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EDITORIAL

EL ORIGEN MULTIFACTORIAL DE LA OBESIDAD

LaOrganizacion Mundial dela Salud consideralaobesi-
dad como unaepidemiamundial yaque se estimaexisten
mas de 300 millones de obesosy alrededor de 700 millo-
nes de individuos con sobrepeso en el mundo. México
muestra una de las preval encias de obesidad y sobrepeso
maés altas presentandose en el 69.3% de la poblacion adul -
ta. Ademés la tendencia creciente de esta condicion en
nuestro pais reflgja cifras alarmantes con un incremento
cercano a 30% en los Ultimos 13 afios (Encuesta Nacio-
nal de Salud y Nutricion del 2006). En estrecharelacion
con esta tendencia en adultos y a pesar de la pocainfor-
macion con respecto a la obesidad infantil, esta condi-
cion es frecuente ya durante lainfanciay muestraun in-
cremento similar en la prevalencia

La obesidad tiene un origen multifactorial donde par-
ticipan factores ambiental es en estrecharel aci6n con fac-
tores genéticos de riesgo subyacentes.

Laobesidad es por si mismaunaentidad patol 6gicaya
que representa el principal factor de riesgo asociado a
mortalidad cardiovascular en el mundoy €l principal fac-
tor de riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2. En
nuestro pais el aumento en la prevalencia de obesidad en
los tltimos aflos y la alta mortalidad por diabetes halle-
vado por primeravez areconocer este problemacomo de
urgente atencion dentro del Plan Nacional de Salud.

Paraevaluar €l grado de sobrepeso u obesidad se utili-
zael indicede masa (IMC=peso en kg)/ tallaen m?). Los
Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos y la
Organizacion Mundial de la Salud, propusieron en 1997
puntos de corte parael IMC, donde un IMC mayor a 25
kg/m? se define como sobrepeso, y un IMC mayor a 30
kg/m? como obesidad. Datos epidemiol 6gicos hademos-
trado una correlacién directaentre el IMC y el riesgo de
complicaciones cardiovasculares y latasade mortalidad.

El rgpido incremento en las tasas de obesidad ha sido
atribuido acambiosrecientes que han llevado por unlado
amodificaciones en € estilo de vida con habitos de ali-
mentacion distintos y un descenso progresivo de la acti-
vidad fisicay por otro a aumento en ladisponibilidad de

alimentos particularmente de aquéllos con un alto conte-
nido cal 6rico como comida procesada, refrescosy otras
bebidas azucaradas. Sin embargo, a pesar de que la po-
blacién esta expuesta alos distintos factores ambientales
gue promueven el desarrollo de obesidad se reconocecla-
ramente una gran variabilidad interindividual en la sus-
ceptibilidad a la obesidad. Esto sugiere que la acumula-
cion de grasacorporal tiene unabase genética, no sdlo en
las formas monogéni cas de obesidad, sino también en la
obesidad comun.

A esterespecto, estudios en familias, gemelos, y estu-
dios de adopcion apoyan un componente genético sus-
tancial parala obesidad comun donde se estima que en-
treel 40%Yy el 75% delavariacion en el indice de masa
corporal puede atribuirse a factores genéticos. Sin em-
bargo, la obesidad no se presenta como un rasgo
mendeliano sino que presentaun patron de herenciacom-
pleja donde participan un conjunto de genes de suscepti-
bilidad modulados por la presencia de factores ambien-
tales.

Distintas formas monogénicas de obesidad severa en
model os murinos han permitido identificar algunos genes
y proteinas relevantes en su desarrollo |o que ha propor-
cionado informacién valiosa sobre lafisiologiade lare-
gulacion del peso corpora en humanos. Un g emplo de
ello eslaidentificacion del gen Ob en €l ratén y su ho-
mologo, la leptina en el humano, donde mutaciones en
este gen provocan deficienciadeleptinao resistenciaala
accion delamismay los sujetos af ectados (general mente
consanguineos) presentan obesidad extrema, asociado en
algunos casos a hipogonadismo hipogonadotréfico. Por
su parte, las mutaciones en el gen del receptor de leptina
en humanos resulta en hiperfagia, obesidad,
hipogonadismo y disminucién de las homonas tirotropa
y somatotropa hipotaldmicas (TRH y GHRH).

Otros genes asociados a formas monogénicas son €l
gen de la proopiomelanocortina (POMC), el gen del re-
ceptor nimero 4 de la a-melanocortina (MC4R) y e gen
delaprohormonmaconvertasa 1. Variantes en estos genes
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estan presentes en aproximadamente 5% de |os pacien-
tes con obesidad mérbida (IMC> 40).

Dado que lamayoriadelos genes causales delaobesi-
dad monogénica en el humano no participan en la obesi-
dad comun de origen poligénico en la Gltima década se
han desarrollado distintas estrategias para la identifica-
cion de los genes de riesgo ala obesidad comin de ori-
gen poligénico. Unade estas estrategias es el andlisisde
genes candidatos donde se evalUa la posible participa-
cion de variantes genéticas en distintos genes relaciona-
dos avias metabdlicas conocidas que pudieran participar
en su patogénesis como los genes involucrados en lare-
gulacién del peso corporal especificamente en el control
de laingesta 0 en la regulacion de la termogénesis (re-
ceptores 32y B3 adrenérgicos o proteinas desacoplantes)
y genes que influencian diferentes vias de sefializacion
como la adipogénesis.

Una estrategia alterna para la identificacién de genes
relacionados a la obesidad es la estrategia de mapeo
genético donde se analizan marcadores genéticosalolar-
go del genomay su relaci én con rasgos cuantitativos como
el IMC o la circunferencia de cintura. Las regiones
cromosdmicas delimitadas por estudios deligamiento son
entonces analizadas por distintas estrategias de
bioinformatica con el fin deidentificar genes candidatos
circunscritos a estas regiones cromosomicas. Los genes
candidatos posicionales son entonces analizados por
medio de estudios de asociacion intrafamiliar, en donde
se comparan pacientes contraindividuos normal es (estu-
dios caso-contral).

Tusié LunaMT

Dos ejemplos recientes de la identificacion de genes
de riesgo aobesidad por estrategias de mapeo gendmico
son el gen INSIG2 (gen inducido por insulina) y el gen
FTO (gen asociado a la masa grasa y la obesidad). El
primero vinculado al metabolismo de esteroles en mode-
los animales, y € segundo vinculado alaregulacion del
apetito, sin que se entiendan a la fecha los mecanismos
finos que los vincule al desarrollo de la obesidad.

Estas estrategias han resultado en la identificacion de
algunas variantes de secuencia génica comunes en la po-
blacién asociadas al riesgo al desarrollo de obesidad. Sin
embargo, lacontribucion de cadaunade estas variantes es
pequefiay por ello estainformacion no es (til paraestimar
un riesgo individual para el desarrollo de obesidad.

Sin embargo, la identificacion de los distintos genes
implicadosen el riesgo alaobesidad apartir delaaplica-
cion de distintas estrategias genémicas evidenciara la
participacion de distintos blancos proteicos y vias
metabdlicas, |0 que proporciona a su vez informacion
valiosaparael desarrollo de nuevas estrategias terapéuti-
casenla prevenciony € tratamiento delaobesidad y las
complicaciones asociadas.

Ma. Teresa Tusié Luna
Instituto de Investigaciones Biomédicas,
Universidad Nacional Autbnoma de México.
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LA AMPK Y LA HOMEOSTASIS ENERGETICA*

Selene Fragoso Iiiguez ! y Patricia Coello Coutifio?

RESUMEN

Debido a la necesidad de mantener |la homeostasis
energética en los organismos, es una prioridad para los
seresvivos €l contar con una enzima capaz de evaluar €l
contenido energético celular. En células animales, la
Cinasa Activada por AMP, AMPK (por sus siglas en
inglés) es una enzima que regula algunos procesos
metabdlicos de acuerdo al estado energético; se activa
durante el gjercicio, diabetes tipo I, obesidad y anoxia
por lo que hasido propuestacomo un regulador metabdlico
durante condiciones energéticas anormales. Estaenzimaes
un complgjo heterotrimérico que se activa alostéricamente
por AMP, sin embargo para su completa activacion
necesita ser fosforiladapor unacinasario arribaconocida
como LKB1. En todos los eucariontes analizados se
encuentran complejos ortdlogos aAMPK, |o que sugiere
unaaltaconservacion funcional en el control metabdlico.

PALABRAS CLAVE: AMPK, SnRK1, ATP.

ABSTRACT

Energetic homeostasisisapriority for al the organisms.
Therefore, itisvery important to have an enzyme capable
of evaluating the changes in energetic status. In animal
cells, the AMPActivated Kinase (AMPK) isan enzyme
that regul ates some metabolic pathways according to the
energetic status. This enzyme is activated during
exercise, typell diabetes, obesity and anoxia, and it has
been postul ated as ametabolic regul ator during abnormal
energetic conditions. This enzyme is a heterotrimeric
complex that is activated allosterically by AMP;
however, for a complete activation, it needs to be
phosphorylated by an upstream kinase, LKB1. There
have been found orthologsto AMPK in all the eukaryotes
analyzed so far, suggesting ahigh functional conservation
in the metabolic control.

KEY WORDS: AMPK, SnRK1, ATP.

INTRODUCCION
i Vivir resultaavecestan apremiante!
Estamos siempre ocupados en miles
de asuntos a la vez que terminamos
haciendo las cosas de una manera
auténoma, nos enfocamos solo en lo
gue nos interesay hemos perdido la
capacidad de observar los detalles de
lavidaquelahacentan complegja, pero
estas sutilezas pueden resultar
sumamenteimportantes, puesto quesi
nuestro organismo no funciona
adecuadamente seria imposible
realizar todo |o que necesitamos hacer
diacon dia. Pero... (Quiény cémo se
encarga del buen funcionamiento de
nuestro organismo?

Parasobrevivir necesitamos energia
y ésta se obtiene de nuestro medio am-

biente, sn embargo esto no essuficien-
te ya que para poder ser utilizada, la
energia debe transformarse en € orgar
nismo. Los seres heterétrofos oxidan
los aimentos aAcetil CoA obteniendo
ATP através del ciclo de Krebs y la
fosforilacion oxidativa, mientrasquelos
autétrofos deben transformar laenergia
solar en ATP parapoder utilizarla.

El ATP es una molécula clave en
el metabolismo de |os seres vivos, se
considera universalmente como la
"monedaenergéticadelacéula’ pues-
toqueal hidrolizar losenlacesfosfato
gue contiene, seliberaunagran can-
tidad de energia (7.3 Kca /mol); en
promedio un adulto necesita ingerir
2500 Kcal diarias, un mol de glucosa
gueseasimilaen el cuerpo tipicamen-

te produce 29 moles de ATP que equi-
valen a aproximadamente 212 Kcal.
Demaneraquelaenergiacelular pue-
demedirse como el contenido deATP.
Sin embargo éste no es constante y
variade acuerdo alas condiciones fi-
sioldgicas, por o que es necesario un
mecanismo que indique cuando hay
poco ATPy cudles son los pasos que
el organismo debe seguir para poder
mantener su homeostasis energética.
Existe unaenzimadenominadacinasa
activada por AMP o AMPK (por sus
siglas en inglés, AMP activated
Kinase) que se activacuando disminu-
ye € contenido de ATPy aumenta €
de AMP, esta enzima es capaz de apa-
gar vias que consumen ATPy encen-
der otrasque ayuden aconservarlo (1).

*Recibido: 13 demarzo de2008  Aceptado: 10 junio de 2008 (articulo publicado extemporaneamente)
!Posgrado en Ciencias Bioguimicas? Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica. Universidad Nacional Auténomade México,
México, D.F,, Delegacion Coyoacan, CP 04510 Teléfono 56225280, Correo E: selenefi @yahoo.com.mx
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Figura 1. Activacion de AMPK dependiendo de la carga energética de la célula. De manera
general enlasviasanabdlicasel ATP, se conviertea ADP y finalmentea AMP lo que repercute
en la activacion de la AMPK, ésta enciende vias catabdlicas e inhibe las anabdlicas o que

permite optimizar el contenido de ATP.

¢Esposible que estaenzimaresulte ser
una especie de "detector" metabdlico
capaz de monitorear |os niveles de
ATP?, en estarevision trataremos de
proporcionar datos al respecto.

AMPK

Lamayoriade los procesos celulares
que consumen energia lo hacen
impul sados por € paso deATPaADP.
Cuando algun estrés hace que esta
relacion disminuya, aumenta el
contenido intracelular deAMPIo que
activa a la AMPK (Fig. 1), por
ejemplo durante el gjercicio, la
isquemiay también en ladiabetes, en
donde, a pesar de haber glucosaen la
sangre, éstano puedeentrar alacélula
y por lotanto lacélularesientelafalta
de energia.

Una vez activada, la AMPK
fosforilaun gran nimero de proteinas
provocando el apagamiento de ciertas
viasanabdlicas que consumen energia,
como labiosintes sdemacromol éculas,
crecimiento y proliferacion celular,
mientras que enciende las vias que
producen ATP como laglucdlisisy la
oxidacion de acidos grasos. Esto pue-
de ser através de la fosforilacion de
enzimasinvolucradasdirectamenteen
la regulacion de las vias correspon-
dientes, o através de regular la ex-
presion génica delacédlula(Fig. 2).

Otros factores que activan a la
AMPK son adipocinas (Cuadro 1)
como laadiponectinay laleptina (2).

Fragoso Ifiguez Sy Coello Coutifio P

Por esta razon se le ha atribuido a la
AMPK un papel preponderante en €l
balance energético del organismo, re-
gulando la ingesta de alimentos y €l
gasto energético. En este mismo con-
textoy deformamuy particular, seha
visto que laAMPK podria estar me-
diando la accion de adiponectina y
leptinalas cuales, junto con el gerci-
cio tienen un efecto protector contra
la obesidad y la diabetes, por lo que
en unavisiéon més bien farmacol gica
es muy probable que se estimule ala
AMPK con fines profilacticos y de
tratamiento de estas enfermedades.

Composicion y Regulacion de la
AMPK

La AMPK es un complejo
heterotrimérico formado por tres

Flujo
sanguineo Utilizacidon
Sintesis de de insulina
isoprenoides / Glucdlisis
\ eNOS
. HMGR IRS1
Sintesis de PEK2 Biogénesis
triacilglicerol F—___ / de
GPAT mitocondrias
Sintesis de
proteinas ! GS AMPK 5‘“‘“-»‘? —_— GLUT4
/ Transporte de
EF2 / [ \\ \I glucosa
R PEPCK, G6Pasa
Sintesis de CFTR ACCI Gluconeogénesis
proteinas FAS, ACC
Sintesis de acidos
Lipdlisis grasos

Transporte y

secrecion de CI-

Sintesis de acidos
grasos

Figura 2. Blancos de AMPK. Las proteinas y procesos activados por AMPK se indican con
una flecha, mientras que losinhibidos con una flecha sin punta. Cuando el efecto es causado
por un cambio en la expresion génica se coloco un signo de interrogacion pues no se conoce
el factor de transcripcién sobre el que actia la AMPK. Abreviaciones ACC, acetil-CoA
carboxilasa, CFTR, regulador transmembranal de la fibrosis quistica; EF2, factor de
elongacién 2, eNOS sintasa endotelial de dxido nitrico; FAS, sintasa de acidos grasos,
PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxicinasa; G6Pasa, glucosa-6-fosfatasa; GPAT, glicerol-3-
fosfato aciltransferasa; GLUTA4, transportador de glucosa; GS, glucégeno sintasa; HMGR,
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa; HSL, hormona sensible a lipasa; IRS1 sustrato re-
ceptor de insulina; PFK2, fosfofructocinasa; mTOR , blanco de rapamicina en mamiferos .

Adaptado de de la referencia 1.



REB 27(1): 3-8, 2008 LaAMPK y lahomeostasis energética

En afosrecientes se ha cambiado el concepto de que € tejido adiposo blanco sélo
sirve como reservorio de energia en forma de grasa, ahora se sabe que este tejido es
altamente dinamico y se encuentra involuctado en una gran variedad de procesos
fisiol6gicosy metabdlicos. Ademéas de acumular/liberar cidos grasos, los adipocitos
secretan adipocinas, que son proteinas con propiedades de sefiali zaci6n que participan
en una gran variedad de procesos como el balance energético, inmunidad, sensibilidad
ainsulina, formacion de nuevos vasos sanguineos, presion sanguinea, metabolismo de
lipidos y hemostasis®, de las cuales se han descrito cerca de 50 variedades (15).

Dos de estas adipocinas han sido ampliamente estudiadas, la Adiponectinay la
leptina

Adiponectina. Suprime la produccion hepatica de glucosa, reduce la resistencia a
lainsulina través de disminuir el contenido detriglicéridos; incrementa la oxidacion
de &cidos grasos, favorece la toma de glucosa y la produccién de lactato en miocitos,
la fosforilacion de acetil-CoA carboxilasa y la reduccion de moléculas involucradas

en la gluconeogénesis en el higado y la reduccion de los niveles de glucosa (2).
Leptina: su secrecidn puede reducir el apetito e incrementar el gasto energético
(favorece la lipdlisis). Ha sido asociada también con la angiogenesis, |la
hematopoyesis, la inmunidad y la formacién de huesos y se piensa que juega un
papel importante en el desarrollo sexual normal y en la reproduccién (15).
*Proceso mediante el cual se detiene el sangrado y cuyo mecanismo final para

conseguirlo es la coagulacion.

