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A. Presentaci6 i objectius.






La insulina és una hormona que genera fendmens de caracter anabolic en
teixits periférics tals com el miscul o el teixit adipds. La manera com indueix un
ventall tan ampli de respostes per part de la céllula és en P'actualitat, tema d’estudi
per a un ampli grup d’investigadors. Més concretament, la insulina es capag d’estimular
el transport de glucosa i d’aminoacids en aquests teixits. S’ha avangat més en D’estudi
dels mecanismes pels quals la insulina estimula el transport de glucosa, la qual cosa ha
estat motivada pel fet que en el seu moment es varen desenvolupar técniques que
permeteren la quantificacié de transportadors de glucosa, i a que en l'actualitat els
diferents transportadors de glucosa que s’expressen en mamifers es troben clonats i
seqiienciats. En aquest sentit, es coneix que la insulina provoca en adipocits de rata,
la rapida translocaci6 d’'una poblaci6 de transportadors de glucosa sensibles a la
insulina, des d’un locus intracel.lular fins a ]a membrana plasmatica.

La primera referéncia bibliografica que tenim de 'acci6 estimuladora de la
insulina sobre el transport d’aminoacids a muscul apareix a 'any 1958. David M. Kipnis
i Matthew W. Noall descriuen que la insulina provoca I'activacié de la captaci6 de
Panaleg aminoacidic no metabolitzable, acid a-aminoisobutiric (AIB), en preparacions
de diafragma de rata incubat. Utilitzant ’'AIB, estimaven l'activitat de transport a
través de dos sistemes, el sistema A i ’ASC, ambdds Na*-dependents. Avui sabem que
'acid a-(metil)aminoisobutiric (MeAIB) €s un substrat especific del sistema A, atés
que el sistema ASC exclou aminoacids N-metilats.

El mecanisme pel qual la insulina estimula P'activitat del sistema A en
muscul esquetic es desconeix, aixi com també es desconeix Pestructura del propi
transportador que constitueix el sistema A.

Situats en aquest context emprenérem la tasca d’estudiar quina era I'accié
de la insulina sobre el transport de MeAIB a miscul esquelétic de rata, per a
seguidament realitzar una aproximaci6 als seus mecanismes d’acci6, aixi com a la seva
regulacié. En alguns casos hem investigat, de manera comparada, la regulacié del
transport de glucosa, i aixd ha estat motivat pel fet que en una varietat de situacions
s’ha descrit un paralel.lisme en miscul esquelétic entre 'activitat de transport de
glucosa i la del sistema A (Zorzano et al., 1985; Zorzano et al., 1986a).

Entre els nostres objectius teniem investigar la possible participaci6 en els



mecanismes d’acci6 de la insulina estimulant el sistema A, dels segiients elements:
- Dactivitat tirosina quinasa del receptor de la insulina.

- Les proteines G.

- Els diacilglicerols i/o la proteina quinasa C.

En estudis preliminars observarem que l'efecte de la insulina tot i ser
independent de sintesi proteica, provocava increments en la Vmax del transport de
MeAIB en miiscul esquelétic. Aixi un altre dels nostres objectius va ser estudiar el
possible requeriment per a lacci6 de la insulina d’una adequada activitat de
microtibuls i de microfilaments en aquest teixit, i per tant intentar determinar si
procesos de translocaci6 de transportadors participen en aquest efecte, tal i com ha
estat descrit a adipocits.

Els mecanismes d’acci6 de la insulina han d’estar sotmesos a una regulaci6
negativa que aturi el senyal que ja ha estat emés per la uni6 d’aquesta hormona al
receptor. El nostre darrer objectiu fou estudiar la possible participaci6 en la regulaci6
de l'acci6 de la insulina sobre el sistema A de serines/treonines quinases, com la
proteina quinasa C o la proteina quinasa A, mitjangant la utilitzaci6 de conegudes
substancies que podien induir modulacions en Pactivitat d’aquestes.

Els nostres estudis han permés constatar que a miscul esquelétic la insulina -
regula lactivitat del sistema A de manera rapida i independent del gradient
eletroquimic de Na*. Aquesta accid, que és portada a terme a través del receptor de
la insulina, requereix d’una intacta activitat tirosina quinasa del receptor. Aquesta
activitat no sembla modular segons missatgers com proteines G o proteina quinasa C
en la via d’estimulaci6 del sistema A. Tot i que la cinética d’estimulaci6 del sistema A
presenta increments en la Vmax, no semblen produir-se fenomens de translocaci6 de
transportadors cap a la membrana plasmatica, a través de microtibuls o de
microfilaments, a diferéncia del que succeeix quan ’estimulacié del transport implica
procesos de sintesi proteica. Finalment hem observat que aquesta acci6 de la insulina
podria trobar-se parcialment regulada per la proteina quinasa C perd no per la
proteina quinasa A.

| La memoria que es presenta tot seguit, s’estructura de la segiient manera:
en primer lloc, es revisa I'estat actual del tema objecte d’estudi, en capitols

monografics dels diferents aspectes tractats, on s’incorporen els resultats propis



obtinguts al llarg de la realitzacié d’aquest treball, amb les taules i figures que pel seu
interés o representativitat han estat escollides. Simultaniament, es discuteixen aquests
resultats, en el seu context bibliografic.

Seguidament s’hi troben els articles (publicats o manuscrits en revisid) que
s’han originat a partir de la realitzaci6 d’aquest projecte. A continuaci6 es presenten
les conclusions globals i finalment i a manera d’apéndix s’inclouen els protocols

experimentals emprats al llarg d’aquest treball.






B. Acci6 de la insulina sobre el sistema A

de transport d’aminoacids a muiscul esquelétic.






B.1. El miscul esquelétic, teixit diana de Paccié de la insulina.

La unitat estructural del miscul de fibra estriada, €s a dir, la que correspon
a cor i a muscul esqueletic, és la fibra muscular, sinciti multinucleat, delimitat per la
membrana plasmatica (sarcolema) i que conté en el seu citoplasma (sarcoplasma), un
gran reticle endoplasmic llis (reticle sarcoplasmic), aparell de Golgi, mitocondries
(sarcosomes), poliribosomes, glicogen, lipids i mioglobina; pero la major part del
citoplasma esta ocupat per filaments contractils (miofilaments) formats per cadenes
constituides basicament per dos tipus de proteines, actina i miosina, que interactuen
entre elles per tal de donar lloc a un moviment unidireccional (la contracci6). Els
miofilaments es troben agrupats formant feixos anomenats miofibrilles. En el cas de
la fibra estriada (Figura-1), aquestes miofibrilles presenten al microscopi electronic
zones birefringents, anisotropiques (fosques) que alternen amb altres isotropiques
(clares). En el centre de les zones isotropiques (banda I) es localitza una linia densa
(linia Z) que delimita I'entitat del sarcomer, i on es troben els tibuls transverals
(tibuls T). La zona anisotropica (banda A) presenta una area més clara (disc H)
dividida en dues parts per una linia fosca (linia M). A grans trets, la correspondéncia '
estructural d’aquestes bandes és la segiient:
Els miofilaments sén de dos tipus, gruixuts, formats per miosina i fins, formats per
actina, tropomiosina i troponinas; en funci6 del grau de contracci6, aquests filaments

estaran més o menys superposats. En estat de relaxacié tenim,

banda I, filaments Gnicament fins,
banda H, filaments inicament gruixuts,

banda A, filaments fins i gruixuts superposats.



FIGURA-1: Estructura del sarcomer
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(Extret de: Kessel i Kardon, 1979).

L’arribada d’un impuls nerviés provoca una ona de despolaritzacié del
sarcolema que en el tibul T, on el sarcolema es troba molt proper a les cisternes
terminals del reticle sarcoplasmic, indueix 'alliberament d’ions Ca2+ provinents de
Iinterior del reticle, els quals en reaccionar amb la troponina desencadenaran els
processos que donaran lloc a la contracci6. Durant la relaxaci6, els ions Ca** s6n
rapidament recapturats per les bombes de calci que hi ha a la membrana del reticle.

Des d’un punt de vista metabalic, el miscul oscil.la entre periodes de repds,

en els que la despesa energetica és molt baixa, i periodes d’activitat en els que té lloc



una gran disipacié d’energia. En qualsevol cas, la seva capacitat de realitzar treball
depén del manteniment dels nivells d’ATP. Per aconseguir de manera rapida aquest
nucleotid, el miiscul emmagatzema, malgrat que de manera limitada, creatina fosfat,
compost caracteritzat per una energia lliure estandard d’hidrolisi molt negativa, de
manera que pot acoplar-se amb 'ADP per sintetitzar ATP, mitjancant la creatina
quinasa. Aquest compost, pero, sols representa una font transitoria d’energia, i aixi en
cas d’una forta demanda energética aquesta haura de provenir d’altres substrats.
En estat de repos el miiscul capta poca glucosa, la qual contribueix en una
petita proporcio al total del metabolisme oxidatiu muscular, perd cal tenir en compte
que des d’'un punt de vista quantitatiu, el miscul és el principal teixit en el que la
insulina augmenta la captacié de glucosa durant I'estat absortiu. El mateix efecte
s’'observa en situacié d’exercici, perd aixi com la glucosa captada per acci6é de la
insulina té com a principal desti la formacié de glicogen, la captada en situaci6
d’exercici essencialment és metabolitzada fins a 'obtenci6 de piruvat. Aquest dltim pot
ésser alliberat, prévia conversio a alanina o a lactat, o bé descarboxilat i oxidat per a
la sintesi d’acetil-CoA i posterior metabolitzacié en el cicle de I'acid citric. Després
d’un dejuni de 12 hores, els principals substrats oxidatius en el miscul en repos sén els
acids grassos lliures (FFA) procedents dels triglicerids del teixit adip6s. El muscul
també té capacitat enzimatica per a oxidar cossos cetonics (acetoacetat i 8-hidroxibuti-
rat). Per aixo0, en situacions en les que el teixit adipds allibera grans quantitats de FFA
i, en conseqiieéncia, el fetge sintetitza cossos cetodnics, el miscul els consumeix també
en més quantitat. En aquests casos s’alenteix la glucolisi, la qual cosa permet estalviar
glucosa. L’acumulaci6 de triglicérids en €l muscul és limitada i es localitza en forma
de gotetes de greix, a prop de les mitocondries. Aquests compostos constitueixen
també una font d’acetil-CoA, important en situacions de poca disponibilitat de glucosa.
Respecte al metabolisme dels aminoacids, si bé el miscul té poca capacitat
per a oxidar alguns d’ells en estat post-absortiu, els allibera continuament a la
circulacid. Alanina i glutamina sén els alliberats en més proporcid, arribant a
representar; en conjunt, més del 50% del total del recanvi de nitrogen a-aminic
corporal. Mentre que el miscul en repos allibera aminoacids, durant I’exercici es
converteix en un teixit captador d’aquests, amb excepcid de I'alanina que continua

essent alliberada. D’altra banda, els teixits esplacnics alliberen grans quantitats



d’aminoacids ramificats. Durant I'exercici s’ha observat que la velocitat de captacio
d’aminoacids ramificats en el muscul és igual a la d’alliberacié d’alanina, suggerint que
els aminoacids ramificats podrien proveir de nitrogen a-aminic per a la formaci6
d’alanina. De totes maneres, els aminoacids ramificats sols contribueixen en un 5% al
total del metabolisme oxidatiu del miscul durant ’exercici.

Classicament els misculs han estat classificats en funci6 del seu color,
misculs vermells i masculs blancs, o de les seves propietats contractils, misculs de
contracci lenta o de contracci6 rapida. Les fibres de miscul vermell poden ser tant
de contracci6 lenta com de contraccié rapida, mentre que els masculs de fibra blanca
tan sols s6n de contraccié rapida. Els diferents misculs esquelétics estan formats per
una barreja d’aquests tres tipus de fibres. Els miisculs de fibra vermella de contracci6
lenta (tipus I) es caracteritzen per tenir una capacitat oxidativa superior a la dels
miisculs de fibra vermella de contraccié rapida (tipus IIA), aixi com una més gran
reserva de triglicérids, perd tenen menor capacitat glucolitica i menor quantitat de
creatina-fosfat. Aquestes fibres permeten el treball perllongat d’intensitat moderada
o elevada, durant el qual la velocitat de consum d’ATP és igual a la velocitat amb que
és sintetitzat mitjangant la fosforilaci6 oxidativa. D’altra banda, les fibres vermelles de
contraccid rapida presenten alta capacitat per a la generacié tant aerdbica com
anaerobica de ’ATP. Quant a les fibres blanques (tipus IIB), presenten una menor
densitat capil.lar que les vermelles, aixi com unes menors reserves de triglicérids. La
seva capacitat oxidativa també és menor, perd presenten una més gran taxa glucolitica,
aixi com concentracions més elevades de creatina-fosfat que les de tipus I. Aquestes
fibres estan especialitzades en exercicis curts perd molt intensos, que no permeten una
sintesi aerobica de ’ATP, sind que aquest s’obté, un cop les reserves de creatina fosfat
han desaparegut, d’'un major ritme glicolitic, a partir de la degradaci6 del glicogen.

La insulina, a la qual ja hem fet esment en aquest capitol, afecta tant al
metabolisme glucidic com proteic del muscul. La insulina incrementa la taxa
d’utilitzacié de glucosa en muscul esquelétic i cardiac, realitzant aquest efecte tant
sobre el transport en la membrana plasmatica, com sobre la glucdlisi i la sintesi de
glicogen. L’efecte sobre el traﬁsport de membrana és degut a un increment en la Vmax
del procés de transport, amb un petit, o inexistent, efecte sobre la Km. Una bona part

de la glucosa que és captada pel miscul es dirigeix cap a la formacié de glicogen,



degut a un increment en I'activitat de la glicogen sintasa (Villar-Palasi i Larner, 1970);
la insulina incrementa la proporcié d’enzim desfosforilat, forma en la qual és actiu, i
aix0 seria degut a una activaci6 de la proteina fosfatasa-I. Respecte al metabolisme
proteic, la insulina estimula el transport d’aminoacids a través del sistema A.
Paral.lelament, la insulina també produeix un increment en la taxa de sintesi proteica,
aixi com un decrement en la taxa de proteolisi (Morgan et al. 1971).

A més d’aquests efectes la insulina produeix un decrement en la taxa de
lipdlisi endogena en el cor i en fibres de tipus I i IIA, pero els mecanismes pels quals
ho fa aixi com la seva importancia fisiologica no estan clars.

Tot estudi dirigit a investigar aspectes relatius al miscul esquelétic carrega
amb dificultats addicionals com €s la inassequibilitat d’un model cel.lular metodologica-
ment similar al miscul in vivo. Aixi doncs, hem de treballar amb el feix muscular
sencer, cosa que comporta una serie d’avantatges i desavantatges. Entre els primers
figura que P'entitat cel.lular es troba en el seu context estructural i fisiologic; aixi la
tecnica de perfusié de les extremitats (habitualment del quart posterior de ’animal)
in situ, tot i tenir la interferéncia d’un seguit de senyals nerviosos o hormonals generats
pel propi animal, és la que manté el teixit més proper al seu context, alhora que
utilitza la xarxa capil.lar propia del teixit per perfundir els compostos objecte de
Pestudi (Ruderman et al. 1971).

Per tal d’evitar les interferéncies fisiologiques a les que es feien referéncia,
hom pot procedir a extreure un muscul complet de I'animal i realitzar el seu estudi in
vitro. El desavantatge que presenta aquesta técnica és la diferent assequibilitat que
tenen les fibres del feix als diferents substrats, en funcié que es trobin localitzades més
cap al nucli del feix. Per tant aquesta técnica requereix de la utilitzacié de miisculs poc
gruixuts per tal de minimitzar aquest problema i per evitar la possible formacié d’un
nucli anoxic. Els misculs comunment més utilitzats sn el soleus, I'extensor digitorum
longus i el diafragma. En el cas de la rata, s’aprofiten animals joves (40-70 g de pes
corporal) per a lobtenci6 d’aquests misculs per quant els teixits s6bn menors;
tanmateix, perd, si el model experimental requereix la utilitzacié d’animals aduits, hi
ha la possibilitat de fer tires longitudinals d’un muscul concret, o la utilitzaci6 de
musculs poc gruixuts com I’epitroclearis.

La utilitzacié d’aquesta técnica esta condicionada a la comprovaci prévia
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que els nivells de creatina fosfat, aixi com els ’ATP romanen inalterats; també és
mostra d’'un adequat estat del miscul, el manteniment dels nivells de glicogen. Com
ja s’ha fet esment anteriorment, I'obtenci6 de midcits en cultius primaris no és
assequible, tot i que en aquest sentit alguns autors han posat a punt técniques
d’obtencié de mioblasts de musculs embrionaris (Reiss i Korohoda, 1988).

Una altra t€cnica d’aproximacié a I'estudi del miscul sén els cultius de
linies cel.lulars establertes, d’origen miocitic. Predomina la utilitzaci6 de dues
d’aquestes linies, la L6 (Klip i Paquet, 1990) i la BC3H-1 (Farese et al., 1986). Aquest
model, tot i resoldre alguns dels principals problemes dels models anteriors, presenta
Iinconvenient de treballar amb cél.lules completament desconnectades d’una entitat
fisiologica i a més modificades per presentar les tipiques caracteristiques d’immortalitat
que requereixen els cultius cellulars establerts. A més, aquestes linies cel.lulars
presenten una molt baixa concentracié de glicogen, baixa taxa de sintesi de glicogen
i una elevada producci6 de lactat (Ruderman i Zorzano, dades no publicades). En
definitiva, es tracta de models cel.lulars que metabdlicament es comporten de manera
diferent a com ho fa una fibra muscular in vivo.

Els estudis que precisen d’un subfraccionament cel.lular de la fibra miiscular
es veuen dificultats també per I'existéncia de les miofibrilles al citoplasma, ja que en
procesos d’homogeneitzaci6 del teixit, la membrana plasmatica es queda adherida a
elles, fent molt ineficient el procés (Charuk et al., 1989).

Degut als problemes metodologics que comporta treballar amb la fibra
muscular, els estudis sobre 'acci6 de la insulina han estat més desenvolupats en teixit
adipds, doncs la técnica d’obténcid i incubaci d’adipocits no presenta dificultats de
consideraci. Aixi els resultats obtinguts en aquest teixit han servit per proposar
models sobre els mecanismes d’accié de la insulina, que encara estan per ser

demostrats en el mascul.
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B.2. Caracteritzacio de Pefecte de la insulina sobre P’activitat de

transport de glucosa i d’aminoacids en miscul esquelétic.

B.2.1. Transport de glucosa.

En estat absortiu, el miscul és el teixit responsable de la major part de la
utilitzacié corporal de glucosa; en aquesta situacié hi ha una augmentada secreci6
d’insulina, de manera que aquesta hormona en unir-se a receptors especifics de
membrana del miscul genera diversos senyals, un dels quals provoca un increment en
la captaci6 de glucosa. Precisament la deficiéncia severa en la secreci6 de la insulina,
o bé la resisténcia a Pacci6 d’aquesta hormona que poden presentar els seus teixits
diana, genera una malaltia coneguda com a diabetes mellitus.

El transport de D-glucosa esdevé en el miscul per un procés de difusi6
facilitada, essent la concentracié plasmatica de glucosa d’aproximadament 5 mM,
mentre que la intracel.lular és practicament nul.la degut a la rapida acci6 catalitica de
Phexoquinasa que genera glucosa-6-fosfat. La primera referéncia que es té d’aquest
fenomen de transport de glucosa a través de la membrana apareix I'any 1939 gracies
a uns treballs de Lundsgaard on es parla de I’existéncia d’un "factor actiu” que es troba
en la superficie de la membrana i que resulta estimulat per la insulina. En aquesta linia
de treball, diversos autors (Park et al., 1955; Narahara et al., 1960; Morgan et al.,
1966) observen que la captacié de glucosa en diafragma és saturable i s’incrementa per
acci6 de la insulina. Posteriorment es descriu que la captacid de glucosa mediada per
transportador és inhibible per la citocalasina-B (LeFevre, 1972). En estudis cinétics de
Pacci6 de la insulina sobre la captaci6 de glucosa s’observa que hi ha un increment en
la Vmax sense que es modifiqui la Km (Narahara et al.,, 1963). La captaci6 de glucosa
aixi com la magnitud de 'efecte de la insulina, estan en funci6 del tipus de fibres que
formin el miscul. Aixi a grans trets, s’ha observat que les fibres de contraccié lenta
tenen una Km més baixa per a la captaci de glucosa que les de contraccié rapida,
mentre que la Vmax és superior i resulta més estimulada per la insulina en fibres

vermelles que en fibres blanques (Klip i Paquet, 1990). En funci6 de la composicié de
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fibres que presenti el miascul, aquest pot tenir estimulacions de la captaci6 de glucosa
per part de la insulina que vagin des de 2 fins a 20 vegades, en rata (Klip i Paquet,
1990). D’altra banda, s’ha observat que la insulina estimula 2 vegades la captaci6 de
glucosa en adipocits humans, mentre que la estimulacié és de fins a 30 vegades en
adipocits de rata (Klip i Paquet, 1990).

La cinética del transport facilitat de glucosa va ésser estudiada per primera
vegada en eritrocits humans, on es descriu que és saturable i estereospecific amb una
Km de 5-10 mM per a I'entrada de D-glucosa (Jung, 1975; Naftalin et al., 1977). El
transport de D-glucosa en eritrocits era especificament inhibit per citocalasina-B
(Taverna et al., 1973). Mitjangant cromatografies d’intercanvi iOnic es va aconseguir
purificar €l transportador de glucosa, a partir de "fantasmes" d’eritrocits pre-tractats
amb un detergent. Durant la purificacié es comprovava I’activitat del transportador per
reconstitucié en liposomes i mesures del grau d’inhibicié de la captacié de (3H)-D-
glucosa amb citocalasina-B (Zoccoli et al., 1978; Kasahara et al., 1977). La molécula
purificada era una glicoproteina que tenia un pes molecular d’uns 55.000. El
transportador de glucosa d’eritrdcit huma presenta una glicosilaci6 heterogénia, la qual
cosa és la causa de la formaci6 d’'una banda difosa quan corre en gels de SDS-
poliacrilamida. La citocalasina-B també ha estat utilitzada com a marcador del
transportador de glucosa i com a eina per a la quantificacié del nombre de transporta-
dors en diferents fraccions subcel.lulars. Quan s’incuben membranes que contenen
transportadors de glucosa amb citocalasina-B marcada radiactivament, i seguidament
és irradiada la mostra amb llum UV, es produeix un enllag covalent entre aquestes
dues molécules, de manera que els transportadors de glucosa podran ésser detectats
per fluorografia o per comptatge radiactiu de trossos del gel on s’ha realitzat
Pelectroforesi en SDS-poliacrilamida. Els transportadors de glucosa també poden ser
detectats amb anticossos policlonals i monoclonals, els quals han servit, juntament amb
les tecniques de fotoafinitat de la citocalasina-B, per a identificar els transportadors de
glucosa en diferents teixits i espeécies i per clonar cDNA que codifica per al
transportador de glucosa de l'eritrocit. Amb anticossos contra transportadors de
glucosa d’eritrocits es va rastrejar una llibreria de cDNA en el vector d’expressi6 A-
gtll, procedent de I'hepatoma HepG2, per fags que expressesin determinants
antigenics de transportador de glucosa (Mueckler et al., 1985); el cDNA que codificava
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pel transportador de glucosa d’HepG2 fou designat GLUT-1. Utilitzant el GLUT-1
com a sonda es va detectar la preséncia d¢ mRNA de transportadors de glucosa en
cervell, en teixit adip6s i en miscul (Birnbaum et al., 1986; Mueckler et al., 1985; Flier
et al., 1987).

Cushman i Kono al 1980 (Cushman i Wardzala, 1980; Suzuki i Kono, 1980),
independentment, descriuen I'existéncia d’un pool intracel.lular de transportadors de
glucosa a adipocits de rata. Cushman va quantificar els transportadors de glucosa per
assaigs d’uni6 de citocalasina-B a fraccions subcel.lulars de membrana, mentre que
Kono va reconstituir I'activitat de transport de glucosa en liposomes. Varen observar
que la insulina provocava un reclutament dels transportadors de glucosa intracel.lulars,
a la membrana plasmatica. Aquesta observaci6 fou posteriorment confirmada amb la
utilitzacié d’antisérum contra transportador de glucosa d’eritrocit huma, en assaigs
d’immunoblots (Wheeler, T.J. et al, 1982; Lienhard, G.E. et al., 1982). Aquest
increment de transportadors de glucosa en la membrana plasmatica sembla ser, en
bona part, el responsable de la incrementada taxa de transport de glucosa per accié
de la insulina. Aquest procés de translocacié ha estat observat també a adipocits
humans (Karnieli, E. et al, 1986; Matthaei, S. et al. 1987), diafragma de rata
(Wardzala, L.J. et al, 1981), cor (Watanabe, T. et al,, 1984) i misculs del quart
posterior (Klip, A. et al., 1987).

Una solida evidéncia de I'existéncia de diferents tipus de transportadors de
glucosa, fou assolida gracies a I'obtencié d’un anticds monoclonal preparat contra
microsomes de baixa densitat procedents d’adipocits de rata. Aquest anticds, anomenat
1F8, reaccionava fortament amb una proteina de 43.000 de pes molecular dels
microsomes de baixa densitat procedents d’adipdcits en situacié basal. Quan els
adipdcits eren estimulats amb insulina, la proteina de 43.000 es localitzava preferent-
ment en les fraccions de membrana plasmatica, mentre que minvava la seva preséncia
en les fraccions de microsomes de baixa densitat (James et al., 1988). A més, I'anticos
1F8 immunoprecipitava el complexe proteina-citocalasina-B(’H) previament generat
per fotoafinitat donant aixi consisténcia al fet que es tractava d’un transportador de
glucosa. Aquest transportador respon a estimulacions agudes per part de la insulina.
El cDNA d’aquest transportador ha estat recentment clonat i seqiienciat en adipocits
de rata (James, D.E. et al., 1989). Idéntics cDNA foren clonats de llibreries de miiscul
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esquelétic de rata (Charron et al. 1989; Birnbaum, 1989), d’adipocits 3T3-L1 de ratoli
(Kaestner et al., 1989) i de miscul esquelétic huma (Fukumoto et al., 1989). Aquest
cDNA, aixi com la proteina per a la qual codifica, reben el nom de GLUT-4. Altres
cDNA per a transportadors de glucosa han estat clonats; aixi, €l de fetge rep el nom
de GLUT-2 (Fukomoto et al., 1988; Thorens et al., 1988), el de cervell, GLUT-3
(Kayano et al.,, 1988) i un altre expressat en lintesti prim, GLUT-5 (Kayano et al.,
1990). L’homologia existent entre aquestes molecules arriba a ser fins del 65%; els
fragments de transmembrana sén els que guarden una més gran homologia, mentre
que els extrems C- i N-terminals s6n els més variables (Klip i Paquet, 1990).
Conseqiiencia d’aquest fet és que els anticossos especifics per a cada un d’ells, que
reconeixen epitops externs dels transportadors, presenten poca reactivitat creuada.

