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REVISION

Cascada de senalizacion de la insulina y la actividad fisica para el
transporte de GLUT-4 y la captacion de glucosa en el misculo esquelético

Insulin and physical exercise signaling for GLUT-4 translocation and

glucose uptake in skeletal muscle.

Martin Alejandro Pavarotti’, Martin Rodriguez?

RESUMEN

El musculo esquelético (ME), debido a su significativo tamano y
funcion, representa el tejido que méas energia demanda durante la
actividad fisica. En respuesta a esta demanda, ha desarrollado un
sistema altamente especializado para almacenar energia y satisfa-
cer sus necesidades metabdlicas. Para alcanzar esta eficacia en el
almacenamiento y abastecimiento de nutrientes, en particular de
glucosa, el ME depende de una incorporacion nutricional eficaz. La
relacion entre la insulina y el ejercicio ilustra un ejemplo de equilibrio
complejo y de adaptacion, en el que dos fuerzas reguladoras meta-
bélicas se contraponen en contextos cambiantes.

El aumento de la insulina en la sangre comunica al ME la presencia
de niveles elevados de glucosa plasmatica. Aunque la insulina se
secreta tras la ingesta y es la principal hormona que aumenta el
almacenamiento de glucosa y acidos grasos en forma de gluco-
geno vy triglicéridos, respectivamente, el ejercicio es una situacion
fisioldgica que exige la movilizacion y oxidacion de las reservas
energéticas. Por lo tanto, durante la actividad fisica, los efectos del
almacenamiento inducidos por la insulina deben mitigarse median-
te la inhibicién de la liberacion de insulina durante el gjercicio, y la
activacion de los mecanismos sistémicos y locales de movilizacion
de energa.

La interaccion de la insulina con su receptor da lugar a una com-
pleja cascada de senales que promueve la captacion de glucosa y
la sintesis de glucégeno. Uno de los efectos mas estudiados de la
sefalizacion insulinica en el ME es el incremento en la captacion
de la glucosa muscular. Tanto la insulina como la actividad contractil
aumentan la entrada de glucosa en el ME, proceso que involucra la
translocacion y fusion de vesiculas que contienen el transportador
de glucosa GLUT4 en la membrana (GSV: vesiculas de almacena-
miento de GLUT4). Asi, los estimulos mencionados provocan el
traslado de las GSV hacia la superficie celular, donde se fusionan,
lo que aumenta la presencia de GLUT4 y favorece la captacion de
glucosa del entorno intersticial. Este proceso de fusién se conoce
como “exocitosis de GLUT4"

Tras la actividad fisica, es necesario reponer las reservas de energia
consumidas, en especial, el glucégeno en el musculo. El proceso
se ve favorecido por un aumento de la sensibilidad a la insulina en
los musculos previamente ejercitados, lo que facilita la utilizacion de
la glucosa en la resintesis del glucégeno. Este trabajo de revisién
abarca los nuevos actores de la cascada de sefalizacion de la in-
sulina, el transporte de GLUT4 vy las interacciones insulina-gjercicio
durante y después de la actividad fisica. Ademas, explora los efec-
tos del entrenamiento fisico regular sobre la accion de la insulina.
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ABSTRACT

Skeletal muscle (SM) due to its significant size and function,
represents the most energetically demanding tissue during
physical activity. Based on this demand, SM has developed a
highly specialized system for energy storage to meet its me-
tabolic requirements. To achieve efficiency in nutrient storage
and supply, particularly glucose, SM relies on effective nutritio-
nal incorporation. The relationship between insulin and exerci-
se illustrates a complex example of balance and adaptation,
wherein two regulatory metabolic forces counteract within
changing contexts.

The increase in blood insulin communicates the presence of
elevated glucose levels in the plasma to SM. Although insulin
is secreted post-intake and is the primary hormone respon-
sible for increasing the storage of glucose and fatty acids in
the form of glycogen and triglycerides, respectively, exercise
constitutes a physiological situation that demands the mobili-
zation and oxidation of energy reserves. Consequently, during
physical activity, it is necessary to mitigate the storage effects
promoted by insulin. This is achieved by inhibiting insulin relea-
se during exercise and activating systemic and local mecha-
nisms for energy mobilization.

The Interaction of insulin with its receptor results in a complex
cascade of signals that promote glucose uptake and glycogen
synthesis. One of the most studied effects of insulin signaling
in SM is the increase in muscular glucose uptake. Both
insulin and contractile activity augment glucose entry into SM,
a process involving the translocation and fusion of vesicles
containing the glucose transporter GLUT-4 in the membrane
(GSVs: GLUT4 storage vesicles). Thus, these stimuli trigger
the movement of GSVs to the cell surface, where they fuse,
increasing the presence of GLUT4 and promoting the up-
take of glucose from the interstitial environment. This fusion
process is known as “GLUT4 exocytosis”

Post-physical activity, replenishing the consumed energy re-
serves, especially muscle glycogen, becomes necessary. This
process is enhanced by an increase in insulin sensitivity in pre-
viously exercised muscles, facilitating the utilization of glucose
in glycogen resynthesis. This review encompasses new contri-
butors in the insulin signaling cascade, GLUT-4 transport, and
insulin-exercise interactions during and after physical activity.
Additionally, it explores the effects of regular physical training
on insulin action.
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INTRODUCCION

Aungue los mecanismos de senalizacién que
subyacen a las diversas respuestas a la insulina
son altamente complejos y aun hay aspectos por
esclarecer, los avances recientes han aportado cier
ta claridad en algunas vias esenciales que rigen la
regulaciéon metabdlica de la glucosa. Los efectos
de la insulina abarcan una amplia gama de proce-
sos, como el crecimiento celular, la diferenciacion,
la apoptosis y la sintesis, asi como la degradacion
de lipidos, proteinas y glucosa. En cuanto al alma-
cenamiento de nutrientes, se ha establecido que la
unién de la insulina a su receptor inicia una comple-
ja cascada de senalizacion que promueve la capta-
cién y almacenamiento de glucosa y acidos grasos
en forma de glucogeno vy triglicéridos’.

Uno de los efectos funcionales més estudiados
de la senalizacion de la insulina en el musculo es-
quelético (ME) es el aumento en el transporte de
glucosa?. La interaccion entre la insulina y el ejerci-
cio sirve como ejemplo de un equilibrio entre dos
fuerzas reguladoras metabdlicas contrapuestas en
condiciones variables®. Durante la actividad fisica
es necesario incrementar la movilizacién y la oxi-
dacién de las reservas energéticas, contrarrestan-
do asflos efectos del almacenamiento promovidos
por la insulina. Para lograrlo, durante el ejercicio se
reduce la secrecion de insulina y se favorecen los
procesos de movilizacion de energia. Tras la activi-
dad fisica, es imperativo restablecer los depdsitos
energéticos agotados, en particular el glucégeno
muscular. La sensibilidad a la insulina de los mus-
culos que participaron previamente en la actividad
fisica aumenta, lo que facilita la captacién de glu-
cosa para la resintesis de glucégeno. En personas
entrenadas, la sensibilidad a la insulina se eleva
aln mas en comparaciéon con las no entrenadas
debido a las adaptaciones en la vasculatura, el ME
y el tejido adiposo.

Accion de la insulina en el miocito
Activacion del receptor de insulina

La insulina ejerce sus efectos fisiolégicos me-
diante su union al receptor de insulina (RI) ubicado
en la membrana plasmética de las células diana. El
Rl es un heterotetrdmero formado por dos subuni-
dades alfa y dos subunidades beta. La porciéon ex
tracelular de Rl la componen las dos subunidades
alfa y los 190 residuos aminoacidicos del extremo
aminoterminal de cada una de las subunidades beta.
La porcién restante de las subunidades beta consti-
tuye las regiones transmembrana, yuxtamembrana
y los dominios con actividad de tirosina-quinasa. La
subunidades alfa y beta estan unidas por un puen-
te disulfuro, mientras que las subunidades beta se
vinculan entre si por dos puentes disulfuro. El gen
gue codifica el RI (INSR) es un gen simple ubicado
en el cromosoma 19 (19.13.2) que, gracias al splicing
alternativo (proceso que permite obtener diferentes
proteinas a partir de un mismo gen), sintetiza las iso-
formas A y B de RI*5. La isoforma B es unas 100
veces més sensible a la insulina que a IGF2 (insulin-
like growth factor type-2), y se expresa de manera
més frecuente y especifica en el higado, el musculo
y el tejido adiposo, mientras que la isoforma A se
expresa mayoritariamente durante el desarrollo fetal
y tiene una alta afinidad por IGF-2°.

El estimulo de Rl induce la activacion de dos gran-
des cascadas de senalizacién intracelular: una cas-
cada con actividad mitogénica y otra con actividad
metabdlica. En condiciones de insulinorresistencia,
la respuesta de la via metabdlica disminuye, mien-
tras que la via mitogénica permanece inalterada.

