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RESUMEN

La glucasi es un importante natiiente en o) metabolisnio celular, y antes de que esta
puedit ser wtilizada por Lis células debe wansportaise a tavés de fy membranga celular hacia
¢l citoplasma por un proceso de difusidn facilitadi, Bl paso de To glucosa al interior celul
no depende exclusivamente del gradiente de concentracion. sina tinthidn de la ntisnta
activithd metabolica y funcional de T céluka, de Ty disponibilidad del sustrato v de la
protefa acarreadora. La moléenla encargada de este dltimo proceso, lia sido caraclerizida
conw el transportador GLUTY en los muiiscalos esquelético v cardiaco, Se sibe que los
transportadores GLUT se encuentran almacenados dentro de vesiculas intracetnlares y que
st timero seincrementa cando por exocitosis se exponen en la superficie celular como
conseeuencia del efecto de Ja insalina, Bl caleio modula muchas uetividades intracelulares
travéds de su uhion a la calmodubing, Ja cual estimuda Jos mecanismos del tansporte de
vesiculas intvaceluliares. Por lo que en ¢l presente trabajo se estudio, Ia inhibicion del
mecanisimo de formacion del complejo Ca'*-calmoduling part vadorar su participacion en el
imecinisino de exocitosis de las vesiculas intracelulares que contienen las moléeulas
wansportadoras de L glucosn GLUTY en el miocardio, inducido por Linsubing,

Se wtilizavon tatas macho adultas de Ja cepit Wistar a Iis que se disecd ¢l corazan
quc fue perfundido por el sistema de Langendar(f . Se midid el consumo de ghicosalos 15
y 30 min. de perfusion con solucidn Tyrode, sol. Tyrode ¢ insulina (50, 100, 250, 500 ¥
1000 mUAnl) y sol. Tyrode, insuling y trifluoperazina (ishibidor de la cabmaduling). Se
observe quc'hl insulina incrementa el consumo de glucosa par ¢l mdseolo cardiaco hastt en
un 100% con respecto al valor control y que ta willuoperazing inhibe este efecto, Se
propine que el complejo Ca**-calmodulina interviene en el proceso de exacitosis de las
vesiculus intracelulares que contienen  los tansportadores GLUT y por lo tnto en 1
reguliacion de la difusion facilitada de Ja glucosa en ¢l miocardio, ya que cuando se inhibid

su formacion se observd una disminueidn en i incorporacion de i glicosi,



INTRODUCCION

La glucosa es una moléeula hidrofilica que atraviesa con dificultad las membranis
lipidicas. por lo timto requiere de vias de entrada especiticas, il coma el proceso de
difusion facilitaa (Lienhard y cols.. 1992), Existe una gran diversidad  de moléeufas
transportadoris de glucosa que regulan este transporte. Las moléeulas acarrcadoras se han
agrupado en una Tamilia conocida como GEUTs, cuyos miembros en general son
seinejantes en estructura y funcion. Se conocen por fo menos cineo miembros de esta
familia. La moléeula encargada de este proceso de difusion facilitada en el nuisevla
esquelético, en células adiposas y en ol miisculo cardiaco ha sido caracterizado como ¢l
transportador GLUTH(Pessin y Bell, 1992).

La difusion facilitada en células musculares no depende exclusivamente de Ta
diterencia del gradiente de concentracion entre cl espacio intracelular y el exiracelulur, sino
también de factores como la actividad metabolica y funcional de lu célula, cambios en la
disponibilidad de sustratos, hormonas conw la insulina y ademds ef ejercicio, los cules
actiian como sefiales de retroalimentacion para ajustar L tasa del ransporte de la glucosa
(Elbrink y Bibjer, 1975).

Se ha deserito que Ja insuling incrementa ¢ ransporte de glucosy debido o un
fendmeno de reclutamiento de moléculus bansportadoras de glucosa las cuales se
encuentran abmacenadas dentro de vesiculas intracelulares y que su niimero se incrementa
por exocitasis hacia la superficie celular como consecuencia del efecty de Ta insuling,
Cuando la insuling se une al receptor en Ja membrana celular, se dispara vna coscada de
eventos moleculares de los cuales se conocen solamente algunos, dando como conseeuencia
unit redistribucion de los transportadores de Ta glucosa en la membrana celular (Suzuki v
Kono, 1980; Wardzala y Jeanrenaud, 1981).

El calcio modula muchas actividades intracelulares a wavés de suomidn a la
calmoduling, estimulando  diversas enzimas y proteinas que intervienen en el metabolismo
de Jos carbohidiatos, en la contraccion muscular y en los mecanismos del transparte de
membranas intracelulares (Cheung, 1980). Is por esto, que se relaciond al complejo calcio-

calmodulina el cual padeia tener un papel importante en fa regulacion del namero de



transportadores de Tn glucosa en Ly membrana plasimdtica a través de un mecanisma similar
A L exocitosis,

Como ha sido previamente informado, la wiftuoperazina un bloqueadm de a
catmaduling intracelular, inhibe ef reremento en el canstimo de glucosa producido por la
insulina en adipocitos (Schechier, 1984 y en el musculu esquetdica de i rata (Guarmer )
cols., 1993).

Por 1o 1anto, en ¢l presente trabajo sc estwdid la participacidn del complejo caleio-
calmoduling en el mecanismo de exocitasis de vesieulas intracelulares comentembo s
molécutas transportadoras de Ty glucosa, GLUTH en el miocardia y que es inducido por 1

insulina,
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Aspecetos generales del metabolismo cardiaco

El corazon os un organo que trabajic constantemente 'y por Jo tanto su consumo de
energia es elevado (Neely y eols., 1972), Dado que ¢l ventriculo izguierdo debe desavrolly
continuamente una silia actividad consuie unma grim canticad de energia, cerca de an 7% del
consumo de oxigeno corporal, a pesar de que constitnye solo alrededor del 0.3% del peso
corporal total en el ser humano (West, 1993,

Existen importntes diferencias entre ¢f metabolismo del masenlo cardiieo y ol
esqueléuen: fas eéhulis del miseulo cardiaeo son sanimente ricas en mitocondias, s
cuales ocupan por fo menos el 40% de sw espacio citoplismico, mientras gue T ayoria de
los misculos esqueléticas contienen relativamente pocis mitocondrias. Por otra parte. cf
nuisealo cardineo puede wilizar mds sustratos que el miseulo esquéletica el cual depende
de manera predominante de la glucosa, En condiciones normates, fa prodoecion de energia
en el miisculo cardiaco actirre totalmente por medios agyobios y el mdseulo esquelélico
puede utitizar con facihdad L viicmsaerohia.

En el miocardio se utilizan de preferencia fos deidos grasos respecto a Ja ghicosa
cuando esios estin disponibles, pero también pueden ser metabolizados ¢l factalo, ¢l
piruvato, los cuerpos ceténicos v las aminodcidos (Bing, 1965). Durante una sobrecarga del
trabajo cardiaco, fa ghuedlisis se convierte co una fuente mis importante de produccion de
foskatos de alta energia a través de la glucdlisis acrobia; si bien sélo se praduce ghedlisis
anacrobia, en el maseuto cardiaco dutante fa isquemia (Opie, 1976;, Kobuyashi y Necly.
1979).

Los requerimientos metabilicos del curazén son hastantes similares entre lis
diferentes especies de mamiteros, los principales sustratos usados por el eornzon san los
deidos grasos libres que son responsables de mids de ko mitad del consumo de oxigeno
{Bing, 1965).

Los tincilglicéridos circulantes en ol plasma son hidrolizadas a deidos grasos libres
en fas membranas capilares y celulares por lipoproteinlipasas, que estin localizadas en o

endotelio capilar v la posterior captacion de deidos grasos por parte de las células



miociiidicas depende de su concentracion plasnsitica. Tanthién hay cierto alnicenamicnto
imtracelular de triacilglicéridos, y estos pueden ser movilizados para fonmar deidos grasos
libres cuando filta b glucosa o los deidos grasos libres exdgenos. Las initocondrias utilizan
directamenie dcidos grasos de cadenis corta, mientras que Tos dcidos grasos de cadena mids
larga, como el palmitato emplean el sistema de wansporte de camiting para ingresar en
matriz, mitocondrial donde kv beta oxidacion petmite disponer de acetii-CoA- para
oxtdacion en el ciclo de Krebs, con fa produccion final de fosfatos de alta encrgia en la
cadena yespiratoria, La oxidacidn de dcidos grasas libres es controlada por fa tasa de
eliminacion de acetif-CoA en el ciclo del dcido eitrico v una relacion NADFENAD alta
inbibe la bew oxidacian (Neely y Morgan. 1974).

En cuanto al metabolismo de carbobidratos por el corazon se conoce que el
ransporte de ghicosa @ tavés de las membranas miocirdicas se realiza por difusion
facilitada y cs regulado por una viniedad de factores: tales como L disponibilidad del
sustrato, el glucdgeno y los deidos grasos, ademis de bormonas como fa insulina. Un
incremento en el trabajo cardiaco da como resulado un mayor transporte de glucosa hacia
Las células, mientras que la oxidacion de deidos grasos lbres inhibe su movilizacion hacia
las células (Neely y cols., 1976).

Pentro de Ja célula miocdidica, la glucosa puede ser aimacenada como gluedgeno o
ingresar en K via glocolitica aerobia, que aporta aproximadamente ¢ 30% de fosfatos de
alta energia mediante la produccion oxidativa de o acetil-CoA producida a patir de
piravado par fa aceidn de [ piravata deshidrogenasa que ingresa en las mitocondrias (Tripp.
1989).