Al muscul esquelétic huma s’observen quantitats detectables de mRNA de
GLUT-1 (Flier et al.,, 1987), mentre que el mRNA de GLUT-4 es troba en aquells
teixits que poden respondre a estimulacions agudes per part de la insulina com sén els
teixit adipds o el miscul (James et al., 1989a; Charron et al., 1989; Birnbaum, 1989;
Kaestner et al.,, 1989; Fukumoto et al., 1989). S’ha proposat una hipdtesi que indica
que en els teixits diana de la insulina, GLUT-1 seria el responsable de la captaci6
basal de glucosa, localitzant-se preferentment a la membrana plasmatica, mentre que
GLUT-4, que es troba en membranes intracellulars, seria el responsable de
Pincrement de transport de glucosa després de I'estimulacid per insulina, per un procés
de translocacié d’aquests transportadors cap a la membrana plasmatica (James et al,,
1988).

En miuscul esquelétic, el sarcolema presenta heterogeneitat quant a la
densitat de transportadors de glucosa, i concretament a nivell del tubul T s’ha descrit
una més elevada concentraci6 de transportadors (Burdett et al., 1986). Per contrarestar
aquesta deficiéncia, el miscul presenta en el sarcolema corresponent a la zona del
tibul T una més gran concentracié de transportadors de glucosa (Burdett et al., 1986).
Encara no ha estat definit si ’activitat d’aquests transportadors és diferent a la dels de
la resta del sarcolema. En condicions on hi ha un increment del transport de glucosa
per part del sarcomer, podria‘succeir que els transportadors procedents dels tibuls T
fossin traslladats a altres zones amb més assequibilitat per a la glucosa, o bé que el

teixit es modifiqués per incrementar la grandaria del lumen que forma el tdbul T.
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Aquesta ultima observacid ha estat feta quan el miscul és sotmés a estimulacié per
part de ’hormona tiroidea (Dulhunty et al,, 1986). Seria interessant saber si la insulina
o bé I'exercici generen un procés similar.

Una altra dada interessant es va obtenir amb estudis amb vesicules
obtingudes a partir de sarcolema de miscul esquelétic. Malgrat que aquestes vesicules
contenien receptors d’insulina i transportadors de glucosa, la insulina no generava un
increment de la captacié de glucosa en aquestes vesicules, suggerint-se aixi el concepte
que es requereix de la maquinaria cel.lular per tal de produir el seu efecte (Klip, 1987,
Cheng et al., 1978; Sternlicht et al., 1988).

En diferents tipus de musculs es corrobora el fet que la insulina produeix
un increment en el nombre de transportadors en el sarcolema; aixi, mitjangant assaigs
d’uni6 amb citocalasina-B i posterior fraccionament subcel.lular, s’ha observat aquest
fenomen a diafragma (Wardzala et al., 1983), a paquets musculars del quart posterior
de P'animal (Klip et al, 1987), a una combinacié de quadriceps i gastrocnemius
(Sternlicht et al. 1988) i a miscul cardiac (Zaninetti et al., 1988). En tots aquest teixits
es constata que la insulina genera un increment de dues vegades el nombre de
transportadors de glucosa (detectats per citocalasina-B) al sarcolema. Alhora aix0
comporta una desaparicié de transportadors de membranes intracel.lulars que ja es
posa de manifest als 30 min d’iniciar-se P'estimulaci6 amb insulina (la qual és
perfundida al quart posterior de la rata i posteriorment es procedeix a aillar el miscul)
(Klip et al,, 1990). El tractament agut amb insulina (20 min) no modifica el nombre
de transportadors de glucosa en preparacions de membrana total, el que suggereix la
no participaci6 de sintesi proteica en aquesta acci6 de la insulina, la qual cosa seria
consistent amb observacions realitzades en adipocits de rata (Cushman, S.W. et al,,
1980; Wardzala, L.J. et al, 1978). Aixd comportaria I'existéncia d’un pool de
transportadors en algun locus intracellular, a l'igual que ja s’havia observat en
adipocits, tot i que aquesta localitzaci6 podria ser molt diferent per ambdés tipus de
cel.lules. En adipocits, el pool de transportadors intracel.lulars és al menys 4 vegades
superior al de membrana plasmatica, mentre que en el sarcomer, la concentraci6 de
transportadors intracel.lulars ve a ser del mateix ordre que la de transportadors del
sarcolema (Fushiki et al., 1989; Klip et al., 1987), segons assaigs d’uni6 a citocalasina-
B.
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Hi ha, perd, una discordancia entre les dades fisiologiques i les moleculars;
aixi com l'increment en el nombre de transportadors en el sarcolema és de dues
vegades, I'observat en la captacid de glucosa és de 5 vegades en paquets del quart
posterior (Klip et al, 1987), 3 vegades en gastrocnemius blanc i 8 vegades en
gastrocnemius vermell (Plough et al., 1987). Es a dir, 'increment en el nombre de
transportadors no explicaria totalment aquest increment en la captaci6 de glucosa per
acci6 de la insulina.

En adipocits de rata, la insulina provoca la translocaci6 tant de GLUT-1
com de GLUT-4 (Oka et al., 1988), tot i que aquests transportadors es localitzen en
diferents compartiments intracel.lulars (Zorzano et al,, 1989); de totes maneres el
GLUT-4 és el transportador sotmeés a una més important mobilitzacié per acci6 de la
insulina i de fet és el responsable de I'increment en el transport de glucosa induit per
la insulina. Aquest aspecte sembla estar més subjecte a una caracteristica especifica
del teixit que a una particularitat del GLUT-4.

En miscul, hi ha molt poca informacié respecte a la localitzaci6 subcel.lular
de GLUT-1 i GLUT-4. No obstant, s’ha descrit 'elevada preséncia de GLUT-4 en
membranes properes a o en el tubul T (Friedman et al,, 1991). A més s’ha observat
que la insulina provoca la translocacié de GLUT-4 cap al sarcolema, perd no la de
GLUT-1 (Mitsumoto et al., 1991).

L’efecte de la insulina estimulant el transport de glucosa (Taula-1) no
queda blocat en miscul esquelétic de rata en preséncia de colquicina (disruptor dels

microtibuls) o bé en preséncia de citocalasina-D (disruptor dels microfilaments).

TAULA-1: Efecte de la colquicina i la citocalasina-D sobre la captacié de 3-O
metilglucosa en misculs EDL.
Basal Insulina
(nmols MeGlu / g miscul x 30 min)
Control 78+ 05 176 1.0
Colquicina, 5uM, 3h 87 x 1.1 17.7 £ 1.0
Citocalasina D, 50 uM, 3h 86 = 0.9 163 = 1.9

(Extret de: Guma et al.,, E).
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Els resultats indiquen que 'efecte de la insulina estimulant el transport de
glucosa no requereix ni d’activitat de microtibuls ni de microfilaments. En conseqiién-
cia, si la translocacié de transportadors de glucosa és un element essencial en 'accié
de la insulina, aquesta no requereix ni de microtibuls ni de microfilaments. Aquest fet
podria explicar-se si les vesicules intracel.lulars riques en transportadors de glucosa
estigueren, ja en estat basal, molt properes a la superficie cel.lular. En aquest sentit
resulta interessant apuntar que en el teixit adip6s, on com ja hem comentat, hi ha un
clar efecte de la insulina translocant transportadors de glucosa a la membrana

plamatica, la colquicina tampoc aconsegueix inhibir aquesta accié (Héring et al., 1979).

B.2.2. Transport d’aminoacids.

El transport d’aminoacids en teixits animals €s portat a terme per diferents
sistemes de transport localitzats en la membrana plasmatica, cada un dels quals
presenta una especificitat caracteristica per als diferents aminoacids. Tan sols un
d’aquests sistemes ha estat purificat a cel.lules d’Ehrlich (McCormick i Johnstone,
1988) pel que fa a eucariotes, mentre que a procariotes,’anomenat sistema L ha estat
purificat a partir d’E.coli (Oxender, D.L., 1972). Aquests sistemes de transport
classicament s’han diferenciat per Pespecificitat de substrats transportats, per la
possibilitat de realitzar un co-transport amb Na+ i pels factors que els regulen.

El sistemes A i L foren inicialment descrits per Oxender i Christensen al
1963 (Oxender i Christensen, 1963) en ceél.lules de Ehrlich. El sistema ASC fou descrit
dos anys més tard en la mateixa linia cel.lular per Winter i Christensen (Winter i
Christensen, 1965). Aquests sistemes es localitzen en la majoria de tipus cel.lulars (el
sistema A tan sols no s’ha trobat en eritrocits o reticuldcits). El sistema Gly és una
variant del sistema A, que no sembla estar sotmés a cap tipus de regulacié ni és
sensible a baixades de pH. Fou descrit a eritrocits de porc al 1975 per Christensen
(Christensen, 1975); també ha estat trobat a hepatocits de conill i a cel.lules HTC. El
sistema N tan sols ha estat localitzat en hepatocits de rata, on va ser descrit per
Kilberg 'any 1980 (Kilberg et al., 1980). El sistema y+, que ja fou descrit ’any 1964

en cél.lules de Erhlich per Christensen (Christensen, 1964), sembla ser també especific
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de cel.lules hepatiques, tot i que s’ha descrit la seva preséncia a cél.lules renals (Ullrich
1979); el seu substrat especific és 1'acid 4-amino-1-guanilpiperidina-4 carboxilic (GPA)
(Christensen et al., 1971). L’abans anomenat sistema GLU i que avui dia s’ha vist que
comprén diferents sistemes de transport, es localitza tant a rony6 com a cervell, essent
capag de transportar GABA en aquest darrer teixit (Peterson et al., 1972). A la Taula-
2 es dbna referencia dels darrers coneixements que es tenen d’aquests sistemes de
transport i d’altres dels quals la seva importancia fisiologica encara no és ben coneguda

(veure Christensen, 1990).

TAULA-2: Sistemes de transport d’aminoacids.

Sistemes per aminoacids dipolars:
1. Sistemes Na*-dependents,

Sistema Gly:
Transporta Gly i Sar (sarcosina, derivat metilat de la Gly).
Esta ampliament distribuit en els diferents teixits.
Sistemes analegs: Imino, iminoglicina i epitelials.

Sistema A:
Transporta la major part d’aminoacids dipolars.
Localitzacié ubiqua.
Esta sotmés a diversos tipus de regulaci6:
- Regulaci6 adaptativa.
- Regulaci6 hormonal.
- Transinhibici6.
- Modulaci6 per oscil.lacions de pH.

Agquests dos sistemes poden transportar grups N-metilats (excepcionalment
el N-(metil)aminoisobutiric, MeAIB, no és transportat pel sistema Gly).

Sistema ASC:
No transporta aminoacids N-metilats, perd pot transportar Pro;
accepta analegs anionics d’aminoacids. Pot transportar Arg de
manera Na*-independent.
Localitzacié ubiqua, amb variacions en I'extensi6.
Regulacio:
- Trans-estimulaci6.
Sistemes analegs: en eritrdcits s’han trobat sistemes asc,
independents de Na®.
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Sistema B**:

Accepta aminoacids cationics i biciclics, tot i la seva grandaria.
Es un sistema molt extés a oocits, blastocits, i probablement a
la regi6 de "raspall" (Brush border) de cél.lules renals i intesti-
nals.

Sistemes analegs: b**, és un sistema trobat a blastdcits preim-
plantats de ratoli, que no és dependent de Na* i que es troba
més limitat per la posicié de la ramificacié del substrat trans-
portat.

Sistema N:

Sistema B

Transporta Gln, Asn i His; pot co-transportar Li*.
Esta restringit a hepatocits.
Regulacié:
- Regulaci6 adaptativa.
- Inhibible per baixades de pH.
Sistemes analegs: N®, transportadors de Gln del miscul.

(B-System):
Transporta 8-Ala, Tau i 4-aminobutirat.
Sistemes analegs: hi ha un sistema especific per 4-aminobutirat.

2. Sistemes Na*-independents:

Sistema L:

Sistema T:

Transporta aminoacids biciclics; tolera substrats amb cadenes
grans i ramificades; té una elevada capacitat per a realitzar
intercanvi d’aminoacids.
Té un substrat especific, el 2-amino-norbora-2-acid carboxilic
(BCH).
Localitzacié ubiqua.
Regulaci6:

- Transestimulaci6.
Sistemes analegs: s’han diferenciat dos tipus de sistemes L (L,
i L,); el primer transporta essencialement histidina, mentre que
el segon transporta leucina. En incubacions d’hepatocits apareix
un analeg de baixa Km.

Té preferéncia pels aminoacids amb grups benzé (Trp i Phe).
S’ha localitzat a eritrdcits i hepatocits.
Sistemes analegs: sistema t, en lisosomes de fibroblasts.
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Sistemes per aminoacids cationics:
(Na*-dependents)

Sistema y*:
Transporta Arg, Orn, Lys i His; no discrimina entre Arg i Lys
(i homolegs). Substrat especific: GPA.
Localitzacié ubiqua.
Sistemes analegs: variants en lisosomes i en blastdcits de ratoli

no accepten homoser + Na*.

Sistemes per aminacids anidnics:
1. Sistemes Na*-dependents (abans sistema GLU):

Sistema X,
Presenta reactivitats similars per Asp" i per Glu.
Localitzacié ubiqua, fins i tot a les neurones.

Sistema X,
Forma protonada de I’ASC; exclou Glu' i analegs més grans.

2. Sistemes Na*-independents:

Sistema x;:
Transporta Glu' i analegs perd exclou Asp’ i analegs curts.

Sistema x.:
La cistina competeix i s’intercanvia amb Glu, i en ocasions
provoca un blocatge d’aquest intercanvi.

La utilitzacié de substrats no metabolitzables ha resultat d’interés per a la
caracteritzacid cinetica dels diferents sistemes de transport. Aixi els sistemes A i ASC
que poden transportar analeg aminoacidic no metabolitzable, acid a-aminoisobutiric
(AIB), varen ser diferenciats per la capacitat que tenia el primer de transportar
derivats N-metilats dels seus substrats; amb la introducci6 de I'acid a-(metil)aminoiso-
butiric (MeAIB) (Christensen et al, 1967) es varen poder realitzar estudis de
caracteritzaci6 cinetica de cadascun d’ells, ja que el sistema A s’ha descrit com un
sistema Na‘-dependent que transporta alanina i és inhibible per la preséncia de

MeAIB.
El sistema A és un dels sistemes més sensibles a les variacions de pH; en
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preparacions de vesicules de fetge huma s’observa que la caiguda de pH des de 7.5 fins
a 6.5 inhibeix el transport un 75% mentre que la pujada de pH des de 7.5 fins a 8
Pinhibeix un 90% (Mailliard i Kilberg, 1990).

Tanmateix, s’ha descrit que el sistema A s’adapta a 'estat de creixement
cel.lular. Aixi s’ha observat que respon a factors de creixement (Riggs, 1970), a canvis
en la densitat cel.lular (Foster i Pardee, 1969; Robinson, 1976; Borghetti et al., 1980)
i a fenomens de transformaci6 (Parnes i Isselbacher, 1978; Foster i Pardee, 1969;
Borghetti et al., 1980), en diferents tipus cel.lulars. En cultius de cél.lules MDCK, en
arribar a 'estat de confluéncia s’incrementa la concentracié d’aminoacids intracel.lu-
lars; aquests inhibeixen el sistema A per un procés dependent de la sintesi de RNA
i de proteina (Handlogten i Kilberg, 1984); s’ha especulat que aquest efecte podria
tenir lloc a través d’una proteina (TIP, Transport Inactivating Protein), que s’origina
per un mRNA sense cua de poli-A i que interactua a nivell transcripcional (Handlog-
ten i Kilberg, 1984).

Igualment en estudis de regeneracié hepatica s’ha observat que posterior-
ment a ’hepatectomia parcial en rates, hi ha un marcat increment en Pactivitat del
sistema A (Dolais-Kitabgi et al., 1981).

Tanmateix, la transformacié cel.lular també afecta I'activitat de transport
del sistema A; aixi en cultius de cél.lules MDCK-T,, I'estat basal de captaci6, respecte
a controls de cultius de cél.lules MDCK no tumorals, és de 3 a 7 vegades superiors
(Saier et al., 1988).

A continuacié descriurem alguns dels principals mecanismes que regulen

el sistema A de transport d’aminoéacids:

- TRANSINHIBICIO:

Els propis substrats transportats sén capagos d’exercir un control negatiu
sobre el seu transportador, des de l'interior cellular. Els mecanismes pels quals
realitzen aquest efecte, inicialment s’han atribuit a una acci6 directa sobre el
transportador sense participacié de processos de sintesi protéica o de transcripci6

génica.

22



- REGULACIO ADAPTATIVA:

Es la capacitat que té el sistema de regular la seva taxa de transport en
funcié de lassequibilitat de substrats dels quals disposa. Aixi en medis carents
d’aminoacids, hi ha un increment en l'activitat de transport, que ha estat observat in
vivo (Fehlmann et al. 1979a) i in vitro, en incubacions de diferents teixits (Riggs i Pan,
1972; Smith et al., 1973; Reynolds i Segal, 1976) i en cultius cel.lulars (Peck et al. 1976;
Hume i Lamb, 1976; Guidotti et al. 1975).

Estudis sobre les caracteristiques cinétiques de la regulaci6 adaptativa
demostren que la caréncia d’aminoacids indueix generalment un increment en Vmax,
mentre que la Km en segons quins estudis no presenta variacions, perd en segons
quins altres, disminueix. Aixi, Fehlmann i col.( Fehlmann et al., 1979a), descriuen que
en situaci6 de caréncia d’aminoacids apareixen transportadors d’alta afinitat en cultius
d’hepatocits de fetge de rata; segons els autors, aquests transportadors presenten les
caracteristiques d’un sistema A "pur". L’aparicié d’una forma de transportador d’alta
afinitat, no sempre caracteritza aquest fenomen. Aixi en dter (Riggs i Pan, 1972), en
cellules de cor d’embrid de pollastre (Gazzola et al,, 1972), talls de cortex de rony6
(Reynolds i Segal, 1976) i cultius primaris d’hepatocits (Kelley i Potter, 1978), la
regulaci6 adaptativa implica un increment en la Vmax, mentre que en la Km no
observen variacions. Altrament, estudis en placenta humana (Smith et al., 1973), en
cellules HeLa (Hume i Lamb, 1976) i cel.lules L6 (Logan et al. 1982), expliquen la
regulaci6 adaptativa per un increment en la Vmax i una disminuci6 en la Km.

Aquesta forma de control implica la participaci6 de processos de sintesi de
RNA i de proteines (Gazzola et al. 1972 i 1981; Shotwell et al. 1983). L’increment de
la transcripcié esdevé dintre del marge de 30 min des de I'inici de la deplecci
d’aminoacids del medi, en fibroblasts humans en cultiu (Gazzola et al. 1981);
I’actinomicina-D, inhibidor de la sintesi de mRNA, no és funcional en la prevenci6 de
Pincrement del transport quan és afegit 90 min després d’iniciar-se el dejuni
aminoacidic, perd I'addici6 de cicloheximida, inhibidor de la traduccid, a partir del
minut 90, produeix un blocatge de I'increment en el transport. Si els mecanismes de
regulacié adaptativa impliquen canvis en la transcripcié del gen que codifica pel
sistema A, el mRNA resultant hauria d’ésser forga estable, donada la sensibilitat que

presenta el fenomen a l'acci6 de la cicloheximida després de 90 min d’haver-se

23



estimulat. Alternativament, els canvis transcripcionals podrien implicar 'expressi6 d’un
gen que codifiqui per a una "proteina modificadora" del sistema A; en aquest cas no
cal postular una marcada estabilitat del mRNA perqué la proteina produida seria
d’esperar molt més estable que el mRNA. Experiments amb tunicamicina (Barber et
al.,, 1983; Kilberg, 1986), inhibidor de la N-glicosilaci6 de proteines, resulten en una
inhibicié de la regulaci6 adaptativa en hepatdcits de rata, per la qual cosa s’ha
proposat la hipoOtesi que aquesta "proteina modificadora" podria tractar-se d’una
glicoproteina.

Aquest fenomen seria el de "des-repressié” en el marc més ampli de la
regulaci6 adaptativa, ja que existeix el fenomen contrari de "repressid". Aquest tltim
esdevé amb la reaparici6 de determinats aminoacids en el medi extracel.lular. Aquests
aminoacids son els substrats del sistema A, incloent 'AIB (Gazzola et al, 1972;
Felhmann et al., 1979a) i el MeAIB (Shotwell et al., 1981). També aquests substrats
generen el fenomen de transinhibicié sobre I'activitat del sistema A (Jacquez, 1975;
Kelley i Potter, 1978; Gazzola et al. 1980) el qual interferiria en la quantificaci6 del
fenomen de "repressio".

De tota manera, no tots els substrats del sistema A s6n capagos de reprimir
individualment la sintesi del sistema A, en abséncia de la resta de substrats, segons
estudis realitzats en cél.lules CHO (Moffet i Englesberg, 1986) i MDCK (Boerner i
Saier, 1985). Fins i tot, aminoacids que no eren substrats d’aquest sistema podien
inhibir la desrepressié (B-alanina, histidina i hidroxiprolina) (Englesberg i Moffet,
1986). Alhora, ¢l fet que tant el MeAIB com I'AIB foren inductors de la repressio,
demostrava que la metabolitzacié del substrat transportat no era requerida per a
aquesta inducci6 (Saier et al., 1988).

L’estudi del grau de repressié que generaven els diferents aminoacids sobre
el sistema A, no es correlacionava amb la taxa de transport del mateix (Boerner i
Saier, 1985). Aquests resultats, juntament amb els de Moffet i Englesberg, 1986, no
estaven d’acord amb el model proposat per Gazzola i col. (1981) en el sentit que els
substrats del sistema A el reprimirien o inactivarien directament a traves de la seva
unié al sistema. |

La repressi6 del sistema A és un procés dependent de la sintesi de mRNA

i de proteines, segons estudis amb cultius de fibroblasts d’embri6 de pollastre (Franchi-
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Gazzola et al., 1973) i humans (Guidotti et al., 1978).

Els requeriments de la sintesi de mRNA pel procés de desrepressio en el
context de la regulacié adaptativa, s’ha estudiat amb detall utilitzant inhibidors
especifics de la polimerasa poli(A), cordicepina i adenina-9-8-D-arabinopirandsid.
Ambd6s inhibidors produeixen un blocatge complet de la desrepressio, sense afectar
la repressié del sistema A (Kilberg, 1986). Aquestes observacions permeten suggerir
dos postulats:

a) el mRNA que codifica per a la glicoproteina associada al sistema A, la qual es
requeriria per a incrementar el transport en resposta a la caréncia d’aminoacids,
posseiria una cua de poli-A.

b) el mRNA que codifica per a la proteina responsable de la repressié dependent
d’aminoacids podria pertanyer a una petita classe de mRNA que no tenen cues de
poli(A); entre els membres d’aquesta classe estan els d’histones lligades a DNA, que
es troben implicades, directa o indirectament, en la regulaci de I'expressi6 génica.

En funci6 de les dades de que es disposen, actuament coexisteixen dos
models (Figura-2) que intenten explicar els fendmens de regulacié adaptativa (Kilberg,
1986):

A. Model de Kilberg (per a la regulaci6 adaptativa del sistema A en fetge de rata).

Repressi6: Els aminoacids, a nivell intracel.lular, activarien la transcripci6
d’un gen que codificaria per a una proteina reguladora de ‘l’expressié génica, que
especificament inhibiria la transcripci6 del gen (o del conjunt de gens), 'expressi6 dels
quals donaria lloc a un sistema A actiu.

Desrepressio: Tant la manca d’aminoacids, com l'acci6 de diverses
hormones, produirien una activaci6é de la sintesi del complex A actiu.

B. Model de Englesberg (per a la regulacié adaptativa del sistema A en céllules
CHOK1).

Repressio: Existirien dos gens reguladors (R, i R,) que controlarien la
sintesi del sistema A; el primer codificaria per a un apo-repressor/inactivador (apo-ri)
i es trobaria en equilibri amb un repressor/inactivador (ril). Diversos aminoacids
podrien funcionar com a co-repressors 0 co-inactivadors dels dos productes (co-ris).
La uni6 d’un co-ri a un apo-ri decantaria 'equilibri cap a la forma ril. ril s’uniria a

una regi6 controladora del gen estructural del sistema A, inhibint la seva transcripci6.
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El gen R, produiria un repressor constitutiu (r2). r2 i ril regularien I'expressio del gen
que codificaria pel sistema A. La insulina seria capag de neutralitzar r2.

Desrepressid: La manca d’aminoacids induiria que I'equilibri entre apo-ri
i ril es decantés cap a apo-ri, alliberant aixi el gen estructural del sistema A del
control negatiu al qual estava sotmes.

FIGURA-2: Models que expliquen els fenomens de regulaci6 adaptativa.
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(Extret de: Saier et al., 1988).
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REGULACIO HORMONAL: efectes de la INSULINA.

S’ha observat que el sistema A és sensible a diferents hormones entre les
que destaquem la insulina (Kipnis i Noall, 1958), el glucag6 (Fehlmann, 1972), el factor
epidermal de creixement -EGF- (Moule, 1987), I'adrenalina (Scott et al. 1972) i els
glucocorticoids (Fuller i Baker, 1975), a teixits tals com el muscul, el fetge o el teixit
adipds. Estudis amb vesicules de fibroblasts 3T3, implicaven el cCAMP i la proteina
quinasa dependent de cAMP (PQ-A) com a reguladors negatius del sistema A (Nilson-
Hamilton i Hamilton, 1979). Contrariament, I'accié del glucagé sobre el sistema A €s
estimuladora en hepatocits (Kilberg i Neuhaus, 1977); el glucag6, que també estimula
la produccié del AMPc, s’ha suggerit la hipotesi que exerceix la seva accié sobre el
sistema A mitjangant la mobilitzacié de Ca** intracel.lular (Kelley et al., 1980).