La activaciéon metabdlica de Rl favorece la activa-
cion de la tirosina-quinasa en las subunidades beta,
autofosforilandose para facilitar el reclutamiento y
la activacion por fosforilacion de diversas proteinas
sustrato. Estos eventos posibilitan la divisiéon tem-
prana de la sefalizacién desencadenada por la in-
sulina para activar multiples modulos funcionales’.
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Participacion y activacion de SRI, PI3K y Akt

Entre las proteinas sustrato mejor descritas
para Rl se encuentra la familia de sustratos del
receptor de insulina (SRI, o del inglés IRS: insulin
receptor substrate)®®. Los SRI son proteinas adap-
tadoras fosforiladas en residuos de tirosina por el
Rl activado. La fosforilacion de residuos de tirosina
por parte del Rl permite la union de proteinas efec-
toras de sefalizacion, lo que amplifica la respuesta
alainsulina, mientras que las fosforilaciones en re-
siduos de serina o treonina afectan su estabilidad
y actividad, y gestionan la inhibicién o activacién
en funcion de los residuos afectados. Los SRI son
una familia de proteinas de las que se describieron
seis (SRI 1-6). No obstante, SRI-1 y SRI-2 median
la mayoria de los efectos metabdlicos de la activa-
cién de R,

La fosforilacion en tirosina del dominio carboxi-
loterminal de SRI permite la unién y activacion de
la enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), la cual
cataliza la incorporacién de un fosfato sobre la po-
sicion 3 del anillo inositol del fosfoinositol-4-fos-
fato (P14P) y fosfoinositol-4,5-bifosfato (Pl4, 5P),
que genera fosfoinositol-3,4-bifosfato (PI(3,4)P2)
o "PIP2" y fosfoinositol-3,4,5-trifosfato (P1(3,4,5)
P3) o "PIP3" respectivamente™. La PI3K estd
formada por una subunidad reguladora y otra ca-
talitica. Existen cinco isoformas de la subunidad
reguladora (p85a., p55a, p50a., P85P y p55Y) vy tres
isoformas de la subunidad catalitica (p110 a, By ).
La unién entre ambas subunidades facilita la es-
tabilizacion de la subunidad catalitica e inhibe su
accion. Cuando la subunidad reguladora se pone
en contacto con SR, se libera la inhibicion, lo que
activa la subunidad catalitica e incrementa la pro-
duccion de PIP3"2. Esto propaga y amplifica la
senal de la insulina y el reclutamiento de proteinas
efectoras con dominios PH (o dominios con ho-
mologia de pleckstrina) sobre la membrana plas-
mética. Entre los efectores con dominio PH mas
importantes se encuentran la proteina-quinasa
1 dependiente del inositol-3-fosfato (PDK1), Akt
(también denominada proteina-quinasa B: PKB)"
y PKC atipicas (aPKC-{ y A)*. Hasta ahora, se han
identificado tres isoformas de Akt codificadas por
los genes Akt1, Akt2 y Akt3, de las cuales Akt2 se
expresa predominantemente en los tejidos sensi-
bles a la insulina™. Tras unirse a PIP3, Akt se activa
mediante la fosforilacién por la PDK1 (en treonina
308) y por la mTOR2 (mammalian target of rapa-
mycin complex) (en serina 473)' (Figura 1).

La Akt activa tiene la particularidad de fosforilar
multiples sustratos con diversas funciones (Foxo,
AS160/TBC1D4, TSC-2/TSC-1, PRAS40, GSKS,
PGC-1a, PDE3B) y se convierte en un nodo cla-
ve para la diversificacion de la sefalizacion de la
insulina’. Al mismo tiempo, PDK1 fosforila y ac-
tiva las PKC atipicas, las cuales estarian vincula-
das a la exocitosis de GLUT-4", probablemente
mediante la fosforilacién de proteinas sustrato (p.
ej., Doc2B, una proteina necesaria para la fusion
de las vesiculas GSV con la membrana plasmatica;
Figura 2)'67.

Como se puede observar, los eventos detalla-
dos hasta aqui estén proximos a Rl (SRI, PI3K y
Akt) en las inmediaciones de la membrana plas-
matica. El cese del estimulo con la insulina permi-
te un mecanismo inverso al descrito. A diferencia
de PI3K, la falta de insulina provoca la activacion
de la fosfatasa PTEN (cuya actividad es inhibida
por la accion de la insulina) que desfosforila PIP3 y
frena la activacién desencadenada por la insulina'.

Trafico de vesiculas. Papel de las proteinas Rab

El tréfico global de vesiculas intracelulares esta
gobernado por una familia de proteinas con acti-
vidad GTPasa denominadas Rab (Ras-associated
binding proteins). La familia de proteinas Rab es
un miembro de la superfamilia Ras. Las proteinas
Ras son interruptores moleculares binarios que al-
ternan entre estados unidos a guanosina-trifosfato
(GTP), activo, y estados unidos a guanosina-difos-
fato (GDP), inactivo. Asi, las Rab cargadas con GTP
facilitan el tréfico de vesiculas desde un comparti-
mento de origen hacia un compartimento blanco o
target, mientras que las Rab cargadas con GDP se
encuentran impedidas en la ejecucién de ese trafi-
co. La carga de las proteinas Rab con el nucleétido
GTP se lleva a cabo por la accién de las proteinas
intercambiadoras de nucleétidos GEF (guanine nu-
cleotide exchange factor). Los GEF permiten que
las Rab liberen GDP para luego unir GTR De este
modo, las GEF promueven la activacién de Rab vy,
por lo tanto, su interaccién con proteinas efectoras
con las que llevaran a cabo su accién concreta. A
su vez, las proteinas denominadas GAP (GTPase-
accelerating proteins) aceleran la actividad GTPasa
de Rab, lo que conduce a la hidrélisis de GTP (ge-
neran GDP + Pi), se cargan con GDP e inhiben asi
el efecto de Rab. En este punto, las proteinas Rab-
GDP se desprenden de la membrana por la accion
de la proteina GDI (GDP-dissociation inhibitor) que
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las mantiene solubles en el citosol celular e impide
que estas Rab entren en contacto con las proteinas
efectoras (para mas informacion sobre las proteinas
Rab, recomendamos consultar el articulo de Hom-
ma et al. “Rab family of small GTPases: an updated
view on their regulation and functions”). Hasta el
momento, se describieron unas 60 proteinas Rab

involucradas en distintos eventos de trafico de
vesiculas intracelulares™. En el caso particular del
transporte de GLUT4, estimulado por la insulina, se
descubrié que el trafico de GSV (vesiculas transpor-
tadoras de GLUT-4) requiere la participacion de Rab
8y Rab 13%° en el ME, mientras que Rab 10 posibi-
litarfa ese trafico en el tejido adiposo?'.

Insulinaly O

L B |

La unién de insulina a su receptor permite su autofosforilacion y activacion, que activara a SRI. El SRIT permite la activacion de Pl3kinasa,
lo que incrementa la cantidad de PIP3 sobre la membrana, permitiendo el reclutamiento de PDK y Akt2. Finalmente, Akt2 es activada por
fosforilacion por PDK1 y mTOR2.

PM: plasma membrane (membrana plasmatica); IR: insulin receptor (receptor de insulina); IRS1: insulin receptor substrate 1 (sustrato
del receptor de insulina 1); PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase (fosfatidilinositol 3-quinasa): PIP2: phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate
(fosfatidilinositol 4,5 bifosfato); PIP3: phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate (fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato); Akt2: RAC-beta serine/
threonine-protein kinase (RAC-beta serina treonina proteina quinasa); PKB: protein kinase B (proteina-quinasa B; sinénimo de Akt2); PDK1:
phosphoinositide-dependent kinase-1 (proteina-quinasa 1 dependiente fosfoinositidos); mTOR2: mammalian target of rapamycin 2 (serina/
treonina proteina-quinasa diana de rapamicina mamifera); P: phosphate group (grupo fosfato).

Figura 1: Primeros eventos de sefalizacion activados por la insulina.

Insulina

E3 ubiquitina
proteina ligasa

Glucégeno sintesis Degradacién proteica

Inhibicién
Activacién —

Imagen tomada y modificada de referencia 17

De todas las proteinas blanco de Akt2, el sustrato de Akt de 160 kDa (AS160) aparece como el principal blanco para la exocitosis de GLUT-4
estimulada por la insulina.

Akt2: RAC-beta serine/threonine-protein kinase (RAC-beta serina treonina proteina quinasa); AS160: Akt subtrate of 160 KDa (sustrato de Akt
de 160 KDa).

Figura 2: Multiples proteinas blanco de Akt2.
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Las Rabs ciclan entre un estado activo, unido a un nucledtido de GTF, y un estado inactivo, unido a un nuclecdtido de GDR En estado activo, las
Rabs se unen a la membrana plasmética gracias a la presencia de una cola lipidica de isoprenilos. Las proteinas GEFs permiten el intercambio
de nucledtidos GDP por GTF, lo que posibilita activar a la Rab y su contacto con proteinas efectoras con las que llevaran a cabo su funcion
especifica. Las proteinas GAR, como AS160, facilitan la hidrdlisis de GTP a GDP y Pi, lo que inhibe a la Rab y bloquea su funcion en el trafico
de vesiculas intracelulares. Una vez que el GTP se hidroliza a GDF, la Rab se separa de la membrana por la union a otra proteina denominada
GDlI, que la mantiene soluble en el citosol.