Cuadro 1. El tejido graso es dindmico.

subunidades, una catalitica conocida
como o y dos reguladoras B y v. En
humanos existen dos isoformas de la
o (ol y a2), dos de la subunidad 3
(Bly p2) y tresdelay (vL, 72,y 73).
La expresion de la subunidad o1 es
citoplasmicay parece ser ubicuaen €l
cuerpo, mientras que lasubunidad o2
serestringe al corazén, musculo e hi-
gado pero puede estar localizada tan-
to en el citoplasmacomo en el niicleo
(3). Esta subunidad esta constituida
por dos dominios, uno con la activi-
dad de cinasa (DK) y un dominio
autorregulador (DR).

La subunidad B contiene tres do-
minios: hacia el N-terminal un domi-
nio de unioén a glucégeno (GBD,
Glucogen Binding Domain), el domi-
nio KIS (por sus siglas en inglés,
Kinase Interacting Secuence) y €l do-
minio ASC (Association with Snfl
Complex) en el extremo C-terminal.
Mediante el dominio KIS seuneala
subunidad o mientras que la
subunidad y une a ASC, por lo que
esta subunidad constituye la base del
complegjo, permitiendo la interaccién

entre las tres subunidades.

Finalmentelasubunidad y estafor-
mada bésicamente por dos motivos
Bateman, constituidos a su vez por
cuatro CBS (Cystathione 3 synthase),
los cuales pueden unir ligandos que
contengan adenosina, comoAMP, ATP
0 S-Adenosilmetionina, o que sugie-
re que es realmente la subunidad y la
gue esta monitoreando el contenido
celular deATPy AMP. De manerain-
teresante, mutaciones en esta
subunidad conducen a enfermedades
cardiacas (4).

El modelo propuesto paralaregu-
lacion de AMPK postula que en pre-
senciade atos nivelesde ATP, el DR
delasubunidad o, enmascaraa DK;
cuando estos niveles caen y aumenta
el contenido de AMP, la subunidad y
une AMP lo que produce un cambio
conformaciona exponiendo el domi-
nio catalitico para facilitar su accién
(Fig. 3). Sin embargo, paralaactiva
cion completa del complejo es nece-
saria lafosforilacion de la subunidad
o en un residuo detreonina; en huma-
nos es la T172, fosforilacion que es

5

[levada a cabo por la cinasade protei-
nas LKB1 (Conocida también como
STK11, Serine/Threonine Kinase, y
que ha sido descrita como supresor
tumoral), en algunas célulasde origen
neuronal donde no existe expresion de
la LKB1, la AMPK puede ser
fosforilada por la cinasa CaMKK-f3
(Calmodulin dependent protein
Kinase Kinase) (5).

Si no tienes energia, no piensasen
reproducirte

LaLKB1, habiasido ampliamente
estudiada antes de que se conocierala
funcién descrita, yaque el gen corres-
pondiente esta mutado en pacientes
con €l sindrome de Peutz-Jeghers, €l
cual se caracteriza por una predispo-
sicion a desarrollar tumores en el
tracto digestivo (6).

De manera que la LKB1 esta
intimamente ligada con el desarrollo
de cancer. Se propone que en el
sindrome Peutz-Jegherslapropension
alaformacion de tumores se debe a
gue no hay quien active alaAMPK
Yy por tanto no existe quien detecte los
niveles energéticos de la célula y
regule e metabolismo, |o que deriva
en que la célula no registre cambios
en su contenido energético y siga
reproduciéndose. Esta conexién entre
cancer y energiaresume bastante bien
laimportanciaquetienelaAMPK en
el mantenimiento de la homeostasis
energética.

SNF1 y su papel dentro del
metabolismo del carbono

Snfl (por sussiglaseninglés Sucrose
Non Fermenting) es la proteina
homologaalaAMPK en lalevadura
(Saccaromyces cereviceae), este
microorganismo utiliza como fuente
de energia preferida la glucosa, a
través de un proceso conocido como
fermentacion en donde la energia
guimica contenida en la glucosa es
liberada mediante su degradacion a
etanol atravésdelaglucdlisis.



Figura 3. Activacion de AMPK. El dominio catalitico (DK) de la subunidad ¢ permanece
blogueado mientraslos niveles de ATP son normales (A), cuando éstos disminuyen la subunidad
¥ sufre una modificacion conformacional debida a la unién con AMP, esto permite que el
dominio catalitico se exponga y que se fosforile la T172 completando asi €l estado de activa-
cién del complejo (B).

Las levaduras pueden adaptar su
metabolismo para utilizar otras fuen-
tes de carbono como sacarosaeinclu-
so etanol. Esto selograatravés de la
combinacién de dos mecanismos prin-
cipalmente, lainducciony larepresion
por glucosa (7). En presencia de glu-
Cosa, varios genes que codifican para

Glucosa-6-Fosfato

"

proteinas que permiten el uso de otros
carbohidratos, permanecen reprimi-
dos transcripciona mente; esta repre-
sién seda por laaccién delaproteina
Mig 1 (Multicopy Inhibitor of GAL
genes), que en presencia de glucosa,
se une alos promotores de |os genes
blanco. En ausenciade glucosa, Migl

| I—

—

\
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sefosforilay setransloca rdpidamen-
teal citoplasma, liberando alosgenes
blanco delarepresion, permitiendo asi
la utilizacion de fuentes aternas de
carbono (Fig. 4) (8).

La proteina responsable de la
fosforilacion de Migl es Snfl quien
recibi6 este nombre porque lamutante
Asnfl es incapaz de crecer en
ausencia de glucosa. El gen snfl es
esencial para el crecimiento en
cualquier fuente alterna de carbono
puesto que se necesita para la
activacion delosgenesreprimidos por
glucosa pero ademas, es necesario
para la esporulacion, la acumulacion
de glucégeno y la biogénesis de
peroxisomas (9), por lo que Snfltiene
un papel clave en el metabolismo de
lalevadura.

Cinasas Relacionadas con Snfl

Existen cinasas homoélogasde AM PK
y por tanto de Snf1, en un gran nimero
de organismos eucariontes; esto ha
sido comprobado mediante la
busgueda no sblo del gen, sino de la

Sin glucosa
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Figura4. Representacion esquematica delarepresion por glucosa en levadura. (A) En presencia de glucosa, Migl entra al niicleo donde se une
a los promotores de los genes reprimidos por glucosa impidiendo su transcripcion. (B) En ausencia de glucosa, €l complejo Shfl fosforila a
Migly con ello se exporta del nuicleo favoreciendo la expresion de los genes reprimidos por glucosa.
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actividad de AMPK. Con este fin y
puesto que tanto AMPK como Snfl
presentan dominios cataliticos
altamente conservados, sehan podido
disefiar péptidos sintéticos para la
evaluacion delaactividad deAMPK;
por giemplo, laacetil-CoA carboxilasa
esun sustrato conocido delaAMPK y
apartir de su secuenciade aminoécidos
se disefib e péptido SAMS (10), un
péptido que haresultado sumamente til
en la caracterizacion de cinasas
relacionadas con Snf1 (SnRK por Snfl
Related Kinasas) de plantas.

En plantas, laprimer secuenciade
una cinasa relacionada con Snfl
(SNRK) se publico en 1991 y desde
entonces se han identificado 73
proteinas mas que forman parte de
esta familia. Estas pueden ser
clasificadas en tres subfamilias
SnRK1, SnRK2 y SnRK3. Se
considera SnRK 1 como lahoméloga
funcional aAMPK y Snfl. Se han
descrito miembros de esta subfamilia
en centeno, cebada, papa, trigo y
Arabidopsis entre otros. Este
subgrupo puede ser dividido asuvez
en SnRK1a, que esta presente en
todaslasplantasy SnRK 1b, que esta
representado solo en los cereales (11,
12). Las SnRK de plantastienen como
sustratos in vitro a la HMG-CoA

1. Hardie DG, Scott JW, Pan DA, Hudson ER (2003) Man- 3.
agement of cellular energy by theAM P-activated protein
kinase system. FEBS L etters 548: 113-120.

2. Yamauchi T, Kamon J, Minokoshi Y, ItoY, Wak H,

reductasa, |a sacarosa fosfato sintasa
y la nitrato reductasa, inactivandolas
al fosforilarlas (13).

Ademas, la expresion en
antisentido de una SnRK1 en papa,
resulté en un aumento delaexpresion
de genes que codifican para la
sacarosa sintasa y la ADP-glucosa
pirofosforilasa, enzimas clave en el
paso de sacarosa a amidén (14). Se
ha demostrado también que, SnRK1
es necesaria para la expresion de la
o-amilasa(15). Esto sugiere que estas
enzimas, en analogia con lasAMPK,
pueden regular varias vias bio-
sintéticas incluyendo la sintesis de
isoprenoides, la sintesis de sacarosa
y laasimilacion del nitrégeno através
de la fosforilacion directa de las
enzimas claves de dichos procesos o
regulando la expresi6n génica.

CONSIDERACIONESFINALES
Recientemente se hapostulado quela
unién de AMP en la subunidad vy, no
es el Unico mecanismo en gue esta
subunidad participa en la activacion
del complejo, ya que existe una
secuencia pseudosustrato en ella, la
cual mantiene bloqueado el sitio
activo de o hasta que la union del
AMP produce un cambio
conformacional que favorece la
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activacion (16). Esta informacion
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BASES M OLECULARES DE LAS ACCIONES
DE LA INSULINA*

Jesus Alberto Olivares Reyes y Araceli Arellano Plancarte

RESUMEN

Lainsulina es unahormonaliberada por |las células beta
pancredticas en respuestaanivel es elevados de nutrientes
en sangre, controlando funciones energéticas criticas
como el metabolismo delaglucosay delipidos. Cuando
lainsulinase une asu receptor, éste desencadena multi-
ples vias de sefializacion que median sus acciones bio-
I6gicas. Laincapacidad delas células blanco de respon-
der alainsulina, debido presumiblemente a defectos en
su sefializacion, estado conocido como resistencia a la
insulina, es unade las principal es caracteristicas de ma-
nifestaciones patoldgicas asociadas con la Diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2), una de las primeras causas de
muerte en México y anivel mundial. El objetivo delapre-
sente revision es dilucidar las bases moleculares de las ac-
cionesdelainsulinay de los mecanismosinvolucrados en
regular sus efectos. El comprender estos mecanismos per-
mitird comprender cuales son las causas asociadas con €l
desarrollo de laresistenciaalainsulinay laDM?2.

PALABRAS CLAVE: Insulina, diabetes mellitus tipo 2,
receptor deinsuling, sustrato del receptor deinsuling, cinasa
Akt, resistenciaalainsulina

ABSTRACT

Insulin is a hormone released by pancreatic beta cells
in response to elevated |levels of nutrientsin the blood,
controlling critical energy functions such as glucose
and lipid metabolism. When insulin bindsto the insulin
receptor (IR), the activated receptor triggers multiple
signaling pathways that mediate the biological actions
of insuline. Failure of target cells to respond to insulin
presumably because of defectsin the insulin signaling
pathway, astate known asinsulin-resistance, isamajor
attribute to the pathol ogical manifestations associated
with diabetes mellitus type 2 (DM2), one of the first
causes of death in Mexico and worldwide. The objective
of the present review isto unravel the molecular basis
for insulin actions and the mechanisms involved in
regulating its effects. Understanding these mechanisms
will allow us to understand what are the causes
associated with the development of insulin resistance
and DM2.

KEY WORDS: Insulin, diabetes mellitus type 2,
insulin receptor, insulin receptor substrate, Akt kinase,

INTRODUCCION

El apropiado almacenamiento y
liberacion de energia durante los
estados de aimentacién y ayuno son
esencialesparalasobrevivenciay son
controlados principalmente por la
accion de lainsulina. Lainsulina es
unahormona peptidicade 5.8 KDa, y
es secretada por las células 3 en los
islotes pancredticos de Langerhansen
respuestaaniveleselevadosdenutrientes
en lasangre. Su principal funcién esla
de mantener la concentracion de
glucosaen sangre en un rango normal,

entre 80-105 mg/dl favoreciendo la
entrada y almacenamiento de este
nutriente en musculo y tejido adiposo
y en higado se favorece su amace-
namiento y se inhibe su produccion.
Ademés, regulael metabolismo delos
carbohidratos, lipidos y proteinas y
promueveladivisiony el crecimiento
celular a través de sus efectos mito-
génicos. Las acciones de la insulina
son mediadas por cascadas de sefia-
lizacion intracelular, en las cuales la
fosforilacion inicial del receptor en
residuos detirosina (Tyr) llevaauna

*Recibido: 7 de febrero de 2008

serie de eventos de fosforilacion/
desfosforilacion de cinasas de Tyr y
serina/treonina (Ser/Thr). Estas
cinasas son las responsables de
transmitir la sefia de lainsulina para
la regulacion de eventos metabdlicos
dentro delacélula(Z, 2).

RECEPTOR DE INSULINA

La insulina inicia sus acciones
bioldgicas por su unién a receptores
especificos localizados en la
membrana celular. El receptor de
insulina (IR) esunaglucoproteinaque

Aceptado: 13 de mayo de 2008 (articulo publicado extemporaneamente)

Departamento de Bioguimica, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN, Av. IPN #2508, San Pedro Zacatenco, C.P.
07360, México, D.F. Correo E: jolivare@cinvestav.mx
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pertenece a la familia de receptores
para factores de crecimiento con
actividad intrinseca de cinasas de Tyr
(RTK's), loscuaesal ser estimulados
por su ligando se autofosforilan en
residuos de Tyr (3).

El IR es un heterotetramero
compuesto por dos subunidades o y
dos subunidades 3 unidas por puentes
disulfuro. Las subunidades o se
encuentran localizadas en el exterior
de la membrana plasmatica y
contienen sitiosdeunién alainsulinag,
mientras que las subunidades 3 tienen
una porcién extracelular, una trans-
membranal y unaporcion intracelular
en donde se localiza el dominio con
actividad de cinasa de Tyr. En la
regionintracelular se han identificado
tres regiones estructurales que
incluyen: 1) region yuxtamembranal
intracelular, que parece ser importante
en la transmisién de la sefia y en
donde selocalizan lastirosinas Tyr%®
y Tyr®2 (4); 2) regién reguladora en
donde se encuentran las tirosinas
Tyrllss, Tyr1162 y Tyr1163. La auto-
fosforilacion de estos tres residuos
aumentade 10 a 20 veceslaactividad
de cinasadel receptor y 3) regién con
sitios de fosforilacion en el extremo
carboxilo terminal (Tyr'3%, Tyrl34)
que al parecer puede jugar un
importante papel regulador peronoen
la sefidlizacion del receptor (3) (Fig.
1).

En condicionesdeno estimulo, las
subunidades o ejercen un papel
regulador sobre las subunidades 3,
inhibiendo la capacidad del receptor
paraautofosforilarse. Después de que
la insulina se une a su receptor, las
subunidades « sufren cambios
conformacionales que permiten que
las subunidades B se activen y sean
capaces de autofosforilarse en
residuos de Tyr. EI mecanismo de
autofosforilacion al parecer se da por
procesos de cis- y trans- autofos-
forilacion mediante las cuales ciertos
residuos son fosforilados por la

Olivares Reyes JA, Arellano Plancarte A

Subunidad O

Subunidad
'Dominio catalitico |

Tyrogs
Tyrg72

Lys 1030

TYT 4328
TYT 4334

Unioén deinsulina

0:1IR a2ER

Regidén
transmembranal

Regién
juxtamembranal

Sitiodeunién aATP

Tyr 1158
TYT 4162
¥T 4163

Asa de activacion

COOH-terminal

Figura 1. Estructura del Receptor de Insulina: dominios funcionales del receptor. El IResun
heterotetramero que consiste de dos subunidades o extracelulares unidas a dos subunidades
B por puentes disulfuro. Las subunidades oc contienen las regiones de union aiinsulina c1'®y
2R en adicion a una region rica en cisteinas (Cys). La subunidad S contiene una porcién
extracelular, una transmembranal y una intracelular. En su porcion intracelular selocaliza un
dominio catalitico de cinasa de tirosina con un sitio de unién a ATP y sitios de fosforilacién en
tirosina que se localizan en las regiones juxtamembranal (Tyr%5, Tyr®?), asa de activacion
(Tyr1%8, Tyr162 Tyr116%) y carboxilo terminal (Tyrs28, Tyr1ss4),

actividad de fosfotransferasa de la
misma subunidad 3 (cis-), mientras
gue otros son substrato delaactividad
de cinasa de la subunidad 3 opuesta
(trans-). Ademés, estudios recientes
han reportado que se requiere de al
menos 7 sitiosdefosforilacién en Tyr
en el IRy de la actividad enzimética
de cinasa de Tyr para el apropiado
funcionamiento del receptor (5).

VIASDE SENALIZACIONDE LA
INSULINA

Una vez que la insulina interacciona
con su receptor y éste es activado, se

inicia el encendido de cascadas de
sefializacion que dependen de un
orquestado nimero de interacciones
proteicas. Dos vias principales de
transducciéon son activadas por
accion de la insulina: la via de la
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y
la via de las cinasas activadas por
mitégenos (MAP cinasas). Ambas
vias regulan la mayoria de las
acciones de la insulina asociadas a
la regulacién del metabolismo
energético, de la expresion genética
y de efectos mitogénicos (2, 3).
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a) Via de sefializacion de las MAP
cinasas.