Els primers treballs on es detecten efectes de la insulina sobre la captacio
d’aminoacids (Kipnis i Noall, 1958), descriuen una accié estimuladora de la insulina
sobre la captacié d’AIB en preparacions de diafragma incubat, que ja es comenga a
manifestar als 30 min d’acci6 de la insulina.

En estudis preliminars que portarem a terme en musculs extensor digitorum
longus, EDL, incubats (Guma et al,, 1988, A), varem observar que 'acci6 de la insulina
sobre la captacié de MeAlIB, 0.1 mM (concentraci6 inferior a la de la seva Km), era
rapida (apreciable als 30 min, i assolia estimulacions maximes als 60 min -increments

de dues vegades la captaci6 basal-) (Figura-3).

FIGURA-3: Efecte de la insulina sobre la captaci6 de MeAIB.
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(Extret de: Guma et al.,, 1988, A)
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Aquests resultats estan d’acord amb els d’altres autors que descrivien que
Paccié de la insulina era independent de sintesi proteica o de RNA per la insensibilitat
que presentava a la cicloheximida, a la puromicina i a la actinomicida-D, en cel.lules
de cor de pollastre (Elsas, et al. 1975).

Aquestes dades les varem confirmar en EDL on observarem que I'efecte
de la insulina sobre la captacié de MeAlIB era independent de la sintesi protéica atés
que no es veia alterat per I'accié de la cicloheximidad (Guma et al., 1988, A) (Taula-
3).

TAULA-3: Efecte de la cicloheximida sobre I’acci6 de la insulina estimulant la captacié
de MeAIB a miisculs EDL.

Basal Insulina, 200nM, 60 min
(nmols MeAIB / g x 30 min)
Control 17.9 = 0.7 299 + 1.8
Cicloheximida, 0.1 mM, 90 min 171 £ 1.9 272 £ 25

En miocits de cor de pollastre en cultiu i en diafragma aillat de rata, la
cinética indicava un increment en la Vmax del component saturable de la captaci6
d’AIB (Elsas et al. 1975; Manchester et al. 1971). D’acord amb aquestes dades, la
caracteritzacid cinética de la captacié de MeAIB basal i estimulada per la insulina en
misculs EDL, ens indicava un increment (del doble) de la Vmax sense modificacions
en la Km (Guma et al, 1988, A).

| Recentment aquestes dades han estat qliestionades pel grup de Maroni i
col. (1990) que en incubacions de misculs epitroclearis de rates adultes, observen una
apreciable disminuci6 de la Km, sense canvis aparents en la Vmax (Maroni et al,,
1990).

En hepatocits aillats de rata (Fehlmann et al. 1979b), on I'efecte de la
insulina es manifestava a més llarg temps (2 h), la cinética indicava un efecte
estimulador de la Vmax sense canvis en la Km i Pacci6 de la insulina era inhibible per
la cicloheximida, el que implicava la participaci6é de processos de sintesi proteica.

Addicionalment, el grup de Jeanrenaud (Prentki et al., 1981) observa una
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inhibicié (80%) de 'acci6 de la insulina sobre la captacié d’AIB en hepatocits aillats
de rata, per efecte de la colquicina, disruptor del moviment microtubular.

Estudis que realitzarem amb hepatocits aillats de rata (Taula-5) ens
corroboraren les dades de Jeanrenaud, en obtenir inhibicions de fins al 75% de la
captaci6 de MeAIB estimulada per la insulina. En canvi ni la colquicina ni la
citocalasina-D (disruptor dels filaments d’actina) no afectaven P'accié de la insulina
estimulant la captacié de MeAIB en misculs EDL (Guma et al, E) (Taula-4).

TAULA-4: Efectes de la colquicina i de la citocalasina-D sobre I'acci6 de la insulina

estimulant la captacié de MeAIB a EDL.

Basal Insulina, 100 nM, 1 h % d’accib

(nmols MeAIB / g x 30 min)
Control 275 £ 22 419 £ 3.5 52%
Colquicina, 5 uM, 120 min 20.8 £ 2.6 37.7 £ 43 81%
Citocalasina D, 50 uM, 180 min  23.6 = 2.5 362 = 1.7 53%

TAULA-5: Efecte de la colquicina sobre I'accié de la insulina estimulant la captaci6
de MeAIB en hepatocits.

Basal Insulina, 100 nM, 1h % d’accid

(nmols MeAIB / 10° cél.lules x 10 min)
Control 1.22 + (.18 2.54 £ 0.13 108%
Colquicina, 0.5 uM, 120 min 1.39 + 0.22 1.78 + 0.07 28%

Efectivament, el model d’acci6 de la insulina era diferent per ambdds tipus
ceLlulars.

Es un fet conegut que la insulina provoca 'hiperpolaritzacié de la
membrana plasmatica de muscul esquelétic (Zierler, 1951 i 1960), on s’ha observat
(misculs soleus) que la sortida de Na es duplica per efecte de la insulina (Clausen,
1975), alhora que s’estimula I'entrada de K* (misculs EDL) (Zierler, 1964). Aixi
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mateix ha estat descrit que la insulina provoca l’activacié de la bomba Na*/K* en
limfocits (Hadden et al.,, 1972) i que produeix un blocatge de la inhibici6 d’aquesta
activitat per cAMP en membranes de fetge de rata (Luly et al,, 1972), tot i que en
aquests sentit Zierler i col. no varen trobar cap efecte de la insulina sobre aquesta
activitat, en miscul esqueletic (Rogus, et al, 1969). Donats aquests precedents,
resultava interessant investigar la possible participacié de Phiperpolaritzacié de la
membrana plasmatica en I'acci6 de la insulina activant el sistema A, el qual com ja s’ha
fet esment, realitza un co-transport cap a linterior cel.lular, dels aminoacids amb Na*,
en una relacid 1:1 (Lever et al,, 1984).

En estudis amb miscul perfundit (Zorzano et al., 1986) es va observar que
la ouabaina, inhibidor de la ATPasa Na*/K*, inhibia la captacié basal d’AIB fins a un
80% després de 30 min d’acci6. Malgrat aquest efecte, el percentatge d’acci6 de la
insulina resultava inalterat. Amb un altre model experimental, en incubacions de
misculs EDL varem intentar corroborar aquestes dades, estudiant la captacié de
MeAIB. Ni ouabaina per si sola, ni amb combinacié amb gramicidina-D, ionofor amb
el qual anulavem el gradient electroquimic de Na*, aconseguien afectar l'acci6
estimuladora de la insulina, tot i malmetre considerablement la captacié basal (Guma
et al, 1988, A) (Taula-6).

TAULA-6: Efecte de 'ouabaina i de la Gramicidina D sobre ’accié de la insulina

estimulant la captacié de MeAIB en miisculs EDL.

Basal Insulina, 200 nM,1 h

(nmols MeAIB / g x 30 min)
Control 152 £ 1.2 30.7 = 0.7
Ouabaina (1mM, 60 min) 7.7 = 04 13.0 = 04
Gramicidina-D (25 pg/ml, 30 min) 7.0 = 0.8 183 + 2.1
Ouabaina+Gramicidina-D 4.6 = 0.6 110 = 1.8

Resumint, ja hem vist que la insulina estimula al voltant d’'un 100% Ia
captacié de MeAIB. Aquest procés te lloc a curt termini (60 min), i és independent

de sintesi proteéica (Guma et al., 1988, A). L’estimulaci6 de la captaci6 de MeAIB no
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requereix d’una activitat microtubular, el que induiria a pensar en la no participacié
d’un procés de translocacid de transportadors ja sintetitzats des d’un locus intracel.lular
cap a la membrana plasmatica, a menys que els esmentats transportadors ja estiguessin
localitzats tan a prop de la membrana que no precisessin d’aquests mecanismes per
a la seva translocacié. A més, processos com la regulacié adaptativa (Guma et al.,
1988, A) o Paccié estimuladora de la insulina sobre el transport de MeAIB en
hepatdcits aillats de rata, ambdds dependents de sintesi proteica, si que s6n sensibles
a l'acci6 de la colquicina (Guma et al., E).

Les caracteritzacions cinétiques en miscul no ens aclareixen els mecanismes
d’accid de la insulina; alguns l'atribueixen a un increment en la Vmax, mentre que
d’altres impliquen la disminuci6 de la Km en I’acci6 de la insulina sobre el sistema A.
Aquesta variabilitat cinética observada en resposta a la insulina pot ser deguda a
diversos factors, a saber,
diferents muasculs podrien presentar una diferent resposta en funci6 del tipus de fibres
que els conformarien, i
en un mateix tipus de miscul, el grau de desenvolupament del teixit pot comportar
una diferent resposta del sistema A vers la insulina.

Pel que fa a les dades cinétiques que més directament entren en
contradicci6 amb les nostres observacions (Maroni et al.,, 1990), convindra tenir en
compte que mentre aquest autors treballen amb muscul epitroclearis, el qual
curiosament tan sols és present en un 20% dels humans tot i que en rates sempre
existeix (Greene, 1963), provinent de rates adultes, els nostres treballs han estat
realitzats amb miscul EDL de rates recent deslletades, de 21 a 25 dies d’edat. Els
milsculs epitroclearis estan en la seva major part (80%) formats per fibres blanques
de contraccid rapida, i la resta per fibres vermelles de contracci6 rapida i de contracci6é
lenta, en iguals proporcions, mentre que els EDL estan formats en un 60% per fibra
blanca de contracci6 rapida i la resta, per fibra vermella de contracci6 rapida.

En base a les nostres dades, no creiem que hi hagi un efecte de la insulina
sobre I'afinitat del MeAIB vers el sistema A, tot i que no es pot descartar un possible
efecte sobre la Km del Na* pel transportador, ja que aquest estudi no ha estat portat
a terme.

L’increment en la Vmax que observem pot ésser degut a un augment en el
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nombre de transportadors a la membrana, i/o a una més elevada activitat intrinseca
del transportador. Tenint en compte que alguns autors han descrit que la insulina
estimula el transport de glucosa per una inducci6 de la translocaci6é de transportadors
des de Pinterior cel.lular fins a la membrana plasmatica en miscul (Klip et al., 1987a),
a I'igual que previament ja havia estat suggerit pel teixit adipos (Cushman i Wardzala,
1980; Suzuki i Kono, 1980), cal tenir en consideracié que la insulina pugui estar
realitzant un efecte similar pel que fa a ’estimulaci6 del sistema A. En aquest sentit,
les observacions que hem realitzat ens permeten concloure que ’efecte de la insulina
sobre el sistema A, aixi com sobre el transport de glucosa, no resulta inhibit per la
disrupci6 de microtubuls ni de microfilaments en miasculs EDL, tot i que aquest fet no
permet descartar el fenomen de la translocacié de transportadors, ja que a teixit
adipés, on s’hi que estd ben comprovada I'existéncia d’aquest fenomen, tampoc la
disrupcié dels microtibuls implica una inhibicié de Pestimulacié del transport de
glucosa per la insulina (Héring et al.,, 1979). En tot cas, les nostres dades permeten
suggerir que aquest procés de translocacid podria no dependre d’una adequada funci6
microtubular.

Finalment, hem descrit que ’acci6 de la insulina incrementant el gradient
electroquimic de Na*, no és la causant de 'augment de la captaci6 de MeAIB per
acci6 d’aquesta hormona. Si la insulina és capag de modificar la velocitat del transport,
ho ha de fer per altres mecanismes. Posats a especular sabem que la insulina, a través
del seu receptor, genera una cascada de fosforilacions i desfosforilacions de diverses
proteines intracel.lulars; desconeixem si I’accié de la insulina implicaria una modificacié
de I'estat de fosforilacié del sistema A, ja que aquests estudis no es podran portar a
terme fins que disposem d’eines per a treballar amb la propia mol€cula que constitueix

el sistema A de transport d’aminoacids.
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Annex a Papartat B.2.2: L’estat de la qiiesti6 sobre els treballs orientats a la

purificacié del sistema A.

Diverses estratégies han estat utilitzades per assolir la purificacié del
sistema A de transport d’aminoacids. Ressenyarem les segiients per ser les que
actualment s’estan utilitzant:

a. Reconstitucid de proteines de membrana en liposomes (McCormick et al., 1984).
b. Expressi6 de I'activitat de transport del sistema A després de la injecci6 de mRNA
en oocits de Xenopus laevis, procedent de cel.lules amb elevada activitat del sistema
A (Palacin et al,, 1990; Tarnuzzer et al., 1990).
c. Utilitzacié de modificadors de proteines, amb l'objectiu de disposar d’'un compost
que presenti elevada afinitat pel transportador (Pola et al. 1990; Bertran et al., 1991).
, Amb les teécniques de reconstitucid, McCormick i Johnstone al 1988
obtenen la purificacid d’'un peptid de 120.000-130.000 de pes molecular que és
identificat com el component quantitativament més important dels transportadors
d’aminoacids Na*-dependents en les céllules ascitiques d’Ehrlich; en aquest tipus
cel.lular és on va ser identificat el sistema A al 1963 per Oxender i Christensen. Sols
han estat descrits tres sistemes de transport funcionals en aquestes cél.lules: el sistemes
A, ASC i el sistema Na*-independent L (Oxender i Christensen, 1963; Christensen et
al.,, 1967). Segons unes proves realitzades al nostre laboratori, I'anticds que reconeix
aquest component no immunoprecipita amb cap dels peptids procedents de membrana
de fetge de rata (M.Camps, J.Bertran i A. Roca, resultats no publicats).

Hi ha evidéncies que el sistema A €s una glicoproteina (Barber et al. 1983;
Kilberg et al, 1985) que presenta afinitat a la concanavalina A (Quesada i McGivan,
1988). També ha estat identificat un péptid de 20.000 de pes molecular com a un
component indispensable pels transportadors d’alanina (A i ASC) en membrana
plasmatica de fetge de rata (Hayes i McGivan, 1983).

Les tecniques de microinjeccié de mRNA en odcits de Xenopus han aportat
informaci6 sobre el mRNA que codifica per a I'activitat de transport d’aminoacids del
sistema A (Palacin et al.,, 1990; Tarnuzzer et al,, 1990). Els odcits de Xenopus tenen
una activitat basal de transport d’aminoacids baixa i que pel cas dels aminoacids

neutres ja ha estat descrita (Campa i Kilberg, 1989). Es doncs un bon sistema per a
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expressar mRNA procedent d’altres tipus cel.lulars que presenten una elevada activitat
del sistema A atribuida a un més gran nombre de transportadors funcionals, com és
el cas de la linia de cél.lules d’ovari de hamster xinés (CHO.K1), aixi com determinats
mutants de la mateixa linia cel.lular (ala’4-H3.9), o teixits com la placenta o el fetge
de rata que presenten una expressid constitutiva del transport d’aminoacids mediat pel
sistema A. En altres casos aquesta elevada expressi6 pot ser induida per acci6
hormonal. Microinjectant mRNA poli(A*) procedent de fetge de rata estimulat amb
glucagd, de placenta humana i de les dues linies de cel.lules CHO ja comentades, s’ha
observat que la fracci6 de mRNA de 2-2.5 kilobases, és la que presenta associada
l'activitat de transport d’aminoacids atribuible al sistema A (Tarnuzzer et al. 1990;
Palacin et al., 1990).

Les técniques d’utilitzaci6 de modificadors de proteina ens han donat
informaci6 addicional sobre les caracteristiques estructurals del transportador; aixi amb
la utilitzaci6 de modificadors de grups tiol, com la N-etilmaleimida (NEM) o la
iodoacetamida (IA), en preparacions de vesicules de membrana plasmatica de fetge,
ha permés detectar la preséncia de residus de cisteina critics per a P'activitat funcional
del sistema A i ASC. A més s’han observat diferéncies en la localitzacié topologica dels
grups tiol en els transportadors A i ASC (Pola et al, 1990). Igualment utilitzant
dietilpirocarbonat (DEPC), reactiu que modifica especificament els residus d’histidina,
s’ha suggerit la participaci6 d’alguns d’aquests residus del sistema A en la dependéncia
que aquest presenta a les variacions de pH (Bertran et al. 1991).

Donat 'esforg investigador que s’esta realitzant en I'actualitat en aquesta
area, és d’esperar que aviat puguem disposar de dades més concretes sobre les

caracteristiques estructurals del sistema A, a partir de la seva purificaci6 i clonatge.
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B.3. Transducci6 de Paccié de la insulina sobre Pactivitat de
transport del sistema A.

B.3.1. El receptor de la insulina.

El receptor de la insulina (Figura-4) és una glicoproteina de membrana,
heterotetrameérica, que es localitza, d’una manera quantitativament més important, al
teixit adipds, al fetge i al miscul de la major part dels vertebrats, mantenint un elevat
grau de conservacié en tots ells.

Consta de dues subunitats anomenades « i dues anomenades B; les primeres es
localitzen a nivell extracel.lular i es troben unides a les subunitats B (aB) per enllagos
disulfur. Les subunitats B8 presenten un domini extracel.lular, un domini intramembrana

i un domini intracel.lular.

FIGURA-4: Estructura del receptor de la insulina.

l"'rm%lﬂlinnﬁil
Cell
membrane

(Extret de: Pilch, P.F. et al,, en Insulin Action and Diabetes, eds, Goven, H.J. et al,,
74, Raven, N.Y., 1988)
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El receptor de la insulina es caracteritza per tenir la capacitat d’unir-se
especificament a la insulina, a través d’un locus de la subunitat « ric en cisteines, que
es troba a I’extrem N-terminal (Wilden et al., 1986; Yip et al., 1988). Aquest fet sembla
ser el causant d’un seguit de canvis en el propi receptor que, en un principi, generaria
Padquisicié d’activitat tirosina quinasa per part de la subunitat 8. Aquesta activitat
aniria inicialment dirigida contra la propia subunitat B del receptor, fenomen que ha
estat denominat com "autofosforilaci". La conseqii¢ncia d’aquesta fosforilaci6 seria
Padquisici6 de la capacitat de fosforilar en residus de tirosina altres proteines cel.lulars.
S’ha especulat amb la possibilitat que aquesta féra una de les principals vies de
transducci6 del senyal per part de la insulina en la generaci6 de les seves miltiples
accions a nivell cel.lular.

Per estudis inicials de "cross-linking" en preparacions altament purificades de
receptor d’insulina, amb insulina marcada radiactivament amb Iode-125 (*I), i
posterior correguda de les mostres obtingudes en un gel de SDS-poliacrilamida, es
varen coneixer els pesos moleculars aproximats del receptor de la insulina sencer i de
cadascuna de les seves subunitats. En condicions no reductores, obtingueren una banda
d’un pes molecular de 300.000 (receptor sencer), mentre que en condicions reductores
obtingueren dues bandes amb diferent mobilitat; la que presentava un marcatge
radiactiu més important, identificada com a subunitat a, tenia un pes molecular
aproximat de 130.000, mentre que laltra (8) era d’uns 90.000 (Pilch i Czech, 1979; Yip
et al., 1978; Pilch et al,, 1980; Jacobs et al, 1980; Siegel et al., 1981).

Totes dues subunitats tenen enllagats oligosacarids (Jacobs et al, 1980),
constituint aquestes fraccions el 25% del pes total de la molécula (Duronio et al,,
1986). .

Les unions de monomers (af), de tipus electrostatic o covalent, poden donar
lloc a diferents tipus de receptors; en base a aquest fet s’han descrit tres formes de
receptors de la insulina:

a) Formes oligomeriques,

s6n agregats de 8-10 molecules a,8,; tenen més activitat tirosina quinasa perd

menys capacitat d’'uni6 a ’hormona (Fujita-Yamaguchi et al., 1989); s6n els menys

importants des d’un punt de vista quantitatiu.
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b) Formes dimeériques, a,83,,

son les més nombroses i les que presenten una més alta capacitat d’uni6 a la
insulina, tot i que la seva activitat tirosina quinasa és menor que la de les formes
oligomeériques.
¢) Formes monomeriques, aB,

sembla ser la minima unitat funcional pel que fa a I'activitat d’uni6 a ’hormona,
perd la seva activitat tirosina quinasa és molt baixa, a no ser que s’uneixi en formes
(aB)(aB), les quals tenen més activitat quinasica que les a,B, (Fujita-Yamaguchi et al.,
1989). Dades aparegudes recentment indiquen que quan les formes dimeriques s6n
reduides amb DTT, els monomers resultats presenten idéntica activitat tirosina quinasa
que els dimers d’on provenen, mentre que les formes monomeriques que han estat
purificades com a tals, presenten la ja esmentada manca d’activitat tirosina quinasa
(Mortensen et al., 1991).

La uni6 de la insulina amb el seu receptor déna lloc a una representacid
Scatchard curvilinia (Kahn et al,, 1974). S’han proposat dos models per a explicar
aquest fet:

1. Hi ha més d’un lloc d’uni$ per a la insulina que diferirien en la seva afinitat per
I’hormona (Pollet et al., 1982).

Aquest model es basaria en la diferent afinitat que poden presentar les formes
oligomeriques de receptors respecte a les formes a,8,, alhora que suggereixen que la
insulina tan sols s’uniria a una de les dues subunitats a del heterotetramer (Sweet et
al., 1987). Altres proposen la possibilitat que la insulina s’uneixi a les dues subunitats -
a del receptor perd amb diferent afinitat per a cadascuna d’elles (Pang i Shafer, 1984).
Finalment hi ha qui proposa I'existéncia de diferents formes de receptors, amb diferent
afinitat per a la insulina i diferent susceptibilitat a ser degradats per proteases (Lipson
et al., 1986).

II. La uni6 hormona-receptor genera un efecte de cooperativitat negativa sobre
successives unions (DeMeyts et al., 1975, 1976 i 1978).

Aquest model proposa dos mecanismes de cooperativitat negativa:

Ila. La uni6 de la insulina a una de les subunitats o del heterotetramer genera

dificultats, esteériques o alostériques, per a la unié a I’altra subunitat a.
q q P
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ITb. La uni6 de la insulina al receptor generaria I'agrupacié de receptors formant els
oligomers ja esmentats de baixa afinitat per la insulina.

Tanmateix, ha estat observat que les formes a8 presenten una Scatchard linial
(Sweet et al., 1987), a diferéncia de la descrita per a les formes a,3, (Swanson i Pessin,
1989).

Els mecanismes d’acci6 de la insulina sobre el metabolisme cel.lular s6n en gran
mesura desconeguts. El descobriment d’una activitat tirosina quinasa intrinseca al propi
receptor (Kasuga et al., 1982), inicia tot un seguit de treballs encaminats a demostrar
la participacié d’aquesta activitat com a element transductor de I’acci6é de la insulina.
Abans de passar a descriure aquests treballs, repassarem breument els estudis que han
caracteritzat Pactivitat tirosina quinasa del receptor de la insulina.

L’activitat tirosina quinasa del receptor de la insulina es produeix a través de
dos locus de la subunitat B, la regié d’uni6 a PATP i la regié amb activitat quinasica.
La primera es localitza a uns 50 residus del domini transmembrana i conté una
seqiieéncia consensus Gly-X-Gly-X-X-Gly-(X),s»-Lys, conservada en totes les tirosines
quinases conegudes (Yarden i Ullrich, 1988). La Lys és important tant per a la uni6
de PATP com per a Pactivitat quinasica, doncs dirigeix el tercer grup fosfat de 'ATP
cap al substrat que s’ha de fosforilar (Ebina et al., 1987; Chou et al., 1987; Srivastava
i Chiasson, 1989).

La regi6 d’activitat catalitica conté un locus d’uni6 per als substrats susceptibles
de ser fosforilats, €l qual es trobaria espaialment proper a les tirosines que soén
fosforilables en el procés d’autofosforilacié (Shoelson i Kahn, 1989); en aquest sentit
s’ha observat que la preséncia prévia d’aquests substrats impedeix I'autofosforilacié
(Shoelson i Kahn, 1989).

L’autofosforilaci6 és un procés activat per la insulina, incrementant la Vmax de
la reacci6, i per cations divalents, essent el més especific el Mn**, disminuint la Km per
PATP (White et al., 1984; Pike et al., 1984).

Experiments in vitro indicaven que I'autofosforilaci6 requeria de concentracions
elevades d’insulina, 100 nM, per a dur-se a terme (White et al., 1984). Posteriorment
es va descriure que la unié de ATP al seu locus de la subunitat 8 induia una més

elevada afinitat de la subunitat a per la insulina, de tal manera que a concentracions
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fisiologiques igualment es produia 'autofosforilaci6 (Ridge et al., 1988).

Aquesta demostraci6 fou important per provar la participaci6 de
Pautofosforilaci6 en la transduccié de I'accié de la insulina.

La subunitat 8 €s una quinasa constitutivament activada que esta sotmesa a un
control negatiu per part de la subunitat a; concretament el locus d’uni6 a la insulina
seria el que exerciria aquest control, de manera que en unir-se la insulina a aquest, el
desactivaria (Shoelsen et al., 1988; Hsuan et al., 1989; Shoelsen i Kahn, 1989; Ellis et
al., 1986).

Encara no esta prou clar si I'autofosforilacié es produeix sobre el propi receptor
o sobre receptors propers; el que es coneix €s que tan sols té lloc en formes a,8,, i no
en formes a8 (Boni-Schnetzler et al., 1986; Le Marchand-Brustel et al., 1989). De tota
manera alguns estudis indiquen que les dues reaccions, inter- i intra-catenaria podrien
esdevenir (Boni-Schnetzler i Pilch, 1987).

Els residus que sén susceptibles de ser fosforilats corresponen al domini catalitic
de la subunitat B, Tyr 1146, 1150 i 1151, i a ’extrem carboxi-terminal, Tyr 1316 i 1322
(Torngvist et al,, 1987, White et al., 1988). Aixi com les fosforilacions del domini
catalitic produirien un canvi conformacional en la molécula que podria provocar un
apropament del locus d’uni6é del substrat exdgen a la regié catalitica (White et al,,
1988; Shoelson i Kahn, 1989), les de I'extrem carboxi-terminal s’especula que poguessin
tenir un paper modulador negatiu de Pactivitat tirosina quinasa, en interferir en
Papropament del substrat, tal i com s’ha descrit pel receptor de PEGF (Ullrich i
Schlessinger, 1990; Thies, et al., 1989).

