 	de 	insulina 	estimulada 	poi 

glucosa. 
ril.UT3 Muchos 	icridos 	humanos 

incluyendo 	cerebro, 	placenta 	y 
riñón; 	en 	ollas 	especies 	es 
espresado en altos niveles en el 
cembo), 

Consumo de glucosa por todas las célula,  

en humanos incluyendo las del cerebro: 
consumo 	de 	glucosa 	por 	células 	del 
cerebro en oiras especies. 

(4.11'11 Músculo esquelético y cardiaco 
además en Mildo adiposo 

Consumo 	de 	glucosa 	eslimulada 	iba 

insulina. 
(1..UT5 Intestino delgado 1 yeyuno I Absorción 	de zencares del 	lumen del 

intestino delgado( '! 1. 

Factores que regulan el transporte (le glucosa 

H transporte de glucosa en los distintos tejidos de mamíferos se correlaciona 

funcionalmente con sus propiedades y actividades metabólicas. Así, un incremento en el 

transporte de glucosa puede estar regulado por la demanda de este carbohidrato y los 

cambios en la actividad funcional o metabólica actúan como señales de retroalimentación 

para ajustar la tasa del transporte. Por ejemplo, el transportador GLUT I en células 

endoteliales y eritrOciloS. en los que la tasa metabólica es relativamente constante con 

reservas de glucógeno muy pequeñas, el transporte de glucosa depende exclusivamente del 

gradiente de concentración. 

En cambio, el transporte de glucosa en tejidos con un metabolismo muy variable y 

con reservas de glucógeno importantes, como el músculo esquelético y tejido adiposo, 

puede estar regulado por hormonas y otros factores que dan flexibilidad al sistema y lo 



ajustan a los requerimientos metabólicos de las células en cada momento (Elbrink y 

1975). 

Existen distintos bictores que modifican el transpone de glucosa como los cambios 

en la disponibilidad de sustratos, la insulina y el ejercicio que lo incrementan y otros cuino 

la presencia de glucógeno y ácidos grasos que lo disminuyen.  

En 1981) Samuel \V, Cushman y Tetsuro Kono describieron un mecanismo,  

molecular por el cual la insulina incrementa el transporte de glucosa en adipocitos 

(CiWunan y Wardzala, 1980; Suzuki y Kono, 1981): Siinpson y Cushman, 1986). Estos dos 

grupos demostraron independientemente que el principal efecto de la insulina sobre los 

adipocitos aislados de rata era el inducir la translocación de una reserva intracelular de 

transportadores de glucosa hacia la membrana plasmática, es decir, la insulina incrementa el 

numero de proteínas transportadoras funcionales en la superficie celular. 

El transporte de glucosa estimulado por insulina en el MÚSCULO esquelético y 

cardíaco también ocurre por la translocación de transportadores de glucosa Reformados de 

un reservorio intracelular hacia la membrana plasmática (1lirshinan y cok.. 1990: Klip y 

cok.. 1987; Simpson y Cushman, 1986). Así el mecanismo. por el cual el transporte de 

glucosa estimulado por la insulina es similar en tejido adiposo y tejido muscular. 

Existen trabajos en los que se ha informado que en músculo esquelético el ejercicio 

también incrementa el transpone de glucosa (Richter y cok., 1985). Donen y colaboradores 

en 1989 observaron que el ejercicio, al igual que. la insulina estimula el transporte de 

glucosa y que este efecto persiste por un periódo considerable después de suspender el 

ejercicio; esto involucra Un incremento en la velocidad máxima (V,„„„) del transporte del 

carbohidrato, pero sin ningun cambio significativo en la K„, (Holloszy y Narahara, 1965: 

Nesher y cok., 1985). 

Aunque se ha demostrado que el incremento en el consumo de glucosa después del 

ejercicio no requiere de insulina (Richter y cok., 1985 y Wallberg4lenrickson y flollozy. 

1984), es desconocido el mecanismo por el cual se estimula el transpone de glucosa 

(Guama y col., 1994). 
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De los estudios realizados por Sternlicht E. y colaboradores en 1989 con vesículas 

aisladas de sarcoleina mostraron que el ejercicio y la insulina incrementan la 	del 

transporte de glucosa en un límite similar, sin alterar la K. Los datos indican que el 

ejercicio incrementa el transporte de glucosa solamente por un incremento en la velocidad 

de recambio de las moléculas transportadoras. 

El hecho de que el ejercicio y la insulina trabajan a través de diferentes mecanismos 

para incrementar el transporte de glucosa ha sido sugerido por (intim:Me y 1 lollozy en 

1982 y por Nesher y colaboradores en 1985. 

Otro factor que regula el transporte de glucosa es el glucógeno. Existen trabajos en 

los que se ha observado que en músculo esquelético perfundido el consumo de glucosa con 

altos niveles de glucógeno es menor que en músculos con niveles de glucógeno normales 

(Richter y Galbo, 198(9. 

Hespel y Richter en 199(1 encontraron una diferencia en el consumo de glucosa en el 

músculo esquelético de rata dependiendo de los niveles de glucógeno muscular antes de la 

estipulación eléctrica. Los resultados demostraron que el consumo de glucosa puede variar 

por varios factores. Un l'actor posible es a través de la velocidad del transporte de glucosa 

en la membrana muscular, la cual podría estar afectada directamente por la concentración 

de glucógeno o, por la producción de metabolitos intracelulares durante la degradación del 

glucógeno, o por el mecanismo molecular detrás de la activación de los transportadores de 

glucosa. si están afectados por la concentración de glucógeno muscular. 

Por otro lado, es conocido que en el corazón la presencia y sobre todo 'el 

metabolismo de los tic:idos grasos disminuye el consumo de glucosa por inhibición de 

varios pasos en la vía glucolitica. Se ha postulado que los ácidos grasos inhiben el consumo 

de glucosa en tres niveles importantes: I) Transporte de glucosa, 2) Actividad de las 

enzimas: hexoquinasa y fosfofructoquinasa y 3) Actividad de la pinivato deshidrogenasa 

(Nelly y Morgan, 1974). 
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Acción de la insulina 

En el tejido adiposo y el músculo la glucosa entra por difusión facilitada pero es 

regulada por insulina y otras hormonas (Simpson y Cuslunan. 1981)). 1.a insulina es una 

hormona peptídica secretada por las células 15 del páncreas, la cual posee un peso molecular 

de unos 6000 daltons. Consta de dos cadenas peptidicas (le 21 y 30 aminoácidos 

denominadas cadenas A y 13 respectivamente, con tres puentes distilfuro. dos intereitienarios 

y uno iniracatenario. 