Rab: small GTPase Ras-associated binding protein (pequena proteina GTPasa de union asociada a Ras); GEF: guanine nucleotide exchange factor
(factor intercambiador de nucledtidos de guanina), GAP: GTPase-accelerating protein (proteina activadora de guanosina-trifosfatasa o proteina
activadora de la actividad GTPasa);, GDI: guanine nucleotide dissociation inhibitor (factor inhibidor de la disociacion de nucledtidos de guanina);

GTP: guanosine-triphosphate (nucledtido de guanosina- trifosfato); GDP: guanosine-diphosphate (nucledtido de guanosina-difosfato).

Figura 3: Ciclo de activacion e inactivacion de las proteinas Rabs.

Interaccidon entre la seializacidon de insulina
y el trafico de GLUT-4

Activacion de las proteinas Rabs por
inactivacion de GAP AS160

Como ya se menciond, Akt fosforila diversas pro-
teinas involucradas en la captacion de glucosay es el
sustrato de Akt de 160 kDa (AS160) el mejor caracte-
rizado de sus blancos. La AS160, también conocida
comoTBC1D4, es una proteina GAP y tiene actividad
sobre las proteinas Rab 8, 13y 10. En ausencia de in-
sulina, AS160/TBC1D4 permanece activa y estimula
la actividad GTPasa de Rab, con la consiguiente hi-
drolisis de GTP a GDP y Pi de manera constitutiva (Fi-
gura 4). En otras palabras, las Rab estarfan inactivas,
cargadas con GDP en estado basal o constitutivo.
La activacion de Akt2 por la insulina permite la fos-
forilacién de AS160 e inhibe su actividad GAR lo que
impide la activacién de GTPasa de Rab. Esto facilita
que permanezcan cargadas con GTP es decir, como
Rab-GTPF y que se active el tréfico de vesiculas hacia
la membrana plasmatica (Figura 5). En resumen, a
través de la fosforilacion de AS160, la insulina “sol-
taria los frenos” de las proteinas Rab y haria posible
la translocacion de GSV a la membrana plasmética?.

RAC-1. Un efector paralelo en la senalizacion
desencadenada por la insulina. Papel de la
reorganizacion de la actina cortical

La activacion de PI3K es un punto clave por-
que facilita la bifurcacién de la senalizacion de la

insulina. Paralelamente a la activacion de Akt, PI3K
promueve la activacién de una GTPasa pertene-
ciente a la familia de las proteinas Rho (Ras homo-
logous) denominada RAC-1%2. Hoy sabemos que la
activacion de RAC-1 coordina la reorganizacién de
la actina cortical por debajo de la membrana plas-
matica, evento necesario para el acoplamiento y
la fusion de GSV con la membrana plasmaética?24,
Una pregunta parcialmente respondida es: ;coémo
el incremento de PIP3 (generado por la activacion
de PI3K) permite la activacién de RAC-1? Como
todas las proteinas con actividad GTPasa, RAC-1
también requiere proteinas GAP y GEF Algunos
estudios demostraron que el aumento de PIP3 en
la membrana plasmética permite el reclutamiento
de proteinas GEF para RAC-1, como P-Rex 1%y
FLJO0068%. Gracias a estas proteinas GEF, RAC-1
se activaria, es decir, se cargaria con el nucledti-
do GTP. Como ya se menciond, la activacion de
RAC-1 conduce al reordenamiento de la actina en
la zona cortical. Para que este evento sea factible,
es necesario un aumento tanto de la ramificacion
(polimerizacion) como de la despolimerizacion de
la actina fibrilar. Asf, RAC-1 activa factores nuclea-
dores como WAVE y n-WASP (neuronal Wiskott-
Aldrich syndrome protein), que a su vez activan
un complejo de factores de ramificacion de la ac-
tina denominado Arp2/3. Otra proteina blanco de
RAC-1 es la quinasa PAK1, que por intermedio de
una fosfatasa (Slingshot) desfosforila y activa otra
proteina (cofilina), responsable de la despolimeri-
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zacion de la actina fibrilar, con regeneracién de la
actina monomérica libre®.

Un estudio realizado por Sylow, de la Universi-
dad de Copenhague, demostré que, tanto en ratas
alimentadas con dieta rica en grasa como en per
sonas obesas, ambas insulinorresistentes, se ob-
serva una disminucién de la fosforilacién de PAK1
muscular?. Por otro lado, en personas sometidas
a condiciones de insulinorresistencia por emulsion
lipidica intravenosa, la fosforilacién de PAK-1 se blo-
quea de manera total (100%) a los 30 minutos vy
parcial (50%) a los 120 minutos tras la estimulacion
con insulina®. Asi, la falta de fosforilacién de PAK-1

disminuye o bloguea la activacion de cofilina, lo que
reduce la hidrélisis de la actina fibrilar, y la presencia
de actina monomeérica, provocando una disfuncién
de la dindmica de actina y, con ello, del transporte
de GLUT4 a la membrana plasméatica®’ (Figura 6).

En resumen, la activacion de RAC-1 genera el
reordenamiento de la actina cortical, necesaria
para la ramificacion de los haces de actina y para
la despolimerizacion de la actina fibrilar. Debido a
este aumento de la actina cortical por debajo de la
superficie celular, las GSV cargadas con GLUT-4 se
aproximan a la membrana plasmatica y se fusio-
nan con ella?®,

Basal o reposo

GLUT-4

PM——

Rab8a

En ausencia de insulina (basal o reposo celular), AS160 se encuentra activa, lo que despierta la actividad GTPasa de Rab, e hidroliza GTP a
GDP 'y Pi. Esto hace que las Rab estén cargadas con GDF, lo que bloquea el tréfico de GSV a la membrana plasmatica.

PM: plasma membrane (membrana plasmatica); GLUT-4: glucose transporter type 4 (transportador de glucosa tipo 4); AS160: Akt subtrate
of 160 KDa (sustrato de Akt de 160 KDa) GDP: guanosine-diphosphate (nucledtido de guanosina-difosfato);, Akt2: RAC-beta serine/
threonine-protein kinase (RAC-beta serina treonina proteina quinasa);, PKB: proteina-quinasa B, GSV: GLUT4 storage vesicle (vesiculas de

almacenamiento de GLUT4).

Figura 4: Bloqueo del trafico de la exocitosis de GLUT-4 por AS160.

Insulina

La activacion de Akt2 por la insulina facilita la fosforilacion e inactivacion de AS160 mediante el bloqueo de la actividad GTPasa de Rab, lo que
permite su estado como Rab-GTP activas, y estimula el tréfico de GSV hacia la membrana plasmaética y la exocitosis de GLUT4.

PM: plasma membrane (membrana plasmatica); GLUT-4: glucose transporter type 4 (transportador de glucosa tipo 4); AS160: Akt subtrate
of 160 KDa (sustrato de Akt de 160 KDa) GDP: guanosine-diphosphate (nucledtido de guanosina-difosfato);, Akt2: RAC-beta serine/
threonine-protein kinase (RAC-beta serina treonina proteina quinasa); PKB: proteina-quinasa B; GSV: GLUT-4 storage vesicle (vesiculas de

almacenamiento de GLUT4).

Figura 5: Accion de la insulina sobre la activacion de Rab 13 y Rab 8, y trafico de las vesiculas GSV.
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Alternativamente a la activacion de Akt2, PI3K activa la GTPasa RAC1, que mediante WAVE/nNWASP y Arp2/3 permiten la polimerizacion de
la actina cortical, mientras que la activacion de quinasa PAKT, a través de la fosfatasa Slingshot, favorece la activacion de cofilina, la cual
despolimeriza la actina fibrilar y genera actina monomérica. La formacion de la estructura de actina cortical es necesaria para el trafico de GSV
hacia la membrana plasmatica. La activacion de RACT parece requerir GEF P-Rex1 y FIJ000068.

PM: plasma membrane (membrana plasmética); IR: insulin receptor (receptor de insulina); PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase(fosfatidilinositol
3-quinasa);, GLUT4: glucose transporter type 4 (transportador de glucosa tipo 4); Akt2: RAC-beta serine/threonine-protein kinase (RAC-beta
serina treonina proteina quinasa), RAC1: ras-related C3 botulinum toxin substrate (sustrato 1 de toxina botulinica C3 relacionada con la proteina
ras); GEF: guanine nucleotide exchange factor (factor intercambiador de nucledtidos de guanina); PAK1: p21 RACT activated kinase (quinasa
p21 activada por RAC1), WAVE: WASP-family verprolin-homologous protein (proteina homdloga a verprolina de la familia WASP); WASP: wiskott-
aldrich syndrome protein (proteina del sindrome de wiskott-aldrich); Arp2/3: actin-related proteins (proteinas relacionadas con la actina); GSV-
GLUT4 storage vesicle (vesiculas de almacenamiento de GLUT-4).