La conseqiiéncia directa de I'autofosforilaci6 és 'adquisicié d’activitat tirosina
quinasa per a substrats exogens (Rosen et al.,, 1983), i la independéncia d’aquesta
activitat respecte a la preséncia d’insulina (Klein et al., 1986; Yu et al., 1986).
L’autofosforilaci6 estimula I’activitat tirosina quinasa per a substrats exdgens
augmentant la Vmax de Ia reacci6 entre dues i sis vegades, sense canvis aparents en
la Km per a aquests substrats; requereix de la preséncia de Mn** i de Mg’* com a
cofactors i d’ATP com a donador del grup fosfat.

L’acci6 directa de I’activitat del receptor, tan sols ha estat demostrada per a

alguns substrats cel.lulars, molts dels quals encara no han estat caracteritzats.
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La insulina pot provocar 3 tipus d’efectes sobre I'estat de fosforilaci6 d’algunes
proteines cel.lulars:

a. Fosforilaci6 en Ser i Thr.

La preséncia d’insulina indueix la fosforilacié de I'acetil CoA-carboxilasa, 'ATP-
citrat liasa, la proteina ribosomal S6 (Maller et al., 1986), una proteina de 170.000 de
pes molecular que es pot unir a la calmodulina (McDonald i Lawrence, 1989) i una de
les fosfodiesterases de cAMP en adipocits de rata (Degerman et al., 1990) entre
d’altres. Aquestes accions no sén atribuibles directament al receptor de la insulina.
b. Desfosforilacions.

Algunes de les molécules que sén modulades per aquest mecanisme son la
glicogen sintasa, la piruvat deshidrogenasa o la lipasa sensible a les hormones. Aquesta
acci6, per9d, tampoc no és atribuible al propi receptor.

c. Fosforilaci6 en Tyr.

Sén proteines majoritariament no caracteritzades, de les quals tan sols es coneix
el seu pes molecular, el qual els hi déna nom. En aquests casos s’especula un efecte
directe del receptor com a quinasa. Son les segiients,

pp120 (120000 de pes molecular), procedent de membranes de fetge de rata.
Recentment ha estat caracteritzada tractant-se d’'una ATPasa dependent de Ca®*
(Margolis et al., 1990).

pp18S, proteina citosdlica que es fosforila en céllules CHO transfectades i
d’hepatoma FAO (White et al., 1985).

pplS, en adipdcits 3T3-L1, que podria estar implicada en P'estimulaci6 del
transport de glucosa (Bernier et al., 1987).

pp175, a cellules FRTLS (cel.lules tiroidals de rata), que es trobaria associada
al citoesquelet (Condorelli et al., 1989).

ppl67, associada a membranes microsomals d’adipocits de rata (Del Vecchio
i Pilch, 1989).

De les proteines conegudes estan les lipocortines 1i 2 (Karasik et al., 1988) que
es troben en la interfase entre la membrana plasmatica i el citoplasma i que tindrien

la funci6 d’impedir la hidrolisi dels fosfolipids per part de la fosfolipasa C i la
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fosfolipasa A2. Una altra seria la calmodulina (Colca et al., 1987), on la fosforilacié
en tirosines li provocaria una modificacié en la seva interaccié amb el Ca* (Sacks et
al., 1989).

A més, hi ha la fosfatidilinositol-bisfosfat quinasa, la qual és fosforilada en
tirosines com a conseqiieéncia de l'acci6 de la insulina, perd no pel propi receptor
(Endemann et al,, 1990).

Per a coneixer la importancia de l'activitat tirosina quinasa transduint les
diferents accions de Ia' insulina, s’han utilitzat una varietat d’aproximacions
experimentals, com 'obtenci6 de receptors mutants, la utilitzacié d’anticossos contra
la subunitat B o a, 'estudi de situacions patologiques de resisténcia a la insulina o la
utilitzaci6é d’inhibidors, naturals o sintétics de ’esmentada activitat del receptor.

La mutaci6 dirigida del receptor de la insulina va permetre la substitucié de
residus clau per a Pactivitat quinasica intrinseca; aixi la substituci6 de la Lys 1018 en
receptors expressats en cél.lules CHO, els quals podien unir la insulina normalment
perd havien perdut I'activitat tirosina quinasa, afectava les accions de la insulina sobre
la captaci6 de glucosa, la sintesi de glicogen o la incorporaci6é de timidina al DNA
(Chou et al., 1987; Ebina et al.,, 1987); la substituci6 de les Tyr 1150 i 1151, que
impedia I'autofosforilacif i posterior activitat quinasica per a substrats exdgens, també
afectaven l'acci6 de la insulina sobre el transport de glucosa, perd no sobre la
incorporaci de timidina al DNA (Ellis et al., 1986; Debant et al., 1988); la substituci6
de la Tyr 1146, que inhibeix fins a un 80% [lactivitat quinasica, no afectava
Pestimulaci6 de la sintesi de glicogen perd no s’estimulava la incorporacié de la
timidina al DNA (Wilden et al., 1990).

D’obtencié d’anticossos contra la subunitat § va generar estudis que per una
banda perseguien la inhibici6 de Pactivitat tirosina quinasa, mentre que d’altres
buscaven una mimetitzacié de 'acci6 de la insulina.

A partir d’anticossos monoclonals que inhibien I’activitat tirosina quinasa, es va
comprovar que en cél.lules CHO, en hepatoma huma o en adipocits de rata, s’inhibien
les accions de la insulina sobre la captaci6 de glucosa, la sintesi de glicogen o la
fosforilaci6 de la proteina ribosomal S6 (Morgan i Roth, 1987).

Amb anticossos que mimetitzen I’accié de la insulina, els resultats han estat
q

41



contradictoris a I’hora de valorar la possible participaci6é de I’activitat tirosina quinasa
en I'acci6 de la insulina; aixi, mentre alguns afirmen que I'autofosforilacié no €s
imprescindible per a accions de la insulina tals com I'estimulacié del transport de
glucosa, la fosforilaci6 de diferents proteines intracellulars o I'estimulaci6 de la
lipogeénesi (Simpson i Hedo, 1984; Zick et al., 1984), altres dedueixen I’essencialitat
d’aquesta activitat per a estimular el transport de glucosa i la incorporacié de timidina
al DNA (Gherzi et al., 1987).

Amb diferents anticossos monoclonals dirigits contra la subunitat a que inhibien
la uni6 de la insulina, sense estimular Pactivitat tirosina quinasa del receptor,
s’obtenien efectes mimeétics als de ’hormona sobre els segiients parametres:

- transport de glucosa en adipdcits humans (Forsayeth et al., 1987).

- transport d’aminoacids en ce¢llules d’hepatoma de rata (HCT) que expressen el
receptor de la insulina huma (Hawley et al., 1989).

- fosforilaci6 de la proteina ribosomal S6 (Sung et al., 1989).

- transport de glucosa i d’aminoacids en fibroblasts de ratoli 3T3 que també
expressaven €l receptor de la insulina huma (Brunetti et al., 1989).

Davant aquestes dades els autors proposen dues alternatives que d’alguna
manera es complementen, 'autofosforilacié no €s indispensable per a la transmissio
del senyal sobre aquestes accions de la insulina o bé la uni6 de I’anticds provoca un
canvi conformacional del receptor donant lloc a una forma capag de transduir el senyal
sense requerir la participacié de Pactivitat quinasica.

Posteriorment, realitzant assaigs més acurats de I’activitat tirosina quinasa del
receptor (Steele-Perkins i Roth, 1990) observen, per accié dels mateixos anticossos
contra la subunitat a, P'existéncia d’autofosforilacidé i d’activitat quinasica per a
substrats exogens, tot i que aquestes activitats son inferiors a les generades per la
insulina. Els efectes d’aquests anticossos sobre algunes de les activitats biologiques
sensibles a la insulina varen ser en alguns casos més grans adhuc, als generats per la
propia hormona. Aix{ els autors també proposen la participacié d’altres mecanismes
transductors, a més d’aquesta activitat enzimatica, com podrien ser els generats per un
increment en I'agregacié de receptors o en 'endocitosi.

Altres estudis amb anticossos policlonals contra la subunitat 8 (Caron et al,,
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1989) que estimulen la seva activitat quinasica, estimulen també el transport de glucosa
i la lipogenesi en adipocits de rata i la sintesi de glicogen en cellules d’hepatoma
(ZHC).

Amb anticossos policlonals dirigits contra diferents epitops del lloc d’uni6 de la
insulina (Ponzio et al., 1988) que indueixen una autofosforilacié parcial peré no una
activitat quinasica per a substrats exogens, in vitro, i que in vivo no s’observa cap
d’aquestes activitats, activen el transport de glucosa i d’aminoacids perd fallen en
P'estimulacié de la sintesi del DNA, en céllules FAO (d’hepatoma de rata).

Com a conclusi6é dels diversos treballs portats a terme s’ha postulat que el

receptor de la insulina podria estar donant lloc a dos senyals transductors,
per una banda, I'activitat quinasica del receptor, que canalitzaria la major part de les
accions de la insulina,
i d’altra banda, el possible senyal generat per un canvi conformacional del receptor
com a conseqiiéncia de la unié de la insulina al seu locus, que podria ser total o
parcialment independent del canvi induit per 'autofosforilacid, i que canalitzaria altres
accions de la insulina, en principi independents de Pactivitat tirosina quinasa del
receptor.

Estudis de models patologics com sén la diabetes mellitus no-dependent de la
insulina (Grunberger et al., 1984) o I'obesitat (Le Marchand-Brustel et al,, 1985;
Hurrell et al.,, 1989), correlacionen la resisténcia que aquests models presenten a
'acci6 de la insulina, amb una menor activitat tirosina quinasa del receptor en teixits
tals com muscul i fetge.

També s’han utilitzat inhibidors de I’activitat tirosina quinasa per a correlacionar
aquest mecanisme transductor amb les accions de la insulina. D’aquests inhibidors n’hi
ha de dos tipus, naturals i sintétics. Els primers generalment inhibeixen per
competéncia amb 'ATP, la qual cosa els fa forga inespecifics doncs poden afectar
altres quinases cel.lulars, a més de tenir efectes citotoxics importants.

Posteriorment, amb P'obtencié d’inhibidors sintétics, que ja no competien amb
PATP sind amb el substrat fosforilable i que a més no afectaven les Ser/Thr-quinases,
es realitzaren estudis més especifics pel receptor de la insulina. Aixi amb un inhibidor

(Saperstein et al,, 1989) que afecta aminoacids estratégics del receptor com la Lys,
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alhora que interacciona amb el Mg*, inhibeix 'autofosforilaci6, aixi com I'estimulacié
del transport de glucosa o I'oxidacié d’aquesta. Finalment s’han obtingut inhibidors
que estructuralment simulen una tirosina amb els quals han observat una inhibici6 de
I’activitat quinasica del receptor que es correlaciona amb una inhibicié de Pestimulacié
generada per la insulina de la lipogénesi i dels efectes antilipolitics en adipocits de rata
(Schechter et al., 1989).

Utilitzant un inhibidor sintétic, el benzilsuccinat, observarem inhibicions de
Pactivitat quinasica del receptor, in vitro (Figura-5), les quals es correlacionaven amb
inhibicions de I'accié de la insulina sobre el transport d’aminoacids (Taula-7), de la

taxa glucolitica i del transport de glucosa en muscul esquelétic (Guma et al,, C).

FIGURA-S: Efectes inhibidors del benzilsuccinat sobre I’activitat tirosina quinasa del

receptor de la insulina.
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TAULA-T7: Efecte del benzilsuccinat (BZS) sobre la captacié de MeAIB estimulada

per la insulina, a soleus i EDL.

Basal Insulina, 100 nM, 60 min
(nmols MeAIB / g x 30 min)
Soleus:
Control 46.1 =+ 2.3 76.6 = 3.9
BZS, 2 mM, 120 min 335+ 5.9 434 + 20
EDL:
Control 222 + 09 40.8 + 2.1
BZS, 2 mM, 120 min 151 = 0.7 213 £ 1.5

Pel que fa a la regulaci6 de lactivitat del receptor de la insulina, amb
posterioritat a la seva interaccié amb la insulina, s’ha postulat I'existéncia d’almenys
3 mecanismes:

I. La internalitzaci6 del receptor.

A conseqiiéncia de la uni6 de la insulina amb el seu receptor, es produeix el
fenomen d™Internalitzacid" del complex insulina-recetor en vesicules generades per la
propia membrana plasmatica que en unir-se, intracel.lularment, a endosomes que
presenten una alta concentracié de bombes de H*, acidifiquen linterior vesicular,
alliberant-se aixi la insulina del receptor. Posteriorment la insulina sera degradada en
els lisosomes (Carpentier et al, 1979), mentre que la major part del receptor
internalitzat sera reciclat cap a la membrana plasmatica (Fehlmann et al,, 1982).

S’ha proposat la hipdtesi que aquest seria un dels principals mecanismes de
"down-regulation” del receptor de la insulina, tot i que certes dades indiquen que
alhora la internalitzaci6 permetria al receptor activat assolir certs locus intracel.lulars
on exerciria la seva activitat quinasica; en aquest sentit s’ha observat que els receptors
d’origen endosdmic presenten una activitat tirosina quinasa superior a la dels receptors
de la membrana plasmatica (Kahn et al., 1988).

IL. La fosforilacié del receptor en serines (i treonines).

Estudis inicials amb el receptor de la insulina descriuen una rapida acci6 de la
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insulina en limfocits humans en cultin, en preséncia d’acid fosforic marcat
radiactivament, activant la fosforilaci6 en residus de Ser i Thr del propi receptor
(Kasuga et al., 1982b). Tot i que no era sorprenent aquest efecte, doncs ja havia estat
descrit per a altres molécules cel.lulars, era la primera vegada que detectaven també
fosforilacié en residus de Tyr del receptor. Posteriorment s’adjudica I'activitat tirosina
quinasa al propi receptor, com ja ha estat esmentat, mentre que I'activitat Ser/Thr-
quinasa s’atribuia a altres enzims independents del receptor de la insulina. La
fosforilacié en Ser i Thr tindria lloc posteriorment a la fosforilacié en Tyr (Pang et al.,,
1985), alhora que requeriria d’'una adequada activitat tirosina quinasa del receptor a
fi que es desencadenessin les fosforilacions en residus de Ser i Thr (Russell et al.,
1987).

Aquesta fosforilacié del receptor provoca una disminuci6 de la seva activitat
tirosina quinasa, alhora que el fa menys susceptible a P'activacié per autofosforilacié
(Stadtmauer i Rosen, 1986). | '

Diversos autors atribueixen la fosforilaci6 en Ser i Thr del receptor de la
insulina a enzims tals com la proteina quinasa C (Takayama et al., 1984; Hiring et al.,,
1986; Bollag et al.,, 1986) o la proteina quinasa dependent de cAMP (Stadtmauer i
Rosen, 1986; Roth i Beaoudin, 1987). En situacid de dejuni ha estat descrita una
disminuida activitat tirosina quinasa del receptor de la insulina on hi ha un increment
en la fosforilaci6 del receptor en residus de Ser i Thr, havent-se correlacionat aquest
fet amb un augment de I’activitat de la proteina quinasa C (Karasik et al., 1990). Una
informacié més extensa sobre aquestes proteines quinases sera donada en el capitol
B.4.

Altrament, s’ha aconseguit copurificar amb el receptor una serina quinasa que,
in vitro, fosforilaria el receptor de la mateixa manera que té lloc in vivo (Balloti et al.,
1986; Smith et al., 1988; Lewis et al., 1990); aquesta serina quinasa no ha estat
reconeguda entre les que actualment es coneixen.

III. La desfosforilaci6 del receptor.

De la mateixa manera que la fosforilacié en Ser i Thr constituiria un mecanisme

rapid de desactivaci6 del receptor, la desfosforilacié dels residus tirosina fosforilats per

accié6 de la insulina, contribuiria a la fase primerenca de "down-regulation” del receptor
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de la insulina.

La desfosforilacié és un procés rapid que en condicions fisiologiques no és
atribuible a un fenomen de reversi6 de la reacci6 catalitzada per la quinasa del
reccptor, atés que les concentracions cellulars ’ATP, d’uns 3 mM, s6n molt superiors
als valors descrits per al receptor de Km de ’ATP, en condicions d’estimulaci6 per
insulina, 30-150 pM. Tampoc no s’ha trobat una possible activitat fosfatasa del propi
receptor in vivo, tot i que aquesta pot ser induida in vitro (Kole et al., 1988). Mentre
que el procés de fosforilaci6 en residus tirosina ja és del 50% als 30 s de I'addici6 de
Phormona, i €s maxim als 10 min (White et al., 1984), la desfosforilaci6 esdevé ja en
els primers 30 s, produint-se un equilibri dinamic entre fosforilacié-desfosforilacio,
segons experiments amb adipOcits permeabilitzats amb digitonina (Mooney i Anderson,
1989).

Encara no s’ha descrit quina o quines fosfatases podrien estar realitzant aquesta

funci6 desfosforiladora del receptor in vivo.
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B.3.2. Els missatgers de la insulina.
B.3.2.1. Els fosfo-oligosacarids.

El descobriment inicial d’hormones que cursaven els seus efectes mitjantgant
la metabolitzaci6 de fosfatidils inositols fou realitzat per Hokin & Hokin (1933, 1955).
El metabolisme dels fosfatidils inositols era sensible a lacci6 de determinades
hormones i neurotransmissors que cursaven les seves accions a través d’increments en
les concentracions citosoliques de Ca*, en céllules caracteritzades per la seva funci6
secretora. Perd no va ser fins als anys 80’ quan es va descobrir que €ls receptors
d’aquests agonistes activant una fosfodiesterasa (fosfolipasa C de fosfatidils-inositols)
produien el trencament de PIP, (fosfatidil inositol 4,5-fosfat), donant lloc a
diacilglicerol (DAG) i IP, (Inositol 1,4,5-trisfosfat), el qual és metabolitzat a IP,
(Inositol 1,4-bisfosfat) i IP, (Inositol 4-fosfat) (Figura-6). L’augment d’IP, condueix a
l'augment de la concentracié de Ca* citosolic lliure, com a conseqiiéncia del seu

alliberament de diposits intracel.lulars (Berridge, M.J., 1984).

FIGURA-6: El metabolisme dels fosfolipids en la transduccié de senyals hormonals.
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Al 1979, Larner descriu I'existéncia d’una substancia sensible a la insulina, en
muscul esquelétic, que podia modular Pactivitat de la glicogen sintasa in vitro,
reproduint I'accié de la insulina (Larner et al,, 1979).

Treballs posteriors confirmen P'existéncia d’aquest mediador en altres teixits
sensibles a la insulina, com sén el teixit adip6s (Kiechle et al., 1980) o el fetge (Parker
et al.,, 1982; Saltiel et al., 1983; Suzuki et al., 1984) mimetitzant diferents accions de la
insulina. |

La recerca fou, aleshores, dirigida cap a la determinacié molecular d’aquest
mediador. Es tractava de substancies hidrofiliques, de baix pes molecular, que
contenien grups fosfat. Posteriorment es determina 'existéncia d’inositol en la seva
estructura, la qual cosa va fer pensar en la possible participacié de la metabolitzacié
de fosfo]ipids com a generadors d’aquest mediador (revisi6 del tema: Saltiel i
Cuatrecasas, 1988).

Estudis respecte I'accié de la insulina sobre el metabolisme dels fosfatidils
inositols (Figura-7), varen mostrar que mentre la insulina podia provocar un increment
en la sintesi de fosfatidil inositols (PIP,, PIP i PI), no generava un increment rapid en
la sintesi d’inositols fosfat (IP,, IP, i IP) ni en els nivells de Ca** citosolic, en adipdcits
i en la linia miocitica BC3H-1 (Farese et al., 1982, 1984 i 1985).

FIGURA-7: Intervenci6 del metabolisme dels fosfolipids en els mecanismes d’acci6 de

la insulina.
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La fosfolipasa C és un enzim encara no ben conegut perd del qué han estat
descrites diferents formes, en funci6 de I'especificitat i I'afinitat vers els seus substrats,
de la seva sensibilitat al Ca®, la qual sembla estar en funci6 del pH, i de la seva
localitzaci6 intracel.lular, doncs s’han descrit formes solubles al citosol i formes
ancorades a la membrana plasmatica, sense saber encara si les formes plenament
actives hagessin d’estar necessariament translocades a la membrana o si cada isoenzim
té un locus especific, diferent, de maxima activitat.

Els agonistes que generen canvis citosolics de Ca’™ activen una fosfolipasa C
especifica de fosfatidil inositols, la qual no sembla estar activada per la insulina en
BC3H-1. Alternativament, es pensa que I'enzim activat per la insulina seria una
fosfolipasa C especifica de fosfatidils colina i/o una fosfolipasa D, que lliura ac.
fosfatidic i colina, que contribuirien a la sintesi de fosfatidils inositols (Farese et al.,,
1987; Farese, 1988). Alhora una forma diferent de fosfolipasa C, independent del Ca®*,
també estaria activada per la insulina, la qual hidrolitzaria un tipus diferent de
fosfatidil inositols: els fosfatidil inositol glicans, donant lloc a una alliberaci6 rapida (en
segons) de DAG i del compost que havia estat descrit com a mediador de P'acci6 de
la insulina, I'inositol glica (Veure revisié de Farese, 1988).

S’han descrit dos tipus d’inositols glicans (o de fosfo-oligosacarids, POS, segons
anomenen altres autors) derivats de fosfolipids.

El primer que es va descriure (Low et al., 1986; Larner et al., 1988) t€ la funci6
d’ancorar proteines a la membrana plasmatica (ex. Lipoproteina lipasa, LPL). En
Pextrem carboxi-terminal d’aquestes proteines s’estableix un enlla¢ amida amb una
etanolamina, la qual mitjantgant un enllag fosfodiester s’uneix a un oligosacarid que
posseeix una hexosamina no-N-acetilada, glucosidicament lligada a un anell d’inositol
d’un fosfatidil inositol (Figura-8). L’alliberaci6 d’aquestes proteines esdevé per acci6

d’una fosfolipasa C de fosfatidil inositols (Low i Saltiel, 1988).
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FIGURA-8: Inositol glicd que intervé en I'ancoratge de proteines extracel.lulars a la

membrana plasmatica.
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Quan s’utilitza la fosfolipasa C especifica de fosfatidils inositols en preparacions
de membrana de fetge, apareixen uns fosfo-oligosacarids que també tenen efectes
insulin-mimetics (Saltiel i Cuatrecasas, 1986; Saltiel et al, 1987). Aquests fosfo-
oligosacarids (POS) tenen inositol, glucosamina no-acetilada i una regi6 glica variable;
s6n més petits que els que intervenen en P'ancoratge de proteines (Figura-9). A partir
d’hepatocits de rata s’han obtingut formes de POS que diferéixen en el seu contingut
en grups fosfats; aquestes contenen inositol-fosfat lligat a glucosamina no-N-acetilada,
quatre residus de galactosa i dos fosfats addicionals no lligats a Pinositol (Mérida et al,,
1988).

FIGURA-9: Estructura del fosfo-oligosacarid, POS, procedent de fosfolipids que no

ancoren proteines a la membrana.
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En céllules BC3H-1 s’ha observat que la insulina produeix l'alliberament de
POS de manera dosi-dependent, assolint els efectes maxims entre 1 i 10 nM (Saltiel
et al.,, 1988a). Aquesta accid de la insulina requereix d’una adequada activitat tirosiha
quinasa del seu receptor i resulta de 10 a 20 vegades superior en preséncia d’ATP-
Mn** (Suzuki et al., 1987).

El POS s’ha aconseguit purificar a partir de diversos tipus cel.lulars:

- BC3H-1 (Saltiel et al., 1986)
- Hepatoma H-35 i fetge (Mato et al., 1987)
- Limfocits T de ratoli (Gaulton et al., 1988).

Utilitzant POS purificat addicionat a cel.lules intactes o bé incorporant al medi
fosfolipasa C especifica de fosfatidil inositol, s’han estudiat les accions regulades per
la insulina on aquests mediadors podrien tenir algun paper transductor.

Els efectes de la insulina reproduibles pel POS (Taula-8) tenen en comi que
sén rapids; efectes a més llarg temps no han estat reproduits a excepcié dels efectes
insulin-mimeétics que presenten sobre la captacié d’aminoacids a fetge (procés que
esdevé a partir de 2-3 hores d’incubacié amb insulina i que requereix de sintesi
proteica).

TAULA-8: Efectes insulin-mimétics del fosfo-oligosacaric, POS.

EFECTES TEIXIT REFERENCIA
t fosfodiesterasa de cAMP BC3H-1 Saltiel et al., 1986
4 fosforilaci6 induida per isopro-
terenol de fosfolipid metiltransferasa Adipaocits Kelly et al., 1987
4+ Lipolisi Adipocits Kelly et al., 1987
t Lipogénesi Adipaocits Saltiel i Sorbara,1987
t Piruvat deshidrogenasa Adipocits Gottschalk et al., 1988
1 Piruvat quinasa Hepatocits Alvarez et al.,, 1987
{ cAMP Hepatocits "
4 Glicogen fosforilasa Hepatocits "
t captacié d’AIB Hepatocits Varela et al., 1990
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E1 POS es també capag de reproduir la patr6 de fosforilacions/desfosforilacions
de diferents proteines (ATP citrat liasa, lipasa sensible a les hormones, glicogen
fosforilasa i fosfoproteines de pes molecular 65.000 i 50.000) a Pigual que ho fa la
insulina (Alemany et al., 1987).

Pero hi ha un efecte que el POS no ha estat capag de reproduir, i és
'estimulaci6 de la captaci6 de glucosa en adipocits (Kelly et al., 1987; Saltiel i Sorbara-
Cazan, 1987).

La localitzaci6 topologica del POS a la membrana plasmatica no es coneix
encara, tot i que s’ha observat que la seva alliberacié es produeix essencialment a la
cara externa de la cél.lula (Alvarez et al.,, 1988; Romero et al., 1988). Recentment ha
estat descrit un sistema de transport saturable i especific pel POS (Alvarez et. al.,
1991).