El nivel de glucosa en el plasma es el determinante más importante de la lasa de 

liberación de la insulina. Tanto la síntesis como la secreción se estimulan cuando el nivel de 

glucosa plasmática aumenta y se inhibe cuando éste disminuye. 

Los efectos metabólicos de la insulina se inician por la interacción de la hormona 

con un receptor altamente específico en la membrana plasmatica de la célula blanco. Esta 

unión es saturable, muy específica y tiene una afinidad muy alla. Es probable que la 

mayoría de los efectos biológicos comiencen por la interacción insulina-receptor 

independientemente de la posterior internalizacióit de la insulina unida a los receptores por 

las células blanco (Kali!), 1985; Czech, 1985). 

Por medio del liso de cromatografía de afinidad y marcación por lotoitfinidad se ha 

purificado y caracterizado totalmente a los receptores de la insulina (Czech, 1985 y Kahn, 

1985) y se ha donado su ADN complementario (3311rich y cols., 1985; Ebina y cols., 1985). 

El ieceptor de insulina es una glieoproteína intrínseca de membrana que consiste de dos 

subunidades (135 Kd) y dos subunidades 15195 K(1) unidas por tres puentes disul furo, 

Estas estructuras dinámicas, en condiciones fisiológicas y patológicas pueden 

modificar su capacidad de unión. Los niveles circulantes de la hormona pueden modificar o 

regular a sus propios recepiores.Una disminución de la insulina circulante facilita su unión 

con el receptor, y a la inversa (clown regulation). El aumento o la reducción de la capacidad 

de fijación de la insulina se deben a una variación de la afinidad del receptor por la 

hormona, o a la modificación del número de receptores. 

El receptor activado por la insulina es una enzima que catalina la fosforilación de 

residuos de tirosina de la misma molécula receptora y de otras proteínas blancolos 
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dominios de tirosina cinasa del receptor están localizados en la parte citoplasmatica de las 

subunidades jl. Los centros de unión de la insulina están en las subunidades 	en tia parte 

extracelular de la membrana. La unión de insulina promueve la actividad tirosina cinasa del 

receptor y el receptor activado fosforila dos residuos de iirosina. Esta autofusforilación 

incrementa a Su vez la capacidad propia para fosforilar residuos de tirosina en proteínas 

blanco. Cabe mencionar que entre las proteinas blanco se encuentra la ealmodulina 

(proteína tuoduladora de diferentes actividades enzimaticas dependientes de Ca"). Se ha 

demostrado que la insulina induce la fosilwilacion de ésta, además de que sirve como 

sustrato para la actividad cinasa asociada al receptor (Graves y cok., 198(i; Wong y (MIN.. 

1988). La fosforilación de residuos de serbia y treonina por la proteína cinasa A (activada 

por AMPcíclico) y la proteína cinasa C (activada por fosfoinosítido) disminuyen la 

actividad tirosina cinasa del receptor. En cualquier caso, la activación de la tirosincinasa del 

receptor a insulina parece ser la señal inicial de la acción hormonal. 

La insulina facilita también la síntesis de diacilgliccrol a partir de los fostandil-

inositoles de membrana, que a su vez son activadores de la proteína cinasa C a la que 

podemos considera• como un elector de la actividad celular. Hasta el momento se 

desconoce el mecanismo por el cual la insulina provoca estos erectos (Zorzal)°, 1988). 

En adipocitos la insulina produce una rápida activación de la fosfolipasa C, enzima 

que canaliza la formación de inositol trifoslato, el cual induce la liberación de Ca" 

intracelular, por lo que el calcio pudría ser un mensajero intracelular importante de esta 

hormona dentro de la cascada de reacciones que desencadena. 

Además la insulina ejerce un control importante sobre el metabolismo de 

carbohidratos, lípidos y proteínas (Lawrence, 1992). Por ejemplo, favorece la síntesis del 

glucógeno por activación de la glucógeno sintelasa e n'activación simultánea de la 

degradación del glucógeno por reducción de la actividad de la glucógeno fosIbrilasit. Sobre 

la vía glucolítica activa la fosfofructocinasa, piruvatocinasa y piruvato deshidrogenasa 

(Neely y Morgan, 1974). 

Uno de los efectos inmediatos de la insulina es la hiperpolarización de la membrana 

plasinatica, un efecto que debe reflejar los cambios de flujo de iones. In vivo altera l❑ 

distribución del sodio y del potasio entre los espacios extracelular e intracelular. Hay 

15 



evidencias de que la insulina actúa directamente sobre la ATPasa sodio y potasio unida ala 

membrana (Hougen y cols., 1978). Por olio lado, la insulina activa los sistemas de 

transporte para las hexosas, aminoácidos y iones. 

La insulina estimula el transpone de glucosa a través de un incremento en la 

velocidad 	de transporte (V„,,,,.) mas que por un cambio en la afinidad (K„,) del 

acarreador para la glucosa (Vinten y cols.. 1976; Sternlicln y cols., 1988 y 1989). 

Conceptualmente surgen dos mecanismos que pueden ser considerados para 

incrementar la V,„;;,. en el transporte de glucosa en respuesta a la insulina: el primero 

involucra un cambio en la actividad intrínseca del transportador de glucosa en la membrana 

plasininica, tal que cada acarreador transportaría la glucosa con una velocidad más rápida; y 

el segundo comprende un incremento en el Illimero de transportadores de glucosa 

funcionales en la membrana plasmática expuestos hacia el medio extraceltilar (Karnieli y 

col., 19811. Este ultimo modelo fue propuesto independientemente por 'E Kono y K. Suzuki 

de la Universidad de Vanderbilt en Tennessee y por S.W. Cushman y L.J. \Vardzal;t de los 

Institutos Nacionales de Salud en Re►hesda. E.U.A. en 1980. 

La hipótesis de la translocación de los transportadores por acción de la insulina (Fig. 

1), la cual apoya un incremento en el número de transportadores expuestos en la membrana 

plasmática propone los siguientes eventos: a) la insulina se une a su receptor específico en 

la superficie celular induciendo una señal, sin embargo, la naturaleza de esta todavía 

permanece desconocida a pesar de una intensa investigación (U), 1985 y Czech, 1985); 

b) en respuesta a esta señal las vesículas intracelulares que tienen al acarreador de glucosa 

son transportados por un mecanismo semejante a la exocitosis hacia la membrana 

Mas:mítica de una manera comparable a los procesos de secreción celular (Pollard y cols., 

1979 y Mehler y cols.. 1980); e) la fusión de estas vesículas con la membrana plasmática, 

expone a los transportadores de glucosa con la membrana celular e incrementan la actividad 

del transporte de glucosa. d) finalmente los transportadores de glucosa son reciclados hacia 

el mismo reservorio intracelular por un mecanismo endochico similar a la cndocitosis 

mediada por un receptor (Sil yermen) y col. 1977). 
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Existen diferentes trabajos donde se ha estudiado el modelo de la translocación de 

los transportadores de glucosa por efecto de la insulina por ejemplo: en adipoeitos de rata 

(Suzuki y Kono. 198(1; Oka y Czecb. 1984). en músculo esquelético (KIM y col.. 1987: 

Sternliebt y col.. 1988 y 1989; Donen y col.. 1989 y 1990), en corazón de la rata ilanmeili 

y col., 19881 y en miociios de rata (Slot y col., 19911. 