Cuando el misculo cardiuco es totabmente privado de Oy por una obstruccién
coronaria, los depdsitos de glucdgeno se depletan con rapidez y existe una produceion
insuficiente de ATP por glucdlisis por lo que no se pueden mantener las concentraciones
normides de ATP (West, 1993 ).

Cualguicra que sea fa fuente de energia que utilizan las células cardfacas, son las

artenas coronarias fas que proveen los sustratns metabolicos,
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Debido a ta actividad propuisora del corazdn basada en fa sucesin ritmica de
relajamiento (didstole) y contraccion (sistole) de Jos ventriculos, fa sistole ventricular
provoca ung disminucion en el didmetro de las vasos coronariosn provocada por Ty
compresion de las Tibras miocirdicas, Dorante et ciclo eardineo existe una relacidan de Moo
distinto para cada coronarii. La coraparia derecha fiene su midxime Nujo durante Ta sistole,
dehido a Ta menor tensidn a L que esti sometida esta pared y siendo por Jo tamo, ¢l calibre
de los vasos poca afectado. Laizquierda, en comtraste, alcanza un ujo midximo duraate Ta
duistole, cnando la pared vemricubar izquicrdi se encuenira relajada,

Se ha postulado que ef tijo sangaineo coronaria depende del estido metabidlico del
coruzon. Actualmente se ha podido demostrar que a mayor trabajo cardfaco, mayor Tajo
corminio y viceversa, Se i prapuesta 2 varios metabolitos como esfabones entre ef trabijo
cardinco y el flujo coronariv. Uno de os que se ha mencionado es el oxigeno (Rubio y
Beme, 1969); cuanto mayor es e consumo de oxigeno, mayor es el flujo coronario.
Diversas situpciones aumentan el consumo de oxigeno como son ¢l amnento de ta
contrirctifidad, del trabajo, os cuales producen cambios paralelos en el fhujo coronario,

La adenosing es un potente vasodilaador, ef cuad juega ua papel importante en la
regulacion det flujo sanguineo coranario, en respuesta a a demandit de oxigeno del
miocardio. La adenosina se forma por {a desfosforifacian det AMP y difunde tbrentente
haciat afuera de Fa eélula, lo cual permite que aleance ficilmente los capikres coronarios. E}
efecto que este agente produce sobre el musculo iso vaseular es la dilatacion de las arterias
coronarias aumentando asi el flujo coromwio y-por lo tanto ef aporte de oxigeno. La
adenosing es liberada lentamente del miocardio normdxico y su liberacin se inceementa de
4 a5 veees en condiciones de hipoxia (Schrader y cols., t977). A} aumentar ¢} oxigeno
disponible, aumenta la foshwrilacion oxidativa y disminuye la produceion de adenosing
{Berne, 1980). Este mecanismo de retroalimentacidn pudicra ser ef enlace entre el estado

metabslico y ¢l flujo coronario.
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Trausporte de Ghitcosa

La glucosa es on nutriente vital para e metabolismio de la mayor parte de los
organismos y antes de que pueda ser utilizada por fas células, debe ransportarse o traves de
b membrana celular hacia el citoplasma (Licnhard y cols,, 1991).

Existen tres mecanismos independientes ded transporte de glucosa (Caruthers,
1994y emtre Jos compartimientas vascolares, extracelular ¢ intracelubie del organismo. 1)
Transporte active, el cual es mediado por una proteia acacreadors (oe transports también
iones de sodio. Esto es, Ta glucosa es transportada contra gradientes de cancentracion a
triavds de la capar epitelial de Tas eélulas del inestino delgado, Jormando pate del proceso
de absorcion de azdcares del intesting o fa sangre. Tambicn la glucosa es tmmsportada
conlra gradiente pot transporte activo por by capa celular epitelial de los tébulos renales
desde ef Tilrado glomeralar hasta la sangre, de este modo, normalmente, la glucosa no se
excreta por L orini, sino que es rescatada y mantenida en el torrente circulaorio. 2)
Difusicn simple. esta dado por ¢l movintiento einético de Jas moléeulas de glucosa o trives
de abertinas o de espacios intermoleculwes de la membrana plasmidtica. sin necesidad de
unidn a prateinas tansportadoras, esto ocurre anivel del endotelio capilar y este tansporte
se encuentra Jimitado exclusivamente por T tasa de aiilizacion del carhohidrate que
modifica el gradiente de concentracidn entre el exterior y el interior celular. 3) Difuesicin
Jucilitada. este proceso requiere de o interaccion de Jas moléeulas de glucosi con una
proteina transportadora que permita cruzar la membrana plasindtica, mediante su union
quimica a esto proteing y posterior wansporte a través de la membrana. Lste es el
mecanismo por el cual - glucosa atraviesa Tas membranas plasmiiticas de casi todas fas
célulus. Este transpante de glucosa se caracteriza por tener una cinélica de Michaelis-
Meoten, es dectr, estid mediado por moléculas wansportadoras, es sawrable, especilico y
stempre es a favor de un gradiente de concentracidn.

Estudios  recientes  han  identificado  una  gran  diversidad  de  moléeulas
wansportadoras de ghacosa expresadas en membranas de fas eélulas de los mamiteros, que

reaulan ¢l proceso de difusidn facilitada desde el liguido extracelular al interiar de las



células. Estas moléeulas wransportadoras de glucosa son proteinas de alio peso molecular y
se diferencian por su afinidad a fa glucosa y por Jos mecanismos que regulan e} transpoite
(Pessin y Bel, 1992). Cadi unide estas se adapta i fas necesidades metabilicas del wejido
en el cual se encuentran. Las cinco proteinas han sido designadas como GLUTE Heritracito,
GLUT2higado,  GLUT3/cerebio,  GLU Tdniseulo/tejido  adiposo  y - GLUTSfintestino
delgados pero con fa posibilidad de que otro miembro quedi por ser descrito en tejidos
humanos el GLUTG (Kayano y cols., 1990).

Los micmbros de esta familia estdn caracierizados por estar constintidos por 500
aminviicidos, onentados en ln membrana plasmitica. incluyendo 12 segmentay que
atraviesan Ja membrana plasmidtica: fos grupos NiL- y COOL-terminal s¢ encuentran
orientados intracelularmente, adenyis de un segmento hidrofilico largo unido o los dominios
transmembrinales M6y M7, Existe un segmento largo  extracelular elazando  los
segmentas transmembranales M1y M2, el cual posee un sitio de unidn para T
glicosilacion.

Las células y los tefidos pueden expresar nids de una proteina transportadora de
glucosa para L difusion factlitada y algunas células tnbién pueden expresar al
cotransportador - Na'fglucosa (Pessin y Bell, 1992). Cada una de las  proteinas
tramsportadoras de glucosa ha sido expresadas en sislemas heterogeneos incluyemlo

hacterias, ovacitos de Xenapus o células de mamiferos en cultivo (Burant y cols., 1991). De

estos estudios se han canocido las propiedades hioquimicas de cada proteina transportadara,
examindndolas  independientemente, 1o cual permite distinguirfas con base en sus

propiedades cinéticas y afinidades para los distintos azdcares.



Propicdades de los transportadares de glucosa

I transportador de glecosa GLUTE se expresa en altos piveles en tejidos fetales,
cerebro y placenta. adeniis del eritracito humano. En muchos de los tejidos adultos. ol
GLUTY se expresi en células endoteliales y forma la barrera entre ef cerehra y la sangre
(harrera hematoencelitica).

La secuencia de sminodcidos det GLUTT estd altamente canservada y hay una
wlentidad del 97-985 entre ¢} hnmano., L rata, ef conejo. el raton v ¢l cerdo, esto implica
que todos los dominios de esta proteina son Tuncianalmente imponantes (Pessin y Bell,
1992).

EI GLUTI en eritracito hamano impulsa tn tansporte neto de ghicosa a favar de nn
eradiente de concentracidn del metabolito. La velocidad de entrada de la D-ghicosa en los
cntrocitos humanas anmenta con lr cancentracion del sustrato, pera finalmente se aproxima
a unit velacidad mdxima, que es coando el sistema de tamsporte esid satnrado. ELGLUT
exhibe una amplia especificidad de sustrato v es capaz de tansportar muchos atros
azacares, incluyendo ka D-manosa. 1a D-galactosa, Ba D-xilosa, La D-avabinosa v fa D-ribosa.
asf coma los siguientes derivados antificiales no metabolizables: ke 2-desoxi-D-glucosa y
3-0-metil-D-glucosa, que son frecuentemente  wtilizados como  susiratos  de prueba
(L.chninger, 1982).

El GLUT?2 se expresa en et higado, en el intestino delgado, en el rifidn y en las
célutas (§ del pincreas, las cuales sceretan Sisulina. Su distribucion tsukar estd nis
restringida que el GLUTI, to cual sugiere que regula la entrada y liheracion de la glucosa
por los hepatocitos y que participa en el transporte de Ta glucosa transepitelial por el
intestino delgado y el rifidn. Su presencia en las células P sugiere que puede funcionar en fa
regufacion de fo secrecion de insuling estimulada por la glucosa. La secuencin de
aminodcidos del transpoartador GLUT2 no estd 1an altamente canservada entre las especies
comu el transportador GLUTT, Ja cual posee una identidad del 81 entre el humano y la

rata o raton (Pessin y Bell. 1992),



El GLUTS esti presente en niveles variables en los tejidos humanos adulos v en
tmores, ademis se ha encontrido en niveles mayores en cerebra, rinon y placenta (Kayiino
y eols.. 1988), Lo distribucion del transportador GLUTS en wjidos humanos sugiere gue al
iguad que b ransportador GUUTL, e responsable del transporte de glucosa basal sin el
estimulo de Ly insulin,

La aparente mayor afinidid del GLUT3 por los azdicires comparada con el GLUT
asegura uma eficiente entrada de glucosa hacta Tas eéhulas newronales, incluso cuando s
concentraciones de glucasa extracelular son bajas (Gould y cals.. 1991},

Stmultdneamente, en cuatro grupas de trabajo se aislaron clonas de DNA-
complementario que codifican a un rransportador de glucosa el cual es regulado por insuling
en humano (Fukumoto. 1989), tata (Birmbaum, 1989; Charron y Kathn, 1990, Lunes y cols..
1989). v raton (Kaestner y cols.. 1989) denominado GLUT. Lansulina causy un ripido
increntento en la actividad del wunsporte de glucosa en el misculo y tejido adiposo
(Simpson y Cushman, 198aG). El aislamiento y caracterizacidn de un anticuerpo monoclonal
que especificamente reconoce al transportidor de glucosa regulado por insuling. indicd que
se s deun transportador ainico. diferente de los otros transportadores de glucosa
presentes en eritrocitos, cerehro, rion ¢ higado (Jumes y cols., 1988). Este wansporador se
distingue por su gran movilidad de reservorios citosdlicos hacia la membrana plasniitica.

