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Els transportadors de glucosa de difusió facilitada (GLUTs) són proteïnes

essencials per tal de permetre l’entrada de glucosa dins la cèl·lula. En mamífers han

estat identificades dotze isoformes (GLUT1-12) amb diferents característiques

cinètiques i amb un patró d’expressió tissular i regulació ben diferenciats.

Concretament, el GLUT4 s’ha descrit com la isoforma més important per al

manteniment de la glucèmia, ja que és mediador de l’acció de la insulina sobre els

teixits diana per incrementar la taxa de captació de glucosa. Fins el moment en peixos

solament s’han identificat quatre isoformes de GLUTs, i entre elles hi destaca el

GLUT4, el qual va ser clonat per primera vegada en truita comuna (Salmo trutta)

(Planas et al., 2000a). A l’inici d’aquesta tesi, ja hi havia evidències sobre la regulació

de la insulina sobre l’expressió d’aquest transportador in vivo específicament en múscul

vermell de truita (Capilla et al., 2002). No obstant, es desconeixia si l’acció de la

insulina era un efecte directe sobre el teixit muscular o bé actuava a través d’altres

mediadors. Per altra banda, tampoc es coneixia l’acció de la insulina sobre la proteïna

GLUT4 de truita, un fet important si considerem que la proteïna en definitiva és la que

exerceix la funció transportadora de glucosa. Per tant, en aquesta tesi ens hem proposat

intentar resoldre aquestes qüestions per tal de poder contribuir a un millor coneixement

d’un dels elements importants que intervé en el metabolisme de carbohidrats en peixos

teleostis.

Regulació in vivo del contingut de proteïna GLUT4 en múscul esquelètic de truita

L’objectiu d’aquest treball ha estat analitzar el possible efecte de la insulina in

vivo sobre el contingut de transportador GLUT4 en múscul esquelètic de truita. Per tal

d’assolir aquest objectiu s’han realitzat una sèrie d’experiments in vivo, dels quals és ja

conegut que provoquen canvis en els nivells d’insulina en sang (Capilla et al., 2002) i,

posteriorment, s’ha avaluat la quantitat de proteïna GLUT4 en el múscul esquelètic. En

concret, s’han portat a terme tres tipus d’experiments: un experiment de dejuni, un

experiment d’injecció d’insulina i finalment, un experiment d’injecció d’arginina; el

primer, dirigit a disminuir la quantitat d’insulina circulant, i el segon i tercer dirigits a

augmentar els nivells d’insulina en sang. Els resultats obtinguts suggereixen que el

contingut de proteïna GLUT4 en el múscul vermell està correlacionat amb els canvis
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que es produeixen en els nivells d’insulina en sang i que, per tant, la insulina podria

estar modulant la quantitat de GLUT4 present en aquest teixit. Així, hem observat que

després de 24 hores del tractament amb insulina la quantitat de transportador GLUT4

augmenta en el múscul vermell de les truites injectades amb insulina. Prèviament,

Capilla i col. (2002) han demostrat que l’augment de la insulina circulant induït per la

injecció d’insulina també incrementa el contingut d’ARN missatger de GLUT4 en el

múscul vermell 24 hores després del tractament. Això ens indica que l’augment de la

insulina en plasma provoca un increment de l’expressió de GLUT4 de truita tant a nivell

d’ARN missatger com de proteïna, pel qual sembla probable que la insulina estigui

modulant l’expressió d’aquest transportador en múscul vermell mitjançant mecanismes

pre-traduccionals. De forma contrària al que s’ha descrit en peixos, Cusin i col. (1990)

han demostrat que en mamífers un estat d’hiperinsulinèmia comporta una reducció del

transportador GLUT4 en el múscul esquelètic, mentre que en el teixit adipós porta a un

increment de la quantitat de GLUT4. Malgrat els nivells d’insulina circulants no han

estat determinats en el nostre estudi, s’ha detectat que el tractament d’insulina ha tingut

un efecte hipoglucèmic. Sis hores després del tractament s’ha vist que les truites

injectades amb insulina presenten uns nivells de glucosa en sang més baixos que les

truites injectades amb salí, demostrant així que el tractament amb insulina ha estat

efectiu. Tot i que no hem analitzat la quantitat de GLUT4 present en el múscul

esquelètic al cap de sis hores del tractament, és possible que el descens de la glucèmia

sigui degut a un augment de les molècules de GLUT4 a la membrana plasmàtica de les

fibres musculars. En un altre capítol d’aquesta tesi hem vist com l’acció de la insulina

sobre les cèl·lules musculars induint l’expressió del GLUT4 és un efecte a llarg termini

que requereix almenys 12 hores per a ser visible. Per altra banda, en aquesta tesi també

s’ha demostrat que la insulina té un efecte ràpid sobre el GLUT4 de truita provocant la

seva redistribució cap a la superfície cel·lular i incrementant així la capacitat de

transport de glucosa de les cèl·lules musculars. Per tant, és possible que en la regulació

de la glucèmia in vivo per insulina intervinguin dos mecanismes diferents: una acció

ràpida, no transcripcional i una acció lenta, transcripcional.