Within:the y colaboradores (1984) investigaron la acción de la insulina sobre el 

transporte de glucosa en el corazón de la rata. L•n este estudio, los corazones fueron 

pe•fundidos con insulina y sin insulina. posteriormente fueron boinogenizados y 

fraccionados por una centrifugación diferencial. 

Los resultados obtenidos por estos autores indican que una parte de la actividad del 

transporte de glucosa en corazones de rata es recuperada en dos fracciones subcelulares 

designadas como fracción P•5 y P-6. 

La fracción P-5 está enriquecida con 5' -11LICICOlidatia, con el receptor a la insulina 

(1251) iodoinsulina y p-nitrofenilfostatasa sensible a ouabaina, las cuales son marcadores de 

la membrana plasmática, la cual está asociada a 1;1 actividad del transporte de glucosa. 

La fracción P-6 coincide con la actividad de la enzima UDPGal:N-

acetilgluc•osamina galactosiltransferasa, un marcador enzimátieo del aparato de Golgi. al 

cual es posible que los transportadores estén incorporados en las membranas de este 

organelo ó con vesículas de sedimentación similares a las de Golgi (Wahmahe y cols.. 

1984). 

Los resultados muestran que la insulina incrementa significativamente la actividad 

del transporte de glucosa en la fracción P-5 en 1.59 veces. Mientras que la insulina 

disminuye la actividad considerablemente del transporte de glucosa en la fracción P-6. 

Estas observaciones sostienen la visión que al igual que en adipocitus, la insulina 

incrementa el transporte de glucosa en corazones de rata por inducción de la translocación 

de los transportadores de glucosa desde un sitio intracelular (fracción P•6) a la membrana 

plasmática (en la fracción P-5). En concordancia con los resultados de Morgan y cols. 

( 1961) la insulina estimula la actividad del transporte de glucosa aproximadamente 2 veces 

en el corazón de rata perfundido. 
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Relación del Ca“ intraceltilar y el transporte de glucosa 

En una amplia variedad de células, el principal paso 1i: tibante en el consumo de 

glucosa parece ser su transpone a través de la membrana plasmatica. Puesto que la demanda 

de glucosa puede fluctuar dependiendo de diversos estados funcionales, es necesario que la 

capacidad del sistema de transporte pueda ser variado. Ni hecho de que la tasa de consumo 

de la glucosa pueda estar incrementada hasta 20 veces en pocos minutos, indica la 

existencia de un potente mecanismo activador para el transpone de glucosa. 

Se ha propuesto que el calcio, la calmodulina y la activación del sistema de 

microtúbulos pueden actuar como activadores del transporte de glucosa (("lausen, 1980). 

Con respecto al papel del ea" citoplasmatico y el transporte de glucosa, se han 

estudiado los electos de varios agentes que estimulan la liberación de calcio de reservorios 

intracelulares en los distintos tipos celulares. El calcio puede ser liberado del retículo 

sarcoplásmico por estimulación eléctrica, despolarización con K' y cafeína. En todos estos 

casos, hay un rápido aumento en el flujo de .15(7¿ +4' coincidiendo con una estimulación de la 

captación del 3-0-met ilglucosa (Clausen y cols., 1975). 

En el músculo esquelético la velocidad del transporte de glucosa se ha relacionado 

con la frecuencia de la contracción muscular (1Iolloszy y Naraliara, 1965). 1..as evidencias 

indican que los estímulos para incrementar el transporte de glucosa pueden ser 

proporcionados por eventos asociados con el acoplamiento excitación•contracción y se ha 

sugerido que los iones de ea'.  pueden actuar como una conexión entre la contracción 

muscular y la regulación del transporte. 

Los mismos autores en 1967 demostraron el electo de la despolarización con K* 

sobre el incremento en la captación de 3-0-metilglueosa en músculo sartorio de rana en 

presencia de calcio en el medio de incubación.Además las contracturas producidas por 

cafeína (agente que facilita la liberación de calcio del retículo sarcoplásinico) fueron 

asociadas con un incremento en la permeabilidad al 3-0-metilghicosa, indicando el efecto 

estimulador de la actividad contráctil sobre el transporte de glucosa (htollos/y y Narabara, 

1967). 
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Otra evidencia indirecta de la importancia del calcio en el control del transporte de 

glucosa fue presentado por Bibler (1068). quién demostró que la inhibición del transporte 

activo de Na'-K' en el diafragma de rata lleva a la estimulación de la captación del 3-0-

inetilghicosa. El autor propone que el incremento en Na' intracelular podría estimular al 

intercambiado:* Na'-Ca —  a través de la membrana plasimilica, resultando en un aumento de 

los niveles de Ca" citoplasmatico, e incrementando el transporte del anlear. Corno la 

inhibición de la bomba 	lleva a las contradigas (Kohl] y Chnisen, 1971 y Invin y 

Oliver, 1970) hay pocas dudas en relación a que el Ca-  enoplasmatico estuviese 

incrementado. 

En los últimos años Youn y colaboradores (1991) porpoicionaron evidencias de que 

un aumento en la concentración de Ca" citoplasnaico produce un incremento en el 

transporte de glucosa en el músculo esquelético, aún con concentraciones de Ca" 

citoplasmatico demasiado bajas para causar la contracción muscular. Para elevar la 

concentración de Ca" citoplasmático usaron compuestos como N-(6-aminohexil)-5-cloro-

l-naftalenosulfoamida (W-7) y cafeína, los cuales causan la liberación de Ca" del retículo 

sareoplásinico vía los canales que regulan la liberación de (a' inducida por Ca" (Palade. 

1987). Las concentraciones de W-7 en el rango de 50 y 100 un no aumentaron la tensión 

muscular, por lo que en estas concentraciones el incremento en Ca" esta por debajo del 

umbral para la contracción muscular; pero el transporte del 3-0-metilglucosa se incrementó 

entre 6 y 8 veces respectivamente.También pequeñas concentraciones de cafeína (2.5 y 3 

mM) no provocaron la contracción muscular, pero si un pequeño incremento en el 

transporte de glucosa. Es decir, 30 minutos de incubación del músculo con 3 niM de 

cafeína causa un incremento de aproximadamente 3 veces el transporte de glucosa. Fri 

conclusión estos autores proporcionan evidencias directas que el aumento en Ca" 

citoplasmático produce un incremento en el transporte de glucosa, independientemente de 

la actividad contráctil del músculo esquelético. 