Figura 6: Papel de RAC1 en la activacion de la dinamica de la actina cortical.

Fusién de las GSV con la membrana
plasmatica. Paso final en la translocacion de
GLUT4

Los eventos finales en la exocitosis de GLUT-4
suceden en los Ultimos 200 nm por debajo de la
membrana plasmatica, donde existen factores re-
guladores del anclaje (tethering), el acoplamiento
(docking) y la fusién (fusion) de GSV con la mem-
brana plasmatica (Figura 7). Si bien estos eventos
han sido ampliamente estudiados por diferentes
grupos??3', al igual que ocurre en varios de los
procesos descritos, aun quedan preguntas sin
respuesta. Algunos estudios proponen que cier
tos estados de insulinorresistencia pueden estar
causados por cambios en las proteinas implicadas,
o al menos relacionadas, con esta fusién de mem-
branas (para conocer méas sobre qué proteinas
estan involucradas, sugerimos leer el articulo de
Bryant et al. “SNARE proteins underpin insulin-
regulated GLUT4 traffic”). En cuanto al evento de
fusion, en lineas generales se sabe que la fusion
de membranas intracelulares requiere un complejo
de proteinas de membrana denominadas SNARE
(soluble NSF,  N-ethylmaleimide-sensitive-factor
attachment protein-receptors, receptores de pro-
teinas de fijacion soluble de NSF). Las SNARE

tienen la particularidad de presentar estructuras
espiraladas, lo que permite el entrelazado entre
ellas (SNARE de membrana plasmatica y SNARE
de vesiculas) y genera el acercamiento estrecho
entre la membrana vesicular y la membrana plas-
matica. Todo ello posibilita superar la energia de
repulsion electrostatica entre ambas membranas
y, por consiguiente, la fusion.

Tres proteinas principales componen el com-
plejo SNARE involucrado en la fusién de las ve-
siculas GSV: 1) proteina de membrana asociada
a vesiculas-2 (VAMP-2) ubicada sobre las GSV
(v-SNARE o SNARE de vesiculas); 2) sintaxina 4;
3) SNAP 23 ambas ubicadas sobre la membrana
plasmatica (t--SNARE o SNARE del compartimen-
to target)®'¥2. También se observé la participacién
de una serie de proteinas capaces de regular, de
manera muy precisa, la formacién y estabilidad
del complejo SNARE®. Una de las més estudiadas
es Munc18c, que se une a un precomplejo for
mado por sintaxina 4-SNAP 23, e impide la unién
de VAMP-2 y la formacion del complejo SNARE v,
por consiguiente, la fusién de las membranas. Por
otro lado, la activacién del Rl promueve la fosfori-
lacion de Munc18c, posibilita que esta se despren-
da de la union con sintaxina-4-SNAP 23 vy, asi, la
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formacion del complejo SNARE vy la fusiéon de las
membranas®*3®. En cambio, en estado basal (au-
sencia de insulina) la fosfatasa PTP1B mantiene
desfosforilada a Munc18c, lo que facilita su unién
a sintaxina 4-SNAP 23 e inhibe la formacién del
complejo ternario SNARE vy la fusion®®. Otra protei-
na denominada Synip funciona de forma similar a
Munc18c. No obstante, Synip se une a sintaxina 4
en estado basal, lo cual bloquea la formacion del
complejo SNARE. Sin embargo, la activacién de
Akt2 por la insulina posibilita la fosforilacion de Sy-
nip y la libera de la unién con sintaxina 4, lo que
promueve el ensamblaje del complejo SNARES",
Por el contrario, la proteina de union al calcio
Doc2b, que es citosdlica en estado basal, migra a
la membrana plasmatica por accién de la insulina y
favorece la formacion del complejo SNARE v, por
lo tanto, la captacion de glucosa®®*? (Figura 8)°.
Recientemente, nuestro grupo del Instituto de
Histologia y Embriologia de Mendoza (Pavarotti et
al.), en colaboracion con el grupo de la Dra. Klip,
del Hospital for Sick Children (SickKids) de Toronto,
Canada, encontrd por primera vez en el musculo
y en las células musculares la proteina complexi-
na 2, una proteina vinculada a la estabilizacién de
SNARE en los eventos de neurotransmision en

el sistema nervioso®#. Los estudios microscoépi-
cos mostraron que la complexina 2 migra hacia la
membrana plasmatica por acciéon de la insulina, un
evento dependiente de RAC1 e independiente de
Akt2. Por otra parte, los ensayos de knock-down
(o disminucion de la expresién de complexina 2)
muestran una reduccion de la exocitosis de GLUT-4
dependiente de la insulina*®. Sin embargo, como
se menciond y se analizé en nuestro articulo vy
posteriormente en otro articulo del grupo del Dr.
Bertrand de Bélgica, que comenta y discute nues-
tros resultados?®, ain desconocemos si la comple-
xina 2 esta involucrada en la exocitosis de GLUT-4
mediada por otros estimulos como el ejercicio fisi-
co, la activacion de AMPK o los aumentos de Ca2*
(Figura 9).

Como puede observarse, los complejos SNARE
y sus proteinas reguladoras influyen directamen-
te en la modulacion de la homeostasis glucémica,
por lo que una caracterizacidon minuciosa de los
mecanismos que regulan la formacién y estabili-
dad del complejo SNARE seréd de gran importancia
para disefar nuevas intervenciones en el trata-
miento de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) con el
fin de restaurar la captacion de glucosa estimulada
por la insulina.

GLUT-4
‘m"‘ Interior celular
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Después de la estimulacion con insulina, las GSV cargadas con GLUT4 se acercan a la membrana plasmaética. La interaccion de SNARE con
otras proteinas accesorias permite el acoplamiento de GSV. Luego, gracias a un entrelazado entre la SNARE de GSV (VAMP2) con las SNARE
de membrana (SNAP 23y sintaxina 4), se observa un ensamblaje (flojo y luego apretado) que posibilita la formacion de un complejo SNARE,
que acerca las dos membranas y las fusiona. Tras la fusion, la membrana de las GSV forma parte de la membrana plasmaética y, junto con la
incorporacion de esta membrana, GLUT-4 se une a la superficie celular, lo que facilita la entrada de la glucosa en la célula.

GLUT4: glucose transporter type 4 (transportador de glucosa tipo 4); GSV: GLUT-4 storage vesicle (vesiculas de almacenamiento de GLUT-4);

G: glucose (glucosa);, PM: plasma membrane (membrana plasmaética).

Figura 7: Papel de SNARE en la fusion de GSV con la membrana plasmatica.
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Insuljna

(1]

Vesicula unida a PM

Imagen tomada y modificada de referencia 2.

En estado basal o de reposo, sin insulina, las SNARE pueden encontrarse monomeéricas o sin ensamblar. Este estado es dependiente de
proteinas accesorias como Munc18c 'y Synip, que inhiben el ensamblaje. Bajo la accion de la insulina, Munc18c es fosforilado por el receptor
de insulina, mientras que Synip es fosforilado por Akt2. La fosforilacion de ambas proteinas facilita la liberacion de SNARE monoméricas, y

permite el ensamblaje y la fusion de GSV con la membrana plasmatica.

GSV: GLUT4 storage vesicle (vesiculas de almacenamiento de GLUT4);

PM: plasma membrane (membrana plasmatica).

Figura 8: Proteinas SNARE y proteinas accesorias en la fusion de GSV.

Drogas
antidiabéticas

Imagen tomada y modificada de referencia 46.

La ausencia de complexina 2 disminuye la exocitosis de GLUT-4 desencadenada por la insulina. Bajo la accion de la insulina, complexina 2 migra
a la membrana plasmatica y es dependiente de RAC1, pero no de Akt2, para su relocalizacion. Desconocemos si otras proteinas como AMPK o

CaMKIl son capaces de permitir su llegada a la membrana plasmatica.

GSV: GLUT4 storage vesicle (vesiculas de almacenamiento de GLUT4); FTSNARE: proteinas SNARE de membrana plasmatica (sintaxina 4 y
SNAP 23); V-SNARE: proteina SNARE de membrana vesicular (VAMP2); Cplx2: complexin2 (complexina 2); RACT: ras-related C3 botulinum toxin
substrate (sustrato 1 de toxina botulinica C3 relacionada con la proteina Ras); GLUT4: glucose transporter type 4 (transportador de glucosa tipo
4); AMPK: adenosine 5-monophosphate (AMP)-activated protein kinase (proteina-quinasa activada por monofosfato de adenina 5).

Figura 9: Papel de la complexina 2 en la exocitosis de GLUT-4 en células musculares.