En aquest estudi també s’ha realitzat un experiment d’injecció d’arginina.

L’arginina és coneguda per ser un potent secretagog de la insulina en peixos,

especialment en sàlmonids, essent fins i tot més efectiva que la pròpia glucosa

estimulant la secreció d’insulina (Mommsen and Plisetskaya, 1991). Malgrat els nivells
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d’insulina en sang solament han estat determinats 24 després del tractament, prèviament

ja s’ha demostrat que els efectes insulinotròpics de l’arginina són visibles a partir de 2

hores després de la injecció (Banos et al., 1997; Capilla et al., 2002; Parrizas et al.,

1994; Plisetskaya et al., 1991). En aquest cas, el contingut de GLUT4 en el múscul

vermell de les truites tractades amb arginina tendeix a augmentar, encara que aquest

augment no és significatiu. En canvi, la quantitat d’ARN missatger del transportador sí

que incrementa de manera significativa en resposta al tractament amb arginina (Capilla

et al., 2002). Hem de tenir en compte, però, que l’arginina no només estimula la

secreció d’insulina, sinó que també és inductora de la secreció d’altres hormones com el

glucagó (Mommsen and Plisetskaya, 1991; Navarro et al., 2002). Per tant, l’absència

d’un efecte clar sobre la quantitat de GLUT4 en el múscul vermell dels peixos tractats

amb arginina ens indica que probablement existeixen altres factors que participen,

juntament amb la insulina, en la regulació del contingut de GLUT4 en aquest teixit. És

possible que aquests factors estiguin emmascarant l’acció de la insulina mitjançant

mecanismes de regulació a nivell traduccional, ja sigui incidint en l’eficiència de

traducció dels trànscrits de GLUT4 o bé en la taxa de degradació de la proteïna. D’altra

banda, els nivells de proteïna GLUT4 en el múscul vermell de truita es redueixen

pràcticament a la meitat després d’un període de dejuni. Aquesta clara disminució del

contingut proteic del GLUT4 en múscul vermell concorda amb la reducció de

l’expressió del gen descrita anteriorment (Capilla et al., 2002). En mamífers, els nivells

de proteïna GLUT4 també disminueixen en el múscul vermell d’animals dejunats

encara que la quantitat de missatger no varia (Camps et al., 1992).

També hem analitzat els canvis en la quantitat de GLUT4 en el múscul blanc de

truita en resposta als diferents experiments in vivo. Al contrari del que hem observat en

el múscul vermell, el contingut de proteïna GLUT4 en múscul blanc no varia amb els

augments de la concentració d’insulina en sang causats per la injecció d’insulina i

arginina. En el mateix sentit, l’expressió de GLUT4 tampoc es veu afectada per

l’increment d’insulina circulant (Capilla et al., 2002). En canvi, la quantitat de GLUT4

en múscul blanc és més baixa en les truites dejunades, mentre que els nivells d’ARN

missatger no canvien (Capilla et al., 2002). Aquests resultats suggereixen l’existència

d’una regulació diferent a nivell d’ARN i proteïna. Per tant, és possible que altres

factors intervinguin en la regulació del GLUT4 en el múscul blanc a través de

mecanismes post-transcripcionals que no són detectats a nivell d’ARN missatger. En
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mamífers també s’observa un efecte diferent del dejuni sobre la quantitat d’ARN i

proteïna GLUT4 en múscul blanc (Camps et al., 1992), però en aquest cas el contingut

de GLUT4 no varia, mentre que en truita disminueix significativament.

Així doncs, la diferent regulació in vivo del contingut de GLUT4 en múscul

vermell i múscul blanc posa de manifest que el GLUT4 és regulat de manera diferent

segons el tipus de fibra muscular d’acord amb les seves propietats metabòliques. El

múscul vermell està format per fibres musculars que tenen una quantitat de mitocondris

més elevada i una major capacitat oxidativa que les fibres del múscul blanc, i

paral·lelament també una taxa de transport de glucosa més alta. En els mamífers aquesta

major capacitat de transport de glucosa del múscul vermell es correspon amb una

expressió més elevada de GLUT4 (Camps et al., 1992; Kern et al., 1990; Marette et al.,

1992). De la mateixa manera en truita també s’ha vist que el múscul vermell presenta

uns nivells més alts d’ARN missatger (Capilla et al., 2002) i proteïna GLUT4 respecte

el múscul blanc, el qual es tradueix amb una taxa de captació de glucosa més elevada

(Blasco et al., 1996).