Se ha propuesto que el mecanismo a través del cual el calcio juega un papel 

importante en la regulación del Iransporle de glucosa en la membrana plasmigica es por un 

mecanismo similar a la exodtosis (Clatisen, 1980), incrementando el número de 
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transportadores por reclutamiento de vesículas intracelnlares que los contienen, de una 

manera similar a la Secreción de hormonas y neurotransmisores. 

La propuesta de este mecanismo se fundamenta en el hecho de que la secreción de 

hormonas y neurotransmisores pueden ser inducidos por ionóforos de calcio y la 

estimulación fisiológica de la exocilosis ha sido acompañada con incrementos en el Ca" 

ciiosolico (KIM, 1984). El ion calcio ejerce una profunda influencia en muchos procesos 

biológicos. tales COMO la motilidad celular, contracción muscular, movimienio de 

cromosomas, liberación de neurotransmisores, endocitosis y exocitosis (Cheung. 1980), 

catión ha sido considerado como una señal para llevara cabo la exocitosis (DeLisle y 

Williams. 1986) y como un requerimiento químico para la fusión de las membranas (klip. 

19841. 

La participación del calcio depende (le la activación de proteínas estructurales 

específicas como la CalillOdUlina. I. a calmodulina por sí misma no es activa, su forma activa 

la constituye el complejo CIL' f-calmodulina cuyo ensamblaje le confiere otra conformación. 

(Cheung, 1980). 

Se ha descrito que el complejo Ca"-calmodulina estimula una proteína cinasa glte 

fosforila a la tubulina. La fosforilación cambia las propiedades físicas y químicas de la 

n'Indina, la cual se agrega ;tara formar estructuras filamentosas y estos filamentos 

interactúan con la membrana facilitando procesos como el movimiento de los cromosomas 

en la anidase (MarCUM y cols., 1978), la liberación de los neurotransmisores (DeLorenzo y 

cols.. 1979) y posiblemente la fusión de vesículas que contienen a los transportadores de 

glucosa (CILLIT 4) en las células cardíacas. 
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Efecto de la trifluope•aziva sobre el consumo de glucosa producido por 

insulina. 

En los últimos anos, ha quedado bien establecido que muchos de los electos 

biológicos del Ca" son dirigidos por la actividad específica de tina proteína reguladora 

dependiente de Ca' 'como es la calmodulina (Cheung, 19801. 

La Call110dIllilla se 	 con el mecanismo de la exocitosis de vesículas 

secretoras (DeLesli. 1986), por lo cual al utilizar un inhihidur como la Ifl111.10pel'aillla. cabe 

esperar que el mecanismo de exocitosis para reclutar las vesículas intracelulares que 

contienen al transportador de glucosa GLI.IT-1 sea inhibido, produciendo un decremento 

tanto en el transporte como en el consumo de la glucosa. 

I..a trilluoperazina es un derivado de la lenotiazina, la cual es usada frecuentemente 

cuino un fármaco antipsicótico, Sin embargo, la trifluoperazina posee la propiedad de ser 

un inhibidor de la calmodulina, por lo que al unirse éstas, la calmodulina queda 

biológicamente inactiva (Cheung, 1980). 

Existen diversos trabajos donde se evalúa el mecanismo de acción de la 

trilluoperazina pata inhibir la exocitosis; por ejemplo, al interactuar C011 la calmodulina en 

la secreción de insulina. Krausz y cols. (1980) reconocen que la glucosa es un importante 

cstimulador en la secreción de insulina. la cual actúa modificando el flujo celular de Ca". 

Al utilizar la trifluoperazina, observaron que la secreción de insulina mediada por glucosa 

se inhibía en los islotes pancreáticos. 

En un examen más detallado, Schuban y cols. (1980) utilizaron onabaina y K' para 

estimular la liberación de insulina en insulinomas de hamsters. Puesto que la glucosa es 

ineficaz para estimular la secreción de insulina en estas células, la ouabaina y la 

despolarización con lefueron usados para estimular la secreción de insulina, mediante el 

alimento en el flujo celular de Ca". Y al igual que Krausz, la trilluoperazina inhibió la 

secreción de insulina en estas células. 

Estos resultados sugieren, que la calmodulina mediada por calcio regula la secreción 

de insulina y que la trilluoperazina inhibe esta secreción, al parecer en un punto posterior a 

la entrada de Ca". La idea de que la irifluoperazina actúa después del aumento del Ca" 
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eitosólico se basa en el hecho de que la despidan/ación de la membrana plasmútica con 

m'Irania o K'causa un incremento en la entrada de Ca" y esto no se ve alterado por el 

fármaco. 

Puede concluirse que la trilluoperazina inhibe una parte del mecanismo de 

liberación de insulina, y que la calmodulina juega un papel importante en este mecanismo 

de secreción mediada por calcio. en un sitio entre el metabolismo de la glucosa y el 

incremento del Ca" 

Por otro lado se han obtenido evidencias, con las cuales se eVailla la participación de 

la calmodulina en la activación del transporte de glucosa, a través de los transportadores de 

glucosa básicamente por los trabajos de Shechter (1984) quién utilizo células adiposas y por 

Guarner y cols. (1993) quienes utilizaron el músculo esquelético como modelo. 

En los estudios de Shechter se observa que el electo de la trifluoperazina sobre el 

consumo de 2-deoxiglucosa inducido por insulina fue dosis dependiente, es decir la 

inhibición de un 15% en el transporte del 2-deoxiglucosa en las células adiposas fue con 

una concentración de 70 ltM, mientras que la inhibición completa se encontró con una 

concentración de 150 blM de trifluoperazina. Así la fenonazina inhibe la acción 

estimuladora de la insulina sobre el transpone de la hexosa. 

Guarner y colaboradores (1993) itunbién informaron que la trifluoperazina inhibe el 

incremento en el consumo de glucosa producidos por la insulina en el músculo esquelético. 

Esto lo obtuvieron al perfundir la musculatura de la pierna trasera de rata por medio de la 

cateterización de la arteria !Colora] con diferentes soluciones conteniendo insulina 10,000 

p Uhnl y diferentes concentraciones de trilluoperazina. ¡31 consumo de glucosa inducido por 

insulina disminuyó con una concentración de UY y se observó una inhibición total con las 

dosis de I (.).h  y 10.6  de trifluoperazina (Fig. 2). 