Papel de la insulina en la sintesis del
glucogeno muscular

La glucosa, que entra en el miocito tras la esti-
mulacién con la insulina, tiene principalmente dos
destinos posibles: la glucdlisis o la sintesis de glu-
cégeno. Tanto en el ME de sujetos sanos como en
individuos con DMZ2, la principal via de utilizacion
de la glucosa es la sintesis de glucdgeno. Se sabe

que el glucégeno esta sujeto a una regulacion
aguda por parte de la insulina tanto de los efectos
anabdlicos (glucogeno-sintasa [GS]) como catabd-
licos (glucogeno-fosforilasa [GP])*. La sintesis de
glucdgeno en el ME, estimulada por la insulina,
es principalmente una consecuencia del aumen-
to en el transporte de glucosa y la subsiguiente
regulaciéon alostérica de GS. Ademas, la insulina
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modula la actividad y aumenta la transcripcion de
la hexoquinasa Il, la principal isoforma muscular
de la primera enzima en la via glucolitica, lo que
proporciona un vasto control de la capacidad glu-
colitica. La regulacién aguda en la sintesis del glu-
cdgeno se produce por la accion alostérica de la
glucosa-6-fosfato sobre la GS y por la accién de la
insulina, que promueve su desfosforilacion. La GS
fue la primera enzima cuya regulacién por la insu-
lina se demostré en 1960%. La regulacion de GS
basada en su desfosforilacién desencadenada por
la insulina ocurre a través de la activacion de Akt,
la cual fosforila e inactiva la glucdgeno sintasa qui-
nasa-3 (GSK3) (Figura 10). En ausencia de insulina,
GSK3 desempena un papel inhibidor en la sintesis
de glucdégeno, ya que fosforila e inactiva la GS e
impide la sintesis de glucégeno muscular. Por el
contrario, la activacion de Akt, por acciéon de la in-
sulina, permite la fosforilacion de GSK3 inactivan-
dola, lo que impide la fosforilacion de GS. La falta
de fosforilacion de GS aumenta su actividad vy, por
lo tanto, la sintesis de glucdégeno. Simultdneamen-
te a la fosforilacién de GSK3, la insulina activa una
proteina fosfatasa 1 (PP1) que promueve la des-
fosforilacién de GS (Figura 11). Asi, la combinacién
de la inactivacion de GSK3 y la activacién de PP1
refuerza la activacion de GS, y facilita la sintesis de

glucégeno. El estado de fosforilaciéon de GS provo-
carfa una regulacién fina al modular la afinidad de la
enzima por el sustrato UDP-glucosa* y la sensibili-
dad a la glucosa-6-fosfato. En otras palabras, la GS
desfosforilada seria mas sensible a la regulacion
alostérica por la glucosa-6-fosfato, lo cual parece
favorecer la activacion de la sintesis de glucége-
no estimulada por la insulina®’. En el lado catabo-
lico del metabolismo del glucdégeno, se sabe que
la insulina inhibe la glucogendlisis. La actividad
de GP es regulada por la insulina mediante me-
canismos muy similares a los de GS: fosforilacion
y regulacion alostérica. Por efecto adrenérgico vy
de la contraccién muscular, se activa la fosforilasa-
quinasa que, a su vez, estimula la GP e induce la
liberacion de residuos de glucosa-1-fosfato®®. Con-
trariamente, la insulina, a través de la activaciéon
de la fosfatasa PP1, promueve la desfosforilacion
y la inactivaciéon de la fosforilasa-quinasa y de GR
lo cual reduce la glucogendlisis muscular. Al igual
que con GS, el control alostérico de GP a través
de la inhibicién de la glucosa-6-fosfato es un me-
canismo critico para el control de la glucogendlisis
por parte de la insulina. Asf, ambos mecanismos
puestos en marcha por la insulina permiten, por
un lado, disminuir la glucogendlisis y, por el otro,
favorecer la sintesis neta de glucégeno.

Basal o reposo

PIP:
EE

I

GSK3

7~ N\

—X.
UDP glucosa

—

MP

Gs

- e

glucogeno

En ausencia de insulina, la sintesis de glucégeno se bloquea gracias la activacion constitutiva de GSK3, que fosforila e inhibe la GS.

MP: membrana plasmatica, Rl: receptor de insulina; IRS: insulin receptor substrate (sustrato del receptor de insulina); PI3K: phosphatidylinositol
3-kinase (fosfatidilinositol 3-quinasa); PIP2: phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (fosfatidil inositol 4,5 bifosfato);, Akt2: RAC-beta serine/
threonine-protein kinase (RAC-beta serina treonina proteina quinasa); PKB: protein kinase B (proteina-quinasa B, sinénimo de Akt2); GSK3:
glycogen synthase kinase 3 (glucégeno sintasa quinasa-3);, GS: glycogen synthase (glucégeno sintasa); GSps: phospho glycogen synthase

(glucégeno sintasa fosforilada en serina).

Figura 10: Bloqueo de la sintesis de glucdgeno en ausencia de insulina.

*El UDP-glucosa es un nuclectido (base nitrogenada [uridina] + glucosa + difosfato) descubierto por el bioquimico
argentino Luis Federico Leloir, quien recibié el Premio Nobel de Quimica en 1970 por revelar los procesos por los
cuales los azucares se almacenan en forma de glucégeno, y describir la estructura y la funcion de los nucledtidos,
moléculas esenciales para la transmision de la informacion genética y la produccion de energia celular.
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La presencia de insulina activa a Akt2, que entre tantas proteinas diana, fosforila a GSK3 inhibiéndola, lo que impide la fosforilacion de GS. La falta
de fosforilacion de GS permite su activacion y la sintesis de glucégeno. La fosfatasa PP1, también activada en presencia de insulina, contribuye a la
desfosforilacion de GS, mientras que el incremento de glucosa-6-fosfato, por modulacion alostérica, activa la GS.

PM: plasma membrane (membrana plasmatica); IR: insulin receptor (receptor de insulina); IRS: insulin receptor substrate (sustrato del receptor de
insulina); PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase (fosfatidilinositol 3-quinasa); PIP2: phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (fosfatidilinositol 4,5 bifosfato);
PIP3: phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate (fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato); Akt2: RAC-beta serine/threonine-protein kinase (RAC-beta serina
treonina proteina quinasa); PKB: protein kinase B (proteina-quinasa B, sindnimo de Akt2); GSK3: glycogen synthase kinase 3 (glucégeno sintasa
quinasa-3); GS: glycogen synthase (glucégeno sintasa); GSps: phospho glycogen synthase (glucdgeno sintasa fosforilada en serina); G-6-P: glucse-
6-phosphatase (glucosa-6-fosfato);, HK: hexokinaseZ2 (hexoquinasa 2); PP1: protein phosphatase 1 (proteina fosfatasa 1).

Figura 11: Activacion de la sintesis de glucégeno por accion de la insulina.

Aspectos metabdlicos y moleculares del
ejercicio fisico

La insulina es la principal hormona anabdlica
gue aumenta el depdsito de reservas energéticas
en forma de glucégeno vy lipidos. Por el contrario,
la actividad fisica es una condicién catabdlica que
aumenta la movilizacién de carbohidratos v lipidos
para la generacién inmediata de energia. La dispo-
nibilidad de ATP es fundamental para la actividad
contractil del ME tanto en eventos de potencia ex-
plosiva, que duran segundos, como de resistencia
aerdbica, que duran horas. Por lo tanto, el ATP es
el combustible celular requerido para la actividad
de las enzimas claves involucradas en la excitabi-
lidad de la membrana (Na*/K+ ATPasa), el manejo
del Ca?* del reticulo sarcoplasmico (Ca?* ATPasa), los
ciclos de entrecruzamiento de actina y miosina, etc.
Sabemos que las reservas intramusculares de ATP
son escasas: ~5 mmol por kilogramo de musculo.
Si el ATP almacenado fuera la Unica fuente de ener
gia del musculo, entonces la duracion de la actividad
contréactil para el ejercicio méximo (p. €j., carreras de
100 m), donde la tasa estimada de utilizacion de ATP
es de 3,7 mmol ATP kg-1 s—1, serfa de solo 2 se-
gundos, mientras que para el ejercicio submaximo,
al 75% de VO, méax, donde la tasa de utilizacion de
ATP es de 0,4 mmol kg-1 s-1, las reservas alcanza-
rian para unos 15 segundos.

Sin duda, el incremento de las demandas ener

géticas de la actividad contractil por el ejercicio re-
quiere el aumento de la translocacion de GLUT-4
para una mayor absorcion de la glucosa muscular.
Los estudios muestran que la actividad fisica au-
menta al doble la cantidad de GLUT-4 en la mem-
brana plasmatica en relacion con el estado de repo-
s0%%%0, Sin embargo, la tasa de captacion de glucosa
es hasta 100 veces mayor durante el ejercicio inten-
so®'. Como puede observarse, hay una gran discre-
pancia entre el aumento de la captacion de glucosa
y el aumento en la translocacion de GLUT-4. Si bien
no hay respuestas concretas que fundamenten la
diferencia, se han planteado algunas hipétesis para
justificarla. Una posibilidad es que los métodos
utilizados para evaluar la translocacion de GLUT4
en el musculo subestimen los valores reales. Otra
respuesta posible es que la actividad intrinseca de
GLUT4 aumente en el ME durante el ejercicio, pro-
bablemente debido al incremento de la tempera-
tura muscular, asi como a los efectos mecéanicos
durante los ciclos de contraccién/relajacion®?.