Los efectos de la insulina en la
regulacion de la sintesis de proteinas
son mediados principamente através
de la activacion de la via de
sefidizacion delasMAP cinasas (Fig.
2). Lafosforilaciénenresiduosde Tyr
del dominio citoplasmético del IR,
promueve laasociacion delaproteina
She, la cual une a complejo Grb2/
SOS; SOS es un factor recambiador
de nucledtidos de guanina (GEF),
capaz de activar a Ras. La activacion
deRas(GTP-Ras) iniciael encendido
de la cascada de las MAP cinasas.
GTP-Ras se uney activaa Raf-1 que
subsecuentemente lleva a la
fosforilacion y activacion de la via,
gue involucra el reclutamiento y
activacion de MEK (también llamada
cinasade MAPcinasa) y delasERK 1
(cinasareguladaextracelularmente 1)
y ERK2. Alternativamente a esta via
de sefializacion que lleva a la
activacion de las ERK1 y ERK2
(conocidas genéricamente como MAP
cinasas), lainsulinaes capaz de activar
a estas proteinas por una via
independiente de Shc, pero que
depende de la activacion del IRS
(sustrato del receptor deinsuling). Una
vez activo IRS, unea complejo Grb2/
SOS y a partir de este punto la
secuencia de activacion de proteinas
eslamismaque se describi6 para Shc
(Fig. 2). Las MAP cinasas tienen una
ampliagamade sustratos potenciales,
incluyendo factores de transcripcion
y otras cinasas, que participan
principalmente en laregulacion de la
expresion genéticaentegjidos sensibles
alainsulina pero no en laregulacién
del transporte de glucosa (2, 6).

b) Via de sefializacion dela PI3K

La via de la PI3K es el principal
mecanismo por el que la insulina
egjerce sus funciones en el
metabolismo de la glucosa y de
lipidos. La transduccion de sefiales a
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Membrana
plasmatica

Citoplasma

Transcripcionde Genes

Figura2. Activaciondelavia delasMAPK por accion delainsulina. Lainsulina activalavia
de las MAPK a través de dos mecanismos: en el primero, la activacién del IR promueve la
asociacion de la proteina She, la cual une al complejo Grb2/SOS; SOS activa a Ras, la cual
inicia el encendido de la cascada de las MAPK. GTP-Ras une y activa a Raf-1 que
subsecuentemente |leva a la fosforilacion y activacion de MEK y de las ERK1/2. Alternativa-
mente existe una via independiente de Shc pero dependiente de la activacion del IRS por la que la
insulina es capaz de activar alasMAPKSs. En esta, una vezactivo IRS uneal complgo Grb2/SOSy a
partir de este punto la secuencia de activacion de proteinas esla misma que se describié para She.

través de la via de PI3K se
esguematizaen lafigura3y seinicia
cuando el receptor activo y
autofosforilado, interaccionacon IRS
y lo fosforila. Las proteinas IRS
contienen un dominio amino-terminal
de homologia a pleckstrina (dominio
PH) altamente conservado, seguido
por un dominio de unién a
fosfotirosinas (PTB), que en conjunto
permiten el acoplamientodelRSal IR
activo. Adicionalmente, los IRSs
contienen entre 8 y 18 sitios
potenciales de fosforilacion (en
funcién del tipo de IRS, delos cuales
se conocen 4 isoformas, IRS-1 alRS-
4), que a ser fosforiladospor €l IR, se
convierten en sitios de union y
activacion de proteinas que contienen
dominios SH2 (de homologia al
dominio 2 delaproteina Src), muchas

de las cuales funcionan como
proteinas adaptadoras, como esel caso
de PI3K, Grb2 (proteina 2 unida a
receptor del factor de crecimiento),
Crk Il, SHP-2 (proteina tirosina
fosfatasa con homologia a Src), entre
muchas otras (6).

A pesar dequeexisten 4 isoformas
de IRS, al parecer la que esta
involucrada en el transporte de
glucosaalas célulaseslaisoformal,
por lo que en adelante se hara
referencia principalmente a esta
isoforma.

LasPI3Ks, son heterodimeros que
constan de una subunidad reguladora
(P850, p550:, PS0aL, P85 6 P557K) y
de una subunidad catalitica (p110a,
p110B 6 pl1109). Las subunidades
regul adoras son proteinas adaptadoras
gue contienen dos dominios SH2, los
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Figura 3. Activacion de la via dela PI3K/Akt por lainsulina. Esta via representa el principal mecanismo por el que la insulina gjerce sus
funciones en el metabolismo. El IR activo y autofosforilado, activa a IRSla cual contiene varios sitios de fosforilacién en residuos de Tyr (Y)
que al ser fosforilados por €l IR, se convierten en sitios de unién y activacion de proteinas que contienen dominios SH2 como PI3K. La PI3K
consta de una subunidad reguladora (p85) y de una subunidad catalitica (p110). La interaccion entre p85/IRS-1 da por resultado la activa-
cion de pl10y a consecuencia de ello, p110 tiene acceso a su sustrato P1(4,5)P,, el cual esfosforilado en la posicion 3 del inositol, generando
PI(3,4,5)P,, que sirve como sitio de unién para cinasas de Ser como PDK1 y Akt. El complejo proteico PDK2 activa a Akt, induciendo una
primera fosforilacion en la Ser#® que es seguida por una fosforilacion en la Thr®%, esta Ultima inducida por PDK1. Akt regula varios de los
efectos metabdlicos de la insulina a través de regular la activacion de diferentes sustratos que propagan la respuesta, como mTor, FOXO,

GSK3y caspasa 9.

cuales permiten su uniéon a las
proteinas IRS-1. Lainteraccion entre
ambas proteinas provoca cambios
alostéricos en la conformacion de la
subunidad reguladora dando por
resultado laactivacion delasubunidad
cataliticade PI3K. A consecuenciade
ello, p110 se localiza cerca de la
membrana plasmatica en donde tiene
acceso a sus sustratos Pl4-P (fosfa-
tidilinositol 4-fosfato) y PI14,5-P,
(fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato), los
cuales son fosforilados en la posicion
3del inositol, generando | os productos
PIP, (PI3,4-bisfosfato) y PIP, (PI3,4,5-
trisfosfato), respectivamente (Fig. 3).
El PIP, sirve como sitio de union para
cinasas de Ser como PDK1 (cinasa
dependiente de fosfoinositidos-1), y
Akt o proteina cinasa B (PKB) (7).

En el caso de la cinasa Akt,
después de su reclutamiento a la
membrana plasmética es fosforilada
en dos residuos, la Ser‘? y la Thr%®,
La fosforilacion en la Ser™ ocurre
primero por accion del complejo
proteico mTor/Rictor, también
conocido como PDK2. Esta fosfori-
lacién parece promover lainteraccion
entre el motivo hidrofébico del
carboxilo terminal de Akt y lacinasa
PDK1 que lafosforila en la Thr®,
estas dos fosforilaciones son
importantes para que Akt se active
completamente (8).

Existen tres isoformas de Akt
(Akt1-3), delas cuales, laisoforma 2
parece ser la que juega un papel
importante en la incorporacion de
glucosa inducida por lainsulina. La

enzima Akt regula varios de los
efectos metabdlicos de la insulina a
través de la fosforilacion de unalista
creciente de sustratos que propagan la
respuesta de lainsulina, incluyendo a
la enzima glucégeno sintasa (GS), a
laglucogeno sintasacinasa3 (GSK3),
alasintasa de oxido nitrico inducible
(iINOS), a la fosfofructocinasa 2
(PFK?2), a la proteina de union al
elemento derespuestaal AMPciclico
(factor de transcripcién CREB), ala
molécula blanco de la rapamicina en
mamiferos (MTOR), alacaspasa9y a
la proteina antiapoptdtica antagonista
deBcl2 (BAD) (Fig. 3) (3). Entreestos
destacalafosforilacion einactivacion
delaenzimaGSK3 (3, 7), unacinasa
que en condiciones de no estimulo
inhibe a la glucogeno sintasa; la
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Figura 4. Regulacion del transporte de glucosa por la insulina. La insulina promueve la translocacion del transportador GLUT4 de
compartimentos intracelulares a la membrana plasmatica. La proteina AS160 en su estado no fosforilado y activo regula negativamente a
las proteinas G pequefias Rab, |as cuales participan en el trafico vesicular de GLUT4. AS160 estimula la hidrdlisisdel GTP unido a las Rab
(generando Rab-GDP, inactivo) e inhibiendo el trafico vesicular. Cuando ASL60 es fosforilada por Akt se inhibe, por lo que se incrementa el
tréfico-dependiente de Rab-GTP (activo) de GLUT4 a la membrana plasmatica. Por otra parte, PDK1 induce también la fosforilacion de
sitios criticos en el asa de activacion de dos formas atipicas de la PKC (PKCA/&), que contribuyen de manera significativa a la translocacion
de GLUT4 inducida por la insulina. Recientemente se describié un modelo alternativo independiente de PI3K/PDK1/Akt, mediante el cual la
unioén de insulina a su receptor activa la proteina G pequefia TC10 via el complejo APS/CAP/Chl. TC10 participa en la activacion de las
PKC-A/& que produce la translocacion de GLUTA4.

inhibicion de GSK 3 por Akt favorece
la activacién de la glucégeno sintasa
y el aumento en la sintesis de
glucdgeno (6).

La cascada de la PI3K incluye a
otras cinasas de Ser que median la
respuesta de lainsulina, incluyendo a
MTOR la cual regula la sintesis
proteica a través de las vias de
p70S6K/S6 y 4EBP1/elF4 (6, 7).

REGULACION DEL TRANS-
PORTE DE GLUCOSA

Quizéas uno de los mecanismos de
accion de lainsulinamas estudiado y
aun poco comprendido esel relacionado
alaregulacion del trangportedeglucosa

en células adiposas y musculares. La
insulina promueve la trand ocacion del
transportador de glucosa GLUT4 de
compartimentos intracelulares a la
membrana plasmética, por unaviaque
depende de la activacién de PI3K y
de la cinasa Akt (8). Evidencias
recientes indican que el tréfico de
GLUT4 a la membrana plasmatica
depende de varios mecanismos entre
los que se encuentra la participacion
de la AS160 (la cual contiene un
dominio Rab/GAP). AS160 (sustrato
de Akt de 160 KDa) es una proteina
gue en su estado no fosforilado y
activo regula negativamente la
actividad delas proteinas G pequefias

Rab, lascuales participan en el trafico
vesicular de GLUT4, inhibiendo la
exocitosis basal del transportador.
AS160 es sustrato de Akt, y cuando
es fosforilada por Akt, AS160 se
inhibe, por lo que se incrementa €l
trafico-dependiente de Rab del
transportador GLUT4 alamembrana
plasmética (Fig. 4) (8).

En afios recientes fue descrita en
adipocitos una via de transporte de
glucosa independiente de PI3K, e
involucra a la proteina Chl y a las
proteinas adaptadoras APSy CAP. La
formacion de un complejo proteico
entre APS/CAPI/Chbl, permite la
fosforilacion de ésta Ultima proteina
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por el IR. EI complejo CAP/ChI
fosforilado sedisociadd IR y através
de CAP interacttia con la flotilina en
microdominios de la membrana
plasmética conocidos como balsas
lipidicas (lipid rafts), en donde Chbl
reclutaal complejo proteico Crkll-C3G.
C3G activaalaproteinaTC10, proteina
G pequefia, miembro de la familia de
Rho, la cual al parecer lleva a la
trandocaciondeGLUT4 (Fig. 4) (1, 8).

Por otra parte, la activacion de las
PKCs atipicas A y { inducida por la
insulina también las involucra en
favorecer el transporte de glucosa
inducido por lainsulina. Sehadescrito
quelaactivacion de PKC- A/{ podria
darserio abajo de PI3K y de TC10, es
decir, podrian ser proteinas en donde
convergen ambasviasde sefidlizacion
involucradas en el trasporte de
glucosa. Por un lado, se ha sugerido
gue ambas PK Cs pueden asociarsecon
PDK1 cuando ésta se ancla a PIP,
generado por la accion de PI3K,
induciendo la fosforilaciéon en los
residuos de Thr*2/Thr*° en el asa de
activacion de PKC. Por otra parte,
cuando TC10 esactivado interacciona
con el complejo PKC atipica/Par6/
Par3, lo que induce € reclutamiento
de ambas PKCs en la membrana
plasmética donde son activadas (9).
Par3/Par6 son dos proteinas de
andamiaje recientemente descritas
como proteinas que interaccionan con
PKC-A/C, y que en complejo
participan en mediar varias de las
funciones celulares de la PKC.
Finalmente, podemos decir que
independientemente delaviaquelleve
a la activacion de PKC-A/{, ambas
contribuyen de manerasignificativaa
la translocacién de GLUT4 inducida
por lainsulina (Fig. 4) (8, 9).

MECANISMOSDE REGULACION
DE LA SENAL DE INSULINA

Laduraciony extension delas sefiales
inducidas por accién delainsulinason
altamente reguladas para promover €l

Olivares Reyes JA, Arellano Plancarte A

adecuado funcionamiento metabdlico, €
balance energético y € mantenimiento
del peso corpora. El control de las
accionesdelainsulinasellevaacabo
gracias a mecanismos muy finos de
autorregulacion (desensibilizacion
homadloga), en donde enzimas de la
misma via que fueron activadas por
accion de la insulina inhiben la
actividad de proteinas claves de la
sefializacion, como lo son €l IR o sus
sustratos IRS. Alternativamente,
sefidles de vias no relacionadas a la
de la insulina pueden inhibir su
sefializacion a través de mecanismos
de desensibilizacién heteréloga. De
esta forma, tanto el IR como su
principal sustrato, el IRS, se
encuentran sujetos a una combinacion
de mecanismos de desensibilizacién
homdlogay heteréloga. A continuacién
se describen los principales puntos de
regulacion anivel dd IRy de IRS por
accion delainsulina (Fig. 5).

a) Regulacion anivel del IR

Endocitosis. Una vez que lainsulina
seunecond IR, e complegjoinsulina
receptor es internalizado hacia los
endosomas primarios, principa mente
mediante su inclusion en vesiculas
recubiertasdeclatrina, en dondeel IR
permanece activo y completamente
fosforilado. ElI pH é&cido de los
endosomas induce la disociacion de
la insulina del IR; una vez que la
insulina se disocia, ésta es degradada
por accion de la enzima insulinasa
acida endosomal y € IR esreciclado
alamembrana celular. Sin embargo,
en condiciones de estimulacion
prolongada con niveles saturantes de
insuling, el IR es transportado a los
lisosomas para su degradacion. De
esta forma la internalizacion, el
reciclamiento y ladegradacion del IR
determinan el nimero de receptores
presentes en la superficie celular
disponibles para la union de la
insulina. Aunguelainternalizacion del
IR juega un papel crucial en la

atenuacion de los efectos de la
insulina, también se ha sugerido que
es importante en la activacion de Shc
y laviade las MAP cinasas (Fig. 5).
Este fino mecanismo deregulacion del
nimeroy delaactivacion del IRenla
membrana plasmatica es crucial para
determinar lasensibilidad celular ala
insulina, no Unicamente en condi-
ciones fisiol6gicas sino también en
condiciones patol 6gicasincluyendo a
laresistenciaalainsulina (10).
Accion de Proteinas fosfatasas de
Tyr. Se ha postulado que €l grado de
activacion del IR estddeterminado por
acciones opuestas a su fosforilacion
enresiduosde Tyr. Un mecanismo de
regulacion de lasefial de insulina que
actualmente es sujeto de un gran
nimero de estudios, involucra la
desfosforilacion deresiduosclavesde
Tyr en el asadeactivacion del receptor
por la activacion de proteinas
fosfatasasde Tyr (PTPs) (Fig. 5). Las
PTPs se clasifican en dos categorias:
PTPscitosdlicasy PTPsde membrana
y ambos grupos han sido identificados
como reguladores de la actividad del
IR. Con respecto a las PTPs
localizadas en la membrana PTP-a.,
PTP-¢ y LAR a parecer juegan un
papel importante en la regulacion de
lafosforilacion ddl IR. En particular
se ha observado que LAR (fosfatasa
relacionada al antigeno comun de
leucocito) interactia con el IRy lo
desfosforila. Sin embargo, las
evidencias experimentales mas
importantes de la participacion de las
PTPsen laregulacién de las acciones
de la insulina provienen de estudios
realizados con PTPs citosolicas,
principamenteconlaPTP-1B y SHP-
2. PTP-1B no unicamente disminuye
la sefia de lainsulina cuando ésta es
sobre expresada, sino también se
asociaal IR en célulasintactas, lo que
sugiere que puede funcionar como un
regulador delasaccionesdelainsulina
in vivo. De manera interesante, la
eliminacién del gen de PTP-1B en
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Figura 5. Mecanismos de regulacion de la sefial de insulina. Las acciones de lainsulina son moduladas a través de diferentes mecanismos
entre los que destacan: @) laendocitosisy reciclamiento de los receptores, que controlan su degradaciony nimero en lamembrana celular;
b) la accidn de proteinas con actividad de fosfatasa de tirosina (PTPs), que desfosforilan residuos de proteinas clave de la sefidizacién de la
insulinacomo el IRSYy su propio receptor, y c) lafosforilacién en residuos de Ser/Thr del IRy del IRS. Estos mecanismos regulan la sefial de
lainsulinaanivel del receptor o de proteinas rio abajo de éste, alterando su actividad, desacoplando la formacion de complejos proteicos y

regulando su nimero y localizacion celular.

ratones (ratones "knockout") muestra
un aumento en la sensibilidad a la
insulina relacionado a un incremento
en el estado de fosforilacion en
residuos de Tyr del receptor.
Adiciona mente, se ha observado que
la desfosforilacion del IR por esta
fosfatasa induce una disminucién en
laincorporacién de glucosa en tejido
muscular y adiposo y ateraciones a
nivel metabdlico. De esta forma, la
inhibicion delaPTP-1B resultaser un
atractivo blanco para el disefio de
drogasqueincrementen lasensibilidad
alainsulina (11).