Efecte de la insulina sobre l’expressió in vitro del GLUT4 de truita

Per tal de determinar si l’efecte de la insulina sobre l’expressió gènica del

GLUT4 de truita és degut a una acció directa de la insulina sobre el múscul esquelètic,

així com per estudiar l’expressió d’aquest transportador al llarg del procés de

miogènesi, s’ha utilitzat com a model experimental el cultiu primari de cèl·lules satèl·lit

musculars de truita. Aquest tipus de cultiu ha estat prèviament ben caracteritzat

(Fauconneau and Paboeuf, 2000; Rescan et al., 1995) i és una bona eina per a estudiar

in vitro el procés de diferenciació muscular. D’aquesta manera, mitjançant la tècnica de

PCR en temps real s’ha analitzat l’expressió del GLUT4 de truita durant els diferents

estadis de diferenciació de les cèl·lules musculars, és a dir, durant el seu pas de

mioblasts (cèl·lules mononuclears no diferenciades) a miotubs (cèl·lules multinucleades

i diferenciades). Paral·lelament també ha estat determinada l’expressió de GLUT1, una

altra isoforma de GLUT que també s’expressa en múscul esquelètic, tant en peixos com

en mamífers (Capilla et al., 2002; Zorzano et al., 1996). L’expressió del GLUT4 de

truita augmenta durant el procés de diferenciació muscular, tal i com ha estat descrit
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prèviament en mamífers, ja sigui en cultius primaris (Al-Khalili et al., 2003; Guillet-

Deniau et al., 1994) o en línies estables de cèl·lules musculars (Shimokawa et al., 1998).

En canvi, l’expressió de GLUT1 en cèl·lules musculars de truita es manté força estable

al llarg del cultiu o, si més no, la seva expressió incrementa molt poc si la comparem

amb la del GLUT4. Aquest fet contrasta amb el que s’observa en mamífers, en els quals

la diferenciació muscular va generalment lligada a una reducció de l’expressió de

GLUT1 (Al-Khalili et al., 2003; Guillet-Deniau et al., 1994; Shimokawa et al., 1998).

S’han analitzat els canvis en els nivells d’ARN missatger del GLUT4 i GLUT1

de truita en resposta a la insulina i l’IGF-I. Els nostres resultats indiquen que la insulina

i l’IGF-I estimulen l’expressió d’ambdós transportadors i que, en el cas de la insulina,

es requereixen com a mínim entre 12 i 18 hores d’incubació prèvia amb l’hormona per

tal de veure un increment significatiu en la quantitat d’ARN missatger. Els efectes

estimuladors de la insulina sobre l’expressió del GLUT4 de truita en cèl·lules musculars

en cultiu concorden amb les observacions fetes prèviament in vivo, les quals demostren

que els nivells d’insulina en sang modulen l’expressió del GLUT4 de truita en múscul

vermell, però no en múscul blanc (Capilla et al., 2002). Per altra banda, l’expressió de

GLUT1, al no ser afectada in vivo pels canvis en els nivells d’insulina plasmàtics

(Capilla et al., 2002) malgrat la seva estimulació in vitro per insulina, està possiblement

sotmesa a una regulació en la que participen altres factors, juntament amb la insulina,

que podrien modular l’acció d’aquesta.

També s’ha observat que el paper de la insulina regulant l’expressió del GLUT4

de truita varia segons l’estadi de diferenciació en el que es trobi la cèl·lula muscular.

L’expressió del GLUT4 en resposta a la insulina augmenta significativament en

miotubs, mentre que en mioblasts no es detecta un canvi significatiu. Aquest efecte més

important de la insulina en cèl·lules musculars diferenciades suggereix que podria ser

mediat, en part, pel receptor d’IGF-I. Castillo i col. (2002) han demostrat que en aquest

cultiu primari de cèl·lules musculars de truita el nombre de receptors d’insulina és molt

baix enfront al de receptors d’IGF-I i que el nombre de receptors d’IGF-I augmenta amb

la diferenciació d’aquestes cèl·lules. Això també explica el fet que l’IGF-I tingui els

mateixos efectes estimuladors de la insulina amb una concentració deu vegades més

baixa. Per tant, és possible que la insulina s’uneixi al seu propi receptor i al receptor

d’IGF-I per estimular l’expressió de GLUT4 en miotubs. En el cas del GLUT1, no s’ha
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pogut determinar si la insulina exerceix una regulació diferencial d’aquest gen en funció