EFARNm del GLUTY se ha encontrado en grandes niveles en s células adiposas
que forman kv grasa parda y L blanca, ademds del iiscuto esquelético y cardinco
(Bimbaum, 1989, Charron y cols., 1989; Fukumoto y cols., 1989; James y cols., 1989,
Kiestner y cols., 1989).

El mids reciente de los transportadores de glucosa de esta familia bt sido
identificado  como  GLUTS. EI' ARNm del GLUTS se  encuentrt  expresado
predominantemente en Ia region del yeyuno del intestino delgado, aunque también se
detectan nmiveles bajos en ridn. mdsculo esquelético y tejido adipaso. La distribucion

subeelutar y la funcidn del GLUTS en estos tejidos son ain desconocidos (tabla 1).
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Designacion

TRANSPORTADORES Di2 GLUCOSA

Principaltes sitios de expresiin

IFunciin

A Tampartador de Glucosa

Dependiente de Sadio GLUT-Na ¢

Ttestino delgado v nion

B.- Tumsponadares de Glueosa

P ehfustin tacilividi

Consunio dewvo de gacosa en ol tamen
y reabsorcion de pleonsa flada en e
tubulo proximl

GLUT Placenia.  cerebio.  eritrocitos, § Constmo hasal de glueosa por ks cébulie
1ejudos Fetales, y tansporte de ucosa a tavés de e
e oo bagreras entie b saingre v Josiepdis.
ar Higada, intestino delgado, nidn y § Consuma y - tberacion de ghicosa
clulas el pidncreas hepatocitos,  tansporte de glucos
transepitedial, en céluln B oregala fa
secrecion  de insiuhin esimilada po
plucosi,

GLUT3 Muchos iejulos humanos | Consumo de glieosa por tadas fas célul
inchiyendo cerebiro, placema y [ en imanos incloyendo s del cerebre:
rifon;  en o olas  especies  espennsima de glueosa por células el
expresado en altos miveles en el | cerehro en dirs especies.
verehio.

GLUTY

Miiscolo esqueléiico y cardiaco
ademds et tejido adipaso

Consamo  de glucosy estimlada por
insuli

GLUTS

nlesting delgado t yeynno )

Absoreion de andeares del umen et
1nlesting delgado ¢ ? ).

Factores que vegulan el transporte de glucosa

E) trmsporte de glucosn en los distintos tejidos de mamiferos se correlieiuni

funcionalinente con sus propiedades y actividades metabdlicas. Asi, un incremento en of

wansporie de glucosa pucde estar regulado por la demanda de este carbohidrato v los

cambios ¢n la actividad fupicional o metabolica actdan como seiales de retroalimentivion

para ajusir Ta tasa del tnsporte. Por egemplo, ¢l tansporiador GLUTI en células

endotelinles y eritraciios, en los que la tasa metaholica es relaivamente cunstante con

reservas de glucdgeno muy pequedas, el transporte de glucosa depende exclusivamente del

gradiente de cancentraciin.

Ln cmbio, el transporte de glucosa en tejidos con wn metabolismm wuy varable y

con reservas de glocogeno importantes, como el miscalo esquelélico y tejido adiposo,

puede estar regulado por hoymonas y olros factores que dan flexibilidad af sistema y o




ajustan a los requerimientos metabdlicos de Tas células en cada momento (Elbrink y Bibler,
1975).

Existen distintos factores que moditican el transporte de glucosi conio fos cambios
en la disponibihdad de sustratos, 1a insuling y el ejercicio que lo inerementan y otros conio
la presencia de glucdgeno y deidos grasos que Jo disminuyen.

L 1980 Samrel Wo Cushman y Tetsuro Kono deseribieron un mecimisime
malecular por el cual fa insuling incrementa ¢l transporte de glucosa en adipocitos
(Coshman y Wardzala, 1980; Suzuki y Kono, T980: Simpson y Cushnian, [986). 1stos dos
grupos demostraron independientemente que el principal efecto de L insuline sobre Tos
adipocitos aislados de rata era el indueir T tanstocacidn de una reserva intracelalar de
tansportadores de glucosa hacin o mernbrana plasiitica, es decir, kinsuling increnenta ol
ntimero de proteinas transportadoras funcionales en b superficie celufar.

El transporte de glucosa estimulado por insuling en el miscalo esyuelético
carctiaco también acurre por la translocacion de ransportadores de glucosit preformados de
un reservorio imtracelulir hacia fa membrana plasnxitica (Hirshman y cols.. [990: Klip ¥
cols.. 1987; Simpson y Cushmin, 1986). Asi el mecanismo. por el cual el transporte de
glucosa estimulado por ka insuling es similar en tejida adiposo y tejido muscular.

Existen trabajos en fos que se hit informado que en midsculo esquelético el ejercicio
también incrementa el transporte de glicosa (Richier v cols., 1985). Douen y colaboradores
en 1989 observaron que el ejercicia, al igua) que fa insuling estimula ol transporte de
glucosi y que este efeeto persiste por un periddo considerable después de suspender el
cjercicio; esto involucra un incremento en la vetocidad maxima (Vi) del tansporte del
cirhobidrato, pero sin ningun cambin significitivo en la K, (Holloszy y Narahara, 1965:
Neshery cols., 1985).

Aungue se ha demostrado gue el incremento en el consumo de glucosa después del
ejercicio no requicre de insuling (Richter y cols., 1985 y Wallberg-Henrickson y Holtozy.
1984), es desconocido el mecanismo por ¢l coal se estimula ef transpoite de glucosa

(Guarner ¥ col., 1994).



De los estudios realizados por Sternlicht E. y colaboradores en 1989 con vesiculas
aistadas de sarcolema mostraron que el ejercicio y L insuling inerementan fa Vi, del
transporte de glucasa en un Hmite similar, sin alterar Ia Ky Los datos indican que ¢l
¢jereicio incrémenta ¢l transporte Je glicosa sokumente por un incremento en la veloendad
de recambio de Jas moléentas transportadoras,

L) hecho de que o) ejercicio v ke insnling trabajon i través de dilerentes mecimsnios
para incrementar ¢l wansporte de ghicosa ha sido sugerido por Garthwaite v Hollozy en
1982 y par Nesher y colaboradores en 1983,

Otro factor que regula el transporte de ghicosa es el glucdgeno. Existen trabajos en
tos e se ha ohservado que en omisculo esqueldtico perfundido e conspmo de glucosa con
altos niveles de ghicdgeno es menor que en midseulas con niveles de glicdgeno nosnales
(Richter y Galbo, 1986).

Hespel y Richter en 1990 encontraron una diferencia en el consumo de glucosa en el
misculo esquelético de rata dependiendo de fos niveles de ghiedgeno museular antes de
estimulacion eléetrica. Los resultados demostraron que el consumo de glueosa poede variar
por varios factores, Un Factor posible es a travds de la velocidad del transporte de plucosa
en la membrania museuar, Ta coal podria estar afectada directamenie por la concentracion
de glucdgeno o, por la produccion de metabolitos intracelares durimte Ja degradacion del
gluedgeno, o por el mecanismo molecular detris de Fa activacion de los transportadures de
elucosa, si estin afectados por fa concentracion de glucdgeno muscular,

Por otro Lo, es canocido que en ¢l corazdn Jy presencia y sobre todo ‘¢l
metaholismo de fos dcidos grasos disminuye el consumo de ghicosa por inhibicidn de
virios pasos en la via glucolitica. Se ha postulado gue los dcidos grasos inhiben el consumo
de glucosa en tres niveles importantes: 1) Transporte de glucosa, 2) Actividad de Jas
enzimas: hexoquinasa y fosfofructoguinasi y 3) Actividad de Ta pirovato deshidrogenasit

(Nelly y Morgan, 1974).
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Accidn de fainsulina

L el rejido adiposo y el misculo i glicosa entra por difusion Jacilitada pero es
regitlada por insuliga y owas hormonas (Simpson y Cushman, 1980). La insulina es una
hurmona pepridica seeretada por las célubas 3 del pianereas, La cual posee un peso molecnlar
de unos 6000 daltons. Consta de dos cadenas peptidicas de 21y 30 aminodicidos
denominadas cadenas Ay B respectivamente, con ties puentes diswlluro, dos intercatenarios
v uno mtracatenario,

Ll nivel de plucosa en el plasma es el determinante mds wmportante de la tasn de
liberacion de a insulina. Tanta L sintesis como la seerecidn se estimulan coandi el nivel de
glueosa plasmiitica aumenta y se inhibe cumdo éste disminuye.