Otra PTP citoplasmica de interés
es SHP-2, la cual contiene dos
dominios SH2 que le permiten
asociarse a diferentes proteinas

durante la sefializacion delainsulina.
Sin embargo, €l papel de SHP-2 enla
regulacion de las acciones de la
insulina parece ser diferente en
comparacion con PTP-1B, ya que
diferentes estudios han dado evidencia
de que SHP-2 puede tener efectos
reguladores positivos y negativos en
las acciones de lainsulina. En €l caso
de los efectos negativos, se ha
encontrado que SHP-2 seune d IRy
ala proteina IRS-1 y que esta unién
[leva a la inactivacion por
desfosforilacién de ambas proteinas.
Sin embargo, también existen
evidencias que involucran a SHP-2
como un regulador positivo en lavia
de Ras’MAPK. Estos resultados dan
evidencia de la necesidad de mas

estudios sobre el papel de las PTPs
como reguladores de |as acciones de
lainsulina (11).

Fosforilacion en residuos de Ser/
Thr. La fosforilacion en residuos de
Ser/Thr ocurre en respuesta a la
insulina como un mecanismo que
modula su sefializacion intracelular
(Fig. 5). Existe evidencia de que un
aumento en lafosforilacién del IR en
residuos de Ser/Thr altera su
autofosforilacion en respuesta a la
insulina. Diversos estudios han
demostrado laparticipacién delaPKC
como cinasaclave en laregulacion de
la actividad del IR, ya que media su
fosforilacion en las regiones
yuxtamembranal (residuos Ser®’ y
Ser®?), catalitica (residuos Ser°,
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Serl®s y Serl%7) y carboxilo terminal
(residuos Ser'?88 Seridts Serisos
Ser®2! Ser®27 y Thri®®) (4). Aunque
no esclaro el papel delafosforilacion
de cada uno de estos residuos en €
estado de autosfosforilacion del IR o
en su actividad de cinasa, varios de
estos sitios se encuentran en cercana
proximidad a los sitios de auto-
fosforilacion del IR o se encuentran
dentro del sitio catalitico y podrian,
por tanto, alterar la conformacién del
IR 0 el acceso aresiduosde Tyr clave
en su activacion (5, 12).

b) Regulacién anivel del IRS
Fosforilacién en residuos de Ser/Thr.
Después del estimulo con insulina, €l
IRS-1 sefosforila de manera notabl e,
no Unicamente enresiduosde Tyr sino
también en residuos de Ser/Thr (Fig.
5). Deuntotal de 232 residuos de Ser/
Thr presentes en IRS-1, alafechase
han identificado alrededor de 70
residuos como sitios potenciales de
fosforilacion para diferentes cinasas
(conocidas como cinasas de IRS).
Actualmente se sabe que, en la
mayoriade |los casos, lafosforilacion
de estos residuos esta implicada en
mecani smos de atenuaci 6n de la sefial
deinsulinaquedesacoplalauniéndel
IRS de proteinas efectoras de la via
de insulina como lo es la PI3K (13,
14).

Lafosforilacion enresiduosde Ser/
Thr de IRS puede llevarlo a: a)
desacoplarse del IR lo que atera su
capacidad deexperimentar fosforilacion
enresiduosde Tyr; b) su disociacion de
complejos intracelulares que lo
mantienen en cercania con € IR; ¢)
su degradacion o bien, d) convertirlas
en proteinas inhibidoras de la
actividad de cinasadel IR (13, 14).

Estudiosrecientes hanidentificado
varios residuos de Ser/Thr como
blancos potenciales de fosforilacion
de cinasas de IRS que afectan su
activacion. Entre ellos se encuentran
la Ser¥ fosforilada por la cinasa del
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N-terminal de c-Jun (JNK) y por
MTOR; la Ser™4, fosforilada por la
cinasainducible por sal-2 (SIK-2); la
Ser®®, fosforiladapor ERKy mTOR;
la Ser®%, fosforilada por ERK y
MTOR/S6K 1; la Ser®= fosforilada por
PKCC, y la Ser''®, fosforilada por
PK CO. En todos |os casos, lainsulina
lleva a la activacion de las cinasas
mencionadas, resultando en la
disminucién delasefidizacion (7, 12-
14).

Modulacién por interaccion con
proteinas SOCS. Recientemente seha
demostrado quelafamiliade proteinas
supresoras de proteinas de
sefializacion de citocinas (SOCS)
juega un papel importante en regular
negativamente laactivacion del IRS,
ya sea por interacciones directas o
indirectas. Se ha demostrado que su
expresion es inducida por el
tratamiento con la insulina en varios
tgjidos y lineas celulares. Cuando se
induce la sintesis de las proteinas
SOCS estas son capaces de asociarse
con las proteinas IRS, alterando su
estructuray su uniéntantoal IR como
a proteinas efectoras como lo es la
PI3K. Ademas, se ha observado que
la asociacion de SOCS con IRS
promueve su degradacién y dismi-
nucién en el nimero de celulas (5).

¢) Mecanismos de regulacion rio
abajodelRS.
Las fosfatasas de lipidos que
desfosforilan los productos de la
activacion de PI3K estan involucradas
en laregulacion de lavia de insulina
rio abajo de IRS. Entre estas se
encuentran SHIP-2 (inositol fosfatasa
condominio SH2),y PTEN (fosfatasa
y homadlogo de tensina removido en
e cromosoma 10), proteinas fosfatasas
que inducen ladesfosforilacion del PIP,
enlasposiciones5'y 3, repectivamente,
generando fosfatidilinositol 3,4 bis-
fodfato, y fodfatidilinogitol 4,5 bisfosfato.
Al parecer, estas desfosforilaciones en
los lipidos de la membrana tienen

efectos biologicos diferentes. Por
gjemplo, PTEN parece funcionar
como supresor de tumores ya que se
ha observado que mutaciones en esta
enzimallevan asindromes neoplésicos
sin tener efectos metabdlicos. Sin
embargo, en el ratdn "knockout" de
SHIP-2 hay un incremento en la
sensibilidad alainsulina debido aun
aumento en la produccién de PIP, y
por la tanto a un aumento en la
actividad de proteinas rio abajo de
PI3K involucradas en procesos
relacionados con el trasporte de
glucosa (14).

RESISTENCIA A LA INSULINA
Laresistenciaalainsulinaesun estado
patolégico en el que las células que
ordinariamenteresponden alainsulina
dejan de hacerlo. Los individuos con
resistencia a la insulina estan
predispuestos al desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), ademas de
asociarseles frecuentemente con un
nimero importante de desordenes de
salud entre los que se encuentran la
obesidad, |a hipertensién, infeccion
cronica y enfermedades de tipo
cardiovascular. Por lo anterior,
entender los mecanismos que
favorecen el desarrollo de la
resistencia alainsulina con €l fin de
generar tratamientos que ataquen esta
condicion, ha sido y seguira siendo
tarea de muchos grupos de
investigacion.

De manera general, la resistencia
a la insulina se manifiesta por una
disminucién en el transporte de
glucosa inducido por la insulina en
adipocitos y musculo esquelético, un
aumento de la produccion de glucosa
hepética y alteraciones en el
metabolismo de lipidos en tejido
adiposo y hepético (14-16). A nivel
molecular, los mecanismos por losque
se genera laresistencia a la insulina
pueden ser miltiples y variar de un
individuo a otro. Sin embargo, la
resistencia a la insulina es la
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consecuencia de una deficiente
sefializacion delainsulinacausadapor
mutaciones o modificaciones post-
traduccionales del IR o de moléculas
efectoras rio abajo del mismo. En
algunos casos la resistencia a la
insulina se debe a un defecto en la
unién delainsulinaasu receptor, pero
mas a menudo se atribuye a
alteraciones posteriores ala unién de
la insulina, que alteran desde la
funcionalidad de su receptor hasta la
actividad de proteinas localizadas rio
abajo del mismo y que desempefian
funciones importantes en la
sefidlizacion delainsulina(l, 12, 14).
Entre las alteraciones mascomunes se
encuentran la disminucién en el
nimero dereceptoresy de su actividad
de cinasa; un aumento en el estado de
fosforilacion en residuos de Ser/Thr
de proteinas clave como el receptor y
su sustrato; la disminucién de la
actividad delascinasasPI3K y Akt, y
defectosen laexpresiony funcion del
transportador GLUT4 (15). De estas
alteraciones el aumento en la
fosforilacion enresiduosde Ser/Thr a
nivel del IR y de IRS, ha sido
considerado como uno de los
mecanismos clave en el desarrollo de
laresistenciaalainsulina. Un aumento
en € estado defosforilacion de ambas
proteinas puede alterar su asociacion
a otras proteinas, bloquear sitios de
fosforilacion en Tyr, disminuir su
activacion e inducir su degradacion
(14-16).

Laimportancia de un aumento en
el estado de fosforilacion en residuos
de Ser/Thr de las proteinas IRS
también ha sido documentado en
estudios clinicos, en donde se ha
demostrado que en higado, musculoy
tejido adiposo de pacientes obesos
(tejidos que desempefian un papel

importante en el desarrollo de la
resistenciaalainsuling), laexpresion
de las proteinas IRS-1 disminuye
alrededor del 54%, y este aumento en
la degradacion de IRS puede estar
dado por un aumento en la
fosforilacion de IRS en residuos de
Ser/Thr.

Varios agentes y condiciones
metabdlicashan sidoimplicadoscomo
inductores de la resistencia a la
insulina. Los més comunes son los
acidosgrasoslibresy susmetabolitos;
el factor de necrosistumoral-o. (TNF-
o) y otras citocinas; hormonas
catabdlicas como la epinefrina, el
glucagon y la angiotensina Il y
hormonas secretadas por el tgjido
adiposo como la resistina. De esta
forma parece que la resistencia a la
insulina es consecuencia de la accion
de una multitud de diferentes
inductores. Por gemplo, € incremento
en la concentracion plasmética de
acidos grasos libres se encuentra
asociado con muchos estados de
resistencia a la insulina, incluyendo
obesidad y DM2. En humanos, €l
contenido y composicion de
triglicéridosy fosfolipidosen masculo
correlaciona directamente con la
presencia de resistenciaalainsulina
Inicialmente, el incremento en la
concentracion plasmética de acidos
grasos libres, induce resistencia a la
insulina por la inhibicion del
transporte de glucosa estimulado por
la insulina, que es seguido por una
reduccién en lasintesis de glucdgeno
en muasculo y la oxidacion de la
glucosa. Estudios a nivel molecular
han determinado que &l incremento en
la concentracion de acidos grasos
libres puede llevar a cambios en la
expresion del IR y alterar, tanto la
unién de la insulina con el receptor
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como €l estado de fosforilacion de su
dominio decinasa. Asi mismo, pueden
inhibir laactivacion delaenzimaPI3K
dependiente de IRS-1. Lainhibicién
delaPI3K por losécidosgrasoslibres
ha sido asociada a un aumento en la
fosforilacion en residuos de Ser/Thr
del IRS-1. Recientemente se ha
descrito que los &cidos grasos libres
también pueden aterar la activacion
de Akt debido a un aumento en la
cantidad de ceramiday diacilglicerol
en célulasmuscularesen cultivo (16).

CONCLUSIONES

En la presente revision se han
abordado | os principal es mecanismos
de activacion y de regulacion de la
sefializacion de la insuling, y se ha
presentado un panorama general de
uno de los principales factores
involucrados en el desarrollo de
enfermedades como la DM2, la
obesidad y la hipertension: la
resistencia a la insulina. Esta, nos es
mas que laincapacidad de lainsulina
de ser reconocida y/o de generar una
respuesta intracelular adecuada por
fallas en su transduccién de sefiales.
Comprender los mecanismos
moleculares involucrados en las
acciones de la insulina y en el
desarrollo de la resistencia a la
insulina es importante para el
desarrollo de nuevas herramientas
terapéuticas en € tratamiento de estos
desordenes.
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MECANISMOS MOLECULARES DE DIVERSIFICACION
DE INMUNOGLOBULINAS*

RESUMEN

El sstemainmunees capaz de reconocer unaenorme cantidad
de antigenos de manera especifica por medio de receptores
codificadospor unniimero muy limitado deexonesfuncionaes
de linea germind. Es por elo que los linfocitos B cuentan
con cuatro mecanismos de diversificacion somética de
anticuerpos, que producen modificaciones a nivel de
secuencia en los genes de inmunoglobulinas para optimizar
la especificidad de los receptores de antigenos. Dichos
mecanismos involucran una serie de elementos génicosy
de complgjos enziméticos, que en su mayoria, participan en
vias de reparacion de lesiones de ADN. Por este mativo,
estudiar las bases moleculares de la diversificacion de
anticuerpos, ademasdetener unfuerteimpacto desdeun punto
de vistainmunol égico, aportaa entendimiento de procesos

Martha Rendon-Anaya y Alejandro Alagon

ABSTRACT

Theimmune system iscapabl e of specifically recognizing
an immense variety of antigens, due to the presence of
receptors which are encoded by avery limited number of
functional germline exons. Therefore, the B lymphocytes
use four mechanisms of somatic antibody diversification
that modify the sequence of the immunoglobulin genes,
inorder to optimizethe specificity of theantigen receptors.
These mechanisms involve different genomic and
enzymatic factors, which broadly belong to DNA repair
pathways. Thus, studying the molecular basis of the
antibody diversification has been avery important source
of immunological knowledge, and has improved our
understanding regarding the pathways which maintain
genomic integrity.

que garantizan laintegridad génica.
KEY WORDS: Immunoglobulin, diversification,

PALABRAS CLAVE: Inmunoglobulina, diversificacion,  recombination, somatic hypermutation, gene conversion.

recombinacion, hipermutacion somética, conversion génica

INTRODUCCION

El sistema inmune es capaz de reco-
nocer una enorme cantidad de
antigenos de manera especifica por

mecanismos de diversificacion de
anticuerpos que producen modifica-
ciones a nivel de secuencia en los
genes de inmunoglobulinas en res-

medio de receptores codificados por
un nimero muy limitado de exones
funcionalesdelineagerminal. Por este
motivo, los linfocitos cuentan con

Abreviaturas: ADNcs, ADN decadenasencilla; AID, activationinduced deaminase (deaminasainducidapor activacion) ; APEL/2, apurinic/
apyrimidinic endonuclease 1/2 (endonucl easaapurinica/apirimidinica1/2); APOBEC, apolipoprotein B mRNA editing enzyme (apolipoproteina
B, enzima editora de ARNm); APOBEC1, apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide 1 (apolipoproteina B, enzima
editorade ARNm, polipéptido catalitico 1); ATM, ataxia-telangiectasia mutated (ataxia-tel angiectasia mutada); BER, base excision repair
(reparacion por escision de bases); CDRs, complementarity determining regions (regiones determinantes de complementariedad); CG con-
version génica; DNA-PK, DNA-dependent protein kinase (proteina cinasa dependiente de ADN); DNA-PKcs, DNA-dependent protein
kinase catalytic subunit (subunidad cataliticade |a proteina cinasa dependiente de ADN); HMG1/2, high mobility group protein 1/2 (protei-
nas del grupo de altamovilidad 1/2); HM'S, hipermutacion somética; HPL, heterochromatin protein 1 (proteina de heterocromatina 1); Igs,
inmunoglobulinas; MLH1, MutL protein homologue 1 (proteinahomélogade M utL 1); MMR, mismatch repair (reparacion de apareamientos
incorrectos); MRN, complejo Mrell/Rad50/Nbsl; M SH2/6, MutS protein homol ogue 2/6 (proteinas homdlogas de MutS 2/6); NHEJ, non-
homol ogous end joining (unidn de extremos no homalogos); PKA, protein kinase A (proteinacinasaA); RAGL/2, recombination activating
genes 1/2 (genes activadores de recombinacion 1/2); RCC, recombinacion para cambio de clase; RH, recombinacion homologa; RPA,
replication protein A (proteinade replicacion A); RSS, recombination signal sequences (secuencias sefidizadoras de recombinacion); TDT,
termina deoxynucleotidyl transferase (deoxinucleotidil transferasa termina); UNG uracil nucleoside glycosylase (glicosilasa de uracilo-
ADN); XRCC4, X-ray cross-complementation protein 4 (proteina de reparacion de lesiones de ADN).