del grau de diferenciació cel·lular, ja que no ha provocat canvis d’expressió en cap dels

dos estadis analitzats (dia 2 i dia 10 de cultiu). En canvi, l’IGF-I sí que indueix

clarament l’expressió del GLUT1 només a dia 2 i no a dia 10. L’IGF-I juga un paper

molt important com a regulador dels processos de creixement, diferenciació,

reproducció i metabolisme cel·lulars. Recentment, Castillo i col. (2004) han demostrat

que l’IGF-I és un inductor de proliferació en cèl·lules satèl·lit musculars de truita en els

primers dies en cultiu, pel qual es requerirà un major aport energètic i, per tant, una

major entrada de substrats metabolitzables com la glucosa.

L’increment en la quantitat d’ARN missatger de GLUT4 en cèl·lules musculars

de truita induït per la insulina pot ser degut a un augment de la taxa de transcripció del

gen o bé a una major estabilitat del missatger. Els temps llargs d’incubació amb insulina

que es necessiten per tal de detectar un canvi en l’expressió del GLUT4 (entre 12 i 18

hores) suggereixen que l’acció de la insulina podria ser la d’incrementar la taxa

transcripcional del gen. Recentment s’han identificat a la seqüència del promotor de

GLUT4 de Fugu rubripes possibles llocs d’unió a factors de transcripció com el MEF2,

MyoD i C/EBP (Morata i Planas, resultats no publicats). Els llocs d’unió a aquests

factors de transcripció estan presents a la seqüència del promotor del GLUT4 de

mamífer i s’ha vist que són importants per a l’expressió específica de teixit i, en alguns

casos, per als efectes estimuladors de la insulina (Ezaki, 1997; Hernandez et al., 2003;

Thai et al., 1998). Per tant, no es pot descartar la possibilitat que la insulina moduli

l’expressió del GLUT4 de truita mitjançant la regulació d’aquests factors de

transcripció.

Regulació del tràfic del GLUT4 de truita

Per tal d’estudiar el tràfic del GLUT4 de truita (btGLUT4) i la seva regulació

per la insulina s’ha generat una línia estable de cèl·lules musculars de rata (L6) que

sobreexpressen el btGLUT4, al qual se li ha insertat en el primer domini extracel·lular

l’epítop c-myc (btGLUT4myc). Aquest model ja ha estat, i és encara, utilitzat per

estudiar el tràfic del GLUT4 de mamífer (Rudich and Klip, 2003). D’aquesta manera ha
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estat possible fer una comparació directa del tràfic del GLUT4 de rata amb el del

GLUT4 de truita utilitzant el mateix model cel·lular.

La inserció de l’epítop myc al GLUT4 ens ha permès mesurar la quantitat de

transportador insertat a la membrana plasmàtica mitjançant un mètode colorimètric

(Wang et al., 1998) i a la vegada també diferenciar el GLUT4 sobreexpressat del

GLUT4 endogen. Els nostres resultats indiquen que la insulina és capaç d’incrementar

la quantitat de btGLUT4myc a la membrana plasmàtica, però en menor mesura que el

GLUT4myc de rata. Aquest menor efecte de la insulina sobre el btGLUT4

probablement s’explica pel fet que en estat basal les cèl·lules L6 que expressen el

btGLUT4myc (L6-btGLUT4myc) mostren un major percentatge de GLUT4myc a la

superfície cel·lular que no pas aquelles que sobreexpressen el GLUT4 de rata. Aquests

resultats concorden amb estudis fets prèviament amb el GLUT4 de salmó (okGLUT4)

(Capilla et al., 2004). L’okGLUT4 també és translocat a la membrana plasmàtica en

resposta a la insulina quan és expressat de manera transitòria en adipòcits 3T3-L1. De la

mateixa manera, l’okGLUT4 també es presenta en major quantitat a la membrana

plasmàtica en estat basal que no pas el GLUT4 de rata, malgrat que la diferència és

menor que amb el btGLUT4. També s’ha observat que l’acció de la insulina induint la

translocació del btGLUT4myc és independent de l’estadi de diferenciació de les

cèl·lules, ja que tant a mioblasts com a miotubs l’efecte de la insulina va ser similar.

D’altra banda s’han provat diferents temps d’estimulació amb insulina i posteriorment

s’ha mesurat la quantitat de GLUT4myc a la superfície cel·lular. Els resultats obtinguts

indiquen que les cèl·lules L6-btGLUT4myc requereixen 10 minuts d’incubació amb

insulina per tal de mostrar un augment significatiu del btGLUT4myc a la membrana

plasmàtica. En canvi, les cèl·lules que expressen el GLUT4myc de rata ja presenten uns

nivells més elevats de GLUT4myc a la superfície cel·lular després de 5 minuts

d’incubació amb insulina.