Los efectos metabdlicos de T insulina se inician por L interaccion de la hormona
con un receptor altamente especifica ep ki membraga plasmitica de la célula blanco. Esta
unicn es saasable, muy especifica y tiene una afinidad muy alta. Es probable que la
mayuria de Jos efectos biologicos  camiencen por Ja interaceion  insulina-receptor
independientemente de ba posterior intermalizacion de ks insulina unida a los receptores por
lis células blunco (Kahn, 1985; Czech, 1985).

Por medio del uso de cromatografia de aftnidad y marcacion por fotoafinidad se ha
purificado y caracierizado totalmente & los receptores de a insulina (Czech, 1985 y Kahn,
1985) y se hat clonado su ADN camplememario (Ulirich y cols., 1985; Ebina y cals.. 1985).
Ebreceptor de insuling es una glicoproteina intrinseca de membrana que consiste de dos
subunidades o (135 Kd) y dos subunidades 3 (95 Kd) unidas por res puentes disulfure,

Estas estructuras dindmicas, en condiciones fisioldgicas y patolégicas pueden
madificar s capacidad de unién. Los niveles circulantes de la hormona pueden modificar o
repular a sus proqrios receptores.Una disminneidn de fa insutina circulante Facilita su unién
can el receptor, y a L inversa (down regulation). El aumento o la reduecién de la capacidid
de fijucion de Ja insuling se deben a una variacion de T afinidad del receptor por
hormona, o a la modificacion del ndmero de receplores.

El receptor activado por fa insulina ¢s una enzima que eataliza b fosforitacion de

residuiis de tirosina de la misma melécula seceprora y de owas proeimas blanco.Los



dominios de tirosina cinasa del receptor estin localizados en la parte citoplasmiitica de fas
stibunidades 1. Los centros de unién de fa insuling estin en fas subunidades ¢, on La parte
extraceluliar de Lymembrana, La unidn de insuling promucve la actividad tirosin cinasa del
receptor v el recepror activady Tostarita dos residuos de tirasing, Esta aofosfariliecion
incrementa a suvez L capacidad propia para fosforilar residuos de trosina ¢n proweinas
blarco, Cabe mencionar que entre lus proteinas blanca se encuentra la calmoduling
(roteins muduladora de diferentes actividades enzimiticas dependientes de Ca™. Se b
demostrado gque la isuling induce 1o Tosforilacion de ¢sta, ademis de que sirve como
sustrato para ki actividad cinasa asociada al receptor (Graves y cols., 1986; Wong y cols.,
1988). La fosforilacidn de residuos de serina y reanina por Ia prateina cinasa A Gaetivida
por AMPefelico) y Ta pratetna cinasa C (activada por fosfoinositido) disminuyen Ja
actividad tivosing cinasa del receptor, 2n cualquier caso, la activieian de L drasineinasa del
receplor a insuling parece ser la sefiad micial de fa accion hormonal.

La insuling facilita también la sintesis de diacilglicerol a partir de los fostadil-
nositoles de membrana, que a su vez san activadores de la proteina cinasa C a la que
podemos considerar como un efector de Jaactividad celular. Hasta el momento se
desconoce el mecanismo por el cual T insulina provocit estos efectos (Zarzano, 1988).

En adipocitos Lt insuling produce una rdpida activacion de I fostolipasa C, enzima
gue catatiza 1o formacion de inositol uifostato. ¢l cuat induce 1a diberacion de Ca**
imracelular, por lo que ¢l caleiv podria ser ua mensajero intracetular importante de esta
hormona dentro de la caseada de reacciones que desencadena.

Ademds Ta insuling ejerce un control importante sobre el metabolismo  de
carbobidratos, fipidos y proteinas (Lawrence, 1992). Por ejemplo, favorece la sintesis del
ghicdgeno por activacion de la glucdgeno sinletasa e inactivacion simultdnea de la
degradacion del glucdgena por reduccion de fi actividad de fa glucdgeno foslortlasi. Solire
la viw glucolitica activa la Tosfofructocinasa, piravatocinasa y pirovato deshidrogenasa
{Neely y Margan, 1974).

Uno de tos electos inmediatos de Brinsuling es {a hiperpolarizacion de fa membrini
plastitica, un efecto que debe reflgjar los caombios de flujo de iones. I vivo aliera ia

distribucion del sodio v del potasio entre los espicios extracelular ¢ intracelular. Hav



evidencias de que Ta insuling actda directamente sobre Ja ATPasa sodio y patasio unida a la
membrana (Hougen y cols,, 1978). Por oo ko, fainsulimat ackiva los sistenuts de
tramsporte para fas hexosas, aminaicidos y anes,

La insuling estimula e transporte de glucoss a tavds de e ineremento en
velocidad neiximi de tsmsporte (V00 wiis que por un cabio en L alinidad (K,) del
acarreadar para e glicosa (Vimen y cols.. 1976, Sternlichn v cals. 1988 y 1989).

Coneeptoalmente swgen dos mecanismas que pueden ser considerados para
incrementar Iy Vi, en el tansporte de glucosy en respuesta a la insaling: o primero
mvohicra wr cambio en fa actividad intrinseca del transportador de glucosi en Tt membrana
plasnudtica, tal que cada acarreador transportaria Ja glucosa con una velocidad nds ripida: y
el segundo camprende nn incrememo en el nimero de wanspartadores de glucosa
luncionales en la membrana plasmitica expuestos hicia el medio extracelular (Karieli v
col., 198 1), Esteihimo modelo fue propuesto independientemente por T, Kono y K. Suzuki
de fa Universidad de Vanderbilt en Tennessee y por S.W. Cosliman y L.). Wardzaka de Jos
Institutos Nacionales de Satnd en Bethesda, E.UA. en 1980.

La hipdtesis de L translocacidn de los ransportadores por aceidn de L insuling (Fig.
1. o cual apoya un incrementn en ¢l ndmero de trnsportadores expuestos en L membrana
plasnuditica propone Jos siguientes cvemtas: a) Ja insulina se une a sn receptor espeeilico en
la superficie cclular induciendo ana senal, sin ¢mbargo. la natnaleza de esta todavii
permanece desconocidi g pesar de una imensa investigacion (Kahn, 1985 y Czech, 1985),
b) cn respuesta a esta seial as vesicolas intracelulares que tienen al acarreador de ghicosa
son tansportadas por un mecanismo semejante a la exocitasis hacia La - membrana
plasmidtica de una mancera comparable a los procesos de secrecion celular (Pollord y cols..
1979 y Mehler y cals., 1980); ¢) la fusion de estas vesfeulos can To membrana plasnuitica,
expone it los trapsportadores de glucosa con la membrana celular ¢ incrementan la actividad
del ramsporte de glocosa. d) finalmente los transportadores de glucosa son reciclados hacia
el pismo reservorio intracelular por un mecagisma endocitico similar o la enduciiosis

mediada por un receptor (Silverstein y col. 1977),
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Figura 1. Representacion esquemitica del mecanismo de accidn de la insuling sobre ¢l
transporte de glucosa. Tomado de Karnieli y cols. Journal of Biological Chemesnry, (1981)
156:4772-4777.



Existen diferentes rabajos donde se i estudiado ef modelo de Ty tanslocacion de
fos transportadores de glucosa por efecto de fu insuting por ejemplo: en adipocitos de rata
(Suzuki y Kono, 1980; Oka y Czech. 1984). en musenlo esquelético (Klip v col.. (987:
Sternlici y col.. T988 y 1989; Douen v col.. 1989 y 1990), en corzan de ke rata (Zanment
y col, 1988) y en miocitas de rata (Slot y col., 1991).

Winnabe y coluboradores (198:1) investigaron La accion de la insulina sobie ¢l
ransparte de ghueosa en el corzon de larata. En este estudio, los corazones {ueron
perfundidos con insuling 3 sininsulima. posteriormiente fueron homoagenizidos
fraccionados por una centrifugacion diferencial,

Lus resuitados ubtenidos por estos autores indican que una parte de fa actividad del
transporie de ghicosi en corazones de rata es recuperadia en das fracciones subheelilares
designadis conw fraceion P-5 y P-6.

Lat fraccian -5 estid enriquecida con §'-nucleotidasa, con el receptor a la insaling
{1y jodoinsulina v p-pitrofenilfosfatasa sensible 1 ouabaing, las cuales son mrcadores de
fa membrana plasmasica, o cuad esid asociada a T actividad del nansporte de glucosa.

La fraccion P-0 coincide con la actividad de  Ia enzima  UDPGal:N-
acetlglucosymina galactosiftransterasa, un marcador enzimitico def aparato de Golgi, o
cual es pasible que los trmsportadores estén incorporados en fas membranas de este
organelo & con vesiculas de sedimentiicion simitares o las de Golgi (Watanabe v cols..
1984).

Los resultrdos nestran que b insuling incrementa significativamente fa actividad
del rimsporte de ghicosa en la fraceion P-5 en 159 veces. Mientras que fa insuling
disminuye la actividad considerablemente del transporte de glucosa en Ja Iraccidn P-0.
Estas observaciones sostienen fa vision que al igual que en adipocitas, la insulina
incrementa el trapsporte de glicosa en coriazanes de rata par induecidn de la translacacion
de fos tansportadores de glicosa desde un sitio intracelular (fraceibn P-6) u la membrana
plasmdtica (en la fraccién P-5). En concordancia con los resultados de Morgan y cols.
(1901) Ja insuling esiimuols faactvidad del tansporte de glucosa aproximadamente 2 veees

en ¢f corazon de rina perfundido.
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Relacion del Ca*' intracelular y el transporte de ghicosa

En una amplia variedad de edhilas, el principal paso lnitante en el consumo de
glucosa parece ser s ransporte @ dravés de La membrana plasnriticn. Puesto que L densanda
de glucosa puede fluctaar dependiendo de diversos estiados funcionales, es necesario que Lt
cipacidad del sistema de transporte puedi ser variado, 121 heeho de que [a tasa de consume
de L glucosa pueda estar incrementada hitsta 20 veces en pocos minutos, indica Ty
existencia de un potene mecanisme activador para el tamsporte de glucosi,

Se ha propuesto que ¢l ealcio, la calmoduling y L activacion del sistena de
micratibulos pueden actaar como activadores del transporte de glucosa (Clausen, 1980).