*Recibido: 28 de enero de 2008  Aceptado: 10 junio de 2008 (articulo publicado extemporaneamente)
Instituto de Biotecnologia, UNAM. Avenida Universidad 2001, CP 62210, Cuernavaca, Morelos, México. Autor responsable Martha
Rendén-Anaya Correo E: mrendon@ibt.unam.mx
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puesta a la presencia de antigenos en
el organismo. Las inmunoglobulinas
(Igs) estan formadas por dos cadenas
pesadasy dos ligeras, codificadas en
loci diferentes. Las cadenas pesadas
cuentan con unaregién constante, la
cual determinalaformaen laque el
antigeno esremovido del organismo,
y unaregion variable que junto con
la region variable de las cadenas li-
geras, forma un dominio de recono-
cimiento de antigenos. Durante €l
desarrollo temprano de las células B,
las regiones variables de los recepto-
res se ensamblan por un proceso de
recombinacion entre segmentos de li-
neagerminal, el cual correspondeala
diversificaciéon primaria de las Igs.
Después de la maduracién de las cé-
lulas B, las regiones variables son
blanco de una serie de mecanismosde
diversificacion secundaria, que
optimizan |la especificidad de los re-
ceptores. Estos mecanismos son la
hipermutacion somética (HMS), la
cual introduce cambios puntuales en
los segmentos variabl es rearreglados;
la conversion génica (CG), que pro-
duce cambios por medio ddl intercam-
bio noreciproco desecuenciasvariables;
y larecombinacion de cambio de clase
(RCC) gue reemplaza las regiones
constantes, promoviendo cambios de
isotipos de Igs. A pesar de ser proce-
sos diferentes, la HMS, laCG y la
RCC requieren un primer intermedia-
rio comuan, que resultade unaviacom-
partida por los tres mecanismos. Esta
viainiciacon unalesién enlossegmen-
tosV(D)J provocada por ladesaminasa
AID, dafio que al ser reconocido por
diferentes proteinas en determinados
puntos del ciclo cdlular, darapaso aal-
guno delosmecanismosde diversificar
Cion secundaria

A continuacién describiremos|os
mecanismos de diversificacion pri-
maria y secundaria, asi como las
principales caracteristicas de AID y
susimplicacionesen laHMS, CGy
RCC.

Bisagras
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N\

Regiones
hipervariables

Figura 1. Estructura béasica de las inmunoglobulinas: las cadenas pesadas (en negro) y las
ligeras (en gris) estan divididas en dominios (C 1, 2y 3, V,,, C y V,, respectivamente) y se

mantienen unidas por puentes disulfuro

CELULASBY ANTICUERPOS
Los anticuerpos, que en conjunto se
conocen como inmunoglobulinas
(Igs), son producidos exclusivamente
por lascélulasB, y congtituyen aproxi-
madamente el 20% del contenido pro-
teico en plasma. Cada célula B pro-
duce unasolaespeciedelg con un si-
tio de reconocimiento de antigeno
Unico. Las |gs producidas por células
B naive, se insertan en la membrana
plasmética, donde funcionan como
receptores de antigeno. Al ser activa
das por algin antigeno que puedan
reconaocer, y con ayuda de las células
T, las células B (tanto naive como las
de memoria) proliferan y se diferen-
cian en células efectoras productoras
de anticuerpos. Estos son solubles, y
mantienen el mismo dominio recep-
tor de antigenos usado por |os recep-
tores de membranainiciales (1).

La estructura de Ig mas sencilla
consiste en unamoléculaen formade
Y con dossitiosidénticosde unién de
antigenosen losextremosde cadabra-
zo, por lo que se conocen como

anticuerpos hivalentes. La estructura
bésica consiste en cuatro cadenas
polipeptidicas unidas por enlaces
covalentes (puentes disulfuro) y por
interacciones no covaentes. Dos de
ellas son cadenasligeras (L) y lasdos
restantes son cadenas pesadas (H) de
mayor longitud, que contienen una
peguefia region flexible que funciona
como hisagra para variar la distancia
entre los brazos de las |gs en presen-
ciade antigenos (Fig. 1). Ambas ca-
denas tienen una region variable (V)
en el extremo N-terminal y unacons-
tante (C) en el C-terminal, éstalltima
mas larga que laregion V en el caso
delas cadenas H, y de igual longitud
alaV enlascadenasL. LascadenasL
y H estan formadas por segmentos re-
petidos de ~110 amino acidos, que se
pliegan con ayuda de un puente
disulfuro, paraformar losdominiosC,,,
V., C yV, (Fig. 1). Estos dominios
tienen una estructura tridimensional
muy similar, que consiste en un
sandwich de ldminas 3 unidas por €
puente disulfuro. Sin embargo, los
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dominios V, yV difierendelosC,y
C, puespresentan bucleshipervariables
entre las |dminas B que se conocen
como regiones determinantes de
complementariedad (CDRs). Las
CDRs en conjunto dan origen al sitio
de reconoci miento de antigenos, mien-
tras que el esqueleto del dominio esta
conformado principalmente por las
l[&minas 3, por lo que se denominan
regiones marco (1).

Las células de mamiferos pueden
producir cinco clases (isotipos) de
anticuerpos, IgA, IgD, IgE, IgGelgM,
cada uno con una cadena pesada dife-
rente o, 9, €, v, |, respectivamente.
Adicionalmente, existen subclases de
IgA e lgG codificadas por cadenas o
y v diferentes. Cadaisotipo determina
laforma en la que €l antigeno es re-
movido del organismo. El IgM es el
primer isotipo producido por las célu-
las B nuevas; el 1gG es el isotipo mas
abundante en suero y tiene la capaci-
dad de unirse a receptores en células
fagociticas; el IgA se encuentra prin-
cipal mente en secreciones como | agri-
masy saliva; el IgE se une abasifilos
y células cebadas para liberar
histamina e iniciar una reaccion
alérgica. Por otro lado, los dos tipos
de cadenas ligeras méas comunes son
Ay x, sin embargo, la proporcién de
Igs con cadenas L detipo A y detipo
K, varia entre organismos (1).

Los genesde | gs se distinguen por
estar divididos en segmentos génicos,
incluso los loci delas cadenasH y L
pueden estar distribuidos en diferen-
tes cromosomas. Las regiones C son
codificadas por un solo segmento de
ADN, mientras que las regiones V se
ensamblan apartir de por lo menosdos
segmentos génicos (Fig. 2a): cadare-
gién V de las cadenas L requiere la
union de un segmento variable (V)
largo, y otro més pequefio de unidn
(J), mientrasquelasregionesV delas
cadenas H se forman a través de la
unién de un segmento V, un segmento
Jy un tercer segmento de diversidad

a)
_|

v H Y H v Ho

|
|

b)

|

d) — Tk
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RAG1/2
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ADN-PK (Ku70/Ku80, ADN-PK cs)
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=

XRCC4
ligasa |V de ADN
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Figura 2. Recombinacion V(D)J. a) Organizacion delos segmentos génicosdelineagerminal.
b) Formacion de extremos con estructura de horquilla sellada en los segmentos codificantes.
El ADN que separa | os segmentosinvolucrados en la recombinacion se escinde del cromosoma,
manteniendo las secuencias de sefializacidn fosforiladas en los extremos (tridngul os negros).
¢) Apertura de los extremos en horquilla de los segmentos codificantes. d) Unién de los seg-
mentos codificantes y de los extremos de sefializacion.

(D). El nimero de segmentosV, Dy J
funcionales y de pseudogenes de li-
nea germinal varia considerablemen-
te de un organismo a otro. Por gjem-
plo, € pollo (Gallus gallus) tiene en-
tre 80y 100 pseudogenes (y) en el ex-
tremo 5' de la region variable de la
cadenaH mientras que el locus A esta
conformado por un solo segmento JA,
un VA funcional y 25y V. Por otrapar-
te, algunos mamiferos como el huma-
no, cuentan con mas de 100 segmen-
tosV de cadena pesada, por |0 menos
20 segmentos D y 6 J. Como vere-
mos mas adelante, estas diferencias
pueden sesgar ladiversificacion delgs
hacia alguna viaen particular.

RECOMBINACION V(D)J

Como vimosen laseccion anterior, los
genes gque codifican los receptores de
antigenos de las células B y T estan
separados en diferentes segmentos
génicos. En particular, las regiones
variables de los receptores de

antigenos se ensamblan durante €l de-
sarrollo temprano deloslinfocitos por
medio delaunién de un segmento va-
riable (V), un segmento de union (J) y
un segmento de diversidad (D) de li-
nea germinal. Este proceso sellevaa
cabo gracias a la recombinacion de-
nominadaV (D)J, y correspondeal pri-
mer paso para la diversificacion de
anticuerpos por dos razones funda-
mentales. En primer lugar, en funcion
del nimero de segmentos génicos V,
D y J, se puede generar una gran can-
tidad de combinacionesV(D)Jquedan
diferentesgradosde especificidad alos
receptores. En segundo lugar, existen
imprecisiones durante la union de los
segmentos génicos, inherentes al pro-
ceso de recombinacion.
Larecombinacion V(D)J es un pro-
ceso Sitio especificoiniciado por laspro-
teinasRAG1y RAG2 especificasdelos
linfocitos, las cuales reconocen y cor-
tan en doble cadena las secuencias
sefializadoras de recombinacion
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(RSSs) (Fig. 2). Las RSSs flanquean
los segmentos génicos involucrados
enlarecombinacion, y estdn compues-
tas por un heptdmero palindrémico
conservadoy un nonamero rico enAT,
separados por secuencias espaciadoras
de 12 6 23 pb. Se ha observado que
esta primera etapa se lleva a cabo en
dos pasos: primero, RAG1 ayudada
por una proteina de unién y plega-
miento de ADN llamada HMG1/2,
reconoce | as secuencias espaciadoras
y seanclaal hondmero; posteriormen-
te, en presencia de RAG2, la
interaccion ADN-proteina se
estabiliza principalmente sobre el
heptamero, cerca del punto de corte.
Unavez ancladasen lasRSSs, RAG1
y RAG2, cortan entreel heptameroy
la secuencia codificante, dejando por
un lado los extremos codificantes con
unaestructurade horquillasellada en
el cromosomay, por otro lado, los ex-
tremos de sefializacion fosforilados
(Fig. 2b), los cuales se escinden del
cromosoma. Los cuatro extremos se
mantienen asociados con las protei-
nas RAG en un complejo sindptico
post-corte. Posteriormente, el dafio
provocado al ADN esreparado por la
via de unién de extremos no
homadlogos (NHEJ). Deestaforma, el
corte en doble cadena es reconocido
por el complejo DNA-PK (proteina
cinasa dependiente de ADN), €l cual
esta formado por el heterodimero
Ku70/ Ku80 (que se une a los extre-
mos del ADN), y la subunidad
catalitica(DNA-PK cs) que pertenece
alafamiliade cinasasdetipo PISK y
requiere de la asociacion del comple-
jo Ku70/ KuB80 a ADN para ser acti-
vada. DNA-PKcs se uney fosforilaa
laproteinaArtemis, estimulando asi su
actividad de endonucleasa para abrir
laestructurade horquillaen los extre-
mos codificantes (Fig. 2¢). Finalmen-
te, el complejo formado por la protei-
na X RCCA4 (proteinade reparacion de
lesiones de ADN) y laligasa IV de
ADN, catalizalaunién delos segmen-

tos codificantes y de los extremos de
sefidizacion (Fig. 2d). Enladitimaeta
pa de larecombinacién V(D)J, la pro-
teinaTDT (deoxinucleotidil transferasa
terminal) aumenta la diversidad en la
zonade unién de los segmentos, pues
agrega nucleétidos en ausencia de se-
cuencias molde a los extremos
codificantes (2).

Existen diferentes mecanismos que
regulan la recombinacién V(D)J. En
primer lugar, la recombinacion ocu-
rre Unicamente entre dos genes
flanqueados por RSSs que contienen
espaciadores de 12 y 23 pb, respecti-
vamente, lo cual se conoce como la
regla 12/23. Esta regla garantiza el
ensambl ado adecuado de lasregiones
variables, y es regulada por las pro-
teinasRAGy en buenamedida por ac-
cion del complejo Ku70/Ku80 y
DNA-PKcs, los cua esinhiben asocia-
ciones de tipo 12/12 6 23/23. Un se-
gundo mecanismo deregulacidéndela
recombinacion V(D)J es la transcrip-
cion. Se haobservado unacorrelacion
entre ambos procesos, por 1o que ele-
mentos gque actlian en cis, como pro-
motores, intensificadores (denomina-
dos enhancers), silenciadores, entre
otros, parecen ser importantes parala
recombinacion V(D)J. Por ejemplo,
losenhancersfacilitan latranscripcion
al inducir un estado abierto de la
cromatinaasociado con acetilacion de
histonas, desmetilacion de islas CpG,
reclutamiento de coactivadores
transcripcionalesy reposicionamiento
de nucleosomas en e promotor. To-
dos estos eventos, ademas de inducir
latranscripcién, determinan la accesi-
bilidad delos segmentos recombinantes
para las proteinas RAG. Finamente,
hay factores epigenéticosinvolucrados
enlaespecificidad delarecombinacion,
los cuales también regulan el acceso
delasproteinasRAG alosloci V,Dy
J. Se ha visto que modificaciones de
la cromatina como la acetilacion y la
metilacion estan correlacionadas con
la recombinacién V(D)J. Un estudio
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reciente sugiere que el dominio PHD
(homeodominio de plantas) de RAG2
se une de manera especifica a la
histona H3 cuando ésta se encuentra
metilada en la arginina 2, y di/
trimetilada en lalisina 4 (3), lo cud
indica que algunas maodificaciones de
lacromatinafacilitan el anclgjedelas
proteinas RAG alas RSSy, por tanto,
favorecen larecombinacion V(D)J.

Recientemente, se haestudiado un
mecanismo de NHEJ alternativo, que
parece competir en algunos casos con
el NHEJ clasico durante la
recombinacion V(D)J. Este mecanis-
mo alternativo une secuencias que pre-
sentan micro-homologia y ademas
produce delecioneslargas. Ambas ca
racteristicas permiten diseflar sustratos
de recombinacién que miden la habi-
lidad de células deficientes en uno o
variosfactoresdel NHEJ clasico para
reparar cortes en doble cadena por €l
mecanismo alternativo de NHEJ. De
estaforma, se observé que células de-
ficientesen RAGL, RAG2, XCCR4 0
DNA-PKcs rescatan de manera limi-
tada larecombinacién V(D)J por me-
diodel NHEJalternativo (4). EI NHEJ
alternativo es sin duda un mecanismo
gue debera ser estudiado a detalle,
para entender las implicacionesfisio-
|6gicas reades durante la diversifica
cion primariade Ig.

PAPEL DEAID EN EL PROCESO
DE DIVERSIFICACION DE Igs

Cuando ladesaminasainducidapor ac-
tivacion (AID) fueidentificada, secla
sificé con base en un estudio de
homol ogia como miembro de lafami-
lia de desaminasas de citosinas de
ARN, APOBEC (apolipoprotein B,
enzimaeditorade ARNmM). AID seex-
presa Unicamente en células B durante
ladiversificacion delgs; tieneunalon-
gitud de 198 residuos, y tiene cuatro
dominios: un dominio de localizacién
nuclear en e extremo N-terminal, un
dominio dedimerizacién que compren-
de del residuo 47 a 54, un dominio



REB 27(1): 19-29, 2008 Mecanismos moleculares de diversificacion de inmunoglobulinas

catalitico del residuo 56 a 94y un do-
minio de exportacion en el extremo C-
terminal.

La AID tiene homologia con
APOBECL1 (enzima editora de apo-
lipoproteina B, polipéptido catalitico
1) y por €ello, pudierapensarse que ac-
tla sobre ARNm. Sin embargo, en
Escherichia coli sehademostrado que
reconoce algunos motivos de ADN y
redizaladesaminacion C= U enADN
de cadenasencilla (ADNCcs). En efec-
to, a transformar célulasde E. coli con
un plasmido que conteniaAlD, se ob-
servo laaparicion de mutaciones pun-
tuales, cuyafrecuenciavariabaen fun-
cion del gen estudiado. Estas mutacio-
nes correspondian en su mayoria a
transicionesdetipo C-=T (y G— A),
lo cual es congruente con la capaci-
dad deAlID paradeaminar C=U, y no
presentaban unadistribucion aeatoria,
esdecir, ladistribucion eradependien-
tedel contexto delasecuencia(b). Es-
tudios posteriores confirmaron que
AID desaminade manerapreferencial
citosinas en motivos WRC (W = A/T,
R = purina) en e ADN, los cuales se
denominan hotspots y se concentran
en las CDRs.

Dado que la desaminacion C—U
implica un dafio al ADN, existen di-
VErsos mecanismos celulares que in-
tentan reparar lalesién provocada por
AID. Unodeé€lloseslareparacion por
escision debases (BER), en el cual, la
glicosilasa de uracilo-ADN (UNG)
remueve el uracilo creando un sitio
abasico (Fig. 3) que esreconocido por
laendonucleasa APEL (endonucleasa
apurinica/apirimidinica 1). De esta
forma, se crea un hueco de un
nucledtido en € sitio abéasico, donde
la polimerasa 3 reinserta un residuo
dC, reestableciendo la integridad de
lasecuenciaafectada. Laparticipacion
de la via de reparacién BER ante el
dafio por AID fue confirmada en E.
coli, puesseobservé quesi bienlade-
ficiencia de UNG y la expresién
ectopica de AID son por si mismas
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Figura 3. Inicio dela diversificacion secundaria de inmunoglobulinas, mediado por la activi-
dad dela AID. Al ser fosforilada por PKA, la AID interacttia con la RPA para desaminar ADN
de cadena sencilla. Esta lesion es reconocida por la UNG la cual elimina el uracilo y da
origen a un intermediario comin para la HMS la CG y la RCC.

capaces de aumentar la tasa de muta-
cion, laexpresién AID en un contexto
de deficiencia de UNG aumenta de
manera sinergistica la frecuencia de
las mutacionesinducidaspor AID (5).