Per altra banda, també s’ha analitzat l’efecte del xoc hiperosmòtic sobre

l’acumulació de GLUT4myc a la membrana plasmàtica. Aquest xoc hiperosmòtic va ser

induït amb la incubació de les cèl·lules amb un medi que contenia sacarosa 0.45 M.

S’ha vist que el btGLUT4myc no augmenta la seva presència a la membrana plasmàtica

en resposta al xoc hiperosmòtic, ja sigui en mioblasts o en miotubs. A més, provant

diferents temps d’incubació amb sacarosa (5, 10, 20 i 40 minuts) tampoc s’ha observat
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en cap cas un increment del transportador a la superfície cel·lular. En canvi, és ben

conegut que la hiperosmolaritat afavoreix la presència del GLUT4 de mamífer a la

membrana plasmàtica. En mamífers s’ha demostrat que el xoc hiperosmòtic augmenta

la quantitat de GLUT4 a la superfície cel·lular impedint la seva endocitosi des de la

membrana plasmàtica (Li et al., 2001) i, en menor grau, incrementant la seva taxa

d’exocitosi (Randhawa et al., 2004). Li i col. (2001) han suggerit que la

hiperosmolaritat inhibeix l’endocitosi del GLUT4 de rata evitant la formació de

vesícules recobertes de clatrina (Hansen et al., 1993). Per tant, la ineficiència de la

sacarosa sobre el btGLUT4 suggereix que, el GLUT4 de truita, a diferència del GLUT4

de rata, podria ser internalitzat per un mecanisme independent de clatrina.

També s’ha examinat el transport de glucosa induït per insulina a les cèl·lules

L6-btGLUT4myc i s’ha comparat amb el de les cèl·lules L6 que sobreexpressen el

GLUT4myc de rata i amb el de cèl·lules L6 no transfectades (wild-type). La insulina

estimula de manera dosi-dependent el transport de glucosa en totes tres línies cel·lulars,

tant en estadi de mioblast com de miotub. En canvi la taxa de captació de glucosa

expressada en valors absoluts (pmols 2-DG/min/mg proteïna) varia bastant entre les

diferents línies, essent més elevada en les cèl·lules que sobreexpressen el GLUT4 de

rata comparada amb la de les cèl·lules L6-btGLUT4myc. Aquesta diferència és deguda,

en part, al menor nivell de sobreexpressió del btGLUT4myc respecte el del GLUT4myc

de rata, però la raó principal es troba en la menor afinitat per la glucosa que tenen els

GLUTs de peix (almenys el GLUT4 i el GLUT1) respecte els GLUTs de mamífer

(Capilla et al., 2004; Teerijoki et al., 2001a). A més, també s’ha estudiat l’efecte de la

hiperosmolaritat en la taxa de captació de glucosa. Les cèl·lules L6-btGLUT4myc han

mostrat un cert augment del transport de glucosa en resposta al xoc hiperosmòtic,

malgrat la manca de resposta en translocació del btGLUT4myc cap a la membrana

plasmàtica. Aquest efecte podria ser degut a la resposta dels GLUTs que expressen

aquestes cèl·lules de forma endògena enfront a un entorn hiperosmòtic, un efecte que no

és detectat en els experiments de translocació ja que només són quantificats els

transportadors marcats amb l’epítop myc (btGLUT4myc). En suport a aquesta hipòtesi,

Barros i col. (2001) han demostrat que un xoc hiperosmòtic indueix la translocació i

activació del GLUT1 en una línia cel·lular epitelial de fetge de rata.
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D’altra banda també s’ha avaluat la sensibilitat del transport de glucosa a la

citocalasina B en cèl·lules L6-btGLUT4myc i en cèl·lules L6 que expressen el

GLUT4myc de rata. La citocalasina B és un conegut inhibidor del transport facilitat que

s’uneix a la part intracel·lular del transportador (Ribe et al., 2005). S’ha vist que les

cèl·lules que sobreexpressen el GLUT4myc de rata són més sensibles a la citocalasina B

que no pas les L6-btGLUT4myc. Donat que ambdues línies cel·lulars només difereixen

en el tipus de GLUT4 expressat hem de pensar que la diferent sensibilitat a la

citocalasina B rau precisament en aquest punt. Per tant, sembla que el GLUT4 de truita

seria més resistent a la inhibició per citocalasina B probablement degut a diferències en

la seqüència aminoacídica que provoquen canvis en la conformació del lloc d’unió a

l’inhibidor.