Aquest aspecte fa dificil explicar que el POS pugui actuar com a mediador de
Pacci6 de la insulina en efectes que esdevenen pocs segons després de que ’hormona
interactui amb el seu receptor, perd alternativament, permet postular un possible
paper d’aquest mediador en la produccié d’efectes paracrins en cél.lules limitrofes a
la que ha resultat estimulada per la insulina.

En definitiva, la importancia fisiologica d’aquests "mediadors” de la insulina no
esta gens clara. Tot i aixd, es pot concloure que si €]l POS és un element transductor
de l'acci6 de la insulina, no és responsable de tots els efectes que genera aquesta

hormona.

B.3.2.2. El diacilglicerol i la proteina quinasa C.

Com ja em vist, la insulina per produir I'inositol glica, ha d’induir el trencament
de certs pools de fosfolipids de la membrana plasmatica, amb la conseqiient producci6
simultania de diacilglicerol, DAG. En l'apartat anterior em revisat el paper del POS
en I'acci6 de la insulina. A continuaci6 centrarem 'atenci6 en la possible participacio
del DAG en Pacci6 transductora de la insulina.

Hi ha evidéncies de que la insulina provoca un increment en la concentracid
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cellular de DAG en midcits BC3H-1 (Farese et al., 1984; Farese et al., 1985; Cooper,
et al,, 1987), en teixit adipos (Farese et al., 1985; Augert i Exton, 1988; Perhadsingh
et al,, 1987) i en muscul esquelétic (Ishizuka et al., 1990). Aquest DAG prové de I'acid
fosfatidic (Farese et al., 1987; Farese et al., 1988) i de la hidrolisi de fosfolipids, entre
els que es troba el fosfatidil inositol glica (Saltiel et al.,, 1986; Saltiel et al., 1987) i la
fosfatidil colina (Farese et al., 1988; Nair et al., 1988), pero no el fosfatidil inositol 4,5-
bisfosfat (Farese et al., 1985).

El DAG produit per acci6 de la insulina pot tenir diverses funcions:

Ia formacié de fosfatidil colina, la qual en ser hidrolitzada per una fosfolipasa
D déna lloc a ac. fosfatidic (Farese et al., 1987) i posteriorment a DAG, renovant aixi
els pools d’aquest compost,

la formaci6 de fosfatidils inositols (Farese et al., 1988), entre els que es trobaria
el que allibera e] POS,

i Pactivaci6 de la proteina quinasa C, enzim que participa en la regulaci6
metabolica per la seva capacitat de fosforilar els seus substrats en serines i treonines,
modulant aixi la seva activitat.

El DAG i la proteina quinasa C, PQ-C, semblen estar implicats en I'acci6 de
la insulina estimulant la captaci6é de glucosa en adipocits (Kirsch et al., 1985; Cherqui
et al., 1986; Christensen et al., 1987) i en BC3H-1 (Farese et al., 1985; Standaert et al.,
1988), mentre que en miuscul esqueletic les dades sén contradictories (Ishizuka et al,,
1990; Sowell et al., 1988).

Posteriorment ampliarem la informacié de que disposem per tal de conéixer el
possible paper que juga la proteina quinasa C en el marc dels mecanismes d’acci6 de
la insulina; abans farem una revisi6 sobre les caracteristiques estructurals i funcionals
d’aquest enzim.

La proteina quinasa C no és un enzim Unic sind que engloba un grup de
proteines que es relacionen per la seva activitat quinasica i pel tipus de regulacié a que
estan sotmeses (Bell i Burns, 1991). S’han clonat nou dels membres d’aquesta familia
de proteines (Farago i Nishizuka, 1990) dels quals s’ha observat que no sén
estrictament isoenzims sind que presenten funcions que poden ser diferenciades.

La proteina quinasa C es localitza al citosol on roman inactiva, i en general, es

54



considera que en ser traslocada a la membrana, fenomen que podria ser induit pel
Ca®* (WOoIf et al., 1985), i ancorada a la mateixa per la seva uni6 a la fosfatidil serina,
seria definitivament activada per uni6 del DAG al seu locus regulador.

S’han seqiienciat 3 tipus de proteina quinasa C al cervell: (Huang et al., 1988)
Tipus L- Esta codificat a partir de la seqiiencia y de cDNA. Es poc sensible al DAG
perd activable a baixes concentracions d’acid araquidonic.
Tipus IL- Esta codificat a partir de les seqiiéncies 8-1 i B-II de cDNA. T¢ elevada
activitat a concentracions basals de Ca®* i respon al DAG i a I'acid araquidonic de
manera similar.
Tipus IIL- Esta codificat a partir de la seqiiéncia e de cDNA. Es el més sensible a I'1-
estearoil-2-araquidonilglicerol (I'especie majoritaria de DAG derivada de fosfatidils
inositols). Poden ser activats a elevades concentracions de Ca* per elevades
concentracions d’acid araquidonic, en abséncia de fosfolipids.

L'estructura primaria dels membres de la familia de les proteines quinases G,
deduida a partir de la seqiiencia del cDNA (Figura-10), esta formada per quatre

regions conservades i cinc regions variables (Nishizuka, 1989; Bacher et al., 1991).

FIGURA-10: Estructura de les subespécies de PQ-C.
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- El domini regulador (V,-C,) conté,

una seqiiencia semblant a la dels substrats de la proteina quinasa C, per la qual

cosa se la denomina "pseudosubstrat” (House i Kemp, 1990),
una o dues regions riques en cisteines, similars a les de les estructures de dits
de Zn (Bell, 1986; Parker et al., 1989),

el locus d’uni6 pels ésters de forbol,

el locus d’uni6 al DAG;, i

segments que interaccionen amb els fosfolipids, d¢ manera dependent o
independent de Ca®; la regié C, sembla conferir la dependéncia al Ca** als subtipus
a, 81, BII i ¥ (Ono et al.,, 1989), mentre que la seva abséncia en els subtipus &, e, {,
n i L determinaria la independéncia al Ca™.

El domini catalitic té el locus d’uni6 a ’'ATP i als substrats susceptibles de ser
fosforilats.

Es coneixen diversos inhibidors de la proteina quinasa C que interaccionen tant
amb el domini catalitic (ex. H-7 o estaurosporina) com amb el domini regulador (ex.
Polimixina-B o esfingosina), tot i que I'is d’aquests compostos €és limitat degut a la seva
elevada inespecificitat, com comentarem més endavant.

En situaci6 d’inactivitat de la proteina quinasa C, el pseudosubstrat es trobaria
unit al locus d’unié dels substrats del domini catalitic (House i Kemp, 1990). Aixd
succeiria quan l'enzim estigués soluble al citoplasma o quan estigués unit a la
membrana a través dels fosfolipids que li s6n cofactors, de manera dependent o
independent de calci. La unié del DAG a 'enzim, provocaria canvis conformacionals
en ell resultant en el desplagament del pseudosubstrat del lloc d’uni6 dels substrats,
i consegiientment en Pactivacié de la proteina quinasa C, tot i que aquest procés
encara presenta punts foscos, doncs també sembla intervenir un procés
d’autofosforilaci6é (Flint et al., 1990). Tanmateix s’ha observat que la uni6 del DAG a
la proteina quinasa C produeix un increment en I’afinitat de I’enzim pel Ca** de I'ordre
de 107 M, concentracions a les que es troba fisiologicament aquest i6 sense necessitat
que sigui alliberat dels seus locus intracel.lulars (Yamanishi et al., 1983).

L’activaci6 de la proteina quinasa C pot ser induida per la incorporacié d’esters

de forbol o de mono-acil derivats del DAG, en cél.lules intactes (Nishizuka, 1984). De
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fet, la proteina quinasa C sembla ser el receptor natural dels ésters de forbol
(Castagna et al., 1982).

Els esters de forbol sén una familia de compostos caracteritzats per ser
promotors tumorals, alguns dels quals tenen la captacitat d’activar la proteina quinasa
C (ex. el 12-O-tetradecanoil-B8-forbol 13-acetat, TPA, o el 4B-forbol 12, 13-dibutirat,
PDBu), mentre que d’altres no la tenen (ex. 48-forbol 13e¢-monoacetat, MA).

Els diferents isoenzims de la proteina quinasa C és localitzen a molt diversos
tipus cel.lulars, des de les plaquetes que s6n els que presenten activitats més elevades,
seguides de diversos tipus cel.lulars del cervell i disminuint en quantitat, estan els
hepatocits, els adipocits i el miscul esquelétic, el qual conté aproximadament un 1%
de l’activitat localitzada a les plaquetes (Minakuchi et al., 1981).

Alguns autors han detectat un increment en l’activitat de la proteina quinasa C
de diafragma, per acci6 de la insulina (Walaas et al., 1987), tot i que no sembla anar
acompanyat d’una inducci6 de la translocaci6 de I'enzim cap a la membrana, sind que
Pincrement d’activitat, pel que fa a céllules BC3H-1, es manifesta en els dos locus
(Cooper et al., 1987).

Ha estat molt discutida I’essencialitat de la PQ-C en l'acci6 de la insulina
estimulant el transport de glucosa. Recordem que aquest era un dels efectes pels quals
el POS era incapag de realitzar una funci6 transductora, i en aquest sentit, a més ha
estat observat que la fosfolipasa C de fosfatidils inositols obtinguda de Staphylococcus
aureus, la qual es capa¢ de generar el POS, no estimula el transport de glucosa
(Standaert et al., 1988). Des d’aquest con¢ixement, I'interés per determinar el paper
del DAG i/o de la PQ-C va ser manifest a través de diversos treballs. En estudis on
s’utilitzaven els esters de forbol com a activadors de la PQ-C, es varen veure efectes
insulin-mimetics sobre el transport de glucosa, tot i que la magnitud d’aquests efectes
estava en funcié dels tipus de teixit on es realitzava 'assaig. Aixi mentre que en
cel.lules BC3H-1 (Cooper et al., 1989) i en cel.lules CHO (Cherqui et al., 1990) els
ésters de forbol estimulaven el transport de glucosa fins i tot més que la propia
insulina, en adipocits (Kirsch et al., 1985; Cherqui et al., 1986, 1987 i 1989; Ishizuka
et al.,, 1990; Egan et al., 1990; Miihlbacher et al., 1988) en muscul esqueletic (Sowell
et al,, 1988; Ishizuka et al., 1990; Henriksen et al., 1989; Tanti et al., 1989; Guma et
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al., 1990) i en cel.lules L6 (Klip i Ramlal, 1987) els esters de forbol sols mimetitzaven
parcialment P'accié6 de la insulina (segons dades propies aprox. 25% de l'efecte
estimulador de la insulina era mimetitzat pel TPA en incubacions de misculs
EDL)(Guma et al,, 1990, B).

Per explicar aquests resultats alguns autors aleguen que en cada teixit co-
existirien uns determinats subtipus de PQ-C que en funci6 de la seva sensibilitat vers
els esters de forbol, donarien lloc a uns diferents graus d’estimulaci6é del transport de
glucosa; mentre que en céllules BC3H-1 i CHO els subtipus predominants
presentarien una elevada afinitat pels esters de forbol, en adipdcits i miscul esquelétic
hi hauria poca afinitat pels esters de forbol. Per aquest motiu diversos autors (Farese,
1988; Cherqui et al,, 1990) han qiiestionat les conclusions a que s’arriben en assumir
I'existéncia d’una adequada activaci6 de la proteina quinasa C per efecte dels esters
de forbol. En contra d’aquesta opini6, hi ha la d’altres autors els quals han observat
en miusculs epitroclearis que mentre la preseéncia de fosfolipasa C de Clostridium
perfringens, la qual produeix DAG a partir de qualsevol tipus de fosfolipids, indueix
una activaci6 de la proteina quinasa C associada a la membrana i una estimulaci6 del
transport de glucosa del 80% respecte al produit per la insulina, aquesta hormona no
altera 'activitat de la proteina quinasa C (Henriksen et al., 1989).

En el sentit d’aquest darrer treball hi ha unes dades posteriors que atorguen un
paper al DAG més important del que podria tenir la proteina quinasa C en els
mecanismes transductors de la insulina. S’ha observat que mentre la formaci6 de
miristoil-DAG per acci6 de la insulina, podria intervenir de manera important en la
estimulaci6 del transport de glucosa, I’'activacié de la proteina quinasa C, mesurada
com a grau de fosforilaci6 de la proteina de membrana de 40.000 de pes molecular,
la qual és substrat d’aquesta quinasa, tan sols estaria parcialment implicada en aquest
efecte, en cél.lules CHO (Cherqui et al., 1990). Es interessant resenyar que en aquest
treball han observat una absoluta dependéncia dels residus de tirosina 1162 i 1163 del
receptor de la insulina, els quals eren susceptibles de ser fosforilats en el procés
d’autofosforilacié, en I'efecte de la insulina sobre la formaci6é del miristoil-DAG i
P'estimulacié del transport de glucosa, en cel.lules CHO transfectades amb receptors

mutants o amb receptors normals (Cherqui et al,, 1990), mentre que treballs previs
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descrivien efectes inalterats de la insulina sobre la proteina quinasa S6 i sobre la
mitogenesis (Debant et al., 1988) utilitzant la mateixa aproximacié experimental.

La utilitzaci6 d’inhibidors de la proteina quinasa C ha tingut la finalitat de
comprovar la participaci6 d’aquest enzim en alguns dels efectes descrits per als esters
de forbol. En estudis in vivo, s’ha observat que la polimixina B (PMXB) inhibeix
Ihipoglucémia induida per 'administraci6 d’insulina a ratolins (Amir i Shechter, 1985)
i a rates (Amir et al, 1987); aquest efecte és degut a un blocatge de Pacci6
estimuladora de la insulina sobre el transport de glucosa en teixit adipds i en miscul
esqueletic; altres efectes de la insulina, com la inhibici6 de la lipolisis a adipocits o la
sintesis de DNA a miscul, no sén inhibits per la PMXB.

Estudis in vitro de I'efecte de la PMXB en incubacions de miisculs soleus de
ratoli (Grémeaux et al, 1987) indicaven una inhibicid de l'acci6 de la insulina
estimulant tant el transport de 2-deoxiglucosa com el transport d’AIB (analeg
aminoacidic, ac. a-aminoisobutiric), sense afectar els basals del transport, ni les
activitats de "binding" de la insulina o la capacitat fosforilativa del receptor. L’activaci6
de la glicogen sintasa per efecte de la insulina, no era blocada per la PMXB. Aquestes
dades feien concloure als autors que l'efecte de la PMXB tenia lloc en algun pas
posterior a Pactivacié del receptor de la insulina.

Els darrers treballs estan en la linia d’'implicar a la proteina quinasa C en la via
d’acci6 de la insulina, en un pas posterior al propi receptor de I'hormona. Tot i aix0,
aquests resultats sén de dificil explicacié ja que es coneix que els esters de forbol,
presuntament activant la proteina quinasa C, poden induir la fosforilacié del receptor
de la insulina en residus de serina, produint una inhibicié de I'acci6 de la insulina en
cellules d’hepatoma o en adipdcits (Héring et al,, 1986; Takamaya et al., 1984).

A més, estudis que portarem a terme amb diferents inhibidors de la proteina
quinasa C, com la PMXB, 'H-7 (Guma et al., 1990, B) i I'estaurosporina (Guma et al.,
1991d) en estudis sobre la captaci6 de MeAIB en misculs EDL, indicaven que no
aconseguien revertir ’acci6 dels esters de forbol, el que implicava I'existéncia d’efectes
inespecifics importants per part d’aquests compostos. Per tant,les conclusions a que
varen arribar Gremeaux i col. a Patribuir-li un paper a la proteina quinasa C en base

a la utilitzaci6 de PMXB, podrien anar desencaminades.

59



En resum, mentre que els treballs realitzats als miocits BC3H-1 apunten a
assignar un paper a la proteina quinasa C en la via d’acci6 de la insulina estimulant
el transport de glucosa, les dades obtingudes a miscul esquelétic no corroboren
aquesta hipotesi. La linia miocitica BC3H-1 podria no ser un bon model per estudiar
els mecanismes d’acci6 de la insulina en miscul, doncs aquesta linia presenta
nombroses caracteristiques de miscul llis (Schubert et al., 1974). D’altra banda
respecte els arguments que utilitzava, entre d’altres el propi Farese (Farese, 1988),
sobre la diferent sensibilitat de la proteina quinasa C vers €ls esters de forbol, Holloszy
(Henriksen et al,, 1989) indica que els efectes del TPA sobre el transport de glucosa
en musculs epitroclearis, son similars (2-3 vegades) als obtinguts per Farese en BC3H-
1, pero aquest darrer presenta unes accions de la insulina molt més baixes (2 vegades)
a les observades en musculs incubats (5-10 vegades). En aquest sentit es interessant
comentar unes dades de recent aparicié del grup d’Amira Klip que indiquen que la
linia BC3H-1 no expressa GLUT-4, el qual com ja s’ha vist en capitols anteriors, és el
transportador de glucosa que esta sotmés a I'accié de la insulina en teixit muscular
(Mitsumoto et al., 1991).

Respecte a d’altres efectes de la insulina que podrien estar mediats per
activaci6 de la proteina quinasa C gracies a la produccié de DAG, en estudis menys
exhaustius que els realitzats pel transport de glucosa, tindriem els segiients (estudis
amb esters de forbol),

- augment de la lipogenesis (Van De Werve et al,, 1985)

- activaci6 de l'acetil-CoA carbolxilasa (Vaartjes et al., 1987)

- activacié de 'ATPasa Na*/H* (Vara et al., 1985)

- increment en Poxidacié de glucosa (Farese et al., 1985)

- activaci6 de la piruvat deshidrogenasa (Farese et al., 1985)

- augment de la mitogenesi (Farese et al., 1985)

- fosforilaci6 de la proteina ribosomal S6 (Trevillyan et al., 1985)
- activaci6 del transport d’aminoacids (Farese et al., 1985).

Pel que fa al transport d’aminoacids, els experiments als que es fa referéncia
(Farese et al., 1985) es realitzaren amb P'analeg AIB en cél.lules BC3H-1. Dades

propies obtingudes per incubacions de musculs EDL on es mesurava la captacié de
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I'analeg MeAIB (Guma et al,, 1990, B), no confirmaven I’existéncia d’efectes insulin-
mimetics dels esters de forbol (TPA); no varem obtenir diferéncies significatives entre
els grups control i els tractats.

La situaci6 d’exercici si que sembla requerir de DAG i de proteina quinasa C
per activar la captaci6 de glucosa a nivell del metabolisme muscular. L’exercici indueix
la translocaci6 de la proteina quinasa C (Richter et al., 1987), aixi com la producci6
de DAG i d’ac. fosfatidic en miscul esquelétic in vivo (Cleland et al., 1989).
Tractaments llargs (12 h) amb esters de forbol, provoquen la depleccié de proteina
quinasa C, alhora que la contracci6 perd la seva capacitat per estimular el transport
de glucosa en misculs soleus aillats (Cleland et al., 1990).

Per finalitzar aquest capitol s’haurien de tenir en compte dades que indiquen
que tot i que els esters de forbol semblen tenir efectes insulin-mimeétics, alguns
d’aquests efectes cursen per vies diferents als de la insulina. En la linia Reuber H35
de cellules d’hepatoma de rata s’observa aquesta divergéncia en la inducci6 d’ornitina
descarboxilasa per efecte dels esters de forbol i de la insulina (Goodman et al., 1988).
També ha estat observat que els esters de forbol fosforilen els transportadors de
glucosa, a diferéncia de la insulina (Gibbs et al., 1986; Joost et al., 1987). En aquest
sentit hem observat que els esters de forbol tenen efectes additius amb els de la
insulina pel que respecte a I'alliberament de lactat per misculs EDL incubats (Guma
et al., 1990, B).

Dr’altra banda falten interpretar dades com les que indiquen que activacié de
PATPasa Na*/H* per insulina no implica una activacié de la proteina quinasa C (Vara
et al., 1985) o que en adipdcits, els esters de forbol tenen efectes lipolitics,
contrariament als de la insulina (Andersen et al., 1988).

No és podria descartar, malgrat totes aquestes dades, que hi hagi una via
d’acci6 de la insulina que cursi a través de la proteina quinasa C. D’entrada no
coneixem encara si la insulina pot induir la producci6 selectiva de determinats DAG,
i si aquests alhora poden presentar una especificitat diferencial vers els diferents
isoenzims de proteina quinasa C. Més encara, desconeixem quins isoenzims sén els
majoritaris als teixits diana de la insulina, i si aquests presenten una diferent afinitat

vers els esters de forbol. Cherqui i col. apunten fins i tot, la possibilitat que la insulina
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pugui realitzar 'estimulaci6 del transport de glucosa per diferents vies a adipdcits, una
dependent de proteina quinasa C i que implicaria un increment en la Vmax del
transport, i una altra independent de proteina quinasa C que implicaria tant un
increment en la Vmax, com un decrement en la Km (Cherqui et al,, 1989). La
caracteritzaci6 dels diferents isoenzims de la proteina quinasa C, que actualment s’esta
portant a terme, sens dubta contribuira a aclarir el panorama de la importancia

d’aquest enzim transduint algunes de les accions de la insulina.

B.3.2.3. Les proteines G.

Des del descobriment del cAMP (Rall et al,, 1957), molts estudis cercaren
informaci6 sobre I'enzim que catalitza la formaci6é d’aquest compost, 'adenilat ciclasa.
Inicialment es va observar que era activable per hormones, en preséncia de GTP
(Rodbell et al., 1971). Tot un seguit de treballs culminaren en la purificacié d’una
proteina transductora del senyal hormonal, que tenia capacitat per unir nucleotids de
guanina (Northup et al., 1980). En situaci6 de tenir unit a ella el GTP, interaccionava
amb l'adenilat ciclasa activant-la. Aquesta proteina va rebre el nom de proteina G
(inicialment anomenada N) i concretament va ser catalogada com a Gs a conseqiiéncia
de la purificaci6 d’una altra proteina G que intervenia en Pacci6 hormonal tot
desactivant I'adenilat ciclasa, per la qual cosa rebé el nom de Gi (Bokoch et al., 1983).

Les proteines G s6n heterotrimers formats per les subunitats «, 8 i y, en ordre
decreixent de pes molecular. Perd aquestes no sén més que un grup de proteines que
lliguen GTP, doncs sota aquesta caracteristica s’inclouen factors que controlen la
sintesi proteica aixi com el grup de proteines monomeriques que presenten homologia
estructural amb les proteines codificades pels oncogens ras (superfamilia ras).

Totes aquestes proteines que tenen afinitat pels nucledtids de guanina tenen en
comii el domini d’unié del GTP, que es troba altament conservat, perd les proteines
G es diferencien de la resta en qué la subunitat , que és la que té activitat catalitica
GTPasa, pot ser regulada pel complex By en unir-se a ell, mentre que les altres

proteines no tenen capacitat per formar oligomers heterdlegs. A més les proteines G
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tenen una activitat GTPasa basal extremadament baixa, que pot ser regulada
directament pels efectors que elles mateixes controlen (McCormick, 1989). Les
proteines G s’activen per la uni6é de Mg** i subsegiient unié de GTP. Aixd provoca la
separacié de la subunitat a de les subunitats By, de manera que la primera pot accedir
a 'adenilat ciclasa per modular la seva activitat, mentre que les subunitats B8y podrien
tenir una funcié reguladora vers altres proteines G al estar en disposicié d’unir-se a
subunitats « lliures. Alhora, els receptors hormonals que han generat el trencament de
la proteina G perden afinitat pels seus agonistes. Quan la subunitat a genera GDP+Pi
perd afinitat per I'adenilat ciclasa i torna a unir-se al complex By, mentre que els
receptors hormonals als que es troba acoblada, recuperen 'afinitat pels seus agonistes.
El GDP seguira unit a la subunitat « fins que de nou un receptor hormonal acoblat
sigui activat pel seu agonista i generi P'alliberament del GDP de la proteina G,
reiniciant-se el cicle (Birnbaumer et al., 1984).

Les proteines G es classifiquen per les seves subunitats a. S’han identificat 9
gens que codifiquen per subunitats a i es coneixen 12 polipéptids que sén productes
d’aquests gens. Cada subunitat a conté:

- locus d’uni6 d’alta afinitat als nucleotids de guanina, amb activitat GTPasa,

- locus d’uni6 d’alta afinitat al Mg™; aquest i6 també sembla interaccionar amb un
locus de baixa afinitat en I'estat inactiu en el qual el GDP es troba unit a I'oligomer,
de manera que Pafinitat per a aquest locus és modulada per la uni6 de 'agonista al
receptor,

- "loci" susceptibles de ser modificats covalentment per toxines bacterianes que
catalitzen la reacci6 ADP-ribosiltransferasa dependent de NAD*. Les Gs i Gt (també
coneguda com a transducina) s6n substrats de la toxina colérica, que provoca una
activaci6 persistent de les corresponents subunitats a. Les Gi i les Go s6n substrat de
la toxina pertussis, que provoca una interferéncia en la interacci6 entre la proteina G
i els receptors (Freissmuth et al., 1989).

Les Go i Gi contenen miristat N-lligat (Buss et al., 1987), pero el significat
d’aquesta modificaci6 covalent encara no esta clar.

Les proteines G classicament s’han conegut com a mediadores de les accions

dels receptors adrenergics. Mentre que els receptors B-adrenérgics utilitzen
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essencialment les Gs com a elements transductors induint activacions de Yadenilat
ciclasa, els receptors a,-adrenérgics utilitzen més especificament les Gi i Go inhibint
Pesmentat enzim. D’altra banda els receptors a;-adrenérgics, sembla que també a
través d’'una proteina G, induirien I’activaci6 d’una fosfolipasa C que donaria lloc a
inositols fosfats i DAG (Birnbaumer et al., 1987; Freissmuth et al., 1989).

Al menys 3 subtipus de proteina G poden estimular la fosfolipasa C: (veure la

revisi6é de Sato, 1989)

Gp, que no és substrat ni de toxina colérica ni de toxina pertussis,

G sensible a toxina pertussis, acoblada als receptor a,-adrenérgics en adipocits,
G sensible a toxina colérica.

S’ha volgut implicar a les proteines G en algunes de les accions de la insulina
a partir d’estudis que demostren que la toxina pertussis, en 3T3-L1 i adipocits (Elks
et al., 1987; Goren et al., 1985), en BC3H-1 (Luttrell et al., 1988 i 1990) i en hepatocits
(Heyworth et al.,, 1986) o anticossos contra la proteina d’uni6 a GTP "ras p21", en
oocits de Xenopus laevis (Deshpande et al., 1987; Korn et al., 1987), poden blocar
determinades accions de la insulina.