Con respecta il papel del Ca'" citoplasmidtico y el transporte de glucosa, se¢ hin
estadiado los efectos de varios agentes que estimulan Ja liberacian de caleio de reservorios
inricelulares en Jus distintos tipos celvlares, El calcio puede ser Jiberado del reticulo
sarcaplismico por estimulacion eléetrica, despolarizacion con K' y cafeina. En todos estos
casos, hay un cipido aumento en el hijo de “Ca* coincidiendo con una estimulacion de la
captacion del 3-0-metilglucasa (Clausen v cols., 1975).

En ¢l misculo esquelérico ka velocidad del transporte de glucosa se ha relacionado
con la frecuencia de L contraceion muscular (Holloszy y Narabara, 1965). Las evidencias
indican que los estimwlos  para dncrementar el traasporte de  glucosa pueden ser
proparcionados por eventos asociados can ¢t acoplamiento excitacion-contraceion y se ha
sugerido que los jones de Ca'* pueden actuar como una conexion entre la contraccion
muscular y la regulicion del transpore.

Los mismos aulores en 1967 demostraron ¢l electo de Ja despolarizacion con K’
sobre ¢l incremento en la captacidn de 3-0-metilglucosa en miscalo sartorio de rana cn
presencia de calcio eo ¢l medio de incubacidn. Ademds las contractaras producidas por
cafeina (agente que facilita Ja liberacion de caleio del resiculo sarcoplismice) fueron
asociadis con un incremento en la permeabilidad al 3-0-metilglucosa, indicando el efecto
estimulador de Ia actividad contriicti} sobre el transporte de glucosa (Holloszy y Nivahara,

1967).
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Otra evidencia indirecta de la importancia del caleio en el control del transporte de
glucosa fue presentado por Bihler (1968). quién demostrd que L inhibicion del transparie
activo de Na'-K' en el diafragma de rata Hevaa la estimudacion de la captacion del 3-0-

metilglicosa. El autor propone que ¢l incremento en Na® intracelular podiia estinmar ol

intercambiador Na'-Ca”" a través de L membrana plasmatica, resubiando en vn aumento de

+4

fos niveles de Ca'" citoplasmitico, ¢ ncrementando el transporte del azicar. Como fa
inhihicién de fa bomba Na'-K* Heva o fas contracturas (Kol y Clansen, 1971y Irwin y
Oliver, 1970) hay pocas dudas en pelicion @ que el Ca®™ citoplasmiticu estuviese
incrementado.

En los iltimos aios Youn y colaboradores (1991 porparcionaron evidenctas de que

SR
R

un aumento en la coneentricion de Ca'™ citaplasmiitico produce un incremento en ¢l
ransporte de ghicosa en el miisculo esquelético, ain con concentraciones de Ca'’
citoplasmitico demasiado bajas para causar lu contraccion muscular. Para elevar I
concentracion de Ca™' citoplasmitico usaron compuestos como N-(6-aminohexil)-5-cloro-
I-naftalenaselfoamida (W-7) y cafeing, los cuales causan la liberacion de Ca'' del reticuly
sarcopldsntico via fos canales que regulan la liberacidn de Ca*" indueida por Ca®' (Palade.
1987). Las concentraciones de W-7 en el rango de 50 y 100 pM, no aumentaron la tension
muscular, por lo que en estas concentraciones ¢l incremento en Ca'™ esti por debajo del
umbral para la cantraccion muscular; pero ¢l transporte del 3-0-metilglucasi se incrementd
entie 6 y 8 veees respectivamente. También pequenas concentraciones de cafema (2.5 y 3
mM) no provocaron la contraccidn muscular, pero sioun pequeiio incremento en el
tansporte de glucosa.  Bs decir, 30 mimitos de incubucion ded misculo con 3 mM de
cafefna causa un incremento de aproximadamente 3 veces el ransparte de glucosa. En
conclusion estos autores proporcionan evidencias directas que eb aumento en Ca"
citoplasnidtico produce un incremento en el transporte de glicosa, independientemente de
la actividad contrdenl del misculo esquelético.

Se ha prapuesto que el mecanismo a través del cual ef calcio juega un papel
importante en ki regulacion del imasporte de glucosa en Ty membram plasnuitica es por un

mecanismo stmilir a ba exocitosis (Chusen, 1980), incrementando ¢l mimero de
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transpartadores par veclutmmiento de vesiculas intracelulares que los conticnen, de unit
maneri sintilar @ i secrecion de hormonas y neuroransmisores.

La prapuesta de este mecanismo se fundamenta en el hecho de que Ta secrecion de
hormonas y newrotransinisores  pueden ser inducidos por jondforos de caleio v la
estimulacton fisioldgica de la exocitosis ha sido acompaiiada con inerememos ¢n el Ca®
citosdlico (Klip, 1984). El ion caleio ejerce uia profunda influencia en mnchos procesos
loldgicos, nles como la wotilidad cefolar, contraceidn  musculu, mmovimicnto de
cromusomas, liberacion de newrotransmisores, endocitosis y exocitosis (Cheung, 1980, L
cation ha sido considerado como una sefial para llevar a cabo 1o exocitosis (Delisle y
Williams, 1980} y como un vequerimiento quimico para la fusién de las membranas (Khip.
1984).

La participacidn del caleto depende de ki activacion de proteinas estritclurales
especificis como ka calmoduling. La calmodulina por si iisma na es activa, su forna activa
la constitnye ¢l complejo Ca'*-catmoduling cuya ensamblaje te conficre otra conformaciin,
(Cheung, 1980).

Se ha descrito que el complejo Ca*-calmodulina estimula una proteina cinasa que
fosforila a lo tubulina. La fosfarilacion cambia las propiedades fisicas y gquimicas de la
whuling, Ta cual se agrega para formar estructuras filamenjosas y estos filamentas
interactian con la membrina facilitwdo procesos como el movimiento de los cromosomas
en la anafase (Mavcum y cols., 1978), L liberacidn de los neuroransmisares (Delorenzo y
cols., 1979) y posiblemente Ta fusion de vesiculas que conticnen a los transportadores de

plucosa (GLUT 4) en las células cardfacas.



Efecto de fa irifluoperazing sabre ¢l consumo de glucosa praducido por

insulin,

En oy adlimos aiios, i quedado bien establecido que muchos de Tos efecias

st

biologicos del Ca® son dirigidos par L acnvidad espevifica de una proefua regididora
dependiente de Ca** coma es la calmoduling (Cheung, 1980).

La calmoduling se ha relacionado con el mecanisino de | exocitosis de vesiculas
secretoras (Deleslic 1986}, por lo cusil al wilizar un inhibidor como L wifluoperazina. cabe
esperir que el mecanismo de exocitosis par rechnar las vesicalas intracelulares que
canticnen al transportador de glucosa GLUT sea inhibido, produciendo un decremento
tanto en ¢l transporte comao en el consumo de fa ghicosa.

La trifluoperazina es un derivada de Ta fenotiazina, la cual es usada frecuentemente
coma un firmmco amtipsicotico, Sin embargo, I trifluoperazing posee la propiedad e ser
un inhibidar de 1o calmodaling, por lo que ol unirse éstas, la calmoduling queda
bioldgicamente inaciiva (Cheung, 1980).

Existen diversos trabajos donde se evahia el mecanismo de accion de s
trifluoperazing para inhibir L exocitosis; pur ejemplo, al interictwre con b calmaodulina en
la secrecidn de insulina. Krausz v cols. (1980) reconucen que fa glucasi es un importante
esiimutador en ki secrecidn de insulina, la cuat actia modificando el Nujo celular de Ca'™.
Al unilizaw larifTuoperazina, vbservaron que la secrecion de insuling mediada por glucosa
se inhibiu en Jos islotes pancredticos.

Iin un examen mis detallado, Schubart y cols. (1980) utilizaron ouabaina y K paai
estimular Ia liberacion de insuling en insulinomas de hamsters. Puesto que In glhicosi es
ineficaz para estimular la seerecidn de insubing en estas células, a ouabaina v Ia
despolarizacion con K'fueron usados para estimular la seerecion de insuling, medipnte of
aumento en el NMujo cefular de Ca'™ . Y al igual que Krausz, la tifluaperazina inhibia la
secrecidn de insuling en estas células,

Lstos resultados sugieren, que In calmoduling mediada por cideio regula la secrecion
de insulina y que fa wifluoperazina inhibe esta secrecion, il parecer en un punto posterior a

N b

L entrada de Ca™™ Lo idea de gue la rifluoperazina actda despoés del aumento del Ca®’
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citosélico se basa en el hecho de que Ta despolarizacion de by membrana plasmitica con
ouabaina o K'casa un incremento en ke entrada de Ca™" y esto o se ve alterado por el
o,

Poede concluirse que L tifluoperazina inhibe una parte del mecamsino e
liberacion de insuling, v que I calmoduling juega un papel importante en este meeanisiio
de secrecion mediada por calcio. en un sitio entre el metabolismo de T glucosa y el
incremento del Ca™" intracelular.

Por otro lado se han obtenido evidencrits, con fas cuales se evalua L participacion de
lir cilnioduling en Tacactivaeion del transporte de gheeosa, a través du los innsportadores de
glucosa biisicamente por los trabajos de Siechter (1984) quicn ntiliza células adiposas y por
Guarner y cals. (1993) quienes utilizaron el nuisculo esquelético como modelo.