Per altra banda, també s’ha estudiat la internalització del GLUT4myc i s’ha

observat que després de 2 minuts d’endocitosi la quantitat de btGLUT4myc present a la

membrana plasmàtica és més elevada que la de GLUT4myc de rata. A més, la insulina

evita en part l’endocitosi del GLUT4 de rata però no té cap efecte sobre la

internalització del btGLUT4.

Les diferències observades entre el tràfic del GLUT4 de truita i el del GLUT4 de

rata podrien estar relacionades amb diferències en la seqüència de determinats motius

que s’han considerat importants en la internalització i la localització intracel·lular del

GLUT4 de mamífer. El motiu dileucina a l’extrem carboxi-terminal s’ha demostrat que

juga un paper clau en la internalització i la retenció intracel·lular del transportador

(Corvera et al., 1994; Haney et al., 1995). A més, també s’ha demostrat que un pèptid

que conté el motiu dileucina a l’extrem carboxi-terminal del GLUT4 de mamífer

interacciona amb el complex adaptador de clatrina AP-1 (Rapoport et al., 1998).

Curiosament aquestes dues leucines en posició 489 i 490 no hi són a la seqüència del

GLUT4 de truita. Això explicaria la menor taxa d’endocitosi i també la major presència

del transportador a la membrana plasmàtica en estat basal. El motiu dileucina també

s’ha vist que està implicat en el pas del GLUT4 des del TGN (trans-Golgi network) fins

el compartiment sensible a la insulina (Martinez-Arca et al., 2000; Sandoval et al.,

2000), el qual justificaria la menor resposta a la insulina que presenta el btGLUT4 en

quant a translocació cap a la superfície cel·lular. És possible que l’absència d’aquestes

dues leucines pugui provocar en certa manera un direccionament incorrecte del
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transportador portant-lo cap a la membrana plasmàtica en comptes de ser retingut en el

compartiment de resposta a la insulina. A més, al GLUT4 de truita també li manquen

dos residus d’arginina situats en posició -4 i -5 respecte el motiu dileucina que també

sembla que són importants per a l’endocitosi del transportador (Sandoval et al., 2000).

Per altra banda, altres autors han remarcat la importància del motiu FQQI (situat a

l’extrem amino-terminal del GLUT4 de mamífer) en la localització intracel·lular del

transportador de mamífer (Al-Hasani et al., 2002; Garippa et al., 1994; Khan et al.,

2004). Aquest motiu està parcialment conservat en el GLUT4 de truita (FQHL) però

encara manté el residu de fenilalanina, el qual sembla ser essencial de cara al correcte

tràfic del GLUT4. La importància relativa de tots aquests motius en el tràfic del GLUT4

de truita és una qüestió pendent de resoldre, que es podria abordar mutant

individualment aquests residus i mirant com és modificat el tràfic del transportador.

Un cop caracteritzat inicialment el tràfic del GLUT4 de truita en un sistema

heteròleg com és la línia cel·lular L6, ens ha interessat saber realment com aquest

transportador respon a la insulina en aquelles cèl·lules on s’expressa normalment, és a

dir, en cèl·lules musculars de truita. Així, hem emprat altre cop com a eina el cultiu

primari de cèl·lules satèl·lit musculars en el qual prèviament havíem detectat l’expressió

de GLUT4. Tenint en compte que Castillo i col. (2004) ja havien demostrat que la

insulina incrementava la taxa de captació de glucosa en aquestes cèl·lules, tot feia

pensar que aquest efecte de la insulina era probablement causat per un increment en la

quantitat de GLUT4 a la superfície cel·lular. Per tant, utilitzant una tècnica de

purificació de membranes plasmàtiques i posteriorment per western blot hem determinat

la presència del GLUT4 a la membrana plasmàtica en cèl·lules incubades en absència o

presència d’insulina durant 30 minuts. Els nostres resultats ens indiquen que el GLUT4

de truita es transloca cap a la superfície cel·lular en resposta a la insulina i que, com a

conseqüència, la capacitat per a transportar glucosa es veu incrementada a les cèl·lules

musculars. També hem detectat que la insulina ja estimula la captació de glucosa amb

tan sols 5 minuts d’incubació, el qual fa pensar que probablement el btGLUT4 ja és

translocat a la membrana plasmàtica en aquest curt període de temps. Aquesta ràpida

translocació del btGLUT4 en resposta a la insulina també l’havíem observat en les

cèl·lules L6, malgrat en aquell cas eren necessaris entre 5 i 10 minuts per a detectar un

increment del transportador a la superfície cel·lular. Per altra banda l’efecte tan ràpid de
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la insulina estimulant la taxa de captació de glucosa també s’ha descrit a la línia

cel·lular L6 (Niu et al., 2003; Somwar et al., 2001).