La toxina pertussis pot blocar la produccié dependent d’insulina de la fracci6
de diacilglicerols que conté miristat (Luttrell et al., 1988), aixi com I"acumulacié en el
medi extracellular de I'inositol glicA (Romero et al, 1988), en céllules BC3H-1.
Accions biologiques de la insulina com s6n P'estimulacié del transport de glucosa o la
incorporacid de timidina tritiada, es troben inhibides de manera important (70 i 60%,
respectivament) per tractaments amb toxina pertussis en cel.lules BC3H-1 (Luttrell et
al., 1988).

Estudis en aquest mateix tipus cellular implicaven la participacié d’una
fosfolipasa C especifica de fosfatidil inositol glica en els mecanismes d’accid de la
insulina (Saltiel et al., 1987; Low i Saltiel, 1988). Treballs amb toxines i amb anticossos
especifics de proteina G indiquen que I'activaci6 d’aquesta fosfolipasa C induida per
insulina pot ser mediada per proteina G (Elks et al., 1987; Heyworth et al., 1985; Korn
et al., 1987; Luttrell i Rogol, 1987).

En adipocits, 1a situacié sembla diferent a partir de dades que indiquen que la

toxina pertussis no inhibeix la captacié de glucosa estimulada per insulina, tot i que
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fosfolipasa C exdgena i AlICI,, aquest darrer utilitzat com a activador de proteines G,
mimetitzen parcialment aquest efecte de la insulina (Obermaier-Kusser et al., 1988).
En aquest mateix sentit apunten els resultats d’altres autors que observen que la toxina
pertussis no bloca I'acci6 de la insulina sobre I'oxidaci6é de la glucosa en adipdcits, tot
1 provocar reduccions considerables en les taxes basals i estimulades, perd si que
inhibeix P'acci6 anti-lipolitica de la insulina, en adipdcits tractats amb catecolamines
(Goren et al., 1985). Pel que respecte a les reduccions en les taxes d’oxidaci6 de la
glucosa, hi ha dades que indiquen que els nucleotids de guanina poden modular
Pactivitat dels transportadors de glucosa d’adipocits (Schiirmann et al.,, 1989).

Contrariament a les dades acabades de referir, s’han realitzat observacions on
si que es detecten inhibicions parcials de P'acci6 de la insulina estimulant la captaci6
de glucosa per efecte de la toxina pertussis en adipocits (Ciaraldi i Maisel, 1989),
alhora que es detecten reduccions en la taxa d’uni6 de la insulina al seu recetor (40%)
i en la sensibilitat de ’estimulaci6 del transport de glucosa vers la insulina, indicant
'existéncia d’un desacoblament entre el receptor i les accions posteriors a ell, i per
tant la possible participaci6 d’una proteina G sensible a toxina pertussis en adipdcits.

Recolzant el concepte de la participaci6 d’una proteina G en la via d’acci6 de
la insulina estimulant la captaci6 de glucosa, s’ha observat que en adipocits
permeabilitzats, alguns analegs del GTP, com el GTPyS, provoquen la translocaci6 de
GLUT-4 des de Pinterior cel.lular cap a la membrana plasmatica (Baldini et al., 1991),
efecte que no es dona quan s’utilitzen adipocits no permeabilitzats.

La insulina incrementa 'activitat de la fosfodiesterasa de cAMP de baixa Km,
tant en hepatocits com en adipodits (Francis i Kono, 1982; Houslay, et al., 1983;
Thompson i Strada, 1978). En aquest sentit sha observat que la toxina pertussis
inhibeix la capacitat de la insulina d’activar la fosfodiesterasa de cAMP de baixa Km
en adipocits 3T3-L1 (Elks et al., 1983).

Pel que fa als hepatocits, la fosfodiesterasa sensible a la insulina és activada per
un increment en el seu estat de fosforilacié6 (Marchmon i Houslay, 1981), en residus
de serina. Aquesta accié de la insulina pot ser reproduida per nucledtids de guanina
i per analegs d’aquests, aixi com per la toxina colérica (Heyworth et al., 1983).

Altrament, el tractament d’hepatdcits amb toxina pertussis provoca un blocatge
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en la capacitat de la insulina per inhibir I'adenilat ciclasa (Heyworth et al., 1986).
Aquestes observacions han contribuit a proposar I'existéncia de proteines G en els
mecanismes d’acci6 de la insulina en fetge.

Certes proteines G poden ser bons substrats per a la quinasa del receptor de
la insulina in vitro (Kamata et al,, 1987; O’Brien et al., 1987; Zick et al., 1988). Encara
que la fosforilaci6 directa de la proteina G en residus de tirosina en resposta a la
insulina no ha estat observada in vivo, les dades in vitro suggereixen almenys, la
possibilitat d’'una interacci6 d’elevada afinitat entre determinades proteines G i el
receptor. En aquest sentit, s’ha especulat que proteines G que participarien en
Pactivaci6é de la fosfolipasa C per accié de la insulina, podrien ser fosforilades en
tirosines pel receptor de la insulina (Walaas i Walaas, 1988). '

En membranes plasmatiques de fetge i de teixit adipds, s’ha observat que la
insulina provoca una inhibicié de ’ADP-ribosilacid, catalitzada per la toxina pertussis,
de Gi. Aquest fet podria indicar que la insulina afecta d’alguna manera la proteina Gi
en el procés de transduccid, tot i que in vivo no provoca la fosforilaci6 en tirosines de
les Gi per acci6 del seu receptor (Rothenberg i Kahn, 1988).

En liposomes que contenen receptor d’insulina purificat i diverses proteines G
(Krupinski et al., 1988), s’ha observat que la insulina promou la fosforilacié d’almenys
dues proteines G, la Go i la Gi; 1a Gt no és un bon substrat i la Gs no és fosforilada.
La fosforilaci6 de la Go i la Gi afecta a la subunitat a en residus de tirosina de manera
que cada receptor a,8, fosforila una subunitat a de la proteina G. Quan la proteina
G reté GDP és quan actua com a millor substrat pel receptor de la insulina. En aquest
sistema també s’ha observat que les proteines Gi i Go faciliten I'estimulaci6é per part
de la insulina, de I'autofosforilacié del seu receptor (Krupinski et al., 1988).

En miocits cardiacs aillats, la toxina colérica inhibéix un 50% Pacci6é de la
insulina sobre el transport de 3-O metilglucosa, mentre que la toxina pertussis no
produeix cap efecte. En animals diabétics els transportadors de glucosa no sén
sensibles a toxina colérica, el que correlaciona amb decrement del 85% de l’éxpressié
dels transportadors de glucosa regulables per la insulina. El transport basal no es veu
afectat per cap de les toxines. L’isoproterenol incrementa la captaci6 de glucosa en un

63% després de 30 min d’acci6, efecte que pot ser completament blocat per toxina
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colérica. Aquests resultats fan proposar als autors la participacié d’'una proteina G
sensible a toxina colérica i propera als transportadors de glucosa sensibles a la insulina,
que pot mediar les accions de la insulina i de F'isoproterenol estimulant la captacid de
glucosa (Eckel et al., 1990).

Estudis realitzats a misculs soleus amb AlF",, conegut activador de proteines G,
indicaren una inhibici6 total de I’acci6 de la insulina estimulant el transport de MeAIB.
Estudis posteriors han explicat aquest resultat, el qual és degut a una acci6 inhibidora
del F sobre P'activitat tirosina quinasa del receptor de la insulina (Vifals, F.; Tesina
de Llicenciatura, 1991).

Donat que el tema d’una possible participaci6 de la proteina G en l'acci6 de
la insulina, no estava tractat pel que fa al miscul esquelétic, tret d’estudis en linies
cellulars establertes, ens plantejarem realitzar treballs amb toxina pertussis en
incubacions de musculs soleus. Aquests indiquen que 'esmentada toxina no inhibeix
Pacci6 de la insulina estimulant la captaci6 de glucosa ni la de MeAIB (Guma et al,,
F). .

Altrament, tampoc observarem inhibicions de la captaci6 basal de glucosa per
efecte de la toxina pertussis (Taula-9), tal i com havia estat descrit per alguns autors

a adipdcits.
TAULA-9: Efectes de la toxina pertussis (TP) sobre la captacié de glucosa en soleus.

Basal Insulina, 100 nM, 60 min

(nmols 3-O MeGlu / g x 30 min)
Control 739 + 1.2 16.84 + 2.27
TP, 100 ng/ml, 90 min 10.39 = 2.27 16.29 % 2.79

Propanolol, 10uM 150 min+TP 11.14 = 0.92 -

(Propanolol, blocador B-adrenérgic).

En aquest sentit també cal apuntar que en experiments on misculs EDL eren

incubats en preséncia de toxina colerica, no varem observar modificacions de les
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captacions basals de MeAIB ni de les estimulades per la insulina (Guma et al,, F).

En conclusib, la informacié que podem extreure indica que les proteines G
podrien participar en els mecanismes d’acci6 de la insulina en determinats teixits diana
d’aquesta hormona, com sén el fetge, el teixit adipos i el miscul cardiac. A més en
cada teixit semblen participar diferents proteines G en 'acci6 de la insulina, algunes
sensibles a toxina colérica com pel que fa a algunes de les accions de la insulina en
fetge o en miuscul cardiac, i d’altres sensibles a toxina pertussis com ha estat descrit
també per al fetge, i per als adipocits i cél.lules BC3H-1. Fins i tot ha estat suggerit
que pel que fa als efectes de la insulina sobre el transport de glucosa, proteines G
sensibles a toxina pertussis podrien estar implicades en la regulaci6 del transport tot
modulant el receptor de la insulina o la produccié de mediadors primerencs, mentre
que proteines G sensibles a toxina colérica podrien regular directament els
transportadors de glucosa sensibles a la insulina, potser induint una alteraci6 en el seu
estat de fosforilacié (Eckel et al., 1990).

Tot i que els estudis en miscul esquelétic requereixen d’'una recerca més
extensa i acurada, inicialment podem dir que proteines G sensibles a toxina pertussis
0 a toxina colérica, no semblen participar en els mecanismes d’acci6é de la insulina

estimulant la captacié de glucosa o de MeAIB.

B.3.3. Elements transductors de Pacci6 de la insulina sobre Pactivitat de transport del

sistema A en el miiscul esquelétic.

Aquest capitol, a manera de resum, sera un recull d’informaci6 ja comentada
que tractara especificament dels principals aspectes coneguts en relaci6 als mecanismes
d’acci6 de la insulina presuntament implicats en I'estimulaci6 del sistema A de
transport d’aminoacids en miscul esquelétic. La recerca en aquesta area encara resulta
forca indirecta al no disposar d’eines per identificar els transportadors que engloba
Panomenat sistema A, tot i que el clonatge i seqiiénciaci6 de diferents transportadors

d’aminoacids d’eucariotes ja s’estd portant a terme en diferents laboratoris.
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La informaci6 de que disposem al voltant d’aquest tema és la segiient,

1. ’acci6 de la insulina estimulant el sistema A de miscul esquelétic €s conseqiiencia
de la unié de I'hormona a receptors de insulina (Zorzano et al.,, 1985; James et al.,

1986).

2. Aquesta accié de la insulina depén d’una intacta activitat tirosina quinasa del

receptor de la insulina (Guma et al., B; Viials et al.,, en preparaci6).

3. En la via de transducci6 del senyal que condueix a I'estimulacié del sistema A en
resposta a la insulina, no es troben ni isoformes de proteina quinasa C sensibles als
esters de forbol, ni proteines G substrat de toxina pertussis 0 toxina colerica (Guma

et al,, 1990, B; Guma et al, F).

4. El sistema A s’activa per acci6 de la fosfolipasa C de Clostridium perfringens (Guma
et al., F; Sowell et al.,, 1991). El mecanisme pel qual es produeix aquest efecte no esta

relacionat amb canvis en els nivells de Ca’ intracel.lulars (Guma et al,, F).

5. L’acci6 de la insulina sobre el sistema A és rapida i independent de la sintesis de

mRNA i de proteines, a muscul esquelétic (Elsas et al., 1968; Guma et al., 1988, B).

6. La caracteritzaci6 cinética d’aquesta acci6 de la insulina presenta increments de la
Vmax del transport, sense alteracions apreciables de la Km (Elsas et al., 1975; Guidotti
et al.,, 1978; Le Marchand-Brustel et al.,, 1982; Guma et al,, 1988, A).

7. La insulina estimula ’ATPasa Na*/K* (Clausen i Kohn, 1977; Grinstein i Erlij, 1974;
Rosic et al, 1985; Zierler et al, 1981). El sistema A co-transporta amb cada
aminoacid, un i6 Na*, perd l'accié de la insulina estimulant el sistema A no depén
d’una intacta activitat de la ATPasa Na*/K* (Zorzano et al,, 1986; Guma et al., 1988,

A) ni del gradient electroquimic de Na* (Guma et al., 1988, A) en miiscul esquelétic.
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8. La insulina no provoca l'alcalinitzacié del pH intracellular en muscul soleus, i
Pestimulacié induida sobre el sistema A no es bloca per inhibidors (etil-isopropil
amilorida, EIPA) de l'intercanviador Na*/H* (Muiioz et al,, 1991).

9. El vanadat té efectes insulin-mimeétics sobre el sistema A en miscul. Tot i aix0, a
diferéncia del que s’observa per a la insulina, aquest efectes del vanadat semblen estar
relacionats amb Palcalinitzaci6 que produeix en el pH intracel.lular (Mufioz et al,,
1991).

10. L’estimulaci6 del sistema A en muscul induida per la insulina no depén d’una
intacta activitat de microtibuls ni de microfilaments (Guma et al,, E), en contra del
que succeeix a hepatocits on aquesta estimulacié €és dependent de sintesi proteica
(Prentki et al., 1981). Tanmateix al muscul, la regulaci6 adaptativa, que comporta
Pestimulacié del sistema A per un mecanisme dependent de sintesi proteica, també

requereix d’una adequada funcié dels microtibuls (Guma et al., E).

11. La denervacié provoca una disminuci6 en l'activitat de transport del sistema A

perd no inhibeix la seva estimulaci6 per la insulina (Sowell et al., 1989).
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B.4. Mecanismes de regulaci6é de Pacci6 de la insulina.

La insulina en unir-se al seu receptor genera tot un seguit de senyals, alguns
d’ells rapids i d’altres d’expressi6 més tardana, que donaran lloc als seus efectes
biologics, tal i com hem vist al capitol B.3. Aquests efectes no modulen el metabolisme
cellular indefinidament sin6 que comencen a minvar quan el senyal generat per la
insulina desapareix. Podriem pensar que la insulina no sols genera senyals inductors
dels seus efectes, sin6 també i de manera simultdnia, senyals que modularan,
potenciant o inhibint, els primers. Fins i tot es podria fer la hipotesi per la qual els
mateixos senyals inductors poden realitzar funcions transductores de I'acci6 de la
insulina i alhora retroinhibir el senyal que els ha activat a ells.

La insulina provoca un rapid increment en la fosforilaci6 dels residus de
tirosina del seu receptor en ceéllules intactes. Aquest assoleix el maxim en 1 min i
sembla anar seguit per un increment en la fosforilacié en serines al voltant dels
segiients 10 min (Pang et al,, 1985; White et al, 1985; Ballotti et al., 1987). La
fosforilaci6 en residus de serina del receptor de la insulina sembla impedir qualsevol
subsegiient fosforilaci6 en residus de tirosina en resposta a la insulina (Pang et al,,
1985; Ballotti et al,, 1987). S’ha especulat que aquest pugui ser un mecanisme
d’inhibicid de Pactivitat del receptor. Aquesta fosforilacié en serines esdevé posterior-
ment a la fosforilaci6 de les tirosines, perd no sembla ser produida pel propi receptor
doncs en preparacions purificades de receptors tan sols s’ha observat fosforilacié en
residus de tirosina (Shoelson i Kahn, 1989).

En cellules CHO.T transfectades amb cDNA del receptor de la insulina,
s’ha descrit que la insulina provoca la fosforilacid del receptor no sols en serines sind
també en treonines i que €l domini que €s fosforilat en treonines és diferent del domini
que és fosforilat en tirosines i serines (Tavaré et al., 1988). A més, en céllules NIH
3T3 HIR3.5 que també varen ser transfectades amb el cDNA del receptor de la
insulina es va descriure que la fosforilacié en serines del receptor era tranmsitoria
(Tavaré et al., 1988).

No coneixem encara quina/-es de les Ser/Thr quinases cel.lulars s6n les
responsables d’aquesta fosforilaci6 del receptor de la insulina. Més endavant

detallarem els estudis realitzats al voltant de les Ser/Thr quinases més conegudes, la
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proteina quinasa dependent de Ca** i fosfolipids (PQ-C) i la proteina quinasa
dependent de cAMP (PQ-A), en el seu possible paper regulador de I'acci6 de la
insulina. També s’han trobat algunes Ser-quinases cellulars que no tenen els trets
caracteristics de la PQ-C o de la PQ-A perd que s6n sensibles a I'acci6 de la insulina
i podrien tenir un paper en la modulaci6 del receptor.

Analitzarem també els treballs que ens indiquen I'existéncia de possibles
modulacions de I'acci6 de la insulina a nivell post-receptor.

Altrament, s’ha observat que les hormones que originen accions cataboli-
ques en els seus teixits diana, com les catecolamines o els glucocorticoids, també
produeixen interferencies en I’accié d’hormones amb efectes anabolics, com la insulina.
Aquests efectes de "cross-talk" entre les vies de transduccié de diferents hormones
seran breument tractats pel que comporta a una regulaci6é de ’acci6 de la insulina.

Passem tot seguit a descriure les dades que destacarem referents a aquests

temes.

B.4.1. La proteina quinasa C.

Des de principis de la decada del 80, diversos autors han estudiat el
possible paper de la proteina quinasa C en la regulaci6 de P'acci6 de la insulina, des
que aquesta serina quinasa podria estar modulant algun dels senyals que genera
aquesta hormona.

La major part d’aquests treballs s’han portat a terme emprant esters de
forbol com el 12-O-tetradecanoil-8-forbol 13-acetat, TPA (= 48-forbol 12-miristat 13-
acetat, PMA) o el 4B8-forbol 12,13-dibutirat, PDB (=PDBu), potents promotors
tumorals que s’extreuen d’una Euforbiacia (Croton tiglium). Aquests esters de forbol
s6n capacos d’activar la proteina quinasa C (Castagna et al., 1982) tot induint la seva
translocaci6 a la membrana (veure P'apartat B.3.2.2.).

Els estudis de la possible participacié de la proteina quinasa C regulant
P'accié de la insulina a nivell del receptor, comprenen dos punts: els que cerquen
alteracions en la uni6 de la insulina al seu receptor, i els que cerquen modificacions

en Pactivitat tirosina quinasa del receptor.
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Quant al primer punt, estudis inicials portats a terme incubant diversos
tipus cellulars d’origen tumoral amb esters de forbol, descriuen una inhibici6 de la
uni6 de la insulina al seu receptor (Salomon, 1981; Thomopoulus, 1982). Pel que fa
a estudis en adipocits, mentre alguns autors han vist efectes inhibidors dels esters de
forbol sobre la uni6 de la insulina al seu receptor (Kirsch et al., 1985), altres no han
confirmat aquestes observacions (Van De Werve et al., 1985). Estudis que portarem
a terme en incubacions de misculs EDL indicaven que els esters de forbol no inhibien
la uni6 de la insulina al seu receptor (Guma et al.,, 1990, B).

Aquests estudis també s’han realitzat en sistemes in vitro, a partir
d’incubacions prévies del teixit amb esters de forbol i posterior purificacié dels
receptors de la insulina. Aixi mentre que en receptors d’adipocits s’ha observat una
inhibici6 de la uni6 de la insulina al receptor (Héring et al.,, 1986), en receptors de
musculs EDL, no s’han observat efectes inhibidors (Guma et al., 1990, B), confirmant
en cada cas les observacions realitzades en sistemes in vivo.

Diversos autors han observat que la proteina quinasa C, en estudis in vitro,
o els esters de forbol, en estudis in vivo, provoquen una fosforilacié en serines del
receptor de la insulina (Jacobs et al.,, 1983; Takayama et al., 1984; Bollag et al., 1986;
Takayama et al., 1988). Estudis in vitro on els receptors de la insulina s’incubaven en
preséncia de proteina quinasa C, indiquen que tot i que aquest enzim fosforila en
residus de serina la subunitat 8 del receptor de la insulina, aquesta fosforilaci6 no
afecta a la uni6 de Ia insulina al receptor (Bollag et al., 1986), perd si que s’observa
un decrement important en I’activitat tirosina quinasa d’aquest.

Pel que fa a adipocits pre-tractats amb ésters de forbol, els receptors de la
insulina purificats presenten una disminucié en els nivells d’autofosforilacié i en
Pactivitat tirosina quinasa vers a substrats exogens, que soén presuntament atribuibles
a un increment en la Km de PATP pel receptor (Héring et al., 1986). El mateix efecte
s’observa a partir de cel.lules del hepatoma FAOQ, tot i que en aquest cas la disminuci6
de I'activitat tirosina quinasa €s atribuida a un decrement en la Vmax, ja qhe la Km
per PATP també esta lleugerament disminuida (Takayama et al., 1988); aquests efectes
poden ser revertits quan la incubaci6 previa de les cél.lules es realitza en preséncia de
fosfatasa alcalina.

Alguns autors han atribuit un paper a la proteina quinasa C en situacions
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de resisténcia a la insulina com la que es genera en rates després de 3 dies de dejuni;
en aquests animals s’ha observat que el fetge presenta activitats més elevades de la
proteina quinasa C, respecte als controls alimentats, i que els receptors de la insulina
tenen una menor capacitat d’autofosforilar-se; quan aquests receptors son tractats amb
fosfatasa alcalina o bé se’ls hi elimina I’extrem C-terminal, recuperen els seus nivells
d’autofosforilacié (Karasik et al., 1990), de manera que s’especula que en aquest teixit
la proteina quinasa C fosforili alguna Ser de I'extrem C-terminal que produeixi una
inhibici6 en I’activitat tirosina quinasa del receptor.

Pel que fa a estudis que realitzarem a partir de misculs EDL pre-tractats
amb esters de forbol (Figura-11), no observarem cap inhibici6 en I'activitat tirosina
quinasa dels receptors procedents d’aquests misculs (Guma et al, 1990, B), a

diferéncia del que havia estat descrit per a adipocits i fetge.

FIGURA-11: Activitat tirosina quinasa de receptors de la insulina de misculs EDL

controls i pre-tractats amb esters de forbol.

P incorporat

(pmol / 30 min x ug de proteina)
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(Extret de: Guma et al., 1990, B).
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Aquesta manca d’efecte dels esters de forbol inhibint I'activitat del receptor
de la insulina en miscul, ja havia estat descrita per altres autors (Sowell et al., 1988);
en preparacions de receptors parcialment purificats, procedents d’hemidiafragma pre-
tractat amb esters de forbol, no s’observaven alteracions ni en la unié de Ila insulina
al receptor ni en I'activitat tirosina quinasa d’aquest.

Una altra qiiestié és saber si la insulina pot activar la proteina quinasa C,
per la qual cosa s’han realitzat estudis de I'activitat d’aquest enzim a citosol i a
membrana plasmatica com a mesura de la translocaci6é d’aquest enzim, procés que com
ja hem comentat, va associat a la seva activacid.

Mentre que aquesta translocacié s’ha vist que és induida pels esters de
forbol a miscul (Van de Werve et al.,, 1987; Walaas et al., 1987; Henriksen et al., 1989;
Klip i Ramlal, 1987; Tanti et al., 1989), a hepatdocits (Vaartjes et al, 1986) i per
diacilglicerol, DAG, a adipocits (Ishizuka et al., 1990), la insulina no indueix la
translocaci6 de la proteina quinasa C a mascul (Walaas et al., 1987; Henriksen et al.,
1989; Klip i Ramlal, 1987) ni a hepatocits (Vaartjes et al., 1986), tot i que a adipdcits
si que s’han descrit efectes de la insulina estimulant la translocaci6 (Ishizuka et al,,
1990). Malgrat aquesta manca d’efecte de la insulina a muscul, s’ha descrit que aquesta
hormona indueix una activaci6 de la proteina quinasa C associada a la membrana en
aquest teixit (Walaas et al., 1987).

Pel que fa als efectes dels esters de forbol sobre accions biologiques de la
insulina, s’han realitzats estudis que sobre tot impliquen al transport de glucosa.

La captaci6 basal de glucosa, en general, s’ha observat que resulta
estimulada per efecte dels esters de forbol. Aixi a miscul esquelétic s’han realitzat les
segiients observacions: a misculs epitroclearis s’han trobat estimulacions d’un 20%
respecte a ’estimulaci6 per insulina (Henriksen et al., 1989), a EDL, d’un 25% (Guma
et al., 1990, B), i pel que fa a soleus i hemidiafragma, mentre que alguns no observen
cap efecte estimulador (Sowell et al., 1988), altres veuen escasos efectes en hemidia-
fragma mentre que en soleus les estimulacions sén del 70% respecte a les assolides per
la insulina (Ishizuka et al., 1990). A cor perfundit també s’han observat estimulacions
de la captacié de glucosa per efecte dels esters de forbol (Vaartjes et al.,, 1986), a
Pigual que a limfocits (Klip et al., 1984), mentre que a hepatdcits unes observacions

indiquen que hi ha una menor activitat de la glicogen sintasa (Vaartjes et al., 1986).
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A adipacits els esters de forbol estimulen la captaci6é de glucosa (Kirsch et al., 1985;
Saltis et al., 1991), sembla ser que a conseqiiéncia d’'un increment en la translocacid
dels transportadors GLUT-1 cap a la membrana (Saltis et al., 1991). A més d’aquest
efecte sobre la translocacid, els esters de forbol provoquen la fosforilacié6 de GLUT-1,
la qual cosa pot ser responsable també d’una diferent activitat del transportador
(Allard et al., 1987; Gibbs et al., 1986; Joost et al., 1987;Witters et al., 1985).