En los estudios de Shechier se observa que el efecto de fa wriflvoperazina sobre of
consiimoe de 2-deoxighucosa inducido por insulina fue dosis dependiente, es decir la
inbibicion de un 15% en el transporte del 2-deoxiglucosit en las eélulas adiposas fue con
una concentracion de 70 uM, mientras que Ja inhibicidn camplety se encontré con una
concentracion de 150 pM de tiilluoperazina. Asi la Tenotiazina inhibe la accidn
estitmuladora de la insulina sobre ¢} transpotie de la hexosa.

Guarner y colaboradores (1993) wumbién informaron que L niffuvperazing inhibe el
incremento en b consumo de glucasa producidos por L insuling en el miiscuto esquelélica.
{3st0 lo obtuvieron al perfundir la musculatura de la piema trasera de rata por medio de L
cateterizacion de la arteria Temoral con dilerenfes soluciones conteniendo insuling 10,000
pU/ml y diferentes concentracianes de wrifinoperazina. El consimo de glucosa indacido por
insulina disninuyd con una concentracion de 107y se abservé una inhibicion total can las
dosis de 10y 10" de wifluoperazing (Fig. 2).

Ast los resultados muestran fa importancia del Ca'* y Ja calmoduling comao los
posibles segundos mensajeros de o insulina, puesto que el Ca** y la calmodulina deben
interactuar para producir la translocacion de las vesiculas intracelulares conteniendo a las
transportadores de glucosy (GLUTA) y fusionarse con la membrana plasmidtica de fas

cdlulas cardiacas, incrementando por lo tanto el consumn de fa glucosa.
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Fig.2. Cambios en el consumo de ghucosa en la perfusion de la pata rasera de L rata, En
condiciones control (A). Q Perfusion con solucidn Tyrode, @ Perfusion con solucion
Tysade + trifluoperizina 10 M, En condiciones experimentades (B), Q Perlusion con
insutina (10 000 pU/ml), ® Insulina (10 000 pUANY) + wifluoperazina 107 M, A Isulina
(10 000 pU/mly + trifluoperazima 10™ y A Insulina (10 000 pU/ml) + wiflvoperazina 10
M. Tomado de Guamer y cols. Enropean Jonrnal of Pharmacology, (1993) 237:139-141,



HIPOTESIS

Siel complejo Ca™'-calmoduling panticipa en ¢l mecanismo de exocitosis de vesiculus
iracclules que contienen Fas moléeulas ransportadoras de glucosa (GEUTH en fas
céhulas del corazon inducido por insulina, al inhibir la calmoduling con un agente come a
trifluoperazina se observard wn decremento en el consumo de Ja ghicosa por el miocardio.

Port proharla se proponen Jos siguientes objelivos:

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la participacian del complejo Ca"*-calmadulini como wn elemento en ¢l proceso de
exacitosis de las vesiculas intracelulares que comienen el tansportador (GLUTH) para

incretnentar ol ransporte de glucosa a isvés de fas menbranas plasmineas de Tas célafas

cardiacas inducido por insulina.

OBJETIVOS PARTICULARES
I - Determinar el consumo de glucosa det misculo cardiaco por ¢d método de Langendorld.
2 Ademis determinar ¢l consimto de glucosa de) misculo cardiaco en presencia de

distintas concentracianes de insulina y en las mismas condiciones pero agregiando un

inhibidor de kacahnoduling, cone es la trifluoperazina.

T
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MATERIALES Y METODOS

Con ¢ prapasita de conocer la participacion del complejo calcio-calmoduling sobre
¢l consuma de glucosa en el miocardio se realizaran distintas series experimentales sobre
los corazones de ratas macho de fa cepa Wistar de 250-290 gramos.

Las vatas se sacrificaron por dislocactdn cervical y se diseed el corazadin. Los
corazones fucron aislados y montados con Ta téenica de LangendordT (Neely v cols.. 1967)
pat ser perfundidos con una solucion Tyrode maodificada duranpte - 20 minutos
aproxingdamente, hasta que ol corain se estabilizara, es decir, que Jas arterias coromras
quediin libres de sangre y Ta Trecuencia candiaca se mantuviera constante, L vempo que
transcurrio entre b etirpacion del corazan vl mictacion de L perlusion fue menor de -
mintnos.

La téenica de Langendorf! consiste en canular iy aorta del corazon aishudo ¢ iniciar
Lo pertusian de fas avterias coronarias a una presion constante. La téenica permite proveer
de un adecuado control de sustiatas y oxigeno i los corazones aiskidos. En est preparacion
la velocidad de perfusion ejerce una presian a fa aorta, sin embargo, el flujo coromario no se
ve afectado en rangos may amplios de presion anterial. Una venligja mids de st iéenica o
que Jos sustritos v el oxigeno son liberadas a las células via una circalacion capilar intacta
(Neely y Morgan, 1974),

La solucion de Tyrode modificadu que se utilizd contenda To siguiente: (en mMant)
NaCl 136.9, KCI 5.4, CaCly 1.8, MgCl 1.05, NallCO; 119, NaHPO, 0.33 v Glucasa 5.5,
ajustacda aun pht de 7.4, La solucion fue burbujeadit constantemente con una miezeta de O
al 95% y de CO. b 5% y Ia temperatura se mantuvo a 37°C. Se wtilizé una homba
(Signirmotor) para perfundir by solucitn a una velocidad constante.

Se inicio Ia perfusion experimental recirculando solo 30 mi de Tyrode a un flujo de
7.5 mbinuto. Sc midid fa absarbancia de fa concentracion inicial de glucosa en ¢l Tyrode
v Ia absorbaneia de Jas concentraciones de glucosa a los 15y 30 minutos de inicida Ja
perfusion para estimar ¢ consumo de glucosa. Esto se realizd mediante ol método de la
glucosa oxidasit CTviader-SIGMA); esta consiste en tomar una muestra de 20 pl en el
tienmipo indicado de la perfusion y colocarly en un who de ensaye, ab que se e agrega 2.5 ml

H : . . . - ¢ (e
del reactivo glucosa-oxidasa. Los tbos de ensaye se colociron en haio Marfs o 30°C por
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20 minmtos y posteriormente se midio la absorbancia de cada muestra e un
espectrofotdmetro (Perkin-Elmer ety a una dongitud de onda de 505 n.

Bl reactivo de 1o plucosaoxidasa s utiliza para determinar Ta concemracion de
glucosit en suetos o plasnus por métodos enzimidticos. Las reacciones  enzinniticas
involucradas en iy determinaidn son: fa glucosa es primero oxidada o deido gluconica y
peroxido de hidrdgeno, esta reaccion es cattlizada por fa glucoss oxidasa. Bl peroxido de
hidiogeno formado reacciona con Ty A-aminoantipiring y ef sulfonato p-hidroxibenzeno en
presencia de voa peroxidasa fornkt un colornte de quinoneinuna. La intensidad del cudor
producido es directimente proporeional a kit cancentracion de glucosa en las muestras,

Para L realizacicn de Tas distintas series experimentales fos corazones se dividieron
en cutro grupos experimentales 1) Controles (n=8), fos cuales durante todo ¢l periodo de
perfusion recibieron solo sofucidn Tyrode; adenxis se readizd un grupo control. donde fos
corazones fucron perfundidos con Tyrode y la dosis de mifluoperazina 100 duranie 15y
30 minwos de perfusion para determinar que la tifluoperazing no posee por si misma
pinguin efecto sobre el consume de glucasa. 2} Para determinar el efecto de la insulina sobre
¢l consumo de glucosa en el corazon de rata se realizo un segundo grupo experimental.
donde se perfundiv con diferentes concentraciones de insuling, que van de 50. 100, 250.
500y 1000 mUAnt. Para cada dosis se wtitizo una n=6.

3) Pari evaduar [a participacidn de keealmoduting en el consumao de la glicositinducido por
L insulina se realizo un tercer grupo experimentat, en el que los corazones se perfundicron
con SO0 mU/ml de insuling y distintas concentraciones de trifluoperazing, desde 107M
hasta 10°M. Para cada dosis la 0 fue de 6, La trifluoperazima se utilizd comwo un inhibidor
de fa calmodud i,

4) En el cuarto grupo experimentil ta perfusion de los corazones se hizo con distintas
concentraciones de insulina 100, 250, 500 y 1000 mUAnl y uilluoperazina 10°°M.

Los datos del consumo de glueosa se normalizaron tomando como el 100% Tos
primeros 15 minutos de perfusion con tan solo la sobucion Tyrode,

Al finalizar cada experimento se determing el peso del corazén en grimos pira
cileular el consumo de glucosa en pmol/h/g. Para determinar ¢l consumu de glicosa, se

cialenld el mimero de milimolas de glucosa en fos 30 ml de Tyrode recireulado en la



perlusion del corzan. Posteriormente se caleuld la diferencia entre Ta concentricion inicial
de milimolas de glucosa y la concentracion al Tinalizar Ta perfusion (15 y 30 minvtas). Esta

dilerensia se conviertio a micromolits y dividio por hora vy por gramo de peso del corazon.

Anilisis Estadistico

Seaplicd un andlisis de varianza de una sola via para determinar los resultados de
perfundir ¢l corazon con las distintas concentraciones de insulina con yespecto al contral.
Ademiis se realizd una proebicde v de estudent para muestras independientes pava evaluar
las diferencias en la perlusian con insulina 500 mUWml y la wifluoperazina 10y tmbicn
para determinar las diferencias entre Ta perfusion de distintas concentraciones de insulina y

L dosis de tifluoperazing 10°°M.