Se han usado diferentes enfoques
para estudiar la actividad de la AID
durante la diversificacién de Igs. Por
g emplo, ensayos biogquimicoshan mos-
trado que la proteina de replicacion A
(RPA), lacual esunaproteinadeunion
aADNCcs, se asociacon AlD en célu-
las B e incrementa la actividad
enzimaticadeladesaminasa. Estaaso-
ciacién ocurre cuando por accion de
la cinasa PKA (proteina cinasa A),
AID sufrefosforilacionesen el extre-
mo N-terminal. Se ha observado que
tanto en pollo como en ratén, la
fosforilacion de la serina 38 (S38) es
requeridaparaquelaHMSy |laCG se
[leven a cabo de manera eficiente. Al
mutar este residuo, la actividad de
desaminasa en ADNcs se mantiene en
niveles bgjos, puesto que se impide la
interaccionAID-RPA. Adicionalmente,
estudiosde microscopiade fuerzaaté-
mica mostraron que AID se une al

ADNCcsy muestra actividad enzimatica
cuando se encuentra como mondémero.
Estosresultadosimplican queAID no
fosforilada es activacomo monémero
in vitro, lo cual confirma que la
fosforilacion no es una modificacion
post-traduccional activadora, sino
reguladora de AID. Por otro lado, se
ha sugerido que latranscripcién y el
estado de la cromatinafacilitan laac-
tividad deAID, puesto que al paso de
laARN polimerasa, el ADNcs queda
expuestoy seconvierteasi enun blan-
co de féacil acceso paralaAlD. Algu-
nos estudios han mostrado que tanto
la cadena de ADN transcrita como la
no transcrita son desaminadas por
AID, independientemente deladistri-
bucién de hotspots, por 1o que se pue-
de pensar que el enrollamiento nega-
tivo del ADN al paso delaARN pol,
hace al ADN accesible paralaAlD.
Laactividad deAlD esfundamen-
tal para la diversificacion de las Igs
puesto gue laintroduccion de uracilos
y laeliminacion de éstos por laUNG,
formaun intermediario (6) que al ser
reconocido por alguna de las vias de
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Figura 4. Diversificacion secundaria de inmunoglobulinas. La replicacion de ADN genera transiciones si ocurre antes de la escision del
uracilo introducido por AID, y transiciones y transversiones si ocurre posterior a la accion de la UNG. De manera alternativa, se pueden
generar huecos en los sitios abasicos por la via MMR o por accién del complejo MRN/Exol, los cuales son blancos parala CG si seinvolucran
proteinas de RH, o para la HMSsi se involucran polimerasas de baja fidelidad. S por otra parte APEL/2 cortan €l sitio abasico, € corte en

cadena sencilla puede ser blanco parala RCC.

reparacion de ADN de la célula, des-
encadena alguno de los tres mecanis-
mos de diversificacion de Igs (HMS,
RCC 6 CG; Fig. 3). En primer lugar,
cuando la replicacion del ADN ocu-
rre antes de que el uracilo pueda ser
escindido, se fijara una transicién de
tipo C/G - T/A, iniciando asi €l pro-
ceso de HMS. En segundo lugar, s la
UNG creaun sitio abéasico antesdela
replicacion del ADN, es posible que
ocurran tanto transiciones (cambio de
basestipo purina— purinao pirimidina
— pirimidina) como transversiones
(cambio de bases de tipo purina —
pirimidinay viceversa), lo cual podria
verse sesgado haciaa gun tipo de cam-
bio s seusan polimerasasde bagjafide-
lidad con preferencias para introducir

determinadosresiduos. Estaviacorres-
ponde de igual forma al proceso de
HMS. De manera dternativa, MutSou
(heterodimero conformado por MSH2
y M SH6) puede reconocer nucledtidos
mal apareadosdetipo U/G, antelo cual
reclutaa MutLo. (MLHL/PMS2), que
asu vez recluta ala exonucleasa Exol
para generar un hueco que puede ser
reparado por un proceso de dtafideli-
dad. Si por otra parte, APE1 corta €
sitio abésico, y estalesion no es rapi-
damente reparada por BER, entonces
el corte en cadena sencilla puede ser
blanco paralaCG RCC 6 HMS s se
involucrauna polimerasade bajafide-
lidad, como poln 6 pol6 (Fig. 4).
Otros estudios han revelado una
polaridad funcional de AID durante

ladiversificacion de Igs. Shinkuray
colaboradores (7) observaron que
mutaciones que af ectan el extremo C-
terminal de la proteina, afectan la
recombinacion que daorigen a cam-
bio deisotipo, dejando intacta la ca-
pacidad para llevar a cabo la HMS.
Por otra parte, mutaciones en el ex-
tremo N-terminal disminuyen la
HMSy no afectan |laRCC. Estas ob-
servaciones permiten sugerir que los
dominios C y N-terminal de laAID
interactUan con factores propios de
cada mecanismo de diversificacion
de forma sitio especifica.

HIPERMUTACION SOMATICA
(DIVERSIFICACION SIN MOLDE)
L ahipermutacion somética(HMS) es
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un proceso de diversificacion de las
regionesvariablesdelosreceptoresde
antigenos queintroduce cambios pun-
tuales en los segmentos V(D)J
rearreglados, por lo que se conoce
como diversificacion sin molde. La
HM Sintroduce mutaciones puntuales
con unatasade 10%/pb/generacion, es
decir, muchos 6rdenes de magnitud
por encima de latasa de mutacion es-
pontanea. Ocurre en una zonarestrin-
gida, que comprende aproximadamen-
te 150 pb curso abajo del promotor del

locuslgV y seextiendeentrely 2 kb,
disminuyendo a medida que aumenta
ladistanciaa promotor (8).

El primer paso de laHMS, como
sediscutid en laseccion anterior, ocu-
rre cuando previo alareplicacion de
ADN se da una desaminacién provo-
cada por AID. De esta forma se fijan
transiciones de tipo C/G—T/A, sobre
todo, en las regiones con un ato nu-
mero de hotspots. Sin embargo, hay
otrasvias que participan en laHMSYy
gue, ademéds, dan origen a cambios
puntuales en los paresA/T.

En primer lugar, se ha observado
gue e complejo Mrell/Rad50/Nbsl
(MRN) facilita la HMS (Fig. 4). El
MRN es un complgjo que reconoce
cortesde ADN, iniciacascadas de se-
fializacién durante los puntos de con-
trol del ciclo celular frente acortesde
ADN y regulacambios en laestructu-
ra de la cromatina en regiones proxi-
masal cortede ADN. LaMrell esuna
exonucleasa que se une directamente
al ADN, la Rad50 es una proteina
involucrada en € mantenimiento es-
tructural de los cromosomas, mientras
guelaNbsl eslasubunidad reguladora
gue determinalalocalizacién nuclear
del complejo MRN. Sehavistoquela
sobreexpresion de la subunidad Nbsl
en células B humanas acelera la
hipermutacion y que el complejo
Mrell/Rad50 cortalos sitios abasicos
end locusV (D)Jparaformar ADNCcs.
Con base en estas observaciones, se
puede concluir que el complejo MRN

promueve € corte y la reparacion de
las lesiones iniciadas por AID por
mecanismosqueinvolucran polimerasas
de bajafidelidad (8, 9).

Hasta é momento se han identifi-
cado aproximadamente 10 polimerasas
debagjafidelidad, y sonlaspolimerasas
Ny 6 las que presentan mayor activi-
dad durante laHMS. Por un lado, ra-
tones deficientes en polm muestran
una reduccion de 80% de mutaciones
en sitios A/T, mientras que la ausen-
ciade pol6 reduce en un 20% las mu-
taciones tanto en sitios A/T como C/
G. Incluso se ha propuesto una
interaccion directa entre ambas
polimerasas durante la HMS, lo cual
promueve la aparicién de cambios en
los sitiosA/T.

Por otra parte, se ha visto que €
complejo MutSa (heterodimero
MSH2/MSH®6), € cual perteneceala
via de reparacion MMR (reparacion
equivocada), reconoce apareamientos
incorrectos de tipo U/G y daorigen a
la formacion de huecos, posiblemen-
te por interaccion directa con la
exonucleasal (Exol). Unavez quese
produce el corte en cadena sencilla,
las polimerasas de baja fidelidad an-
tes descritas pueden repararlo, dando
lugar a nuevos cambios puntuales, los
cuales se extienden a los sitios A/T
(Fig. 4). Sehaobservado que en ausen-
cia de MSH2 6 MSH6 € numero de
mutaciones en los pares A/T disminu-
ye. Aunado a esto, se sabe que €l
heterodimero MSH2/M SH6 interactta
y estimula la actividad de la
polimerasan, lacual induce cambios
sobre todo en sitios A/T. Revl tam-
bién se havisto involucradaen lasin-
tesisdeADN en el sitio abésico: Revl
esunadeoxicitidil transferasa, y tiene
preferencia para insertar residuos de
oxicitidina en la cadena recién sinteti-
zada, lo cual resulta en transversiones
detipoC-GyG-C(8,9).

Algunos autores han sugerido una
correlacion entre la transcripcion de
los loci de las regiones variables con
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la tasa de hipermutacién. Sin embar-
go, estudios recientes con elementos
gue actlian en cis paraincrementar la
tasadetranscripcion han revelado que
ésta es necesaria pero no suficiente
paralaHMS. Por gemplo, Yangy co-
laboradores (10) analizaron laregion
promotoray el enhancer en el extre-
mo 3' del locus IgL en células DT40.
De dicho estudio derivaron observa-
ciones interesantes. En primer lugar,
a reemplazar el promotor endégeno
del locus IgL por un promotor inacti-
vo del bacteriéfago T7, seelimind por
completo laCGy laHMS. En segun-
do lugar, a usar un promotor activo
gue mostrabaunatasade transcripcion
~1.5vecesmasaltaqueladel promo-
tor endégeno, se observa muy poca
CGy HMS. Por otrolado, a probar €l
promotor de [B-actina, el cual
incrementa la transcripciéon del gen
hasta 3 veces en comparacion con €l
promotor enddgeno, la frecuencia de
laCGy delaHMS alcanza el mismo
nivel observado por el promotor
endégeno. Esto quiere decir quelatasa
detranscripcion no estanecesariamente
relacionada de manera directa con la
CG o conlaHMS. Es posible incluso
pensar que € promotor enddgeno tie-
ne elementos que lo hacen maés efi-
ciente parareclutar |os complejos ne-
cesarios para ambos mecanismos de
diversificacion. Finalmente, se obser-
vO que a eliminar € enhancer en €
extremo 3' del locus gL, laCG vy la
HMS se vieron pobremente compro-
metidas, |o cua indicaque el enhancer
no es indispensable para la diversifi-
cacion.

CONVERSION GENICA (DIVER-
SIFICACION CON MOLDE)

Por definicion, la conversion
génica (CG) se refiere a un proceso
de intercambio no reciproco de ADN
entre un locus receptor y un locus do-
nador. LaCG estainvolucradaen pro-
cesos de reparacion de dafios al ADN
como cortes en doble cadena, por lo
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gue en el contexto de la diversifica-
cion de Igs se puede considerar un
mecanismo de diversificacion con
molde. Muchos organismos recurren
a este mecanismo como herramienta
parala generacion de variabilidad en
las regiones V(D)J de los receptores
de antigenos. El pollo (Gallus gallus)
esquizas el mejor model o que ha per-
mitido €l estudio de la CG durante la
diversificacion de Igs (11). En € po-
I[lo existe una gran cantidad de
pseudogenes (yV) en el extremo 5' de
lasregionesV tanto delas cadenas pe-
sadas como de las ligeras, los cuales
han perdido sefial es de recombinacion,
enhancers, promotores, y han sido
truncadosen losextremos5' y/o 3. Por
ejemplo, €l locus A esta conformado
por un solo segmento JA, un VA fun-
cional y 25 yV. Dado que estos
pseudogenes presentan altos porcen-
tajes de identidad con el segmento V
funcional, son potenciales donadores
desecuenciaduranted proceso de CG.
Un estudio realizado por Arakawa y
colaboradores (6) confirma esta teo-
ria, puesa eliminar yV donadoresdel
locus rearreglado de la cadena ligera
de células DT40, se eliminaladiver-
sificacion por conversion génica,
mientras que la mutacién dependien-
tedeAlD aumenta. Esdecir, se obser-
vO que lamayor parte de los cambios
anivel de secuencia, corresponden a
cambios puntuales, que se localizan
preferentemente en hotspots recono-
cidos por AID. Esto quiere decir que
cuando AID introduce lesiones en el
segmento V(D)J rearreglado, larepa-
racion es efectuada, en caso de haber
secuencias donadoras, por CG. Sin
embargo, en ausencia de dichas se-
cuencias, laHM S seveincrementada.
Esta observacion apoya el modelo de
un intermediario comin para ambos
procesos.

La CG es mediada por €l proceso
de recombinacion homéloga (RH), el
cual es un mecanismo de reparacion
de ADN queinvolucraun gran nime-

ro de proteinas (Rad52, BRCALly
BRCA2, FA, MRN, helicasas,
polimerasas, topoisomerasas Yy
endonucleasas), algunas de €llas cri-
ticas parala CG (Fig. 4). En particu-
lar, BRCA2, lacual facilitalalocali-
zacion nuclear de Rad51 y el pegado
de éstaal ADNCcs, Y las proteinas del
grupo Rad52, un grupo atamente con-
servado en organi smos eucariotes, han
sido involucradasen laCG durante la
diversificacién de Igs. Este grupo in-
cluyeaRad51, unarecombinasadela
familiaRecA, sus pardogos (Rad51B/
C/D, XRCC2/3), Rad52, Rad54 y €l
complejo MRN (Mrell/Rad50/Nbsl).
En efecto, al mutar XRCC2, XRCC3
o0 Rad51B en células DT40, se obser-
vauna fuerte reduccion en el nimero
de eventosde CG, mientrasquelafre-
cuencia de cambios puntuales en la
region V, principa mente en sitios C/
G en hotspots reconocidos por AID
aumenta considerablemente. Esdecir,
al impedir la CG se induce la HMS.
Por su parte, al reconocer dafios en €l
ADN, el complejo MRN es capaz de
reclutar proteinascomo lacinasaATM
(ataxia-telangiectasia mutada), ini-
ciando asi unacascadade sefidlizacion
gue redine los componentes de la RH,
y puede generar, a través de Mrell,
extremos libres para iniciar la CG
(12). Sin embargo, €l uso de las pro-
teinas del grupo Rad52 en el contexto
deladiversificacion de lgs pareceva-
riar de un organismo a otro: mientras
gue en € pollo, Rad54 (proteina ac-
cesoria de Rad51 durante la RH) es
necesaria parala CG, en células B de
raton parece haber independencia en-
tre los eventos de CG y la presencia
de Rad54.

La conversién génica puede ini-
ciarse por dos tipos de lesiones en €l
ADN: cortes en cadena sencillao en
doble cadena. En general, cuando se
da un corte en doble cadena, laRH o
el NHEJ son los encargados de repa-
rar dichalesion, siendoel NHEJel me-
canismo preferencial en células de
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mamiferos. Dado que hay estudiosque
sugieren gue en ausencia de UNG la
CG disminuye fuertementey laHM S
se ve favorecida, se ha pensado que
cortes en cadena sencilla pueden dar
origen al inicio de la CG. Dicha pro-
puestase haanalizado midiendo lafre-
cuencia de la CG en células DT40
deficientes en los factores para el
NHEJ, esdecir, en células deficientes
en PKcsy Ku70. En este contexto, se
observé quelaCG seveincrementada
entre 5 y 10 veces en ausencia de
NHEJ, lo cual indica que €l corte en
doble cadenainicialaCG en el locus
de lg. Con base en estos resultados, y
dado que el NHEJ funciona durante
todo € ciclo celular, es posible pen-
sar quelaCGy el NHEJcompiten por
la reparacién de los cortes en cadena
dobledurantetodo el ciclocelular. La
RH por otra parte se usa preferente-
mente durante lafase Stardiay laG2,
por lo quelaRH y NHEJ pueden com-
petir Unicamente durante estas etapas.

Para que pueda ocurrir la CG, no
s6lo es necesario tener secuencias
homal ogas donadorasy receptoras, si
no que se debe cumplir una serie de
requisitos para que la maquinaria a
cargo de la CG pueda acceder a di-
chas secuencias. Un gjemplo de ellos
esel estado delacromatinaenlosyV.
Estudios por inmunoprecipitacion de
cromatina (ChlP) han mostrado que
los wVA donadores en células DT40
contienen histonas acetiladas (AcH3
y AcH4), lo cua essefial de un estado
relgjado de la cromatina. Para evaluar
S estas condicionesfavorecen |aCG se
usd HP1 (proteina de heterocromatina
1), una proteina de heterocromatina
gue promueve el silenciamiento dedi-
ferentes genes a inducir cambios en
el estado de la cromatina (como
desacetilacién de histonasy propaga-
cion delaheterocromating). Al dismi-
nuir el grado de acetilacion de las
histonas de los yVA por accion de
HP1, se observo que lafrecuencia de
mutaciones acumuladas por CG dis-
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Figura 5. Recombinacién para cambio de clase (RCC). Las flechas indican €l inicio de la
transcripcion de las regiones S involucradas en la recombinacién. Los mecanismos NHEJ
clasico y/o alternativo unen las regiones Stranscritas, y permiten la escision de |os segmentos
C restantes. Posteriormente, la transcripcion y el empalme ("splicing") permiten la union del
segmento V(D)J rearreglando al segmento C que se encuentra curso abajo. El 6valo blanco
representa elementos en cis, como promotores o enhancers, que favorecen la transcripcion.

minuy6 de 77 a 3%, mientras que los
cambios acumulados por HMS au-
mentaron de 20 a58%. Esto indicaque
laestructuradelacromatinadelas se-
cuencias donadoras es un factor de-
terminante en la CG (13). Incluso se
ha observado que al tratar células
DT40 con tricostatinaA, un inhibidor
de desacetilasas, aumenta la frecuen-
cia de los eventos de conversion
génica, acelerando asi la diversifica-
cion de anticuerpos. Cabe mencionar
gued igua quelaHMS, laCG hasido
asociadacon unatasadetranscripcion
elevada. Sin embargo, como sediscu-
ti6 en la seccion anterior, latranscrip-
cion no es suficiente para que ocurra
laCG (10).