Si la proteina quinasa C participa en la regulaci6 de 'acci6 de la insulina,
els esters de forbol haurien d’estar modulant negativament les accions biologiques
induides per aquesta hormona. Pel que fa al transport de glucosa, en muscul esquelétic
no s’observen alteracions de Pactivitat estimuladora de la insulina, per efecte dels
esters de forbol (Sowell et al,, 1988; Guma et al., 1990, B). En linies cel.lulars
miocitiques com la L6 (Klip i Ramlal, 1987) o la BC3H-1 (Farese et al.,, 1985), tampoc
s’observen alteracions de P'accié de la insulina. En canvi, a cor perfundit si que
s’observen inhibicions de P'acci6 de la insulina (Vaartjes et al., 1986). D’altra banda,
alguns autors han observat efectes estimuladors dels esters de forbol sobre la captaci6
de glucosa induida per la insulina en soleus de ratoli, tot i que les estimulacions no sén
additives (Tanti et al., 1989).

Pel que fa als adipdcits, les dades de qué es disposa sén contradictories;
mentre que uns afirmen Pexisténcia de lleugers efectes inhibidors dels esters de forbol
sobre la captaci6é de glucosa estimulada per la insulina (Kirsch et al., 1985), altres
observen efectes additius entre la insulina i els esters de forbol (Saltis et al., 1991). A
adipocits també s’ha descrit que els esters de forbol inhibeixen la lipogénesi estimulada
per la insulina tot i que estimulen les taxes basals (Van De Werve et al., 1985).

Pel que respecte al sistema A de transport d’aminoacids, mentre que la
captacid basal de MeAIB no es veu afectada pels esters de forbol en miscul EDL
(Guma et al, 1990, B), en BC3H-1 altres autors descriuen P'existéncia d’efectes
estimuladors (Farese et al., 1985); hi ha indicis que apunten a que aquesta linia
cel.lular presenta caracteristiques més properes al miscul llis que a I'estriat (Henriksen
et al., 1989; Mitsumoto et al., 1991) i per tant podria no ser un bon model per I'estudi
del miscul esquelétic. Altrament, I'acci6 dels esters de forbol sobre els efectes de la
insulina estimulant la captacié de MeAIB en misculs EDL (Taula-10), és inhibidora
(Guma et al., 1990, B).
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TAULA-10: Efecte dels esters de forbol sobre la captaci6 de MeAIB basal i

estimulada per la insulina en musculs EDL.

Captaci6 de MeAIB % d’accid
(nmols MeAIB / g x 30 min)
Basal 19.2 = 1.7
Insulina, 100 nM, 60 min 332+29 68%
Insulina + TPA, 500 nM, 90 min 233 %20 21%

Donat que aquests efectes dels esters de forbol no comportaven alteracions
ni en la capacitat d’'uni6 de la insulina al seu receptor, ni en I'activitat tirosina quinasa
d’aquest, proposarem la hipotesi de que la proteina quinasa C regulava I'accid de la
insulina en un pas posterior a I'activacio del receptor que afectava a la via transductora
que modula el sistema A (Guma et al,, 1990, B).

En el cas del transport de glucosa, la situacié és diferent. Els esters de
forbol, a menys pel que fa a muscul esquelétic, no inhibeixen I'estimulaci6 induida per
la insulina, el que implica que la proteina quinasa C no participa en la regulaci6 de la
via d’acci6 de la insulina que modula la captaci6é de glucosa. En aquest sentit alguns
autors han observat en cel.lules L6, que en tractaments llargs amb esters de forbol que
provoquen la depleccié de proteina quinasa C, tant la captacid de glucosa basal com
la estimulada per la insulina, romanen inalterades (Klip i Ramlal, 1987).

Els esters de forbol no han estat les Gniques substancies emprades per
activar la proteina quinasa C. Un altre apropament experimental ha consistit en
utilitzar fosfolipasa C exdgena per tal d’obtenir DAG de la propia cél.lula, el qual com
és conegut, activaria la proteina quinasa C (veure I'apartat B.3.2.2.). Aixi s’ha observat
que la fosfolipasa C de Clostridium perfringens, tipus IX i XIV, que té coma substrat
qualsevol dels fosfolipids de la membrana, provoca estimulacions de la captacié de
glucosa en soleus, EDL, epitroclearis i hemidiafragma (Ishizuka et al., 1990; Henriksen
et al., 1989; Sowell et al., 1991; Guma et al., F), pero no afecta la captaci6 estimulada
per la insulina (Henriksen et al., 1989; Sowell et al., 1991; Guma et al., F).
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La fosfolipasa C provoca increments en Yactivitat de la proteina quinasa
C de la membrana equivalents a la que indueixen els esters de forbol, perd no afecta
a la proteina quinasa C del citosol, en misculs epitroclearis (Henriksen et al., 1989).

En musculs soleus i EDL s’han realitzat estudis dels efectes de la fosfolipasa
C sobre la captacié de MeAIB. En misculs soleus s’ha descrit que la fosfolipasa C no
afecta la captaci6 basal pero que totalment bloca la induccié produida per la insulina
(Sowell et al,, 1991). Experiments que varem dur a terme amb musculs EDL ens
indicaven I'existéncia d’estimulacions significatives de la captaci6 basal de MeAIB per
efecte de la fosfolipasa C mentre que aquest enzim inhibia totalment, a I'igual que en
soleus, la captaci6 induida per la insulina (Guma et al., F).

Alguns autors han observat que aquestes accions de la fosfolipasa C
depenen d’una adequada aportacié d’ions Ca** del reticle en misculs epitroclearis
(Henriksen et al,, 1989), mentre que d’altres indiquen que la dependéncia correspon
als ions Ca’** d’origen extracellular en misculs soleus (Sowell et al., 1991). En
experiments portats a terme amb blocadors dels canals de Ca** del reticle (Dantrolene)
o de la membrana plasmatica (Verapamil), no observarem cap inhibici6 de acci6 de
la fosfolipasa C sobre la captacié6 de MeAIB (Guma et al,, F), ni tampoc varem
observar que I'acci6 de la insulina es veiés afectada. En abséncia de Ca®* extracel.lular
alguns autors havien observat inhibicions del 20% de P'acci6 de la insulina sobre el
transport de glucosa (Sowell et al., 1991).

Podriem concloure que aquests efectes de la fosfolipasa C estimulant la
captacié basal de glucosa puguin ser parcialment deguts a la producci6 de DAG i -
conseqiient activacié de la proteina quinasa C, el que estaria d’acord amb les
observacions realitzades utilitzant esters de forbol. També resulten similars els resultats
obtinguts per a la captaci6 de glucosa estimulada per la insulina, pel que fa a l'acci6
de la fosfolipasa C i dels esters de forbol en miiscul esqueletic. Cal, perd, notar que
Yacci6 estimuladora de la fosfolipasa C és més potent que la dels esters de forbol el
que estaria d’acord amb la hipdtesi formulada per alguns autors en el sentit que les
diferents isoformes de proteina quinasa C que es troben en cada teixit, poden
presentar una diferent sensibilitat vers els esters de forbol (Farese et al., 1988), mentre
que algun dels DAG que previsiblement sén generats per la fosfolipasa C podria estar

manifestant una afinitat més gran vers la proteina quinasa C, i per tant produir efectes
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més considerables.

En canvi, pel que fa a 'accié de la fosfolipasa C sobre la captaci6 de
MeAIB, aquesta és diferent a la dels esters de forbol, tant pel que fa a les captacions
basals (els esters no les modifiquen mentre que la fosfolipasa C les incrementen
considerablement) com pel que fa a les captacions estimulades per la insulina (la
fosfolipasa C té efectes inhibidors més potents que els portats a terme pels esters de
forbol). Davant d’aquests resultats podem especular que aquestes diferéncies s6n
degudes també€ a una acci6 més important del DAG respecte a la dels esters de forbol
en les isoformes de proteina quinasa C de miscul esquelétic, a I'igual que el que hem
argumentat per les accions sobre el transport de glucosa, tot i que no tenim elements
per descartar la hipotesi que implica ’existéncia de mecanismes d’acci6 diferents per
als esters de forbol i per a la fosfolipasa C. Es més, I'acci6 de la fosfolipasa C podria
ser altament inespecifica ja que els seus efectes poden comportar una disgregaci6
important dels fosfolipids de la membrana. Les concentracions de fosfolipasa C a les
que es treballa, en principi no comporten alteracions dels espais extracel.lulars en els
misculs incubats, perd amb tot, la seva accié podria comportar modificacions en les
propietats de les proteines que romanen ancorades en €l si de la membrana.

En resum, tot i que la proteina quinasa C podria estar implicada en la
regulacié de l'acci6 de la insulina estimulant la captacié6 d’aminoacids, no sembla
participar en la regulaci6 de I'estimulaci6 del transport de glucosa. Aquest fet recolza
les dades que indiquen la no-existéncia d’efectes reguladors sobre el propi receptor de
la insulina, 'activaci6 del qual sembla ser requerida tant per estimular la captacié de -
glucosa com la de MeAIB. En canvij, si I'acci6 de la proteina quinasa C regula un pas
posterior al receptor, que esta en la via d’acci6 de la insulina activant el sistema A,
perd no en la via que implica una estimulaci6 del transport de glucosa, les diferents
accions dels esters de forbol i de la fosfolipasa C sobre ambdés parametres podrien

tenir en aquest fet la seva explicaci6.
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B.4.2. La proteina quinasa dependent de cAMP.

Hormones que estimulen la produccié de cAMP poden crear situacions de
resisténcia a la insulina en els teixits diana d’aquesta (Diebert i DeFronzo, 1980).

Es ben conegut el mecanisme pel qual actuen aquestes hormones
(Birnbaumer et al,, 1984; Exton, 1985; Levitzki, 1988). Els seus receptors estan
connectats a I'adenilat ciclasa a través d’un tipus de proteina G (Gs). En unir-se
’hormona al receptor, aquest darrer provoca la dissociacié de la Gs, amb P'obtenci6
de la subunitat cataliticament activa () i d’'un dimer regulador de la primera (By)
(Veure el capitol B.3.2.3). La subunitat a activa 'adenilat ciclasa, el que comporta
Pobtenci6é de cAMP.

E! cAMP é&s Pactivador d’una serina/treonina proteina quinasa, la proteina
quinasa A. Diversos autors han estudiat el possible paper d’aquesta quinasa en la
regulacid de Pl'accié de la insulina. Pero la proteina quinasa A no sembla ser I'inica
quinasa dependent de cAMP; hi ha cada vegada més evidéncies de I'existéncia d’altres
quinases que presenten aquesta caracteristica i que encara no han estat identificades
(Stadtmauer i Rosen, 1987), perd que podrien participar en la regulacié de I'acci6 de
la insulina.

Abans de passar a comentar la informacié de la qual disposem sobre la
possible participaci6 de la proteina quinasa A en la regulaci6 de I'accid de la insulina,
descriurem breument les caracteristiques d’aquest enzim.

La proteina quinasa A és un enzim polimeéric format per quatre subunitats,
dues subunitats reguladores (R) i dues subunitats catalitiques (C) (Figura-12). La
subunitat C té activitat serina/treonina quinasa, mentre que la subunitat R inhibeix
Pactivitat de C mentre es manté unida a ella. La dissociaci6 de I'holoenzim es produeix
en preséncia de cAMP (0.2-0.7 uM), el qual pot unir-se a dos dominis de R (locus A
i locus B), que sén diferents entre si perd que presenten cooperativitat positiva entre
un i altre locus per la unié6 del cAMP, dintre d’un mateix protdmer. Quan el cAMP
s’uneix a R, disminueix 'afinitat de R per C en unes 10.000 vegades. A conseqii¢ncia
d’aquesta dissociacié s’obté un dimer R-R (units per ponts di-sulfur), que conté 4

molecules de cAMP associades, i dues subunitats C actives independents.
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FIGURA-12: Estructura de la proteina quinasa A.

fnactive

C-Subunit

(Extret de: Taylor, 1989).

S’han clonat dues formes diferents de C (Ca i CB), i s’ha obtingut un vector
d’expressié a bacteris a partir de cDNA de Ca (Uhler i McKnight, 1987; Olsen i Uhler,
1989). Respecte a les subunitats R s’han trobat 3 formes que provenen de 3 gens
diferents, tot i presentar una gran homologia (R,, R,a i R;8). L’existéncia de les formes
R, i R, dona lloc a dos grans classes d’holoenzims, el tipus 1 i el tipus II. El primer es
caracteritza per presentar llocs d’alta afinitat pel ATP-Mg, mentre que el segon pot
autofosforilar la subunitat R. Les formes a semblen expressar-se constitutivament a la
majoria de teixits, mentre que les formes 8 tenen una diferent regulaci6 i expressi6 del
mRNA respecte a les primeres. Les proporcions d’holoenzims del tipus 1 i del tipus II
s6n variables en les cél.lules depenent del teixit i de I'espécie.

Al miscul esquelétic hi ha 2 isoenzims amb idéntiques subunitats
catalitiques (40.000 de pes molecular) i diferents subunitats reguladores (R,, de 49.000
de pes molecular i R, de 51-56.000 de pes molecular). L’isoenzim I pot autofosforilar
tan sols la subunitat C mentre que el II autofosforila C i R; ambdés tenen una Km pel

ATP identica (3-15 uM). El tipus I ha estat purificat fins a 'homogeneitat (el tipus II
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procedent de miiscul cardiac també ha estat purificat).

A la major part de teixits de mamifers, aquest enzim és citoplasmatic, i
conté acid miristic a ’extrem N-terminal de la subunitat C (que no resulta indispensa-
ble per a la seva activitat). Sols a cervell, hipofisi, ronyd, cor i a llevat hi ha una fraccié
d’aquest enzim unida a la membrana. ,

La subunitat C presenta proper a I'extrem N-terminal, el lloc d’uni6 per
PATP-Mg (primer s’ha de produir la uni6 entre 'ATP i el Mg), mentre que a I'extrem
C-terminal es troben els dominis catalitics i de reconeixement del substrat. La subunitat
R conté els 2 locus d’uni6 al cAMP, ja esmentats, que es localitzen a la regi6 C-
terminal, mentre que a I'extrem N-terminal hi ha un domini proteoliticament sensible
que presenta diverses funcions; d’'una banda és essencial per a interaccionar amb la
subunitat C, perd també hi ha evidéncies que mentre C i R es troben units, en aquest
domini hi ha un pseudo-substrat que protegeix el lloc catalitic de C, i finalment és
sensible a ser autofosforilat.

El cAMP pot competir pel lloc d’'uni6 de 'ATP amb una Ki = 210 uM;
quan s’assoleix aquesta concentracié de cAMP i mentre la concentracié d’ATP fos
inferior a 5-10 uM, el cAMP inhibiria la proteina quinasa A. Es curids observar que
les concentracions habituals de cAMP (de I'ordre de 0.1-1 nm per g de teixit fresc) es
troben de 10 a 100 vegades per damunt dels valors de Ka de I’enzim, valorat in vitro.
Aix0 implica que o bé el cAMP coexisteix amb ’enzim perd en diferents comparti-
ments cel.lulars, 0 bé aquest compost es troba segrestat havent-n’hi molt poc de lliure,
ja que si no fos aixi no s’explicaria el paper regulador que aquest compost presenta in
vivo.
(Aquesta breu revisi6 del tema ha estat extreta de:
Arr6, 1989; Taylor, 1989).

Entre els receptors hormonals que estan acoblats a un sistema proteina G -

Adenilat ciclasa, destacarem els de les catecolamines. Aquests receptors poden ser de

tipus B-adrenérgic, els quals actuen a través d’una Gs, o bé de tipus a-adrenérgics, els
quals actuen a través d’una Gi en el cas del subtipus a,, 0 bé a través d’un sistema
proteina G - fosfolipasa C en el cas del subtipus a,.

La secreci6 de catecolamines augmenta durant I’estress i 'exercici. La seva

acci6 fomenta el metabolisme catabolic a molts diversos tipus cellulars, accié
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clarament oposada a la induida per la insulina. En aquest sentit s’ha observat que les
catecolamines activen la sortida de glucosa hepatica i la glicogenolisi a teixits periférics,
tot i que inhibeixen la utilitzacié de glucosa en aquests darrers teixits (Deibert i
DeFronzo, 1980; Rizza et al., 1980; James et al, 1986) mentre que a teixit adipOs
activen la lipolisi (Steinfelder i Joost, 1982). També s’ha observat que tenen efectes
inhibidors sobre la secreci6 d’insulina (Robertson i Porte, 1973).

En miscul esquelétic, aquestes hormones estimulen la glicogenolisi (Dietz
et al, 1980; Juhlin-Dannfelt, 1982), via I’activaci6 de la glicogen fosforilasa per un
mecanisme que implica a la proteina quinasa A (Soderling i Park, 1974). Aquesta
activaci6 té€ lloc a través d’un receptor B-adrenérgic (Moran, 1975; Soderling i Park,
1974).

L’efecte de les catecolamines sobre el transport de glucosa no esta ben
definit. Hi ha dades contradictories sobre si 'adrenalina inhibeix (Walaas i Walaas,
1950; Sloan et al., 1978; Bihler et al., 1978) o estimula (Chiasson et al., 1981; Richter
et al,, 1982) el transport de glucosa en el miscul i si aquest efecte és mediat per
receptors B-adrenergics (Sloan et al.,, 1978; Bihler et al., 1978; Chiasson et al., 1981)
o a-adrenérgics (Saitoh et al, 1974; Richter et al., 1982). Aquestes opinions
contradictories semblen conseqiiéncia de diferéncies metodologiques en les aproximaci-
ons experimentals de cadascun dels laboratoris. D’aquestes destaca la utilitzacié o no
d’albiimina, doncs la seva preséncia correlaciona amb una activaci6é del transport de
glucosa per part de I'adrenalina, mentre que en la seva abséncia 'efecte obtingut €s
inhibitori (Wallberg-Henriksson, 1987). Altrament, alguns autors observen que l'accié
inhibidora de I'adrenalina sobre el transport de glucosa va associada a la incubaci6 del
muscul en un tamp0 fosfat (Bouman i Dermen, 1960; Herman i Ramey, 1960; Walaas,
1955; Ui, 1965), perd quan la incubacié es fa amb un tampé bicarbonat, de
caracteristiques més fisiologiques, no s’obtenen aquests efectes (Herman i Ramey,
1960; Ui, 1965). També s’ha determinat la variabilitat de la resposta en funci6 de les
dosis d’adrenalina emprades (Bihler et al., 1978); aixi s’observa que entre 10 nM i 10
pM, Tadrenalina inhibeix la captacié de 3-O metilglucosa en diafragma i en soleus,
mentre que entre 100 uM i 1 mM, I'adrenalina estimula el transport d’hexoses en
diafragma perd no en soleus.

Respecte als efectes de les catecolamines en la regulacié de 'acci6 de la
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insulina, originalment Walaas descriu que I'adrenalina inhibeix la captacié de glucosa
estimulada per la insulina en diafragma (Walaas, 1955). Contrariament, altres autors
no observen cap efecte de Padrenalina inhibint les captacions de 2-deoxiglucosa (Kipnis
i Cori, 1959) i de xilosa (Newsholme i Randle, 1961) estimulades per la insulina en
diafragma, pero si inhibint la fosforilacié del sucre (Kipnis i Cori, 1959).

Estudis de perfusions del quart posterior de rata indiquen que les
catecolamines estimulen la captacié basal i inhibeixen la captaci6 estimulada per la
insulina, via receptors B-adrenérgics (Chiasson et al., 1981). L’acci6 de P’adrenalina no
sembla estar a nivell d’inhibir directament el transport sin6 d’inhibir la fosforilaci6 de
les hexoses que ja han estat transportades; aquesta inhibici6 és conseqiiéncia que
Padrenalina té activada la degradaci6 de glicogen, la qual cosa déna lloc a elevades
concentracions d’hexoses-fosfat, que inhibeixen I’hexoquinasa (Chiasson et al., 1981).

En adipocits també s’ha observat aquesta aparent contradicci6 respecte als
efectes de les catecolamines sobre el transport de glucosa. Aixi, mentre alguns
observen efectes inhibidors (Taylor et al, 1976; Taylor i Halperin, 1979), altres
descriuen efectes estimuladors (Ludvigsen et al., 1980; Kashiwagi i Foley, 1982), tant
en adipocits humans (Kashiwagi i Foley, 1982) com de rata (Taylor et al., 1976; Taylor
i Halperin, 1979; Ludvigsen et al., 1980). Aquests inesperats efectes estimuladors
semblen anar associats a la preséncia d’adenosina en el medi d’incubacio, la qual és
produida pels mateixos adipocits (Arch i Newsholme, 1978) i alliberada ja a partir dels
primers minuts d’incubacié. Quan s’addiciona adenosina deaminasa (ADA), enzim que
converteix 'adenosina en un metabolit inactiu, la inosina, es recuperen els efectes .
inhibidors de les catecolamines sobre la captaci6 de glucosa (Taylor i Haperin, 1979;
Green, 1983; Kashiwagi et al., 1983).

L’isoproterenol, un agonista B-adrenérgic, inhibeix un 60% la captaci6 de
3-O metilglucosa en adipocits quan la incubaci6 es realitza en preséncia ' ADA (Smith
et al, 1984). Un analeg del cAMP, el dibutiril-cAMP per si sol també produeix
inhibicions del mateix ordre (Smith et al., 1984). Estudis amb citocalasina-B indiquen
que no hi ha un decrement en la concentraci de transportadors de glucosa en la
membrana plasmatica per accié d’aquests compostos. L'isoproterenol, en preséncia
d’ADA, inhibeix un 75% l'acci6 de la insulina estimulant la captacié de glucosa, a

Pigual que el dibutiril-cAMP. La concentraci6 de transportadors de glucosa en la
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membrana sols disminueix un 45%. Cinéticament les accions d’aquests compostos es
caracteritzen per alterar exclusivament la Vmax. Aquestes observacions s’explicarien
per una reversi6 en la translocacié dels transportadors respecte a la induida per la
insulina i/o per un canvi en P'activitat intrinseca d’'un nombre constant de transporta-
dors. En tot cas, I'efecte de les catecolamines sobre 'acci6 estimuladora de la insulina,
sembla cursar, tan sols de manera parcial, modulant la translocacié de transportadors
(Smith et al., 1984).

En condicions en les que s’evita I'acumulacié d’acids grassos en el medi
d’incubaci6 dels adipocits, les catecolamines inhibeixen la captacié de glucosa sense
afectar la quantitat de transportadors inhibibles per citocalasina-B a la membrana
plasmatica, i per tant els canvis en la Vmax s’expliquen per una inhibici6 de Pactivitat
intrinseca del transportador (Kuroda et al., 1984; Joost et al., 1986).

Posteriorment s’estudia la relaci6 entre els efectes de 'isoproterenol i els
nivells de cAMP. Els mateixos autors corretgeixen observacions anteriors a indicar
que no hi ha cap accié inhibidora de Iisoproterenol sobre la captaci6 de 3-O
metilglucosa, en adipocits incubats en preséncia d’adenosina (Kuroda et al., 1987), tot
i que aquests presenten activitats de proteina quinasa A superiors als controls. En
abséncia d’adenosina, s’observen els efectes inhibidors de 'isoproterenol; tot i aixo es
suggereix que aquest efecte és independent dels nivells de cAMP.

També en adipocits s’ha observat que el glucagd antagonitza 'efecte de la
insulina estimulant el transport de glucosa en preséncia d’ADA (Green, 1983).

Altres autors han buscat la causa de la inhibicié de I'acci6 de la insulina per .
les catecolamines, en alteracions del receptor de la insulina induides per aquestes.

Els efectes de resisténcia a la insulina per acci6 de les catecolamines en
adipdcits, semblen tenir lloc a dos nivells, inhibint el "binding" d’insulina i afectant
Iactivitat tirosina quinasa del receptor (Kirsch et al,, 1983a i b). Des que en cél.lules
intactes s’havia observat fosforilaci6 del receptor de la insulina en tirosines, perd també
en serines (Kasuga et al., 1982b; Gazzano et al,, 1983; Hiring et al., 1984b), es va
pensar que aquest receptor podia ser substrat d’alguna serina quinasa. Contrariament
a les observacions darrerament comentades, alguns autors descriuen que les
catecolamines inhibeixen la captacié de glucosa estimulada per la insulina a través de

mecanismes dependents de cAMP (Kirsch et al, 1983a), i per tant indirectament
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impliquen la participaci6 de la proteina quinasa A.

Cal ressenyar que els experiments portats a terme amb catecolamines a
adipocits han conduit al concepte erroni que aquestes substancies alteren les accions
de la insulina induint un decrement en el "binding" de la insulina al seu receptor
(Steinfelder i Joost, 1982; Kirsch et al.,, 1983; Lénnroth i Smith, 1983; Pessin et al.,
1983).

Efectivament, alguns autors havien descrit que en incubacions d’adipocits
aillats, on el medi d’incubaci6 contenia hepes 25 mM, l'isoproterenol feia disminuir el
"binding" d’insulina. A partir de receptors d’insulina parcialment purificats d’adipocits
pre-tractats amb isoproterenol, 10 pM 30 min, s’observen disminucions en els nivells
d’autofosforilacié del receptor de la insulina (1/3 part); el "binding" d’insulina en
aquests receptors també estava disminuit en un 50-75%. Estudis de la Km de 'ATP
pel receptor indiquen un increment de 4 vegades (Haring et al., 1986).

Altres, perd, observen que l'acci6 de les catecolamines (isoproterenol) en
adipocits genera una rapida produccié d’acids grassos que provoca una alteracié del
pH del medi d’incubaci6 (de 7.4 passa a 6.9) en incubacions realitzades amb un Krebs-
Ringer fosfat, pH 7.4. A I'addicionar hepes 50 mM desapareix aquest efecte sobre el
pH (Arsenis i Livingston, 1986), a I'igual que I’acci6 inhibidora sobre el "binding"
d’insulina. A partir de receptors purificats d’adipdcits pre-tractats amb isoproterenol,
no s’observa cap alteracié de Pactivitat tirosina quinasa cap a substrats exdgens del
receptor, tot i que I'isoproterenol, 0.1 M 30 min, produeix decrements en la captaci6
de 2-deoxiglucosa estimulada per la insulina. Aquestes accions de l'isoproterenol no
s’expliquen per efectes sobre el receptor i, per tant, la interacci6 havia d’esdevenir en
un pas posterior de la transduccid del senyal per la insulina (Arsenis i Livingston,
1986).