RESULTADOS

Can ¢l propdsita de conocer el constuma de glueosa en el corszon de rata adubta, s
realiza un grupo de experimentos controles. Esto s, los corazones fueron wshudos y
perfundidos con la téemea de Langendor(f suministrdndoles 30 ml de solieion Tyrade
modificads revireulada durante 15y 30 minotos para determinar el consuma de glucosa. En
los controles se observd que el corazon consume a las |5 minutos 6846 £ 9.78 tn=8)
jmolas/Mifg de glucosa y a las 30 mimtos e} corazon consume 45.42 1 3.77 pmolas/h/z de
glucosa. Estas valores se muestran camo (C) en la grifiea 3.

Parai determinar el efecto de Ja insulina sobre el consumo de glucosa en el corazan
de rata se realizo wn primer gropo experimental, donde se wtilizaron  diferemes
concentraciones de insufina y se muestran en fa figura 3. Se tomaon muestras a los 15y 30
minutos de perfusion para estinar el consumo de glucosa,

En I figura 3 abservamos un incremento def 36% y 27% e¢n ¢l constumo de plncosi
praducido por insuling a fos 15 minutos con las concentracianes de 50y 100 mU/ml
respectivimente; con 250 mU/mt de insulina ¢l consumo de glueasi se inerementd hasta un
665, mientras que el consumo de ghicosa se incrementi hasta en un 100% con respecio del
valar control con coneentraciones de 500 y 1000 mU/ml de insuling. Estadisticamente los
resultados con 250, 500 y 1000 mU/m! de insulina son significativos con uma proeba de
ANOVA con una p<0.001 y ana £=15.72 con respecto al control en una pruebit de contriste
de Scheffé, Mientras que a los 30 minutos de perfusion fos incrementos en ¢t consumo de
elucosa fueron mids discretos en todas las concentriciones de insulina y no se abserviron
diferencias significativas con respecto al control,

La figura 4 muestra los resultados de Ja tercera serie experimental. La perfusion det
corazon de rata adulta con fa copcentracion de 500 mU/Mmi de insubna, con fa cuaf se
ubtivo el midximo consumo de ghicosa y difesentes concentraciones de tifluoperazina.

El consumo de plucosa produeido por L insulina disminuyd con las diferentes dosis
de wifluoperazina de una manera dosis dependiente. Esto es, darante Ins 15 minutos de
perfusion se observa una pequedia inhibicion con las dosis de 10"y 107, micntras que con

. 5y 4 . e, . g . gy
las dosis de 107 y 107 se¢ presenta fa mayor inhibicion significativa con una prachit de 't
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de estudent con una p<001. Posteriormente, it fos 30 minatos de perfusion T inthibicion de
fa rifluoperazing a dosis de 17"y 10™ fue muy discreta y solo con la dosis de 10 1
inhibicion fue estadisticamente significaiva con una p<0.05.

En la figura 5 se muestran Jos resuliadas de Ja perfusian del corizon can distinis
concentritciones de insuling y la dosis de willuoperazing 1M sobre ¢l consumo de
glucoss, & los 15 v 30 minutos de perfusion. En el panel tA) se observa que T
tritoperazina 10°M pricticamente no tiene efecto inhibidor sobre ¢l consmmo de I
glucosa estimulado por insuling en concentraciones de [0 v 250 mUzul, ademids con la
concentracion de 1000 mU/ml 1 willuoperazing tiene un efecto discreto. Tun sélo
ubtuvimos on efecto inhibidor de la trifTunperazing del 60% sobre ¢l conswno de glucosa
praducido por insulina a una concentracion de 500 mUYml. El pancl (A) muestiat los datos
de Lo perfusién del corazon a los 15 minuos de ésta.

El panct (B) presenta los dutos 3 Jos 30 minutos de perfusion del corazon con las
distinias concentraciones de insulin y lu rifluoperazina 10" M. Se abserva que con [
concentracian de 100 miY/ml de insulina el efecto inhibidor de L nrifluoperazina es discreto
sobre el consumo de la glucosa y que can Ly concentracion de 250 mU/ml no se observa
ningim efecto; mientris que con B concentracion de 1000 mUfml de insuting v fa «de
titluoperazina se observa un incremento en el consumo de glucosa estadisticamente

stgtilicativo con una prueha de U de estudent con una p<Q.03.



CURVA DOSIZ-RESPUESTA

015 minutos.
) 0 30 roinutos. ¥

’EE 240
® ¥
é 200- ' f
@)
: i
EJ ] [ll) " ])
M .
) P '5"‘ ~~~~ H}
o 120 g
5 o -7
i . %"“’ -
£ 80| o
0 ""\@.

A e g t ’ !

0 50 100 250 500 1000

INSULINA, (mib) /)

Fig. 3._Electo de diferentes concentraciones de insuling sobre ¢l consumio de_glucosa en ¢}
corpzén_de rata adulia. Se observa un increnento discreto del 30% en el consumo de
glucosa con concentraciones de 50 y 100 mU/ml de insuling; en contraste ¢l consumo de
glicosa s¢ incrementa ep un 100% del valor en el control con concentraciones de 500 y
1000 mU/m, durante Jos 15 minutos de perfusion experinental. A las 30 minwtos de
perfusidn el consumo de glucosa decae con respecto a los valores observados a lus primeros
15 minutos de perfusion. (C) corresponde o las datos control. Los resultados san
estadisticamente significativos con una p<0.001 can respecta al control.




EFECTO INHIBIDOR DE LA TRIFLUOQPERAZINA
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Fig. 1. Lfecto inhibidor de Ta tifluoperazina sobre ¢l consumo de glucosa en el coruzon de
rata_adulta, Se observa que el meremento en el consumo de glicosa producido por la
insvlina a una cancentracion de 500 mU/ml se sinhibe con fa presencia de diferentes dosis de
tifluoperazini. La mayor inhibiciGit se presenta con una dosis de trifhioperazing de 10 M,
tanto a los primeros 15 minotos de perfusidn como a los 30 minutos de ésti. Los resultados
son presentados como la media & E. S, de cady serie experimental con una n = 6. (*) Los
resultados son significativos con ua p<Q.01 a los 15 minvtos de perfusion y um p<.08
pai fos 30 minutos.
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Fig.5. Electa de distintas concentraciones de insuling y triftuoperazing sobre el consume de
ohicosy en el corazdn de rata_adubta, durante 15 mintos (A) y 30 minutos de perfusion (13).
Se abserva que fa trilluoperazing con una dosis de 10% M no tiene cfecto sobre el
incremento en ¢l consunta de plucosa producido por by insuling a dosis cnire 100y 250
mUnml, y con la desis de 1000 mU/m) de insuling ¢ electo inhibidor de la tiflooperazing
es muy paco (panel A). A las 30 minutos de perfusion se observa un efecto inhibidor de
trilluoperazina may pabre con as dosis de insulina 100 y 250 mU/ml, mientras que con Ta
cancentracion de insulina 1000 mU/nl la tifluoperazina tiene otra tipo de electo sobre el

consumo de glucosa. Los resultados vepresentan Iy media 2 LS, de unan=06 para cadi serie
experimental. Los datos son estadisticamente significativos (%) con una p<0.01 y
p<0.05 a los 15y 30 minutos de perfusion respectivamente con la dosis de 500 mU/ml de
insulina.



DISCUSION

El propdsito de este trabajo Tue evalwar T participacion del complejo Ca®'-
cahimoduling en el proceso de exocitosis inducido porinsuling de vesfenlas intraeelubares
que contienety a los transportadores de glucosa (GLUTH), permitiendo ¢ paso de L glicoss
actravés de fas membranas plasmiiticas de las células candiaeas.

Las resultados muestran en Ta figura 3 que el corazon responde o las diferentes
concentraciones de insulina, por lo que el corazan crementi el consumo de glucoss hasia
el doble del valor control y por o tanto el ransporte de éste. dwrante los 15 minutos de
perfusion. Esto se debe probablemente @ que la insuling incrementa el transporte de glucosa
en las eélulas cardiacas por el mecanismo de exocitosis de los wanspartadores GLUTH que
se encuentran asociindos 4 pequenos elementos vesiculares de membrana y  tibulos
rregulares cerca del sarcolema, pero después de la estimulacton los transpartadores
aumentan su proporcion en los dilerentes dominios de la membrana plasnnitica (Slot y
cols., 1991) permitiendo el paso de Ta glucosa. A los 30 minaos de perfusion, ¢l incremento
en el consumo de glicosa no es tan evidente, vat que este podria estar Timitado por
metabolitos secundarios 6 enzimas glucoliticas que participan en T foslorilacion de Ta
glucasa.

Morgan y colaboradores (1961) ohservaron en corazanes de rata perfundidos con
insuling, que cuando se presenta una acumulacion significativa de os niveles de glucosa
libre intracciular provoca que el paso limitante en el control del consumo de glucasa cambic
del transporte o ki fosforitacion de la glucosa.