Como ya sefialamos, la captacion de glucosa mus-
cular puede aumentar unas 100 veces durante el ejerci-
cio intenso. Los mecanismos coordinados responsables
de este fendbmeno son: 1) el aumento del suministro de
glucosa; 2) el incremento del transporte de glucosa; 3) la
activacion de las vias glucolitica y oxidativa®.

1) Suministro de glucosa. Existe un incremento
de unas 20 veces en el suministro de glucosa du-
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rante el ejercicio respecto del estado de reposo®*.
Este incremento tiene como principal responsable
una mayor perfusion del tejido muscular®%6 y, en
menor medida, un incremento de la relacion arte-
riovenosa de glucosa durante el ejercicio®.

2) Transporte de glucosa. Translocacion de GLUT4.
Asi como la insulina ejerce un efecto preponde-
rante sobre el incremento en la incorporaciéon de
glucosa, es innegable que la actividad fisica activa
la translocacion y la cantidad de GLUT-4 sobre los
tUbulos en T y la membrana plasmatica. Se conoce
que el senhalamiento desencadenado por la activi-
dad fisica es independiente de la insulina, ya que
en los sujetos insulinorresistentes la translocacion
de GLUT4 por accién de la contraccion muscular
esté conservada'’s®. Méas adelante se describen los
mecanismos propuestos en este evento.

3) Activacion de las vias glucolitica y oxidativa.
Las mayores demandas energéticas durante el ejer
cicio disparan un incremento en el metabolismo de
la glucosa (vias glucolitica y oxidativa) y, con ello, una
mayor captacion de glucosa. La glucosa incorporada
es transformada por la hexoquinasa Il en glucosa-
6-fosfato para su uso en la vias glucolitica y oxida-
tiva. Durante el ejercicio moderado y continuo la
demanda energética es constante. Esto disminuye
los niveles celulares de glucosa y glucosa-6-fosfato,
mantiene activa la hexoquinasa Il y, con ello, la ma-
yor incorporacion de glucosa®'°. Sin embargo, en el
gjercicio maximo, en el contexto de la fatiga mus-
cular, el gran aumento inicial en la incorporacion de
glucosa, con el consiguiente aumento de glucosa-
6-fosfato, inhiben la hexoquinasa Il, lo que disminu-
ye la tasa de fosforilacién vy la utilizacion de glucosa.
Ademas, la mayor tasa de glucogendlisis genera un
aumento adicional de glucosa-6-fosfato que también
contribuye a la inhibicion de la hexoquinasa Il y a la
utilizacion de la glucosa libre®'. En nuestra opinién,
este aumento de glucosa-6-fosfato podria producir
se en dos etapas: inicialmente por un incremento de
la captacién de glucosa por las mayores demandas
energéticas y, en una segunda etapa, por el aumen-
to en la glucogendlisis. En otras palabras, durante el
gjercicio intenso, la glucosa se acumula en la célula
probablemente debido a la inhibicion de la hexoqui-
nasa ll, que frenaria, por gradientes de concentra-
cioén, la incorporacién de glucosa.

Senalizacion y mecanismo de translocacion de
GLUT4 desencadenados por la actividad fisica

Si bien el aumento de la translocacion de GLUT4
desencadenado por el ejercicio es un hecho bien

estudiado, todavia hay aspectos no bien dilucida-
dos o, al menos, discutibles. Desde siempre, se ha
supuesto que la activacion de AMPK por cambios
en la relaciéon de AMP/ATP permite un aumento de
la translocacion de GLUT4 vy, con ello, una mayor
captacion de glucosa®®8'. Sin embargo, se han pro-
puesto otros posibles mecanismos®%, El aumento
de GLUT4 en la membrana plasméatica por la in-
sulina y la actividad fisica se produce a través de
vias de senalizacién independientes, pero teniendo
en cuenta que el ejercicio induce un aumento de
la sensibilidad a la insulina durante y después de
la actividad, podria considerarse que esta indepen-
dencia es una verdad a medias. Es decir, se han en-
contrado puntos en los que ambas vias convergen
y comparten parte de los mecanismos utilizados
para aumentar la exocitosis de GLUT4.

Estrés metabdlico

La activacion de AMPK (a2B2y3/1) por estrés
metabdlico (incremento de la relacion AMP/ATP)
o por farmacos similares al AMP (p. e]., AICAR),
se ha relacionado con la translocacion de GLUT-4 a
la membrana plasmatica®. En apoyo de estas ob-
servaciones, se notd un aumento aproximado del
90% en las reservas de glucégeno en las perso-
nas que poseen una mutacion puntual en la subu-
nidad y3 de AMPK, que conduce a un aumento de
la actividad intrinseca®. Surge la pregunta: ;coémo
aumenta la activacién de AMPK la translocacion
de GLUT4? AMPK esta vinculada a la activacion
de proteinas Rab y al aumento de fosfatidilinositol
3,5-bifosfato (PI(3,5)P2). Como ya mencionamos,
las proteinas GAP (GTPases activating protein) es-
tan activas en estado de reposo, lo que facilita la
hidrolisis de Rab-GTP a Rab-GDP y Pi mediante la
inhibicién de Rab vy el trafico de vesiculas. De ma-
nera similar a la activacién de Akt2 por la insulina,
la activacién de AMPK por la actividad fisica permite
la fosforilacion de la proteina GARTBC1D4/AS160 Yy,
probablemente, de otra GAP denominada TBC1D1,
que se encuentra presente principalmente en las
fibras de tipo 2. Asi, la fosforilacion y la inhibicion
de ambas GAP contribuirian a la carga de Rab con
GTP vy liberarfan el freno al trafico de las vesiculas
GSV, con la consiguiente exocitosis de GLUT4.
Por el momento, se desconoce qué proteinas Rab
participan en este proceso, pero dadas las similitu-
des observadas con los mecanismos estimulados
por la insulina, Rab 8, 13 y 14 serian las principales
candidatas. También se ha descubierto que AMPK
tiene como blanco la quinasa PIKfyve, que habilita
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la generacion de fosfatidilinositol-5-fosfato (PI(5)P) y
fosfatidilinositol-3,5-bifosfato (PI(3,5)P2)%. En cuanto
alincremento de PI(3,5)P2, la actividad de PIKfyve se
ha vinculado a un aumento de la exocitosis de GLUT-
4, pero AMPK solo parece provocar un cambio en
la localizacion intracelular de esta quinasa®, lo que
contribuirfa al aumento de la exocitosis de GLUT4.
Por ultimo, segun algunos estudios, la sacaro-
sa-quinasa no fermentada relacionada con AMPK
(SNARK) parece estar vinculada a la regulacién del
metabolismo de la glucosa y la captacién de glu-
cosa en el ME en respuesta a la contraccion mus-
cular®®. Méas concretamente, se cree que SNARK
se activa por la contraccion muscular y esta ultima
activa la AMPK, lo que permite la translocacion de
GLUT4, donde participa como un “amplificador”
para aumentar la respuesta metabdlica a la con-
traccién muscular (Figura 12, panel central).

Senalizacidn del calcio

Los incrementos de Ca?* desencadenados por
la contraccién muscular tienen multiples origenes
y secuencialidades, y se los ha vinculado a eventos
de senalizacion como la activacion de quinasas (p.
ej., CaMKK, CaMKIll, nPKC), el aumento de la exo-
citosis de GLUT4 vy la incorporacién de glucosa”™’".
El cambio de potencial de la membrana generado
por el estimulo nervioso sobre la placa motora ter
minal posibilita la apertura de canales de Ca* de-
nominados receptores de dihidropiridina (R-DHP),
los cuales, por contacto fisico con los canales de-
nominados receptores de rianodina (RyR, ryanodin
receptor), ubicados en las cisternas terminales del
reticulo sarcoplasmico, permiten un incremento
mayor de Ca?* intracelular por la salida desde este
compartimento. El aumento de Ca?* es el respon-
sable final de la contraccion muscular, es decir, de
generar el entrecruzamiento entre la actina y la mio-
sina. Se noté que, si se bloquea farmacoldgicamen-
te este entrecruzamiento, se inhibe la exocitosis
de GLUT4%. Sin embargo, este aumento de Ca?*,
mediado por los receptores de R-DHP y RYR en las
cisternas terminales del reticulo sarcopldsmico, no
serian los responsables de generar un mayor ingre-
so de glucosa®. Por otra parte, el aumento de la
glucdlisis por estimulos eléctricos produce un au-
mento de segundos mensajeros como ADP ribosa
ciclico (cADPR) y acido nicotinico adenina dinucleé-
tido fosfato (NAADP)??, los cuales generan un incre-
mento extra de Ca* (proveniente del interior y el
exterior celular) y la activacion de CaMKII”>#, Ade-
mas, estos incrementos de Ca?* son detectados

por la calmodulina (CaM), evento que también seria
necesario para activar la CaMKII’®. En este sentido,
el blogueo de la activacién de CaMKIl frena la incor
poracion de glucosa. En funcién de lo expuesto, y
segun nuestro punto de vista, las senales de Ca?
desencadenadas por el propio proceso contractil
(aumento del calcio intracelular por R-DHP y RyR)
no serian responsables de la incorporaciéon de glu-
cosa muscular por el gjercicio fisico. No obstante,
las moléculas provenientes de la actividad glucoliti-
ca actuarfan como segundos mensajeros, y permi-
tirian los incrementos subsiguientes de Ca?* tanto
desde el interior como desde el exterior de la célu-
la, lo que dispararia a través de calmodulina y CaM-
Kll la incorporacion de glucosa.