Así los resultados muestran la importancia del Ca" y la calmodulina como los 

posibles segundos mensajeros de la insulina, puesto que el Ca" y la calmodulina deben 

interactuar para producir la translocación de las vesículas j'unicelulares conteniendo a los 

transportadores de glucosa (GLUT4) y fusionarse con la membrana plasmatica de las 

células cardíacas, incrementando por lo tanto el consumo de la glucosa. 
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Fig.2. Cambios en el consumo de glucosa en la perfusión de la pata trasera de la rata. En 
condiciones control (A). O Perfusión con solución Tyrode, e Perfusión con solución 
Tyrode + trifluoperazina t0 M. En condiciones experimentales (13). 0 Perfusión con 
insulina (l() 000 Ittl/m1), O  Insulina (10 000 Ittllinl) + trifluoperazina 10.1“ M. A Insulina 
( I O 0(X) p11/oil) + trilluoperazina le y A insulina ( I O 000 	+ irilluoperazina 10.6  
M Tomado de Guarner y cols. European Journal of Pliannumlogy,( 1993) 237: I 39-141. 
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HipoTEsis 

Si el complejo Ca''-calmodulina participa en el mecanismo de exocitosis de vesicular 

intraccluhu•es yue contienen las moléculas transportadoras de glucosa (Gl,l.•1'4) en las 

células (id 	 por insulina. id inhibir la Call110ffillilla con un apellIC CO1110 la 

trifluoperazina se observará un decremento en el consumo de la glucosa por el miocardio. 

l'ara probarla se proponen los siguientes objetivos: 

onirrivo GENERA!. 

Evaluar la participación del complejo Cu' `-calmodulina como un elemento en el proceso de 

exocitosis de las vesículas int•acelulates que contienen el transportador ((i1_U'I'•l) para 

incrementar el transporte (le glucosa a través de las membranas plamíticas de las células 

cardíacas inducido por insulina. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

I.- Determinar el consumo de glucosa del músculo cardíaco por el método de LangendorIT. 

2.- Además determinar el consumo de glucosa del músculo cardíaco en presencia de 

distintas concentraciones de insulina y en las mismas condiciones pero agregando un 

inhibidos de la calmodulina, como es la trilluoperazina. 



MiVITIZIAITS Y NIETODOS 

Con el propósito de conocer la participación del complejo calcio-calmodulina sobre 

el consumo de glucosa en el miocardio se realizaron distintas series experimentales sobre 

los corazones de ratas macho de la cepa W istar de 250-290 gramos. 

I..as ratas se sacrificaron por dislocación cervical y se disecó el corazón. Los 

corazones fueron aislados y montados con la técnica de Langendorff (Neely y cols.. 1907) 

para ser perfundidos con una solución Tyrode modificada durante 2(1 minutos 

aproximadamente, hasta que el corazón se estabilizara. es decir. que las arterias coronarias 

quedarán libres de sangre y la frecuencia cardiaca se mantuviera constante. El tiempo que 

transcurrio entre la extirpación del corazón y la iniciación de la perfusión 1.110 nunor de 4 

minutos. 

La técnica de Langendorff consiste en canular la aorta del corazón aislado e iniciar 

la perfusión de las arterias coronarias a una presión constante. La técnica permite proveer 

de un adecuado control de sustratos y oxígeno a los corazones aislados. Ell esta preparación 

la velocidad de perfusión ejerce una presión ala aorta, sin embargo, el flujo coronario no se 

ve afectado en rangos muy amplios de presión arterial. Una ventaja más de esta técnica e; 

que los sustratos y el oxígeno son liberados a las células vía una circulación capilar intacta 

1Neely y Morgan. 19741. 

I.a solución de Tyrode modificada que se utilizó contenía lo siguiente: (en inkliml) 

NaCI 136.9, KCI 5.4, CaCl, 1.8, MgCl2 1.05, Nalle.03  11.9, NaI1PO4  0.33 y Glucosa 5.5. 

ajustada a un 141 de 7.4. La solución fue burbujeada constantemente con una mezcla de 

al 9S% y (le CO,  al 5% y la temperatura se mantuvo a 375C. Se utilizó una bomba 

(Sigmamotor) para perfundir la solución a una velocidad constante. 

Se inició la perfusión experimental recirculando sólo 30 ml de Tyrode a un flujo de 

7.5 ml/minuto. Se midió la absorbancia de la concentración inicial de glucosa en el Tyrode 

y la absorbancia de las concentraciones de glucosa a los 15 y 30 minutos de iniciada la 

perfusión para estimar el consumo de glucosa. lisio se realizó mediante el método de 1;1 

glucosa oxidasa (Trinder-SIGMA); esta consiste en minar una muestra de 20 10 en el 

tiempo indicado de la perfusión y colocarla en un tubo de ensaye, al que se le agrega 2.5 tul 

del reactivo glucosa-oxidasa. Los tubos de ensaye se colocaron en baño María a 30°C. por 
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20 minutos y posteriormente se midió la absorb;au•ia de cada muestra en un 

espeetrofotómetro (Perkin-Ehner Jr111) a una longitud de onda de 505 lun. 

El reactivo de la glucosa-oxidasa se utiliza para determinar la concentración de 

glucosa en sueros o plasmas por métodos enzimáticos. Las reacciones enzimaticas 

involucradas en la determinación son: la glucosa es primero oxidada a ácido glucónicu y 

peróxido de hidrógeno, esta reacción es cambiada por la glucosa oxidara. El peróxido de 

hidrógeno formado reacciona con la 4-aminoantipirina y el sulfonaio p-hidroxibenzeno en 

presencia de una peroxidasa turnia un colorante de quinoneinuna. I..a intensidad del color 

producido es directamente proporcional a la concentración de glucosa en las muestras. 

Para la realización de las distintas series experimentales los corazones se dividieron 

en cuatro grupos experimentales I) Controles (1-=8), los cuales durante iodo el período de 

perfusión recibieron sólo solución Tyrode; además se realizó un grupo control. donde los 

corazones fueron perfundidos con Tyrode y la dosis de trifluoperazina 10 8M durante 15 y 

30 minutos de perfusión para determinar que la trifluoperazina no posee por si misma 

ningún efecto sobre el consumo de glucosa. 2) Para determinar el efecto de la insulina sobre 

el consumo de glucosa en el corazón de rata se realizó un segundo grupo experimental. 

donde se perfundió con diferentes concentraciones de insulina, que van de 50. 100, 250. 

500 y 1001) int.1/ml. Para cada dosis se utilizó una 

3) Para evaluar la participación de 1:1 calmodulina en el consumo de la glucosa inducido por 

la insulina se realizó un tercer grupo experimental, en el que los corazones se perfundieron 

con 500 11W/tul de insulina y distintas concentraciones de Irilluoperazina. desdé 10.j5M 

hasta 10:̀ 'M. Para cada dosis la n fue de 6. I..a trifluoperazina se utilizó como un inhibidos 

de la calmodulina. 