RECOMBINACION PARA CAM-
BIO DE CLASE (RCC)

Inicialmente, las células B expresan
IgM, sin embargo, en respuestaal esti-
mulo por algun antigeno y con ayuda
delascdulasT, lascélulas B expresan
otros isotipos de Igs. El cambio de
isotipo ocurre por medio de un meca
nismo denominado recombinacion
para cambio de clase (RCC), € cua
permite el reemplazo de la region
constante de |0s anticuerpos por otro

exoén curso abagjo en € locus IGHC,
para modificar la forma en la que €l
antigeno es removido del organismo,
sin afectar la especificidad de la Ig.
La RCC es un proceso sitio especifi-
o, pues se lleva a cabo en regiones
intrénicas, conocidas como regiones
S(switch). Lasregiones S son secuen-
ciasdeentre 1y 10 kb de longitud, y
selocalizan aunadistanciade entre 1
y 5 kb curso arriba de los genes CH
(Fig. 5). Contienen patrones degene-
rados en tandem, ricosen G en laca-
dena no transcrita, asi como blancos
de desaminacion distribuidos de ma-
neraheterogéneaque son reconocidos
por AID. Dado que son regiones
intronicas, las uniones heterogéneas
entre ellas no afectan las secuencias
codificantes. Se sabe que la transcrip-
cién de las regiones S es fundamental
para dar inicio ala RCC, pues permite
|aformacién debucles, conocidoscomo
G-loops, que consisten en hibridos
ADN-ARN en la cadena molde. Los
G-loops prolongan la desnaturali-
zacion del ADN y exponen los blan-
cos de desaminacion, favoreciendo €l
acceso de AID ala cadena de ADN
ricaen C (2).

El cambio de isotipo, al igua que
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larecombinacion V(D)J, depende del
proceso NHEJ, por lo que un corte de
ADN en doble cadena es indispensa-
ble parala RCC (Fig. 4, 5). Como se
discutié en las secciones anteriores,
posterior aladesaminacion C- U en
las regiones S, la UNG genera un si-
tio abasico en esta posiciéon. Un estu-
dio reciente revel que células defi-
cientes en APE2 y haploinsuficientes
en APE1 muestran niveles muy bajos
de RCC, por lo que se puede concluir
que ambas proteinas A PE son respon-
sables del corte en doble cadenaen el
sitio abasico en lasregiones S.

Las regiones S que participan en
la RCC pueden estar separadas por
distancias de hasta 150 kb, por lo que
se requieren factores que faciliten la
sinapsis S-S. Por gjemplo, las protei-
nas de reparacion de ADN y-H2AX,
53BP1 se han involucrado en la
sinapsis S-S, pues mutaciones en es-
tas proteinas reducen la RCC, mien-
tras que rearreglos dentro de las re-
giones S se mantienen. LaATM y la
subunidad Nbsl del complejo MRN
también parecen participar en la
sinapsis. Por otro lado, laorganizacion
de las regiones promotoras y algunos
enhancers favorecen la singpsis S-S
ya gue se ha observado que, durante
|a activacion de células B deratdn, se
forma un complejo conocido como
sinaptonémico, entrelosenhancersEp
y 3Ea y laregion promotora, que fa-
cilita la RCC. Alteraciones en los
enhancers, impiden la formacion del
complejo singptonémicoy disminuyen
fuertemente la RCC (14).

Si bien es cierto que en ausencia
de proteinas involucradas en el pro-
ceso de NHEJ, como Ku70 y Ku80,
la RCC disminuye fuertemente, hay
evidencias que sugieren la existencia
de mecanismos alternativos para la
RCC. Se haobservado que en ausen-
ciadelasubunidad cataliticadel com-
pleio DNA-PK (DNA-PKcs) puede
ocurrir RCC vy, recientemente, se ha
propuesto un mecanismo alternativo
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de NHEJ, que parece competir con €l
NHEJ clasico durante la RCC. El
NHEJ aternativo, como se discutié
previamente, es capaz de unir cortes
en doble cadena que presentan micro-
homologia en el contexto fisiol6gico
delaRCC. Estaviadternadifiere del
NHEJ clasico puesto que opera en
ausenciade XRCC4y delLig4 (espro-
bable que use otra ligasa, como la
Lig3) y no parece generar niveles
detectables de uniones de RCC; sin
embargo, aunque no es el mecanismo
mas eficiente para la reparaciéon de
cortes en doble cadena, si parece ser
un mecanismo robusto durantelaRCC
(15). Es posible pensar que e NHEJ
clasicoy laviaalterna compitan para
lareparacion de cortes en doble cade-
naen las regiones S durante la RCC,
sobretodo en aquellos casosdondelos
cortes muestran micro-homol ogiasde
mayor longitud.

Adicionalmente, sehavisto quela
polimerasa 3 de ADN reemplaza dC
desaminados por AID y promueve la
reparacion correctadel corte en cade-
na sencilla previniendo, asi, la RCC.
Es posible pensar que la polf dismi-
nuye su expresion durante la diversi-
ficaciondelgs, o simplementequelas
multiples lesiones iniciadas por AID
sobrepasan la capacidad de la
polimerasa para ser reparadas. Por
ello, se han estudiado los niveles de

expresion de polp durante la RCC
(16). Se observé que los niveles nu-
cleares de |la polimerasa aumentan
frente alaactivacion de células B du-
rante la RCC. Cuando células defi-
cientes en pol3 son activadas, hay un
aumento delaRCC, pues se presenta
un mayor namero de cortes en doble
cadenay de mutaciones en compara-
cion con los controles. Se hallegado
a pensar que la polf intenta reparar
las lesiones en las regiones S, y es
sobrepasada por el nimero de
desaminaciones.

CONCLUSION

Los estudios hechos en los ultimos
anos en relacion a la diversificacion
de Igs, han permitido identificar una
serie de factores, tanto génicos como
proteicos, necesarios paracadauno de
los procesos aqui descritos. Incluso se
han propuesto modelos que eviden-
cian un grado de conocimiento consi-
derable con respecto a la generacion
de variabilidad de anticuerpos. Des-
afortunadamente, la informacion que
tenemos hastael momentonodejacla
ro el por quélos mecanismos derepa-
racion, que en general son muy efi-
cientes para garantizar la integridad
del ADN, son la principal fuente de
variaciones durante ladiversificacion
delgsen célulasB. Por otro lado, aln
no contamos con estudios contunden-
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PROBLEMA BioQuimico

Regulacion de los receptores de rianodina
cardiacos por moduladores endéogenos y
exdgenos: el caso del Ca?* y la cafeina

En el proceso de excitacion-contraccion en e musculo
cardiaco participa activamente € canal de Ca?*/receptor
derianodina (RyR), que al activarse permite € aumento
de la concentracion del Ca* libre intracelular ([Ca?'],)
favoreciendo la contraccién. La activacion del receptor
derianodinaocurre cuando éste une asu ligando natural,
el Ca?*, mediante e fendmeno conocido como liberacion
de C&* inducida por C&?* (1).

El receptor de rianodina es un homo-tetrdmero que se
encuentra asociado a la membrana del reticulo
sarcoplasmico. Se ha determinado que el lado citosblico
del receptor tiene a menos 2 sitios de unidn a Ca?*: un
sitio activador (de mayor afinidad) y otro inhibidor (de
menor afinidad), de forma tal que cuando se grafica la
actividad del receptor de rianodina en funcién de dife-
rentes concentraciones de Ca libre (de pCa 9 apCa 2)
éstatieneformade campana, en dondelamaximaactiva
Ccion se registra a concentraciones micromolares de Ca?*
(2). En algunas arritmias letales, como en la taquicardia
ventricular polimdrfica inducida por catecolaminas (0
CPVT por sus siglas en inglés) se han encontrado muta-
ciones en el receptor de rianodina que tienen efectos
profundos sobre su sensibilidad a Ca?*. Especificamente
lamutacion puntual R4497C, modificasignificativamente
la afinidad del RyR por Ca*, en €l sitio activador, de
formatal que el RyR ésta mas activo a concentraciones
de Ca?* en el rango nanomolar (3). Esto funcionalmente
setraduce en laaparicion de liberaciones de Ca?* anbma-
las que favorecen la aparicion de extrasistoles y en con-
secuencia participan en el establecimiento delaarritmia.

En un problema anterior calculamos la afinidad del
receptor de rianodina por [*H]-rianodina, asi como €l nu-
mero total de receptores activos en una preparacion
microsomal de corazén de perro (REB 26(4): 142-143,
2007). Una forma sencilla para determinar e efecto de
moduladores como & Ca?*, sobre la actividad de estos re-
ceptores, es por ensayos de union a ligando marcado
radiactivamente (binding), en este caso, [*H]-rianodina, en
presenciade diferentes concentraciones de susmodul adores.

Angélica Rueda y Sanchez de la Vega
Correo E: aruedasan@prodigy.net.mx

Planteamiento experimental

Paradeterminar lasensibilidad delos receptores cardiacos
de rianodina a Ca?* se utilizo la fraccion microsomal
(100,000 x g) del homogenado de corazén de perro. En
los tubos de unién total, (que se hacen por duplicado) se
agreg6 la solucion amortiguadora (pH = 7.2) con las di-
ferentes concentraciones de C&* libre indicadas en lata-
bla 1, més [*H]-rianodina a una concentracion fija de 7
nM. Seinicié lainteraccion receptor-ligando a agregar
50 ug de proteina microsomal y se incubd por 90 min a
36 °C, paraalcanzar €l equilibrio. Posteriormente se fil-
tro, selavd y se midié la cantidad de [*H]-rianodina que
permanecio unida a los microsomas usando el contador
de centelleo liquido.

En los tubos de unidn inespecifica (que también se
hacen por duplicado) se agreg6 todo lo anterior, més li-
gando no marcado radiactivamente (10 uM derianodina)
y seprocesd delamismaformaque lostubos en donde se
determind la unién total.

Latabla1 muestralosdatos de radioactividad (en cuen-
tas por min, o cpm) gue se obtuvieron tanto de los tubos
de unidn total como en los de unién no especifica

TABLA 1
Unién Total Unién Especifica
[Ca]dibre cpm  cpm Promedio dpm| dpm  pmol/mg
(uM)  Seriel Serie2 A
0.1 1028 1003
1 1053 1095
10 1454 1475

100 1629 1579
1000 1614 1657
10000 1249 1177

Uniodn no especifica

0.1 942 952
1 939 910
10 940 1000

100 967 991
1000 1053 1017
10000 961 1007
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El receptor de rianodina es un blanco comdn para un
gran numero de factores enddgenos (como Ca?*, Mg,
ATP, ADP, calmodulina, sorcina, y otras proteinas) y
exbégenos (como rianodoles, metilxantinas, toxinas y
anestésicos locales).

Las metilxantinas (dimetilxantina, teobromina,
teofilina, cafeina, entre muchas otras) son componentes
comunes en ladieta de la mayoria de |as personas. Entre
los diversos efectos fisiol6gicos de las metilxantinas se
ha encontrado que evocan la salida de Ca?* de los
reservorios intracelulares a incrementar la sensibilidad
del RyR por su agonista endégeno. Dentro de las
metilxantinas, la cafeina es la que se usa con mayor fre-
cuencia para activar masivamente alos RyRsy determi-
nar el contenido de Ca?* delosreservoriosintracelulares.
Lacafeinaofrece varias ventgjas: es hidrosoluble, difun-
de répidamente através de la membrana plasmaticay su
unién al RyR es muy répiday reversible.

En otro experimento se determiné el efecto de la
cafeina (5 mM) sobre la actividad del RyR a diferentes
concentraciones de Ca* libre. Los tubos se procesaron
de la misma forma descrita anteriormente.

Latabla 2 muestralos datos de radioactividad que se
obtuvieron tanto de los tubos de unién total como en los
de unidn inespecifica, en presencia de 5 mM de cafeina.

TABLA 2
Unioén Total Union Especifica
[Ce]-libre  cpm  cpm Promedio dpm| dpm  pmol/mg
(uM) Seriel Serie?2 P
0.1 1199 1112
1 1753 1909
10 2226 2349
100 2176 2270

1000 2080 1913
10000 1769 1573

Uniodn no especifica

0.1 954 967
1 974 1000

10 1009 968
100 1049 955
1000 927 1014

10000 1174 1127

31
PREGUNTAS

1. Hagael promedio de cada punto, tanto parala unién
total como para la unién no especifica, en ambas ta-
blas de datos. Convierta el promedio de cpm a
desintegraciones por minuto (dpm) sabiendo que se
usd un contador de centelleo liquido que tiene una
eficienciadel 55 %y tiene unabasal de radiactividad
de 20 cpm. Calcule la union especifica en dpm.

2. Si un Curie (Ci) esigua a2.2 x 102 dpm, calcule la
unién especifica en pmoles de [*H]-rianodina/lmg pro-
teina, para cada uno de los puntos en ambas tablas,
considerando que la [*H]-rianodina tiene una activi-
dad especificade 56 Ci/mmol.

3. Hagalasgréficas deregulacion delaactividad delos
RyRs por C&*, en ausencia y presencia de cafeina
(unién especifica en pmol/ mg proteina vs. [Ca?] li-
bre en uM); asi como el gjuste correspondiente de los
datos. ¢Cual es€l efecto del Ca?* sobrelaactividad de
los RyR?, ¢Cud es el efecto de la cafeina sobre la
actividad del RyR?

4. Haga las graficas normalizadas, considerando como
€l 100 % el punto en gque se encontrd la mayor unién
especifica. Determine: (a) la concentracion de Ca?*
en la cua se alcanza la mayor actividad del RyR
(Bmax), (b) laconstante de activacion (Ka); (c) el co-
eficiente de Hill de activacion (n; (d) laconstante de
inactivacion (Ki); (e) el coeficiente de Hill de
inactivacion (n)
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3 Nombredd proceso mediante el cual laoxidacion de
los acidos grasos produce acetoacetato, B-
hidroxibutirato y acetona, estas moléculas son utili-
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zadas como combustible en lostejidos periféricos; este
proceso se acelera en la diabetes mellitus.

Nombre del grupo (en singular), en € que quedanin-
cluidas diferentes mol écul as como son: &cidos grasos,
grasas, colesterol, &cidos hiliares, hormonas sexua-
les, vitamina E, etc., cuya caracteristica fundamental
esqueson hidréfobasy por lotantoinsolublesen agua.
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Algunos de los principales problemas co-
nectados con la obesidad son: hipertension arterial,
insuficiencia cardiaca, angina de pecho, infarto al
miocardio y tromboflebitis.

Cuando este tipo de &cidos son liberados por accién
delalipasay s hay suficiente cantidad de glicerol-3-
fosfato proveniente de la oxidacion parcial delaglu-
cosa, sereesterifican paraproducir triacilglicerolesque
van aguardarse en |os adipocitos.

Del 2 d 3% de los casos de obesidad se deben aun
dafio de este tipo, el cual puede ocasionarse por
hipotiroidismo, hipogonadismo, lesiones
hipotalamicas ovario poliquistico, o bien por sindro-
me de Cushing.

Moléculapresente enlostegjidos animalesy vegetaes
y queayudaalaAcil CoA decadenalargaacruzar del
citosol alamitocondria, paraellorecibea grupoacilo
y ayudado de la enzima transportadora especifica lo
trasladaalamatriz mitocondrial donde se asocianue-
vamente ala CoenzimaA.

Particulas de lipoproteina que transportan a los
triacilgliceroles y a colesterol de la dieta, desde €
intestino hacialos tejidos.

Péptido secretado por e estdmago que a eevar sus
niveles antes de las comidas, estimula el apetitoy su
valor disminuye después de laingesta alimenticia.
Eslamoléculaquetiene mayor capacidad energética,
provee aproximadamente seis veces mas energia que
un peso equivalente de glucdgeno hidratado.

Su secrecion estd modulada por lainsulinay su fun-
cion mas importante es disminuir la unién de los
monocitos a las células endoteliales; en € obeso su
concentracion se encuentra disminuida.

Siglas de las lipoproteinas que se encuentran aumen-
tadas en la obesidad, éstas pueden atravesar la pared
vascular y acumularse en laplacaateromatosay libe-
rar colesterol ala pared.

Uno delosfactores dela obesidad en humanos puede
serla alalepting, lacua puede debersea
unadisminucion en e nivel de receptor de la hormo-
naen el cerebro o alasaturacion de su receptor quela
transporta hacia el sistema nervioso central.