Las senales de Ca?* generan mecanismos vy
eventos complejos aun no dilucidados del todo,
pero que parecen tener un impacto positivo en la
incorporacion de la glucosa muscular.

Alternativamente a esta via y en relacion con la
apertura de los canales de Ca?* durante la contrac-
cién muscular (receptores de rianodina, ubicados
sobre las cisternas terminales), parece producirse
la liberacion de ATP al exterior celular a través de
los canales de panexina-1%27%, En estos estudios
se hall6é que tales eventos provocan un aumento
de la fosforilacion de Akt y de TBC1D4/AS160 du-
rante el ejercicio fisico”. Al parecer, el incremento
del ATP extracelular provoca una activacion auto-
crina de los receptores purinérgicos P2Y del mio-
cito, los cuales activan una PI3Ky e incrementan
los niveles de PIP3. Esto permitiria el accionar de
la senalizacion posterior de PIP3 utilizando la via
comun de la insulina e incrementando la captacion
de glucosa® 8 (Figura 12, panel izquierdo).

Accion mecanica de la actividad fisica sobre la
incorporacion de glucosa. Estrés mecanico

Si se bloguea la tensién muscular generada por
la contraccién, ya sea mecanica o quimicamente,
se observa una reduccion en la captacion de glu-
cosa®’®. Esto parece indicar que la senalizacion
desencadenada por el estrés mecanico durante la
actividad fisica estd relacionada con los eventos de
incorporacion de glucosa. De manera similar, se ha
demostrado que el estiramiento pasivo aumenta la
incorporacion de glucosa al musculo’. Una candi-
data que podria explicar el efecto del estiramiento
en la incorporacién de glucosa es la proteina RAC-1.
Si bien RAC-1 es activada por la insulina, el estira-
miento pasivo también activaria a RAC-1 y permi-
tiria la incorporacion de glucosa?*®. En roedores y
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seres humanos, la quinasa PAK, blanco de RAC-1
activado por la insulina, también se activa por el
ejercicio fisico y en el proceso contractil®'. La inhi-
bicién farmacolégica de RAC-1 o la supresion de su
expresion produce una disminucion del 30-40% en
la incorporacién de glucosa estimulada por el esti-
ramiento pasivo’®. Se han estudiado proteinas de
la membrana plasméatica que serian las encargadas
de captar los cambios de tensién sobre el miocito
mediante la activacion de RAC-1. Entre las protei-
nas estudiadas estan el complejo glucoproteico de
la distrofina (DGC: dystrophin glycoprotein com-
plex), canales iénicos, uniones de adhesion focal
e integrinas, que tienen la capacidad de detectar
cambios de tension, y que serian necesarias para
activar a RAC-18%%, Una vez activada RAC-1, se es-
pecula que podria ejercer su acciéon en al menos
tres sitios distintos para promover la incorporacion

de glucosa: 1) al igual que en la sefalizacidon promo-
vida por la insulina, aqui también RAC-1 estimularia
el reordenamiento del citoesqueleto de actina?; 2)
RAC-1 también activaria otra GTPasa denominada
RALA (proteina Ral-A asociada a Ras), que parece
estar implicada en el trafico de GLUT-4%®; 3) RAC-1
formaria parte del complejo NOX2 (NADPH oxida-
sa 2), el cual se ha vinculado a la incorporacion de
glucosa muscular mediante el proceso contractil®.

En conclusién, tanto el bloqueo de la actividad
de RAC-1 como su ausencia provocan una dismi-
nucion parcial en el ingreso de glucosa. Esto nos
autoriza a pensar que existen otros mecanismos y
moléculas capaces de modular este proceso acti-
vado por la contracciéon muscular y el estiramiento
pasivo (Figura 12, panel derecho).

En la Figura 12 se resumen esquematicamente
los tres mecanismos propuestos.
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Senalizacién del calcio: el calcio esté vinculado a la incorporacion de glucosa en el musculo. El mecanismo parece requerir segundos mensajeros
(cADPR y NAADP), proteinas detectoras de calcio como la calmodulina y la quinasa CaMKIl. Otro mecanismo propuesto es la salida de ATP que
activaria de forma autocrina los receptores purinérgicos, los cuales activarian una PI3K gamma distinta de la activada por la insulina.

Estrés metabdlico: la actividad contractil permite la activacion de la quinasa AMPK, que detecta el desequilibrio energético, se activa, y
fosforila e inhibe las GAP (TBC1D4 y TBC1D1) de las proteinas Rab. Esto libera el tréfico vesicular y la exocitosis de GLUT-4.

Estrés mecanico: parece que las tensiones generadas por la contraccion son detectadas por proteinas de la superficie celular. El blanco de
estos sensores es RACT, que se activa tanto durante la contraccion como durante el estiramiento pasivo. Al igual que en el caso de la insulina,
RACT1 activa la dindmica de la actina, pero también activaria otras vias como la proteina RALA y el aumento de ROS, lo cual incrementa el
tréfico de GSV 'y la exocitosis de GLUT4.

cADPR: Cyclic ADP-ribose (ADP ribosa ciclico); NAADP: nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate (acido nicotinico adenina dinucledtido
fosfato); CaMKII: calmudilin kinase 2 (calmodulina quinasa 2); SR: sarcoplasmic reticulum (reticulo sarcopldsmico); P2Y: purinergic 2 receptor
(receptor purinérgico 2 acoplado a proteina G), PI3ky: phosphatidylinositol 3-kinase gamma. (fosfatidilinositol 3-quinasa gama),; Akt2: RAC-beta
serine/threonine-protein kinase (RAC-beta serina treonina proteina quinasa); AMPK: adenosine 5-monophosphate (AMP)-activated protein
kinase (proteina-quinasa activada por monofosfato de adenina 5); SNARK: sucrose nonfermenting AMPK-related kinase (sacarosa quinasa no
fermentada relacionada con AMPK); DGC: dystrophin glycoprotein complex (complejo glucoproteico de la distrofina); RAC1: Ras-related C3
botulinum toxin substrate 1 (sustrato 1 de la toxina botulinica C3 relacionada con la proteina Ras); PAK1: p21 (RAC1) activated kinase (quinasa
p21 activada por RAC1); RALA: Ras-related protein Ral-A (proteina Ral-A asociada a Ras); ROS: reactive oxygen species (especies reactivas
del oxigeno); ATP: adenosine triphosphate (trisfofato de adonosina); AMP: adenosine monophoshate (monofosfato de adenosina); AS160:
Akt subtrate of 160 KDa (sustrato de Akt de 160 KDa); GTP: guanosine triphosphate (trifosfato de guanosina); GSV; GLUT4 storage vesicle
(vesiculas de almacenamiento de GLUT4).

Figura 12: Mecanismos moleculares del ejercicio fisico responsables de la translocacion de GLUT-4 en el musculo.
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Interaccion entre la actividad fisica y la
insulina. Eventos fisiologicos y moleculares

Aspectos fisioldgicos de la actividad fisica

En la actividad fisica se observa una marcada
disminucion de los niveles de insulina debido a la
inhibicion alfa-adrenérgica de las células beta pan-
credticas®. No obstante, se ha sugerido que se re-
quiere un minimo nivel “permisivo” de insulina para
lograr una incorporaciéon mas eficaz de glucosa®.
Si bien la insulina parece innecesaria para la cap-
tacion de glucosa inducida por la contraccion®, se
cree que existe una sinergia entre los efectos de la
actividad fisica y la insulina, lo que podria estar vin-
culado a un mayor flujo sanguineo muscular, como
a un incremento en la translocacién de GLUT4.
Una observacién en consonancia con la sinergia
propuesta es que la insulinopenia extrema duran-
te el ejercicio reduce la captacion de glucosa por
el musculo®. Sin embargo, es méas probable que
esto se deba a la severa hiperlipidemia asociada a
la deficiencia de insulina que a los efectos directos
de la falta de insulina’. Defronzo et al. realizaron en
10 sujetos sanos un clamp euglucémico e hiperin-
sulinémico con cateterismo arterial y venoso de un
miembro inferior, el cual fue seguidamente some-
tido a 30 minutos de ejercicio®. La absorcion de
glucosa aumenté notablemente como resultado de
un incremento de nueve veces en el flujo sangui-
neo y una diferencia de cuatro veces en la relacion
arteriovenosa de la glucemia. Este incremento en la
captaciéon de glucosa fue significativamente mayor
gue la suma de la actividad fisica sola y la insuli-
na sola, lo que demuestra que la accién conjunta o
simultanea, entre la hiperinsulinemia y el ejercicio,
provoca una accion sinérgica. En este sentido, la in-
gesta de hidratos de carbono durante la actividad fi-
sica es beneficiosa, ya que produce un aumento de
los niveles de insulina, o que incrementa ain méas
la captacién de glucosa muscular, con una probable
contribucion adicional del aumento de la glucemia
per se tras la ingesta®. Hoy se sabe que el entre-
namiento fisico regular provoca un aumento de la
densidad capilar muscular en los seres humanos.
Por otra parte, la insulina también induce un au-
mento de la densidad capilar y de la vasodilatacion
gue conduce a un mayor suministro de nutrientes.
Por lo tanto, podemos concluir que la actividad fi-
sica y la insulina son mecanismos sinérgicos que
contribuyen a la mejora sostenida de la captacion
de glucosa estimulada por la insulina después del
entrenamiento regular®.