4) En el cuarto grupo experimental la perfusión de los corazones se hizo con distintas 

concentraciones de insulina 100. 250. 500 y 1000 inU/m1 y trifluoperazina lff sM. 

Los datos del consumo de glucosa se normalizaron tomando como el 100% los 

primeros 15 minutos de perfusión con tan sólo la solución Tyrode. 

Al finalizar cada experimento se determinó el peso del corazón en gramos para 

calcular el consumo de glucosa en pinol/II/g. Para determinar el consumo de glucosa. se 

calculó el numero de milimolas de glucosa en los 30 ml de TyTode recirculado en la 
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perfusión del corazón. Posteriormente se calculó la diferencia entre la conceniración inicial 

de milimolas de glucosa y la concentración al finalizar la perfusión (15 y 30 minutos). Esta 

diferencia se conviertio a micromolas y dividio por hora y por gramo de peso del corazón. 

Análisis Estadístico 

Se aplicó un análisis de Vill.ii1117i1 de una sola vía pata determinar los resultados de 

perfundir el corazón con las distintas concentraciones de insulina con respecto al control. 

Ademas se realizó una prueba de "I" de estudeni para 'nuestras independientes para evaluar 

las diferencias en la perfusión con insulina 500 inli/m1 y la trilluoperazina 0'M y también 

para determinar las diferencias entre la perfusión de distintas concentraciones de insulina y 

la dosis de trifluoperazina 10.8M. 
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RESULTADOS 

Con el propósito de conocer el consumo de glucosa en el corazón de rata adulta. se 

realizó un grupo (le experimentos controles. Esto es. los corazones Rieron aislados y 

perfundidos con la técnica de Langendorif suministrándoles 30 ml de solución Tyrode 

modificada recirculada durante 15 y 30 minutos para determinar el consumo de glucosa. En 

los controles se observó que el corazón consume a los 15 minutos 68.46 1 9.75 (n:=8) 

innolits/h/g de glucosa y a los 30 minutos el corazón consume 45.42 1. 3.77 lumias/11/g de 

glucosa. Estos valores se muestran como (C) en la gráfica 3. 

Para determinar el efecto de la insulina sobre el consumo de glucosa en el corazón 

de rata se realizó un primer grupo experimental, donde se utilizaron diferentes 

concentraciones de insulina y se muestran en la figura 3. Se montaron muestras a los 15 y 30 

minutos de perfusión para estimar el consumo de glucosa. 

En la figura 3 observamos un incremento del 36% y 27% en el consumo de glucosa 

producido por insulina a los 15 minutos con las concentraciones de 50 y 100 intl/m1 

respectivamente; con 250 mal/mide insulina el consumo de glucosa se incrementó hasta un 

66%, mientras que el consumo de glucosa se incrementa hasta en un 100% con respecto del 

valor control con concentraciones de 500 y 1000 mU/m1 de insulina. Estadísticamente los 

resultados con 250, 500 y 1000 mil/m1 de insulina son significativos con una prueba de 

ANOVA con una p<0.001 y una f=15.72 con respecto al control en una prueba de contraste 

de Scheffé. Mientras que a los 30 minutos de perfusión los incrementos en el consumo de 

glucosa fueron más discretos en todas las concentraciones de insulina y no se observaron 

diferencias significativas con respecto al control. 

La figura 4 muestra los resultados de la tercera serie experimental. 1..,a perfusión del 

corazón de rata adulta con la concentración de 500 intilml de insulina, con la cual se 

obtuvo el máximo consumo de glucosa y diferentes concentraciones de irifluoperazina. 

El consumo de glucosa producido por la insulina disminuyó con las diferentes dosis 

de trifluoperazina de una manera dosis dependiente. Esto es, durante los 15 minutos de 

perfusión se observa una pequeña inhibición con las dosis (le I0-en  y 10". mientras que con 

las dosis de 10'8  y 104' se presenta la mayor inhibición significativa con una prueba de "I" 
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de e`aUdelli COU una p<(1.01. Posteriormente, a los 30 minutos de perfusión la inhibición de 

la trilluoperazina a dosis de 10.1" y 10'9  fue muy discreta y sólo con la dosis de 10 ''' la 

inhibición fue estadísticamente significativa con una p<0.05. 

En la figura 5 se muestran los resultados de la perfusión del corazón con distintas 

concentraciones de insulina y la dosis de trilluoperazina IIVM sobre el consumo de 

glucosa, a los 15 y 30 'Innatos de perfusión. En el panel t A) se observa que la 

trilluoperazina t0 M prácticamente no nene efecto inhibidor sobre el consumo de la 

glucosa estimulado por insulina en concentraciones de 100 y 250 nal/ml, ademas con la 

concentración de 1000 mll/111 la trilluoperazina tiene un electo discreto. Tan solt) 

obtuvimos un electo inhibidos de la trilluoperazina del Ú0' sobre el consumo de glucosa 

producido por insulina a una concentración de 500 	El panel (A) muestra los datos 

de la perfusión del corazón a los 15 minutos de ésta. 

El panel (B) presenta los datos a los 30 minutos (le perfusión del corazón eón las 

distintas concentraciones de insulina y la trilluoperazina t0 r M. Se observa que con la 

concentración de 100 mlihnl de insulina el efecto inhibidor de la trilluoperazina es discreto 

sobre el consumo de la glucosa y que con la concentración de 250 inUinil no se observa 

ningún efecto; mientras que con la concentración de 1000 intl/m1 de insulina y la de 

trifluoperazina se observa un incremento en el consumo de glucosa estadísticamente 

significativo con una prueba de 	de estudent con una p<0.05. 
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Fig. 3. Efecto de diferentes concentraciones de insulina sobre el consumo de elucosa en el 
corazón de rata adulta. Se observa un incremento discreto del 30% en el consumo de 
glucosa con concentraciones de 50 y 100 mU/ml de insulina; en contraste el consumo de 
glucosa se incrementa en un 100% del valor en el control con concentraciones de 500 y 
1000 inUM11. durante los 15 minutos de perfusión experimental. A los 30 minutos de 
perfusión el consumo de glucosa decae con respecto a los valores observados a los primeros 
15 minutos de perfusión. (C) corresponde a los datos control. Los resultados son 
estadísticamente significativos con una p<0.001 con respecto al control. 
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rata adulta.  Se observa.  que el incremento en el consumo de glucosa producido por la 
insulina a una concentración de 500 mU/ml se inhibe con la presencia de diferentes dosis de 

trilluoperazina. La mayor inhibición se presenta con una dosis de trifluoperazina de 10
., 