En limfoblasts en cultiu IM-9 la forskolina, activador de I’'adenilat ciclasa,
i el 8-Br-cAMP, analeg del cAMP, produeixen la fosforilacié en serines i treonines de
la subunitat B del receptor de la insulina. La insulina produeix la fosforilacié en
tirosines, serines i treonines, i el grau de fosforilaci6 és menor previ tractament amb
forskolina, el qual ocasiona una pérdua del 50% de lactivitat tirosina quinasa del
receptor (Stadtmauer i Rosen, 1986).

Els mecanismes pels quals les substancies que produeixen increments en la
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concentraci6 cel.lular de cAMP, indueixen una fosforilaci6é del receptor de la insulina,
encara son desconeguts. La participaci6 de la proteina quinasa A en la fosforilaci6 del
receptor de la insulina sembla dubtosa des que la subunitat B del receptor de la
insulina huma (Ullrich et al., 1985) no conté€ llocs classicament reconeguts per aquest
enzim (Kemp et al., 1977).

A partir de receptors de la insulina purificats de teixit adip6s marr6 de
ratolins aclimatats al fred i que per tant presenten elevades concentracions de
noradrenalina (Himms-Hagen, 1985; Ricquier i Mori, 1984), Le Marchand-Brusteli col.
(Tanti et al., 1987) observen que I’activitat tirosina quinasa del receptor esta inhibida
respecte als controls. Assaigs in vitro amb la subunitat catalitica de la proteina quinasa
A indiquen que mentre aquesta no afecta 'estat de fosforilaci6 del receptor de la
insulina en situaci6 basal, inhibeix completament la fosforilacié induida per la insulina
en el procés d’autofosforilaci6 i de fosforilacié de substrats exdgens, tant en receptors\
parcialment purificats com en receptors altament purificats amb un anti-sérum
d’humans. Aquest efecte també I'observen en receptors obtinguts d’hepatocits aillats
i de miscul esquelétic. En aquests assaigs in vitro els autors comenten que no observen
alteracions del binding d’insulina, ni de la Km per 'ATP des que els efectes de la
subunitat catalitica son independents de la concentraci6 d’ATP emprada. Tampoc
sembla probable que una hipotetica fosfatasa activada per la subunitat catalitica de la
proteina quinasa A desfosforili el receptor ja que observen els mateixos efectes a partir
de receptors altament purificats on no hi ha activitat fosfatasa. Atés que no s’observa
una fosforilacié apreciable del receptor per accié6 de la subunitat catalitica de la
proteina quinasa A, els autors indiquen que I’acci6 inhibidora sobre el receptor podria
esdevenir per una interacci6 fisica de tipus encara desconegut, que provoqués una
inhibicié de Pactivitat del receptor.

Poc després del treball que acabem de comentar, apareix una nova
publicaci6 on si que constaten una acci6 fosforiladora in vitro de la proteina quinasa
A sobre receptors altament purificats de la insulina a partir de placenta humana;
observen que aquesta quinasa fosforila una serina del receptor, cosa que provoca una
perdua del 25% de Yactivitat quinasica d’aquest (Roth i Beaudoin, 1987). Atés que els
estudis in vivo amb agents que estimulen la sintesi de cAMP indicaven efectes

inhibidors de I’activitat del receptor del 50%, aquests autors argumenten que podria
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existir alguna altra quinasa a més de la proteina quinasa A, que pogués participar en
aquesta acci$ inhibidora del receptor sota els efectes de les catecolamines.

Treballs publicats recentment realitzats en adipocits indiquen que
Pisoproterenol, 30 min 10 uM, inhibeix del 30 al 50 % (dependent de I'abséncia o
preséncia d’adenosina deaminasa) la captaci6 de 3-O metilglucosa estimulada per la
insulina, efecte que va acompanyat d’una menor activitat tirosina quinasa del receptor,
sense canvis aparents en el "binding" d’insulina (Klein et al., 1991).

En el fetge, tal i com hem constatat al llarg d’aquesta memoria, la situaci6
és ben diferent de I'existent al miscul o al teixit adip6s.

Recordem que en aquest teixit la insulina estimula el transport d’aminoacids
de manera dependent de sintesi proteica a diferéncia del que succeeix al miscul o al
teixit adip6s. El glucagd (Tews et al.,, 1975; Kletzien et al., 1976; Pariza et al., 1976;
Tews et al., 1970; Chambers et al., 1968; Kilberg i Neuhaus, 1977) i les catecolamines
(Tews et al, 1970; Chambers et al.,, 1968; Pariza et al., 1977) també provoquen
increments del transport d’AIB. Tant la insulina com el glucagd activen el transport
d’AIB a partir de 2-3 hores d’exposicié de manera inhibible per cicloheximida en
hepatocits aillats. Un derivat del cAMP (el dibutiril-cAMP) mimetitza els efectes del
glucagd, de manera que les estimulacions maximes d’ambdés compostos no sén
additives; per contra, I'acci6 de la insulina i del glucagé si que s6n additives, a I'igual
que la de la insulina i el dibutiril-cAMP (Fehlmann et al.,, 1979b).

Edmondson i Lumeng (1980) varen analitzar I'estimulacié del transport
d’alanina per glucagé en hepatocits aillats de rata. El glucagé exercia una estimulaci
transitoria a curt termini que anava seguida per una nova estimulacié a llarg termini
1 inhibible per cicloheximida. Sobre la base d’estudis en fetge perfundit es va observar
que aquest efecte a curt termini del glucagd es produia a través d’una hiperpolaritzaci6
de la membrana (Friedmann i Dambach, 1973; Petersen, 1974). Altres autors també
observaren que el cAMP induja estimulacions del transport d’alanina en hepatocits
aillats, que eren independents de sintesi proteica (McGivan et al, 1981), i que
cinéticament es caracteritzaven per un increment en la Vmax (Moule et al., 1987); el
cAMP semblava induir una activacié de la bomba Na*/K*, doncs ’efecte s’inhibia en
preséncia d’ouabaina. D’altra banda 'EGF (Epidermal Growth Factor) també provoca

una estimulacié maxima del transport d’alanina als 30 min d’exposicid i que desapareix
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després de 90 min (Moule i McGivan, 1987); en estudis de regeneraci6 hepatica s’ha
observat que 'EGF provoca una hiperpolaritzacié de la membrana plasmatica la qual
és conseqii¢ncia d’una activacié de ’ATPasa Na*/K* (Wondergem i Harder, 1980).
Falta veure si aquest efecte a curt termini de 'EGF també té lloc a través de
Phiperpolaritzaci6 de la membrana. |

La preséncia de concentracions fisiologiques d’aminoacids, inhibeix tant
Pacci6 de la insulina com la del glucagd estimulant el sistema A en hepatocits aillats
de rata (Fafournoux et al., 1985) tot i que no provoquen decrements en els nivells de
cAMP intracel.lulars.

La forskolina produeix increments en les concentracions intracel.lulars de
cAMP molt més grans que les produides per isoproterenol, sobretot pel que fa a llargs
periodes de temps, els quals corresponen a 1-5 min en estudis de cor perfundit, temps
en el que hi ha una progressiva caiguda de I’acci6 de I'isoproterenol (England i Shahid,
1987). Després de 5 min de perfusi6é amb forskolina hi ha un increment de 26 vegades
en la concentracié de cAMP. Aquests increments ja havien estat observats per altres
autors (Vegesna i Diamond, 1983; Rodger i Shahid, 1984), i indiquen que I'estimulaci6
de l'adenilat ciclasa per forskolina no provoca una desensibilitzacié respecte al que
succeeix amb les catecolamines (Sibley i Lefkowitz, 1985). En estudis parallels dels
nivells de cAMP i de Pactivitat de la proteina quinasa A s’ha observat que 'accié de
la forskolina incrementant els nivells de cAMP no correlaciona amb un increment
d’activitat de la proteina quinasa A, a 45 s d’acci6 de la forskolina (England i Shahid,
1987). Els autors especulen que el cAMP produit per la forskolina s’estigui generant
en un compartiment diferent al que es troba la proteina quinasa A, o que a dosis
baixes (menors a 1 uM), la forskolina activi enzims d’adenilat ciclasa diferents als
activats pei‘ les catecolamines, mentre que a concentracions superiors, pugui activar la
fracci6 d’adenilat ciclasa que activen els receptors adrenérgics.

La forskolina, a més de la seva accid activadora de I’adenilat ciclasa, s’ha
vist que inhibeix el transport de glucosa de manera que quan desapareii del medi
aquest efecte reverteix (Sergeant i Kim, 1985). Aquest efecte ha estat observat a
adipocits (Kashiwagi et al., 1983; Joost i Steinfelder, 1987) i cardiocits (Shanahan et
al,, 1986) de rata, on també s’ha vist que s’inhibeix I'accié de la insulina sobre el

transport de glucosa. En eritrocits i plaquetes d’humans també ha estat observat aquest
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efecte (Sergeant i Kim, 1985; Kim et al., 1986). En la linia miocitica L6 la forskolina,
100 pM 15 min, també inhibeix totalment la captaci6 de glucosa mentre hi és present
en el medi, perd quan s’elimina abans de realitzar I’assaig de transport, es recuperen
els valors basals, perd no els estimulats per la insulina que es situen a nivell dels basals
(Klip et al, 1988). L'efecte d’aquest compost sobre P'acci6 de la insulina sembla
independent dels nivells de cAMP i no té lloc a través d’una inhibici6é dels "binding"
d’insulina. {Estaria la forskolina distingint entre diferents isoformes de transportador
de glucosa de manera que especificament les sensibles a 'acci6 de la insulina patirien
una modificacié més estable per la forskolina, que les formes no sensibles?

Quan aquests darrers treballs foren portats a terme encara no es coneixia
Yexisténcia d’anticossos que especificament reconeixien els transportadors de glucosa
sensibles a I'acci6 de la insulina, els GLUT-4 (James et al., 1988); aquesta eina ha estat
fonamental per als autors que en Pactualitat estudien els mecanismes d’accié de la
insulina sobre el transport de glucosa, i a tres anys vista, pot considerar-se com una de
les fites més importants en I'historial d’aquesta area de la investigacio.

En efecte, molts treballs precedents que concloien amb preguntes
especulatives, comencen ara a trobar una resposta. En adipocits els transportadors de
glucosa sensibles a la insulina (GLUT-4) presenten fins a un 65% d’homologia amb
els no sensibles a la insulina (GLUT-1) (Mueckler et al, 1985), trobant-se les
diferéncies presumiblement a dominis intracellulars. Aquests dominis contenen
seqiiencies d’aminoacids que sén llocs potencialment fosforilables en els GLUT-4, i que
no presenten els GLUT-1 (Mueckler et al., 1985). La insulina provoca una translocacié
de GLUT-4 des dels microsomes de baixa densitat fins a la membrana plasmatica,
sense afectar I'estat de fosforilacié de cap dels pools de transportadors. L’isoproterenol
no afecta la translocacid de transportadors induida per la insulina, tot i que inhib€ix
la seva acci6 en un 40%, en preséncia d’adenosina deaminasa (James et al., 1989).
Aquest efecte sembla estar relacionat amb un increment en I'estat de fosforilacié dels
GLUT-4; analegs del cAMP també provoquen aquest efecte. Experiments in vitro amb
proteina quinasa A i amb vesicules enriquides amb GLUT-4 demostren que aquest
enzim és capag de fosforilar els transportadors de glucosa. Extrapolant aquests
resultats es podria especular que Pacci6 de lisoproterenol inhibint parcialment la

captaci6 de glucosa estimulada per la insulina en adipocits, té lloc a través de la
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proteina quinasa A i que implica una acci§ directa d’aquest enzim sobre els
transportadors.

Estudis a nivell de sintesi proteica indiquen que en cellules 3T3-L1 en
preseéncia d’analegs de cAMP i de teofilina, durant 16 hores, hi ha un increment en
Pexpressi6 de mRNA de GLUT-1 de més de 3 vegades respecte als controls i similar
al que provoca la insulina, mentre que els nivells de mRNA de GLUT-4 s6n similars
als dels controls i inferiors als que genera la insulina (Chu et al., 1990). Aquests
resultats intenten explicar observacions prévies on B-agonistes o analegs de CAMP en
estudis a 48 hores d’acci6, provocaven un increment en el transport de glucosa que era
dependent de sintesi proteica en 3T3-L1 (Van Putten et al., 1985).

En la mateixa linia cel.lular altres autors presenten observacions on toxina
colérica i dibutiril-cAMP estimulen el transport de glucosa de manera maxima a les 12
hores d’acci6, i amb un percentatge d’estimulaci6 similar al que genera la insulina amb
30 min (Clancy i Czech, 1990). A les 4 hores d’acci6 els efectes estimuladors de toxina
colérica i dibutiril-cAMP semblen associats a un procés de translocacié de GLUT-1 i
GLUT-4 des de microsomes de baixa densitat, cap a la membrana plasmatica, mentre
que a les 12 hores s’observen increments en el contingut cel.lular de GLUT-1 pero no
de GLUT-4. La insulina a 30 min provoca una sortida de GLUT-1 similar a la que
provoca la toxina colérica a 12 hores (1.6 vegades), per0 mentre que la insulina
provoca de manera més important la translocacié de GLUT-4 (2.6 vegades), la toxina
colérica practicament no indueix la translocacié d’aquesta isoforma. Val a dir que
mentre la insulina estimula la sortida de transportadors per a generar els seus efectes
estimuladors, a llarg temps Ia toxina colérica pot reproduir aquests efectes perd amb
un menor nombre de transportadors a la membrana, el que implicaria una modificaci6é
d’aquests quant a la seva taxa transportadora (Clanzy i Czech, 1990).

En estudis a partir de cardiomiocits aillats de rata (Eckel et al., 1990), la
toxina colérica provoca un decrement del 56 % de la captacié de 3-O metilglucosa
estimulada per la insulina, mentre que la toxina pertussis no I’afecta. La captaci6 basal
no es troba modificada per cap de les toxines perd I'isoproterenol provoca estimulaci-
ons del 63%. Aquest efecte no és mimetitzat pel dibutiril-cAMP i €s completament
blocat per la toxina colérica. En animals diabétics per estreptozotocina, es perd 'efecte

de T'isoproterenol i de la toxina colérica, la qual cosa és paralel.la a un considerable
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decrement en la sintesi de mRNA de GLUT-4. Els autors especulen amb la possibilitat
que als cardiomidcits el transportador de glucosa estigui funcionalment associat a una
proteina G sensible a toxina colérica que induiria la regulaci6 del transport tant per
efecte de la insulina com de B-agonistes, produint una modificacié de Pactivitat
intrinseca del transportador que pel cas de la insulina s’acompanyaria dels efectes
translocadors, segons han suggerit préviament altres autors (Matthaei et al., 1987).

Pel que fa als estudis que varen ser duts a terme per 1a nostra part respecte
als afectes reguladors de I'acci6 de la insulina per agents inductors de la producci6 de
cAMP, aquests foren els resultats (Guma et al, F):

L’isoproterenol, 1 uM 3 hores, produia decrements del 40 % de la captacié
de 3-O metilglucosa, que no eren reproduits per la toxina colérica, 5 pg/ml 3 hores, en
incubacions de misculs EDL. Malgrat aquest efecte de l'isoproterenol, els valors de
la captaci6 estimulada per la insulina eren idéntics als controls estimulats, el que
implicava que la insulina podia revertir ’acci6 de I'isoproterenol, sense que es veiessin
afectats els seus mecanismes d’accio.

Posteriorment ens dedicarem a estudiar si I'accié de la insulina sobre la
captacié de MeAIB en muscul esquelétic era regulable per aquests mateixos agents.

A diferéncia del que haviem observat pel transport de glucosa, 'isoprotere-
nol a les mateixes condicions, no afectava la captaci6é basal ni I'estimulada per la
insulina en misculs EDL, ni tan sols en preséncia de P'antagonista a-adrenérgic,
fentolamina. Quan aquests experiments es realitzaren en preséncia d’adenosina
deaminasa, 1 U/ml 3 hores, obteniem els mateixos resultats. La toxina colérica no
afectava tampoc la captaci6 estimulada per la insulina ni la captacid basal. En aquestes
circumstancies varem decidir provar I'acci6 de la forskolina, 50 kM 90 min, que com
ja s’ha vist activa I'adenilat ciclasa directament; aquest compost no va ésser provat pel
que fa al transport de glucosa, donats els clars efectes inhibidors d’aquest parametre
que presenta (Klip et al.,, 1987). Corroborant els resultats precedents, la forskolina
tampoc afecta les captacions basals ni estimulades per la insulina de MeAIB.

Per assegurar P’absoluta manca d’interacci6 entre els sistemes que cursen
per una produccié de cAMP i Pacci6 de la insulina sobre la captaci6 de MeAlB,
provarem finalment la toxina pertussis, 100 i 200 ng/ml 2 hores, sense obtenir

alteracions ni sobre les captacions basals ni sobre les estimulades per la insulina, en

92



musculs soleus.

Tots aquest estudis anaren acompanyats de mesures paral.leles dels nivells
de glicogen en el miscul i de l'alliberacié de lactat per part d’aquest; ambdds
parametres ens havien de donar constancia que intracel.lularment manteniem activada
la proteina quinasa dependent de cAMP, i per tant, que efectivament aquest agents
realment estaven activant la produccié d’aquest nucledtid ciclic.

L’acci6 de Tlisoproterenol, de la toxina colérica i de la forskolina,
comportaven una caiguda dels nivells de glicogen del 15-20% en misculs EDL, dades
que estan d’acord amb les aparegudes a la bibliografia (Dietz et al., 1980). Atés que
aquestes diferéncies no sén gaire considerables, analitzarem també les alliberacions de
lactat. L’isoproterenol provocava increments en l'alliberacié de lactat del 50%, que
passaven a ser del 70% en preséncia de fentolamina. La toxina colérica provocava
increments del 60%. Pel que fa a la forskolina, no realitzarem aquestes lectures atés
que el medi no contenia glucosa, metabolit energétic pel miscul que habitualment
addicionavem, siné que en aquesta ocasié i donat 'efecte de la forskolina sobre la
captaci6 de glucosa, substituirem pel piruvat. D’altra banda la toxina pertussis no
provocava alliberacions estadisticament diferents respecte als controls en soleus.

Les nostres dades indiquen que la producci6 intracel.lular de cAMP no
provoca una interferéncia en l'acci6 de la insulina tant sobre la captaci6 de 3-O
metilglucosa com de MeAIB. L’explicacié d’aquest fenomen no esta encara al nostre
abast, tot i que podria estar en la linia del que especulen alguns autors sobre un
possible efecte fosforilador de I'isoproterenol sobre els transportadors de glucosa, tot
i que mentre s’ha argumentat que serien els transportadors sensibles a la insulina els
susceptibles a ser fosforilats per efecte de Pisoproterenol, segons estudis portats a
terme en adipocits (James et al., 1989b), en el nostre cas podriem especular que els
transportadors no sensibles a la insulina sén els que resulten afectats de manera que
Pacci6 de la insulina resta inalterada. De tota manera, aquests efectes no sén
reproduits per la toxina colérica, el que implicaria, d’'una banda, que l'efecte de
Pisoproterenol és independent d’un increment en els nivells de cCAMP i d’altra banda
que en aquest efecte no hi participa una proteina Gs ni Gi, en contra del que

argumentaven altres autors pel que fa als cardiomiocits (Eckel et al., 1990).
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B.4.3. Altres serina quinases.

Fins ara hem vist estudis realitzats per demostrar la possible participaci6é
de conegudes serines/treonines quinases en una acci6 reguladora de Pactivitat del
receptor de la insulina. Alguns d’aquests estudis han conduit al concepte de P'existéncia
d’altres quinases diferents que encara no s’han caracteritzat i que podrien ser
responsables de la fosforilaci6 del receptor de la insulina en serines i treonines.

Alguns autors han buscat alguna serina quinasa entre les glicoproteines que
co-purifiquen amb el receptor de la insulina de limfocits IM-9, en els procesos de
purificaci6 parcial en aglutinina de germen de blat (Ballotti et al., 1986). Efectivament
identifiquen una activitat serina quinasa que resulta estimulada per la insulina i que
es troba associada al receptor de la insulina, perd que no immunoprecipita amb aquest
al ser tractada la mostra amb anticossos anti-receptor.

Altres observen que els microsomes d’alta densitat solubilitzats amb tritd
X-100, procedents d’adipdcits pre-tractats amb insulina, presenten una més elevada
activitat serina/treonina quinasa vers histones exdgenes que els procedents d’adipocits
no tractats (Yu, et al, 1987). La quinasa a la que sembla anar associada aquesta
activitat, no té capacitat per a unir-se a columnes de lectina i per tant, no sembla ser
una glicoproteina, perd sembla ser substrat de I'activitat tirosina quinasa del receptor
de la insulina, mentre que se la distingeix d’altres serines-quinases per I'especificitat de
substrats que presenta, histona i Kemptide (peptid sintétic: Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-
Gly) (Yu et al,, 1987).

A partir de receptors d’insulina de placenta parcialment purificats en
columnes d’aglutinina de germen de blat, també s’ha aconseguit copurificar una
activitat serina-quinasa que fosforila al receptor en serines. La inhibicié de l’activitat
tirosina quinasa del receptor implica també la manca de fosforilaci6 en serines
d’aquest. Aquesta activitat serina quinasa no esta regulada per cofactors tals com el
cAMP, cGMP, Ca**, Calmodulina, fosfolipids o heparina, i és dependent de Mn**
(Smith i Sale, 1988).

La futura caracteritzacié d’aquests enzims activables per la insulina no sols

ens donara informaci6 dels mecanismes pels quals es pot regular I'activitat del receptor
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sind0 que molt possiblement també expliqui els efectes de la insulina estimulant la
fosforilaci6 en serines de diverses proteines cel.lulars tals com 'acetil CoA carboxilasa,
PATP citrat liasa, la proteina ribosomal S6, la fosfodiesterasa de cAMP aixi com
d’altres que encara no han estat caracteritzades (Denton et al., 1981; Marchmont i
Houslay, 1981; Avruch et al., 1985).

B.4.4. Paper regulador dels glucocorticoids.

Dosis supra-fisiologiques de glucocorticoids provoquen resisténcia a lé
insulina i intolerancia a la glucosa en ’home i en animals experimentals (Plotz et al.,,
1952; McKiddie et al., 1968; Modigliani et al., 1970; Conn i Fajans, 1956; Pupo et al.,
1966; Wajchenberg et al., 1964).

Animals pretractats amb glucocorticoids presenten decrements en el
metabolisme de la glucosa basal i estimulat per Ia insulina (Munck i Koritz, 1962;
Bennet i Cuatrecasas, 1972), aixi com una menor sensibilitat a la insulina (Riet-Correa
et al., 1960). El "binding" de la insulina al seu receptor decrementa en el teixit adip6s
i hepatic d’aquests animals (Kahn et al., 1978).

Incubacions d’adipocits en preséncia de dexametasona, un glucocorticoid
sintetic, durant varies hores provoca un decrement de la captaci6 basal de glucosa, aixi
com del seu metabolisme (Czech i Fain, 1972), perd els efectes que es varen observar
in vivo sobre la sensibilitat a la insulina dificilment s’han reproduit in vitro. En 3T3-L1
s’ha observat que la dexametasona provoca decrements en la captacié de 2-deoxigluco-
sa i en el "binding" d’insulina, aixi com en Pacci6 de la insulina estimulant la captaci6
de 2-deoxiglucosa (Grunfeld et al., 1981). La caiguda del "binding", no sembla poder
explicar totalment aquesta manca de sensibilitat a la insulina, per la qual cosa
s’especula que I'efecte de la dexametasona regulant I'acci6 de la insulina es produeixi
a diferents nivells, el primer dels quals seria el propi receptor.

En misculs EDL la corticosterona provoca a dosis farmacologiques (50-100
pg/ml), perd no a dosis fisiologiques (0.1-1 pg/mi), un decrement en la captaci6 de 2-
deoxiglucosa i en la taxa de glucolisi i glicogénesi, sense afectar al "binding" d’insulina
(Tan i Bonen, 1984).
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En fibroblasts humans s’ha comprovat que la dexametasona provoca una
translocacié de transportadors de glucosa des de la membrana plasmatica cap al
interior cel.lular, i que aquest efecte pot esser revertit per la insulina (Horner et al,,
1987).

Els glucocorticoids incrementen la transcripcié del gen de la PEPCQ
(fosfoenolpiruvat carboxiquinasa) que genera un increment en la sintesi de 'enzim i
una estimulaci6 de la taxa gluconeogenética hepatica (Sasaki et al., 1984). La insulina,
contrariament, inhib&ix la transcripci6 del gen de la PEPCQ i de la taxa gluconeogeni-
ca (Andreone et al.,, 1982). Quan aquests dos moduladors co-existeixen en €l sistema,
predomina Yefecte de la insulina (Sasaki et al., 1984). Estudis de la regulaci6 del gen
indiquen P'existéncia d’una regié del DNA precedent al de codificacié del gen que
conté "cis-acting hormone response elements", des d’on les hormones induéixen els
diversos efectes que tenen sobre la seva expressié (Magnuson et al.,, 1987).

La dexametasona provoca decrements en la taxa de fosforilacio6 del receptor
de la insulina induida per aquesta hormona, en hepatocits de rates dejunades (Karasik
i Kahn, 1988); aquests efectes semblen dependre també d’altres factors doncs en
hepatocits d’animals alimentats no s’observa aquest decrement. El "binding" no es veu
afectat perd la subunitat B presenta lleugers canvis de mobilitat en electroforesis en
gels de SDS (sodium dodecil sulfat). La dexametasona podria induir una modulaci6 del
receptor de la insulina perd no es descarta que també afecti algun pas posterior a
aquest en la via de transducci6 de la insulina.

Segons uns estudis que realitzarem al voltant d’aquest tema (Taula-11), la
dexametasona no modifica 'accié de la insulina estimulant la captaci6 de MeAIB en |

muscul esqueletic (dades no publicades).
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Taula 11: Efectes de la dexametasona sobre la captaci6 de MeAIB basal i estimulada

per la insulina en misculs EDL.

Basal Insulina, 100 nM, 1h
(nmols MeAIB / g musc. x 30 min)
Control 14.28 + 1.54 27.89 = 1.55
Dexametasona 100 nM, 2h 45min 1482 + 1.96 26.71 = 1.88
(6 dades per grup)

(Dades no publicades).
En resum, la dexametasona afecta algunes, no totes, de les accions de la

insulina a diferents nivells de la transduccié del senyal, observant-se especificitat

d’accié en funcié del teixit on interactui amb la insulina.
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