Ademads del aumento de la captacién de gluco-
sa muscular durante la actividad fisica, se produce
un incremento en la captacion de glucosa después
de la actividad. La captacion de glucosa aumenta
hasta 4 horas después de la actividad, con inde-
pendencia de la insulina. Luego, en una segunda
fase posactividad, se observa una mayor sensibi-
lidad a la insulina que dura cerca de 48 horas®'.
Esto se debe principalmente a un mecanismo lo-
cal inducido por la contraccion del musculo activo.
Asi, el ejercicio con una sola pierna conduce a una
captacion de glucosa muscular estimulada por
insulina dos a cuatro veces mayor tras el ejerci-
cio en comparacion con la pierna no ejercitada®.
Ademas, la sensibilidad a la insulina de los mus-
culos no activos disminuye, lo que indica que las
respuestas sistémicas al ejercicio exhaustivo pro-
longado (¢debido a la elevacién de catecolaminas
y de acidos grasos?) pueden disminuir la accién de
la insulina en los musculos no involucrados en el
ejercicio. Fisiolégicamente, esto tiene sentido, ya
que una resistencia leve a la insulina en los mus-
culos inactivos redistribuiria la glucosa sanguinea
a los musculos activos. La sensibilidad a la insulina
de todo el cuerpo tras el ejercicio dependera, en-
tonces, de la relacién entre los musculos activos e
inactivos, asi como de la duracién y la intensidad del
ejercicio®. Todo ello justificaria ampliamente indicar
la realizacion de ejercicios aerdbicos y de fuerza,
con la premisa de utilizar el mayor nimero posible
de musculos y grandes grupos musculares.

Aumento de la sensibilidad a la insulina
después del ejercicio. Mecanismos moleculares
La mayor sensibilidad a la insulina tras el ejer
cicio puede explicarse, en parte, por un aumento
en la respuesta vasodilatadora del lecho microvas-
cular a la insulina debido a un incremento del 6xi-
do nitrico (NO), probablemente por fosforilaciéon y
activacion de eNOS por accion de AMPK en las
células endoteliales durante el ejercicio®.
Ademas de aumentar la respuesta vasodilata-
dora a la insulina en el periodo posterior al ejerci-
cio, existen mecanismos moleculares en el mioci-
to responsables del aumento de la translocacion
de GLUT4 por la insulina que no modifican los
pasos proximales de la senalizacién de la insulina.
En otras palabras, la posactividad no incrementa
la actividad tirosina-quinasa de R, la fosforilacion
de tirosina del IRS1, la actividad de PI3K asociada
a IRS1 ni la fosforilacién de Akt2'. Llamativamen-
te, tampoco se deberia a una mayor sintesis de

Pavarotti MA y col. Senalizacion de insulina y actividad fisica en el mdsculo para la incorporacion de glucosa/ Revision 135



Revista de la Sociedad Argentina de Diabetes Vol. 57 N° 3 Septiembre-diciembre de 2023: 121-139 ISSN 0325-5247 (impresa) ISSN 2346-9420 (en linea)

GLUT-4%. Por otro lado, aunque la actividad de GS
aumenta después de la deplecion de glucégeno
muscular provocada por el gjercicio, esto no se de-
beria a un mayor efecto de la insulina®.

Para comprender el aumento de la sensibilidad
a la insulina tras la actividad fisica en el ME se debe
prestar atencién a los elementos comunes en am-
bas vias, es decir, los eventos moleculares que se
activan tanto por la actividad fisica como por la in-
sulina y que involucran la translocacién de GLUT4.
Deberiamos centrar nuestra atencion en los acti-
vadores de la exocitosis de GLUT-4 que persisten
activos después de la actividad y en la recupera-
cion. De esta manera, la insulina podria causar una
activacion adicional de los elementos ya activos
posactividad y desencadenar una mayor incorpo-
racion de glucosa. Entre los elementos comunes
activados por la insulina y por la actividad fisica la
proteina GAPTBC1D4/AS160 surge como molécula
candidata, ya que ademas de ser fosforilada en va-
rios sitios por accién de la insulina, es fosforilada en
otros residuos por accion de la actividad fisica. Se
ha demostrado que los ratones con desactivacion
génica (knockout, KO) para TBC1D4/AS160 incorpo-
ran glucosa normalmente durante el ejercicio, pero
la sensibilizacién a la insulina se bloguea durante
el perfodo posterior a la actividad®, lo que avalaria
que TBC1D4/AS160 es el elemento clave de la sen-
sibilizacion posterior al ejercicio. Por otro lado, su
pardlogo TBC1D1 también seria responsable de la
translocacion de GLUT-4 estimulada por la actividad
fisica, pero no estimulada por la insulina®. Por lo
tanto, se cree que ambas proteinas GAP (TBC1D4/
AS160 y TBC1D1) tienen similares Rab como pro-
tefnas blanco (Rab 13, Rab 8), lo que puede expli-
car la activacion del mismo evento (exocitosis de
GLUT4) con estimulos diferentes. Sobre la base de
experimentos en ratones KO para AMPK, esta ul-
tima parece ser en gran medida responsable de la
fosforilacién de TBC1D4/AS160 durante el ejercicio
y, de hecho, el ME de estos animales no evidencia
una mayor sensibilidad a la insulina en la posactivi-
dad®. En otras palabras, la activaciéon de AMPK vy
TBC1D4/AS160 en la actividad fisica serfa respon-
sable del aumento de la sensibilidad a la insulina
tras el gjercicio.

Los efectos de una sola sesion de ejercicio
sobre el aumento de la sensibilidad a la insulina
duran como maximo 48 horas. No obstante, el
entrenamiento regular induce adaptaciones mas
duraderas, y mejora la accion de la insulina tanto

en las personas sanas como en los pacientes con
DM2, incluso en mayor magnitud que los farma-
cos utilizados contra la DM.

Algunos de los efectos observados con el en-
trenamiento regular incluyen una mayor expresion
de proteinas involucradas en la cascada de senali-
zacion de la insulina, el aumento en la cantidad de
GLUT4, la mayor cantidad de hexoquinasa Il y de
glucdgeno, y la mayor cantidad y volumen de las
mitocondrias’. No obstante, estos mecanismos
propuestos son controvertidos y se necesitan mas
investigaciones al respecto.

El entrenamiento fisico regular también mejora la
sensibilidad a la insulina y la vascularizacion del tejido
adiposo?. En un estudio en seres humanos después
de 10 semanas de entrenamiento se observd un
aumento de la sensibilidad a la insulina en el tejido
adiposo subcutaneo evaluado por la supresion de la
lipdlisis, y mayor expresion de proteinas del receptor
de insulina y de hexoquinasa Il. Por lo tanto, al igual
que el ME, el entrenamiento parece potenciar la ac-
cién de la insulina en el tejido adiposo®.

En sintesis, la insulina y la actividad fisica son,
en gran parte, responsables del equilibrio entre los
depdsitos y las demandas energéticas. Si esta ho-
meostasis energética se altera como en el caso del
sedentarismo, la obesidad y la DM2, se generan
desequilibrios metabdlicos que conducen a diversos
estados patoldgicos. El tejido muscular es un érgano
que cumple una funcién esencial en el metabolismo
energético y en la regulacion de la glucemia. Si bien
conocemos numerosos eventos desencadenados
por el ejercicio, aln quedan muchos mecanismos
moleculares por estudiar que pueden influir y mo-
dular la incorporacion de la glucosa en el ME. Se ha
demostrado que luego del estimulo contractil mas
de mil proteinas musculares cambian su estado de
fosforilacién; sin embargo, se desconocen en gran
medida sus implicaciones metabdlicas™. Asi, poco
a poco, los avances cientificos nos ayudan a com-
prender, aunque de manera muy minimalista, los
distintos eventos y regulaciones sobre el ingreso de
la glucosa tanto por la insulina como por el ejercicio.
Por consiguiente, los conocimientos moleculares
y fisiolégicos aqui detallados aportan argumentos
mas que suficientes para apoyar la idea de que la
actividad fisica es fundamental en la regulacién de
la glucemia, y la convierten en una aliada en el man-
tenimiento de la homeostasis energética no solo
en las personas sanas, sino también en aquellas
con patologias metabdlicas.
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