 M. 

tanto a los primeros 15 minutos de perfusión como a los 30 minutos de ésta. Los resultados 

son presentados como la media ± E. S. de cada serie experimental con una n = 6. ("') Los 

resultados son significativos con una p<0.01 a los 15 minutos de perfusión y una p<0.05 
para los 30 minutos. 
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l'Secto de distintas concentraciones de insulina y trifluoperazina sobre el consumo de 

2lucosa en el corazón de rata adultadurante 15 minutos (A)_y_30 minutos de _perfusión 1111 
Se observa que la trilluoperazina con una dosis de 10'' M no tiene electo sobre el 
incremento en el consumo de glucosa producido por la insulina a dosis enirc 100 y 250 

y con la dosis de 1000 in(Jiml de insulina el efecto inhibidor de la trifluoperazina 

es muy poco (panel A). A los 30 minutos de perfusión se observa un efecto inhibidor de la 

trifluoperazina muy pobre con las dosis de insulina 100 y 250 	mientras que con la 

concentración de insulina 1000 	la trifluoperazina nene otro tipo de electo sobre el 

consumo de glucosa. Los resultados representan la media ± E.S. de una oz--6 para cada serie 

experimental. Los datos son estadísticamente significativos ('') con una p<0.01 y una 
p<0.05 a los 15 y 30 minutos de perfusión respectivamente con la dosis de 500 inUinil de 

insulina. 



DISCUSION 

El propósito de este trabajo fue evaluar 1;1 participación del complejo Ca''-

ealmodulina en el proceso de exocitosis inducido por insulina de vesículas intracelulares 

que contienen a los transportadores de glucosa (iLl.l.L1), permitiendo el paso de la glucosa 

a través de las membranas plasmaticas de las células cardíacas 

1..os resultados muestran en la figura 3 que el corazón responde a las diferentes 

concentraciones de insulina, por lo que el corazón incrementa el consumo de glucosa hasta 

el doble del valor control y por lo tanto el transporte de éste, durante los 15 minutos de 

perfusión. Esto se debe probablemente a que la insulina incrementa el transporte de glucosa 

en las células cardíacas por el mecanismo de exocitosis de los transporiadores Cil.t3T-1 que 

se encuentran asociados a pequeños elementos vesiculares de membrana y túbulos 

irregulares cerca del sarcolema, pero después de la estimulado!) los transportadores 

aumentan su proporción en los diferentes dominios de la membrana plasmatica (Slot y 

cols., 1991) permitiendo el paso de la glucosa. A los 30 minutos de perfusión, el incremento 

en el consumo de glucosa no es tan evidente, ya que este podría estar limitado por 

metabolitos secundarios ri enzimas glucolíticas que participan en la fosforilación (le la 

glucosa. 

Morgan y colaboradores (1961) observaron en corazones de rata perfundidos con 

insulina, que cuando se presenta una acumulación significativa de los niveles de glucosa 

libre intracelular provoca que el paso limitante en el control del consumo de glucosa cambie 

del transporte a la fosforilación de la glucosa. 

Se sabe que el consumo de glucosa por el músculo cardíaco está regulado en una 

serie de pasos de la conversión de este sustrato hasta acetil-CoA. La inhibición del consumo 

de glucosa se ha localizado a nivel de las enzimas hexoquinasa, fosfofructoquinasa-1 y 

piruvato dcshidrogcnasa. Estos importantes reguladores en la vía de la glucolisis son 

activados o inhibidos dependiendo de la actividad y requerimientos metabólicos del 

músculo cardíaco. La fosforilación de la glucosa es el primer paso en la glucólisis de las 

células cardíacas. 1„a reacción es catalizada por la hexoquinasa, En las células huy 

relativamente poca glucosa libre y la mayor parte de la glucosa intracelular existe en forma 

fosforilada (Lehninger, 1982). La hexoquinasa es una enzima reguladora que es inhibida 



por su propio producto de reacción. la glucosa-b-fosfato. 1:1 nivel l'unicelular (le glucosa-h-

foshuo es un factor importante que determina la velocidad de la tosforilación de la glucosa. 

Cuando la célula tiene una concentración elevada de glucosa-n-Tosfaio y no precisa de ella 

para atender a sus necesidades energéticas se inhibe la hexoquinasa. impidiéndose de este 

modo la formación de cantidades ulteriores del metabkiliki. teniendo como consecuencia 

una inhibición en la hisforilación de la glucosa y por lo tanto en el transporte de glucosa a 

través de las membranas cendales ( Manchester y cols.. 19911. Ademas MI incremento  en la 

concentración intraceltdar de glucosa-6•fost'ató v de  la jrnetimsit-6-fosnlio da como 

resultado la inhibición de otra enzima glucolítica, la fosforructoquinasa- I. la losforilación 

de la fructuosa-h-fosfato constituye el punto de control más importante de la secuencia 

glucolítica (131oxhain y Lardy, 1973; Mansour, 1972). I..a fosfofructoquinasa-1 posee 

múltiples moduladores negativos, entre los cuales caben destacar, concentraciones elevadas 

de ATP. de citrato y de ácidos grasos de cadena larga. Por ello, cuando se produce en la 

célula una concentración elevada de ATP o cuando se dispone de otros combustibles tales 

cuino los ácidos grasos o el citrato. la fosforructoquinasa- I se inhibe interrumpiéndose la 

glucólisis y por lo tanto el transpone de glucosa a través de las membranas celulares. 

Por otro lado. a nivel molecular muchas enzimas y proteínas son sometidas a la 

fosiorilación o deshisforilación en respuesta a la insulina. por ejemplo. se han realizado 

distintas investigaciones donde el calcio y la calmodulina participan en la cascada de 

eventos moleculares involucrados en la transdución a la señal de la insulina. 13ásicamente 

se ha mostrado que la calmodulina puede ser activada por la tirosina cinasa fosfaiada del 

receptor a la insulina (Woly y cols., 1988), y también que la insulina estiinula la 

fosforilación de la calmodulina (Graves y cols., 1986). Por lo tanto, se propone que el 

complejo Ca"-Calmodulina podría jugar un papel clave en la regulación (le funciones 

celulares en respuesta a la insulina. 

Se ha propuesto que la insulina aumenta los niveles de calcio iónico citoplasmatico. 

ejerce efecto sobre la liberación de calcio de la forma unida dentro de la célula y favorece el 

ingreso desde el líquido extracelular. Es posible que el calcio iónico a través de la 

calmodulina ejerce un control sobre los sistemas enzimilticos regulados por la insulina y 

éstos formen parte de los eventos moleculares que descencadenan la acción de la insulina. 