Se sabe que ¢l consumo de glucosa por el misculo canlinca estd regulado en una
serie de pasos de la conversidn de este sustrato hasta acetil-CoA. La inhibicion del consumo
de glucosa se ha localizado a nivel de las enzimas hexoquinasa, Tosfofructaquinasa-1 y
piruvato deshidrogenasa. Estos importantes reguladores en la via de la glueokisis son
activados o inhibidos dependiendo de o actividad y requerimicnios metabdlicos del
muisculo cardfaco. La fosforilacion de fa glucosa es el primer paso en Ta glucdlisis de las
células cardiacas. La reaccion es catalizada por Ia hexoquinasa, En las células hay
relativamente poca glucasa libre y la mayor pante de Ja glucosa intracelular existe en forma

lasforiladi (Lehninger, 19821, La hexoguinasa es una enzima reguladora que es inhibida



par su prapio praducto de reaccidn, la glucosa-0-fosfato. £ nivel intracelolar de ghicosa-6-
fosfato es un fuctor importante que determina la velocidad de a fosforilacion de T glucosa.
Cuando la cClukia tiene una concentracion clevada de ghicosa-0-fostato v no precisa de el
para atender @ sns necesidides energéticas se inhibe By hexoguinasa, impidiéndose de este
mada Ly formacion de cantidades ulteriores del metabalitg, teniendo como consecuencti
una inhibicion en ki fosfortacian de Jaglucosa y por To tanto en el tramsporte de glucosi a
través de s membranas cefulares (Manchester y cals.. 1990, Adenuis un incremento en
concentracian intracelulir de glucosa-0-fosfato y de T fractuosa-0-fostato da como
resttada L inhibicion de owa enzima glucolitica, fa fosfolnuetoquinasa- E L losTorilacion
de la fructuosa-6-fosliuto constituye el punto de control mids impartanie de la sceuencia
glucolitica (Bloxham y Lardy, 1973 Mansour, 1972). La fusiofructoquinasa-1 - posee
miltiples moduliudores negativos, entre Jos cuales caben destacar, concentraciones elevadas
de ATP. de citrato y de deidos grasos de cadena farga. Por ¢llo, enando se produce en la
célula una coneentracion clevada de ATP o cuando s¢ dispone de otros combustibles Lales

como fos ddcidos grasos o el citrato, la fosfolructoquinasa- I se inhibe interoumpiéndose la

gluedlisis v por n twto el transporte de glicosa a través de tas membranas celubaves.
Por otro fado. a nivel molecular mitehas enzimas y proteinas son sometidas a L
fuslorilacion o desfosforilacian en respuesta a la insuling. Por ejerplo. se han realizado

adin de

distintas investigaciones donde ¢l caleio y fa ealmoduling participan en fa eas
eventos molecukwres involucrados en la transduceion a la seial de Ly insuling. Badsicamente
se ha mostrado que Ta calmoduling puede ser activadic por fa tirosing cinasa foslatada del
receptor a la insuhing (Wong vy cols., 1988). y también que la insulina estimula la
fostorilacion de la calmoduling (Graves y cols., [986). Por lo tanto, se propone que el
compleja Ca*'-Cahmoduling podria jugar un papel clave en fa regulacion de funciones
celulines en respuestaa Ly insulina.

Se ha propuesto que fa insubina aumenta las niveles de calcio idnico citoplastitico,
cjeree efecto sobre L liberacion de caleio de Ta farma unida dentro de Ja célulay favorece el
ingresa desde el Hguido extracclular. Es posible que el calcio idnico a través de fa
calmaodualing ejerce un control sobre los sistemas enzimiticos regwados por Ta insuling y

dstos formen parte de los eventos moleculares que descencadenan fa accidn de B insalina,

30



En I figura < se muestran los resultidos de perfundir el corazon con insulina y
distintas dosis de willuoperazin. Este Firmaco se wtilizd porque posee la propiedid de ser
uninfubidor de T catmodulin, por que al mise o ella L mactiva, Seobserva que e
meremento en el copsumo de glicosa producido par insuling es inhibido al bloquear la
calmoduling, con s distintas dosis de triffuoperazina, Esto lo considerimos como prueha
de que el complejo Ca*-ealmoduling participa en el mecanismo de exocitosis de las
vesiculas intracelulires que contienen a los transportadores de glucosa (GLUT-H y llevar o
cabo el transporte de glucosa s través de la membrana plasmiitica.

Fas distintas dosis de trilluoperazing inhibieron al complejo Ca®’-calmodulini v por
lo tanto el transporte de glucosi, pero se observa que esta inhibicion no es completa, ya que
el cansumo de glucasa estimidado por insuling persiste en un 25% con respecto al control.
Se obsetva que Las dosis de trifluoperazing 10"M v 10°M inhibe el cansumo de glucosa en
un 75% aproximadamente, pot fo que se manifiesta que el transporte de glucosi estimidado
por insulini no solo esti restringuido al camplejo Ca'*-calmoduling, sino que ¢l ransparte
de glucosy podria ocurrir o través de alguna otra via molecular que no involiere a la
cilmodulina.

No es diffeil de pensar en esta posibilidad, ya que by insuling padeia activar o
transporte de glucasa o 1rvés de distintos mecanismos y los scgundos mensujeros
involucradas en ¢l mecanisma de accion de 1o insnling no estén restiiguidos a la
calmoduling, y porque na, al mismo calcio.

Por un lada se ha observado lo existencia de proteinas reguladoras dependientes de
Ca'' y dilerentes a la calmoduling adn sin caracterizar (Cheung, 1980), las cuales podrian
promover L exocitosis inducida por caleio de las vesiculas intracelulares (Wollheim y
Sharp, 1981). Por cjemplo, algunas otras proteinas que Tijan Ca®™ v que son reguladorus
potenciales de actividades enzimdticas al igual que regulan diferentes procesos celuliires
como i parvilbiming, calsecuestring, S-100, aequorin. También se ha descrito Ta
existencia de un grupo de proteinas citaplasmaticas howélogas denominadas anexinas
{Creuts, 1992), las crales estin tnvolucradas en el winsito intracelular de vesiculas, asi
como en la regulacion de eventos dependientes de Ca'', y que han sido propuestas como

mediadores de la exocitasis.



Una de estas proteinas en particular a sinexing es capaz de promover fa agregacion
de grdnulos cromafines de Lo médula adrenal dependiente de Ca'* Tambidn ha sido
iformado que ki sinexing causa {usion de fos granalos dependianta e Ca®. tisto es la
sinexin panticipa como un pegmnento entre s membranas de Lis vesicalas v Eemembrana
plasniinea tAers, 1990),

Para el casn del calcio, ciertos efectos de fa insuling como laaenvacion de
glucdgeno sintetasa v estimmlacion de b oxidacion de y glocosa no regquicren de
presencia de Ca'" B realidad, un incremento del Cit™* citoplasmidtico camo e resaltado de
Ta liberacion de Ca*' inducido por msuling i sido propuesto como mediador de fa hormona
¢itmiiseulo y tejido adiposo (Cheng y Lamer, 1985),

En numerosos informes se i evaluado el papel del Ca®™* sobie ¢ transpoite de fa
glocosa estimutado por insulina. Por cjemplo, en of misculo soleo de rata b presencia de
EGTA vespondié a a accidn de fa hormong; igualmente despojando al miscuto de Ca'* con
EDTA y abastecerlo de Mg™ permitia fa respuesta de la insulina. Y 1 insuling en presencia
de EGTA adn estimuld el wapspoite de glueosa en mioeitos aislados y en células en cultivo
1.6 (Klip. 1984). Por lo tanto, es evideme que ¢ papel det Ca'* en la accion de la insuling
no ha guedado bien establecida.

Por ello, se han propuesio dos mecanisimos de induecidn de Ja exocitosis, una
mvolucrando Ca™ y ot independiente de Ca™, Por ejemplo se ha determinado que fa
liberacion de insulina en hepatocitos estimulada por glucigon no es nhibidit con
tifluoperazing, sugiiendo que el AMPeiclico regula a fiberacion de insuling por m
mecanisima distinto del incremento de Ca** citosdlico (Wollheim y Sharp, 1981).

Las resultados en fas figuras 5 muestran que la tifluoperazing con una dosis de (0
My lus diferentes concentraciones de insulina no generan cnnbios significativos en cl
consumo de glucosa (pancl A y B). Sélo con ka concentracion de 500 mU/ml de insuling, se
abserva una inhibicion en el consumo de 1a glucosa, esto es quizis debido a I selectividad
a especificidad del mecanismo de transporte de Ja glucosa, Como hemos discutido
amteriorimente, existe la hipotesis de fa existencia de otras vias inracelnlives que involieren

el transporte de glucosy, y que an solo L inlibicion que se muestia en Ta fighra 4 sea
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especifica para b complejo Ca''-calmodubina involucrado con el mecanisimo exocitico de
fas transportadores de glicosa.

En cuanto a Ly dosis de insulina 1000 mU/ml y tifluoperazina en la figura 5 a los 30
minwtos el efecto parece ser distinto. Esto es quizis, debido a que las edlulas af esta
expuestas a Fainsuling douronte un periodo de tiempo prolongado, a0 menudo pierden i
capacidad de responder o fa hormona. De hecho, i degradacion def receptor de jusalma se
acelera por exposicidn de fas células al liganda, por o que se manifiesta en unit
disminucidn en la concentracion de receptares en li superficie celulir (Zorzano, 1988) y pos

consiguicnte a uni whibicion del mecanisma de accian de fa insulina.




CONCLUSIONI

n el modeto experimentad empleado ef corazon responde incorporando gincosa de
manera dasis-dependiente i la coneemtracion de insulina. Bl consimmo nisimo se encontri
con unit concentracion de 500 mU/ml de insuling,

Los blogueadores de Ta calmoduling eomo L tnlluoperazina inhiben el clecto
estimulidor de Ja insuling sobre el transporte de glucosit en el corazon.

Ll efecto de L insuting sobre el incremento en ef cansumo de Ly glucosiy es o travds
de L activiician de un proceso de exocitasis de vesiculas intraceltlares que contienen ul
transportador GLUTA, por lo que se propone al camplejo Ci*'-calmoduling como uno de
los pasibles segundos mensajeros de Brinsuling.

1] transporte de glucosa estimulado por insuling no solo esid vestringuido al
complejo Ca**-calmodulina, sino que el ransporte de glucosi ocirre a través de alguna otra

vii molecalar, L cuitl so involucra a fa calimoduling,
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