Tipo de obesidad en laque €l individuo tiene un mar-
cado exceso de grasa desde la cintura hacia la parte
bajadel cuerpo.

Hormona secretada por 10s adipocitos bloqueando la
accion que sobre ellostiene lainsuling; a parecer se
sintetizaen mayor cantidad enlagrasaabdominal que
en la subcutanea

Trastorno delos sistemas regul adores del peso corpo-
ral que se caracteriza por laacumulacion excesivade
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grasa, debido aque laingesta cal éricarebasa el gasto
energético. Estapatol ogia estarel acionada con diabe-
tes mellitus, hipertension, osteoartritis, calculos
biliaresy enfermedades cardiovasculares, entre otras.
Unadelascausas delaobesidad se debeaunaregula-
cion anormal de estas moléculas peptidicas que son
producidas en diferentes tgjidos.

Nombre del nicleo del hipotalamo que tiene a las
neuronas estimuladoras y supresoras del apetito.
Hormona producida por los adipocitos que a Ilegar
por via sanguinea al cerebro incide en los receptores
del hipotdlamo que regulan €l apetito.

El indice de corpora (IMC) se calcula divi-
diendo € peso en kilogramos entre la estatura en me-
tros, a cuadrado.

Es aguel individuo que tiene un indice de masa cor-
poral igual o superior a 30.

VERTICALES

Proteinadesacopladora que permite quelos protones
entren a la matriz mitocondrial sin pasar por la
ATPasa, de este modo la oxidacién continua de &ci-
dosgrasosen el adipocito disipalaenergiaen forma
decaor.

Cantidad de gramos de grasa que se amacenaen €l
cuerpo de un individuo obeso por cada 38 kil ojoules
gue consumen en exceso.

Hormona gque tiene lafuncién de contraer lavesicula
biliar y que permite lasalidade la bilis al duodeno.
Nombre gue recibe la teoria que postula la existen-
ciade un mecanismo de retroalimentacion queinhibe
€l apetito y aumenta el consumo de energia cuando
hay un exceso del peso corporal.

Laslesionesen € nlcleo ventromedial de este 6rga-
Nno ocasi onan ingestion excesivade alimento que con-
duce ala obesidad.

Dentro de las complicaciones asociadas con |a obe-
sidad, las de este tipo, ocasionan aplanamiento de
los cuerpos vertebrales delacolumna, artrosis gene-
ralizada especialmente en rodillas, caderasy region
lumbar.

Cuando un obeso logradisminuir de peso, nuncalo-
graradisminuir la de adipocitos.

Tipo de neuronas que producen la hormona
estimuladora de |os o-melanocitos (a-M SH) o que
conduce aque se suprimael apetito eincrementan el
catabolismo.
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Las neuronas de éstetipo estimulan el apetito al pro-
ducir y liberar a neuropéptido Y (NPY); durante la
inanicion este péptido se encuentra elevado.
Cuando en estas células se depositan los
triacilgliceroles en exceso, primero se distienden a
maximo y luego se dividen, ocasionando una multi-
plicacion de ellas, especiamente en la infancia o
pubertad.

Enfermedad caracterizada por la formacion de pla-
cas fibrosas con colesterol en lapared internadelos
vasos sanguineos, por tal razon hay pérdida de la
elasticidad y disminucion del flujo sanguineo.
Sindrome en el que laobesidad estarelacionadacon
intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina,
hiperinsulinemia, didlipidemia e hipertension.

La hipertensién gue desarrollan aproxima-
damente el 50% de los obesos se debe en parte, a
gue la hiperinsulinemia provoca aumento de la
reabsorcién de sodio y agua.

Es el valor numérico del indice de masa corporal
aconsegjable para un estado saludable en adultos.
Asi se llama a la obesidad en la que € individuo
tiene un marcado exceso de grasa en la parte supe-
rior del cuerpo.
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Las personas que se encuentran en esta condicion
tienen un indice de masa corporal entre 25y 29.9.
En la enfermedad de este nombre, |lamada del tipo
I1, los individuos tienen una concentracién normal
de insulina pero sus células son resistentes a ella,
accion que puede deberse aque ante la hiperfagiade
los obesos se suprimalasintesis delos receptores de
insulina.

Péptido estimulante del apetito, a parecer laleptina
ayuda a descender la expresion de los genes que la
codifican, lo que conduce a una menor ingesta de
alimento.

El transportador de glucosa en su isoforma 4
(GLUT4) sensible a esta hormona, activa la expre-
sién delasenzimaslipogénicasy permite que se acu-
mulen moléculas detriacilglicerol enlos adipocitos.
Sellamaasi a subgrupo de obesidad en la que hay
un indice de masa corpora quevade 35.0a39.9y
que presenta alto riesgo de adquirir enfermedades
conectadas con esta patologia.

Tejido distribuido preferentemente bajo la piel, en
la cavidad abdominal y en el misculo esquelético,
tiene como funcién almacenar y liberar &cidos grasos
para cubrir demandas energéticas.
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RESPUESTA AL PROBLEMA BioqQuimico

1. Para convertir las cuentas por minuto (cpm) a
desintegraciones por minuto (dpm) tiene que consi-
derar laeficienciadel contador de centelleo liquido y
labasal de radiactividad del mismo.

Entonces: dpm = (cpm totales - basal de radiactivi-
dad) + 0.55.

2. Para convertir los valores de radiactividad de dpm a
pmol/mg de proteina hay que considerar que 1 pmol
de [*H]-rianodina (56 nCi) equivale a 123200 dpm, y
gue se usaron 50 g de proteinamicrosomal por tubo.
Losvalores quedaran como se muestraen las Tablas 1
y 2.

3. Lagréficadelos datos de ambos experimentos queda
como se muestraen lafigura 1.

El gjuste corresponde a una ecuacion que considera 2
sitioso variables: uno deactivaciony otro deinactivacion,
ambos relacionados a la [Ca?*] libre en la siguiente ex-
presion:

Angélica Rueda y Sanchez de la Vega
Correo E: aruedasan@prodigy.net.mx

0.5+
« Control

m 5 mM Cafeina
0.4

0.3 4
0.2+

0.1+

[®H]-rianodina unida (pmol/mg Pt)

0.0 T T

T T T
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Ca?* (uM)
Figura 1.

Donde B es el valor que alcanza la unién especifica
con respecto a la [Ca?*]; Bmax es € valor maximo de
unién de [*H]-rianodina; x corresponde ala[Ca*] libre,
Kay Ki sonlas constantes de activaciony deinactivacion,

_ Bmax(x"™) . (1 X ) y por Gltimo n_ y n son los respectivos coeficientes de
Ka"+ x" Ki"+ X" Hill (1).
TABLA 1
Unién Total Unién Especifica
[Ca*]-libre (uM) cpm Serie 1 cpm Serie 2 Promedio dpm dpm pmol/mg Protefna
0.1 1028 1003 1015 1810 124 0.020
1 1052 1095 1074 1916 272 0.044
10 1454 1475 1464 2626 899 0.146
100 1629 1579 1604 2880 1136 0.184
1000 1614 1657 1635 2937 1091 0.177
10000 1249 1177 1213 2170 417 0.068
Unién no especifica
0.1 942 952 947 1686
1 939 910 924 1644
10 940 1000 970 1727
100 967 991 979 1744
1000 1053 1017 1035 1846
10000 961 1007 984 1753
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TABLA 2
Unién Total Unién Especifica
[Cea]-libre (uM) cpm Serie 1 cpm Serie 2 Promedio dpm dpm pmol/mg Proteina
0.1 1028 1003 1015 1810 124 0.020
1 1052 1095 1074 1916 272 0.044
10 1454 1475 1464 2626 899 0.146
100 1629 1579 1604 2880 1136 0.184
1000 1614 1657 1635 2937 1091 0.177
10000 1249 1177 1213 2170 417 0.068
Unioén no especifica
0.1 942 952 1686
1 939 910 1644
10 940 1000 1727
100 967 991 1744
1000 1053 1017 1035 1846
10000 961 1007 1753
Después del gjuste no lineal, los valores que se obtie- 120 4
nen para las variables de la ecuacion son: . ¢ Control l l
X 100 4 m Cafeina
?g ]
TABLA 3 S
€ a0
Variable Control Cafeina o
S B0 4
Bmax (pmol/mg Pt)  0.20%0.02 0.40x0.03 %
Ka (uM) 3316 06:0.1 T 40 A
n, 09203 1.0:0.2 +
Ki (mM) 6.1:2.6 5015 20
n 13207 0.7:0.2 .
D T T T T T T
0.1 1 10 100 1000 10000
. . Ca% (UM
El efecto que gjerce el Ca?* sobre la actividad de los Figura2 M)

RyRs es bimodal. A [C&?*] libres menores de 200 uM, €l
Ca* funciona como activador; sin embargo, cuando se
superaesta[Ca?*] libre, este cation g erce su efecto en el
sitio inhibidor, disminuyendo la actividad del RyR. Estos
efectos no son cooperativos, como o indican |os respecti-
vos coeficientes de Hill. Coeficientes de Hill de uno indi-
can que e comportamiento es hiperbdlico (es decir, quese
gjustan ala ecuacion de Michaelis-Menten) y que no hay
cooperatividad. Un coeficiente de Hill mayor aunoindica
cooperatividad positivamientras que un valor menor auno,
pero mayor a cero, indica cooperatividad negativa.

La cafeina aumenta al doble el nimero de RyR acti-
vos (Bmax) y disminuye 5.5 veces la afinidad por Ca?*
del sitio activador. De forma tal que se necesita menos
Ca?* paraactivar a un mayor nimero de receptores.

4. Silosdatos senormalizan por el punto donde se obtu-
vo lamayor actividad de los RyRsy se grafican nue-
vamente obtenemos la representacion de la figura 2.

Estetipo degréficapermite observar facilmente el des-
plazamiento -hacialaizquierda- que ocurre en presencia
de la cafeina (5 mM), lo que indica un aumento de 5.5
vecesen laafinidad por Ca?* del sitio de activacion. Tam-
bién permite determinar facilmente la[Ca*] alacua se
obtuvieron los puntos de maximaactivacion delos RyRs.
Parala curva control fue de 231 uM y paralacurva con
cafeina fue de 26 uM. Los valores de las constantes de
activacion e inactivacion, asi como de sus respectivos
coeficientes de Hill permanecen iguales alos que se ob-
tuvieron en el primer gjuste no-lineal (Tabla 3).

REFERENCIAS

1. Meissner G, Rios E, Tripathy A, Pasek DA (1997).
Regulation of skeletal muscle Ca?" release channel
(Ryanodine Receptor) by Ca?* and monovalent cationsand
anions. JBiol Chem 272: 1628-1638.



37

REB 27(1): 37, 2008

SoLuciON AL CRUCIBIOQ

OBESIDAD
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioqQuimMicA (REB)

LaREB esunarevista dedicada a la divulgacion de temasinteresantesy relevantes en el campo dela Bioguimicay suséreas afines. La
Revistaesta dirigida a profesoresy a estudiantes delicenciaturay de posgrado, por lo cual lostrabaj os que se sometan para su publica-
cién deberén de ser suficientemente clarosy explicitos. L ostemas se deben de presentar de forma sencilla, organizaday que de manera

gradual permitan lacomprension del trabajo.

Se aceptan contribucionesen formadearticulosderevision y otrascomunicaciones que se ajusten alos siguienteslineamientos

editoriales:

|.ARTICULOSDE REVISION

1) Portada. En el primer parrafo incluir € titulo, el cual debe de ser
claro, simple, atractivo y evitar las abreviaturas o, en su caso,
definirlas a inicio del texto. En el siguiente parrafo se anotaran
los nombres completos de los autores, iniciando por € nombre
propio completo. La &filiacion de los autores se escribiré en el
siguiente parrafo, indicando el departamento, lainstitucion, laciu-
dady estado, €l paisy ladireccion de correo electrénico del autor
responsable. Laafiliacion delos autores se indicard con nimeros
entre paréntesis. Se proporcionard un titulo breve con un méximo
de 60 caracteres.

2) Texto. El articulo debera ser escrito en el procesador de textos
"Word", con una extension maximade 15 cuartillas a doble espa-
cio, en "Times New Roman 12" como fuente de la letra, sin for-
mato de texto, tabuladores o pies de pagina. Las figurasy tablas
se presentaran separadas del texto.

3) Resumen. Sedeberan incluir un resumen en idiomaespariol y uno
en inglés (Abstract) de no mas de diez renglones.

4) Paabrasclave. Sedeberaproporcionar detresaseispaabrascla
ve en idiomaespafiol y eninglés.

5) Referencias. Se sugieren no mas de 15 citas bibliogréficas, tanto es-
pecificas como de lecturas recomendadas, 10 que obliga alos auto-
resaseleccionar aquellasreferenciasrealmenteimportanteseinfor-
mativas. Las referencias seindicarén en € texto con nimeros entre
paréntesis de acuerdo a su orden de aparicion. Las referencias se
enlistaran a find del trabajoy deben contener: apellidoseiniciaes
detodoslosautores, afio de publicacién entre paréntesis, titulo com-
pleto del articulo y después de un punto, el nombre oficia de la
revistaabreviado como aparece en € Current Contents, nimero del
volumen y antecedido por dos puntos, € nimero de la primeray
Ultima paginas, de acuerdo con € siguiente gjemplo:

Martin GM, Austad SN, Johnson TE (1996) Generic analysisof ageing:
role of oxidative damage and environmental stresses. Nature gen
113:25-34.

Los articulos en libros deberén citarse de la siguiente forma:

Wood KJ (1992) Toleranceto alloantigens. En: The Molecular Biology
of Immunosuppression. Editor: Thomson A W. John Wiley and Sons
Ltd, pp 81-104.

Los libros podrén incluir las paginas totales o las consultadas y se
citarén de acuerdo con este gjemplo:

Lehninger AL, Nelson DL, Cox MM (1993) Principlesof Biochemistry.
Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

6) Figurasy Tablas. Se aceptardn como maximo seis ilustraciones,
incluyendo figuras y tablas. Las figuras se pueden presentar en
formato "jpg" o integradas en un archivo de "Power Point" o del
mismo "Word" separadas del texto del articulo. Lasfigurasdeben
de estar en blanco y negro, sin fondo ni sombreados. Las tablas
deben de estar en "Word" sin formatos especiales, separadas del
texto del articulo. Lasfigurasy lastablas se deberan numerar con

ardbigos. Lasleyendasyy los pies de figuras se deberan presentar
en una hoja aparte. Se debera considerar que lasfigurasy las ta-
blas se reducirén ala mitad o a un cuarto de las dimensiones de
una hojatamafio carta; las letrasy nimeros méas pequefios no de-
ben ser menores de dos milimetros. En caso de emplear figuras
previamente publicadas, debera darse el crédito correspondiente
u obtener el permiso para su publicacion. Las figuras dentro del
texto deberan mencionarse con minusculas, la palabra entera 'y
sin paréntesis; cuando se haga referencia a ellas debera citarse
con laabreviatura, la primeraletramayUscula (Fig 2). Lastablas
siempre llevaran la primera letra a mayUscula (Tabla 2). Parala
version electronicade larevista se pueden admitir figurasacolor,
en tal caso se deberén de enviar ambos formatos en blanco y ne-
groy en color.

7) Abreviaturas. Las abreviaturas poco comunes que se utilicen en €
texto deberan definirse entre paréntesis, laprimeravez que se utilicen.

I11) OTRAS COMUNICACIONES

1) Lostemas delas otras comunicaciones pueden ser muy variados;
desde resiimenes de articul os cientificos interesantes, relevantes
o significativos, informacion cientificao académicadeinterésge-
neral, avisos de reuniones académicasy cursos, bolsadetrabajo o
comentarios de articul os publicados previamente en laREB, car-
tas al editor, etcétera.

2) El contenido debera ser desarrollado en formaresumiday de una
manera explicita en no més de dos péginas.

3) Se aceptard un méaximo de dos referencias que se incluiran entre
paréntesis en €l texto, como seindica en €l inciso I-5. Se podra
incluir unafigura o unatabla, con las caracteristicas que se indi-
can en €l inciso 1-6.

Los manuscritos que no cumplan con las especificaciones de la
revista no serén aceptados de primera instancia para su revision. Los
manuscritos seran eval uados por tres revisores, quienes opinaran so-
bre larelevancia del trabajo en un lapso no mayor de dos meses. Las
correcciones y sugerencias de |0s revisores serén enviadas al autor
responsable para su correccién e incorporacion en el manuscrito. El
manuscrito corregido por los autores debera ser devuelto alarevista,
en un lapso no mayor a 30 dias; de otraforma se considerardcomo un
manuscrito enviado por primeravez. Unavez aceptado el trabajo, las
pruebas de galera, se enviardn a autor responsable.

L os archivos el ectronicos se deberén enviar ala Revistade Edu-
cacion Bioguimica como archivos adjuntos (reb@bg.unam.mx), con
atencién al Editor en Jefey apartir de unadireccion de correo el ectro-
nico que sera consideradacomo ladireccion oficial paralacomunica-
cién con los autores. El autor responsable debera identificar plena-
mente su adscripcidn con teléfono y direccion postal para comunica-
ciones posteriores. En el texto del mensaje se debe expresar lasolici-
tud para considerar la posible publicacion del articulo, € titulo del
mismo, los nombres completos de los autores y su adscripcion
institucional, asi como el nimero, tipoy nombre delosarchivos elec-
trénicos enviados.
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