En la figura 4 se muestran los resultados de perfundir el coraz.on con insulina y 

distintas dosis de trifluoperazina. Este fármaco se utilizó porque posee la propiedad de ser 

un inhibidos de la calmodulina. por que al unir se a ella 1a inactiva. Se observa que el 

incremento en el consumo de glucosa producido por insulina es inhibido al bloquear la 

calmodulina, con las distintas dosis de trifluoperazina. Esto lo consideramos cono prueba 

de que el complejo Ca"-calmodulina participa en el mecanismo de exocitosis de las 

vesículas intracelulares que contienen a los transportadores de glucosa (G1..1.1T-Ii y llevar a 

cabo el transporte de glucosa a través de la membrana plasmlaica, 

Las distintas dosis de trifluoperazina inhibieron al complejo Ca"-calmodulina y por 

lo tanto el transporte de glucosa, pero se observa que esta inhibición no es completa. ya que 

el consumo de glucosa estimulado por insulina persiste en un 25% con respecto al control. 

Se observa que las dosis de trifluoperazina 10.8M y 104'M inhibe el consumo de glucosa en 

un 75% aproximadamente, por lo que se manifiesta que el transporte de glucosa estimulado 

por insulina no sólo esta restringuido al complejo Ca".ealmodulina, sino que el transporte 

de glucosa podría ocurrir a través de alguna otra vía molecular que no involucre a la 

calmodulina. 

N() es difícil de pensar en esta posibilidad, ya que la insulina podría activar el 

transporte de glucosa a través de distintos mecanismos y los segundos mensajeros 

involucrados en el mecanismo de acción de la insulina no estén restriguidos a la 

calmodulina, y porque no, al mismo calcio. 

Por un lado se ha observado la existencia de proteínas reguladoras dependientes de 

Ca" y diferentes a la calmodulina aún sín caracterizar (Chung, 1980), las cuales podrían 

promover la exocitosis inducida por calcio de las vesículas intracelulares (Wollheim y 

Sharp, 1981). Por ejemplo, algunas otras proteínas que fijan Ca" y que son reguladoras 

potenciales de actividades enzimiiticas al igual que regulan diferentes procesos celulares 

como la parvalbúmina, calsecuestrina, S-100, aequorin. También se ha descrito la 

existencia de un grupo de proteínas ciloplasmáticas homólogas denominadas anexinas 

(Cretas, 1992), las cuales están involucradas en el tránsito intracelular de vesículas, así 

como en la regulación de eventos dependientes de Ca", y que han sido propuestas como 

mediadores de la exocitosis. 
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Una de estas proteínas en particular la sine xina es capaz de promover la agregación 

de gránulos cromatines de la médula adrenal dependiente de Ca". También ha sido 

informado (Me la sinexina causa fusión de los gratuitos dependienta de ('a". Esto es la 

sine xina participa cuino un pegamento entre las membranas de las vesículas y la membrana 

plasma' ica tAlmers, 1990), 

Para el caso del calcio. ciertos electos de la insulina cuino la activación de la 

glucógeno sinletasa y la estimulación de la oxidación de la glucosa no requieren de la 

presencia de Ca*'. En realidad, un incremento del Ca l  citoplasmatico emito el resultado de 

la liberación de Ca** inducido por insulina ha sido propuesto como mediador de la hormona 

en músculo y tejido adiposo (Cheng y 1.arner, 19851. 

En numerosos informes se ha evaluado el papel del Ca' sobre el transporte de la 

glucosa estimulado por insulina. Por ejemplo, en el músculo soleo de rana la presencia de 

EGTA respondió a la acción de la hormona; igualmente despojando al músculo de (7;14 ' con 

EDTA y abastecerlo de Mg" permitió la respuesta de la insulina. Y la insulina en presencia 

de EGTA aun estimuló el transporte de glucosa en miocitos aislados y en células en cultivo 

Lo (Klip, 1984). Por lo tatuo, es evidente que el papel del Ca" en la acción de lit insulina 

no ha quedado bien establecida. 

Por ello, se han propuesto dos mecanismos de inducción de la exocitosis, uno 

involucrando Ca" y otro independiente de Ca". Por ejemplo se ha determinado que la 

liberación de insulina en hepatocitos estimulada por glueágon no es inhibida con 

trifluoperazina, sugiriendo que el AMPciclico regula la liberación de insulina por un 

mecanismo distinto del incremento de Ca" citosólico (Wollheim y Sharp, 1981). 

Los resultados en las figuras 5 muestran que la trifluoperazina con una dosis de Uf 

8
NI y las diferentes concentraciones de insulina no generan cambios significativos en el 

consumo de glucosa (panel A y 13). Sólo con la concentración de 500 intl/m1 de insulina, se 

observa una inhibición en el consumo de la glucosa, esto es quizás debido a la selectividad 

o especificidad del mecanismo de transporte de la glucosa. Como hemos discutido 

anteriormente, existe la hipótesis de la existencia de otras vías intracelulares que involucren 

el transporte de glucosa, y que tan solo la inhibición que se muestra en la figura 4 sea 
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específica para el complejo Ca''-calmodulina involucrado con el mecanismo exocitico de 

los transportadores de glucosa. 

En cuanto a la dosis de insulina 1000 inti/m1 y trilluoperazina en la figura 5 a los 30 

minutos el electo parece ser distinto. Esto es quizás. debido a que las células al estar 

expuestas a la insulina durante un período de tiempo prolongado, a menudo pierden la 

capacidad de responder a la hormona. De hecho, la degradación del receptor de insulina se 

acelera por exposición de las células al ligando, por lo que se manifiesta en una 

disminución en la concentración de receptores en la superficie celular (Zurzan°, 1988) y por 

consiguiente a una inhibición del mecanismo de acción de la insulina. 

d 

U11.1111Ekel., 
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CONCLUSIONES 

En el modelo experimental empleado el coraz.ón responde incorporando glucosa de 

manera dosis-dependiente a la concentración de insulina. FI consumo máximo se encontró 

ron una concentración de 500 tul l/m1 de insulina. 

Los bloqueadores de la calmodulina como la trifluttperazina inhiben el efecto 

estimulador de la insulina sobre el transporte de glucosa en el corazón. 

El efecto de la insulina sobre el incremento en el consumo de la glucosa es a trmes 

de la activación (le un proceso de exocitosis de vesículas j'unicelulares que contienen al 

transportador CiLU11, por lo que se propone al complejo Ca"-calmodulina cuino uno de 

los posibles segundos mensajeros de la insulina. 

El transporte de glucosa estimulado por insulina no sólo está restringuido al 

complejo Ca"-calmodulina, sino que el transporte de glucosa ocurre a través de alguna otra 

vía molecular, la cual no involucra a la calmodulina. 
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