També s’ha investigat el paper de l’indinavir com a inhibidor del transport de

glucosa en les cèl·lules musculars de truita. L’indinavir és un agent inhibidor de

proteases del VIH (virus d’immunodeficiència humana) que és utilitzat com a fàrmac

retroviral. Prèviament s’ha demostrat que l’indinavir inhibeix preferentment el transport

de glucosa mediat pel GLUT4 de manera no-competitiva quan és afegit en el medi de

transport (Murata et al., 2002). En cèl·lules musculars de truita l’indinavir va causar una

reducció del 25% en el transport basal de glucosa, però només va reduir un 9% el

transport de glucosa estimulat per insulina. Aquests resultats s’han d’interpretar amb

cura. En mamífers encara no és ben conegut el mecanisme pel qual l’indinavir inhibeix

el GLUT4, però alguns autors han suggerit que l’indinavir s’uneix al GLUT4 de manera

no covalent i suposadament a la cara citoplasmàtica del transportador (Hertel et al.,

2004). És possible que l’indinavir no sigui igual d’efectiu inhibint el GLUT4 de truita

que el GLUT4 de mamífer, igual com passava amb la citocalasina B, degut a diferències

en l’estructura primària de la proteïna. També desconeixem fins a quin punt el GLUT1

de truita, el qual també s’expressa en aquestes cèl·lules, és sensible a aquest inhibidor.

Tot això fa difícil a partir d’aquests resultats arribar a una hipòtesi concloent sobre

l’efecte de l’indinavir en el transport de glucosa d’aquestes cèl·lules musculars.

Per tal d’estudiar la localització subcel·lular del btGLUT4 en estat basal hem

utilitzat la tècnica d’immunofluorescència comparant cèl·lules musculars a dia 5 de

cultiu (encara mononucleades) amb cèl·lules a dia 10 (multinucleades i plenament

diferenciades). En principi el senyal és molt més intens en cèl·lules diferenciades, el

qual concorda amb l’expressió més elevada de GLUT4 trobada anteriorment en

aquestes cèl·lules. En general, el GLUT4 de truita en estat basal es troba localitzat a

l’interior de la cèl·lula però preferentment concentrat al voltant del nucli, en

compartiments perinuclears. Per tant sembla que el btGLUT4 té una distribució

intracel·lular similar a la del GLUT4 de mamífer (Baque et al., 1998; Thong et al.,

2005; Zeigerer et al., 2004).

En resum, els resultats obtinguts indiquen que la regulació del transport de

glucosa en el múscul esquelètic per part de la insulina és un mecanisme que es troba

conservat al llarg de l’evolució dels vertebrats. Així, la insulina exerceix una doble
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acció sobre el transportador GLUT4 en el múscul esquelètic de truita. Per una banda, té

un efecte ràpid sobre el transportador provocant la seva redistribució dins les cèl·lules

musculars i afavorint la seva presència a la membrana plasmàtica, i, per altra banda, té

un efecte més a llarg termini incrementant la síntesi de noves molècules de

transportador, molt probablement estimulant la transcripció del gen GLUT4. D’aquesta

manera s’aconsegueix incrementar la capacitat de transport de glucosa en el múscul

esquelètic en resposta a l’augment d’insulina en sang que es produeix durant l’estat

postprandial o per una injecció d’insulina exògena. Per tant, sembla que els mecanismes

bàsics reguladors de la insulina sobre el transport de glucosa ja són presents en els

peixos teleostis, de manera que no suposen una limitació a l’hora de regular la

glucèmia. Amb les dades que disposem fins ara podem dir que el pas limitant pel

transport de glucosa en el teixit muscular probablement seria la més baixa afinitat per la

glucosa que presenten aquests transportadors de difusió facilitada en els peixos. Per

altra banda, també és possible que el múscul esquelètic dels peixos tingui un nombre

més petit de transportadors el qual provoca que comparativament amb mamífer presenti

una menor activitat transportadora de glucosa. Així doncs, la poca capacitat que tenen

en general els peixos per utilitzar els carbohidrats com a font d’energia podria ser

explicada, en part, per una baixa activitat transportadora de glucosa en el múscul

esquelètic deguda a un nombre menor de transportadors i a la seva baixa afinitat. A

més, malgrat que els mecanismes bàsics de regulació per la insulina ja existeixin, hi ha

alguns elements reguladors del GLUT4 que encara no són prou eficients, com és per

exemple el mecanisme de retenció intracel·lular. Hem vist que en estat basal el GLUT4

de truita es troba en major proporció a la membrana plasmàtica comparat amb el

GLUT4 de mamífer. Per tant, l’efecte ràpid de la insulina augmentant el nombre de

molècules de GLUT4 a la superfície cel·lular és menor. Aquest factor, juntament amb la

menor afinitat i la menor expressió de transportador pot contribuir a que els peixos

necessitin un període de temps més llarg per a revertir un estat hiperglucèmic. Per tant,

podem concloure que els peixos teleostis no són intolerants a la glucosa ja que disposen

d’un sistema de regulació de la glucèmia, encara que aquest és menys eficient que el

que posseeixen els mamífers.
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1. La insulina regula els nivells de proteïna GLUT4 in vivo en múscul esquelètic de

truita. La quantitat de GLUT4 en múscul vermell ha disminuït amb el dejuni i ha

augmentat amb el tractament amb insulina. En el múscul blanc només s’ha

detectat una reducció en l’expressió de GLUT4 a nivell de proteïna durant el

dejuni.

2. Els canvis observats en el contingut de proteïna GLUT4 in vivo concorden en

general amb els canvis observats prèviament a nivell d’ARN missatger. Per tant,

sembla que l’expressió de GLUT4 és regulada per la insulina en múscul

esquelètic i que es tracta d’una regulació diferent segons el tipus de fibra

muscular.

3. L’expressió de l’ARN missatger de GLUT4 en cèl·lules satèl·lit musculars de

truita augmenta durant el procés de diferenciació muscular. La insulina i l’IGF-I

estimulen l’expressió de GLUT4. L’efecte de la insulina requereix una

incubació de 18 hores per tal que sigui significatiu. L’acció estimuladora de la

insulina i l’IGF-I incrementant la quantitat d’ARN missatger de GLUT4 és més

important en cèl·lules diferenciades que en cèl·lules no diferenciades.

4. L’expressió de l’ARN missatger de GLUT1 en cèl·lules satèl·lit musculars de

truita incrementa també durant la diferenciació d’aquestes cèl·lules però de

forma molt més modesta que el GLUT4. La insulina i l’IGF-I promouen

l’acumulació d’ARN missatger de GLUT1 en les cèl·lules musculars. És

necessària una incubació d’almenys 12 hores amb insulina per tal de detectar un

increment significatiu en l’expressió de GLUT1. L’efecte de l’IGF-I sobre

l’expressió de GLUT1 és més pronunciat en cèl·lules no diferenciades,

probablement degut als majors requeriments energètics que presenten aquestes

cèl·lules en estat proliferatiu.

5. S’ha generat una línia estable de cèl·lules musculars L6 que expressen el

GLUT4 de truita (btGLUT4) al qual se li ha insertat en el primer domini

extracel·lular l’epítop myc (btGLUT4myc). El btGLUT4myc augmenta la seva

presència a la membrana plasmàtica en resposta a la insulina, però en menor

mesura que el GLUT4myc de rata, possiblement degut a que en estat basal un
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major percentatge de btGLUT4myc és ja present a la superfície cel·lular. Les

cèl·lules L6 que expressen el btGLUT4myc requereixen un temps més llarg

d’incubació amb insulina per tal de mostrar un augment significatiu del

btGLUT4myc insertat a la membrana plasmàtica.

6. La captació de glucosa en les cèl·lules L6-btGLUT4myc és estimulada per la

insulina de manera dosi-dependent. La taxa basal de captació de glucosa en les

cèl·lules L6-btGLUT4myc és més baixa que en les cèl·lules L6 que expressen el

GLUT4myc de rata, d’acord amb el nivell més baix d’expressió del

btGLUT4myc i la menor afinitat per la glucosa que presenta el GLUT4 de peix.

Així mateix, la taxa d’internalització del btGLUT4myc és més baixa que la del

GLUT4 de rata i no es veu afectada per la insulina. A diferència del GLUT4 de

rata, el btGLUT4myc no s’acumula a la membrana plasmàtica en resposta a un

xoc hiperosmòtic, la qual cosa suggereix que l’endocitosi del btGLUT4 podria

ser independent de clatrina.

7. La insulina incrementa la presència del btGLUT4 a la membrana plasmàtica en

cèl·lules musculars de truita, afavorint paral·lelament la capacitat per a

transportar glucosa. Els efectes de la insulina sobre la captació de glucosa ja són

visibles al cap de 5 minuts d’incubació amb l’hormona.

8. Els estudis d’immunofluorescència demostren que, en cèl·lules musculars de

truita, el btGLUT4 es troba en compartiments intracel·lulars i concentrat a la

regió perinuclear. Així mateix, també s’observa que el marcatge del btGLUT4

és més intens en els miotubs, d’acord amb la major expressió de GLUT4

detectada en les cèl·lules musculars diferenciades.
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