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Resumen

El componente inflamatorio de la obesidad y la diabetes (DMT2) se ha establecido firmemente
debido al descubrimiento de los vinculos causales entre mediadores inflamatorios como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)) y la sefializacion del receptor de insulina, asi como por
la elucidacién de mecanismos moleculares subyacentes mediados transcripcional y
postranscripcionalmente por la cinasa c-Jun NH2-terminal (JNK) y el inhibidor de la cinasa del
factor nuclear-kappa 8 modificado por IKK, cuyas funciones y expresion inhiben las acciones de
la insulina. Ha sido demostrado recientemente que el reticulo endoplasmico (ER) es el sitio clave
donde las sefiales metabdlicas son procesadas, integradas y transmitidas en forma de sefiales
de sobrecarga o estrés, que dan lugar a la activacién de JNK, IKK y, posiblemente, otros
mecanismos inflamatorios. La eliminacion de las proteinas ensambladas errbneamente (mal
ensambladas) en el ER por retrotranslocacion es una adaptacion fisiolégica muy importante
para poder corregir la sobrecarga o congestionamiento (estrés) del reticulo endoplasmico. Una
nueva proteina llamada selenoproteina S de mamiferos ha sido recientemente identificada.
Sus funciones putativas sobre la respuesta al estrés (sobrecarga) del reticulo endoplasmico se
encuentran intimamente vinculadas a la respuesta inmune y a las vias de sefializacion
inflamatorias. Dicha proteina es codificada por SEPS1 (también conocido como VIMP), que es un
gen involucrado en la respuesta a la sobrecarga (estrés) del reticulo endoplasmico, con parti-
cipacién también en el control inflamatorio. En este articulo presentaremos los vinculos entre la
sobrecarga (estrés), la inflamacion, las selenoproteinas y la enfermedad metabdlica, particu-
larmente la diabetes mellitus tipo 2 y discutiremos el impacto de la variacién genética en la
selenoproteina S y su influencia en la regulacion de la respuesta inflamatoria.
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Abstract

The inflammatory component in obesity and diabetes is now firmly established with the discov-
ery of causal links between inflammatory mediators, such as tumor necrosis factor-alpha (TNF-
o) and insulin receptor signaling and the elucidation of the underlying molecular mechanisms,
such as c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) and inhibitor of nuclear factor-kappa 3 kinase-medi-
ated transcriptional and post-translational modifications (IKK) that inhibit insulin action. It has
been recently demonstrated that the endoplasmic reticulum (ER) might be a key site where the
metabolic signals are sensed, integrated, and transmitted in the form of stress signals, including
activation of JNK, IKK, and possibly other pathways. Elimination of misfolded proteins from the
endoplasmic reticulum (ER) by retro-translocation is an important physiological adaptation to ER
stress. A new protein named mammalian selenoprotein S has been recently identified. It
putatively functions in the stress responses of the endoplasmic reticulum (ER) that are linked to
the immune and inflammatory signaling pathways. It is encoded by SEPS1 (also called VIMP),
a gene involved in stress response in the endoplasmic reticulum and inflammation control. This
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article will review the link between stress, inflammation, selenoproteins and metabolic disease,
particularly type 2 diabetes, and discuss the impact of genetic variation in selenoprotein S and
its influence in regulating the inflammatory response.

Key words: Inflammation, stress, selenoprotein S, SEPS1, obesity and diabetes.
Revista de Endocrinologia y Nutricion 2006, 14(2): 89-101.

INTRODUCCION

La respuesta inflamatoria normal requiere de un apro-
piado soporte metabdlico y de una eficaz redistribucion
de energia. Particularmente la movilizacién de las reser-
vas de grasa juega un papel muy importante en el com-
bate a las infecciones durante la respuesta de fase agu-
da. De esta manera, la respuesta inflamatoria basica,
favorece un estado catabdlico y suprime las vias anabé-
licas, tales como la altamente conservada via de sefiali-
zacion de la insulina. La integracion de la respuesta in-
mune con un balance metabdlico adecuado, es benéfico
para el mantenimiento de un buen estado de salud, sin
embargo, puede convertirse en deletéreo bajo condicio-
nes de alteracién en la demanda metabdlica.?

La prevalencia de la obesidad en nuestra sociedad
moderna e industrializada se ha incrementado dramati-
camente y ha desarrollado caracteristicas de una pande-
mia. La obesidad es el resultado de un estilo de vida
sedentario y de incremento en la ingestién energética,
gue caracteriza a las comunidades occidentales. Con la
aparicion de esta sobrecarga metabdlica crénica, ocurre
una interseccion entre el metabolismo y la inmunidad
donde se incluyen a la misma obesidad y otras enferme-
dades asociadas (que hoy en dia se acepta) cursan con
un fuerte componente inflamatorio, tales como la diabe-
tes mellitus tipo 2 (DMT2), enfermedad de higado graso
y la aterosclerosis. Existe actualmente una amplia gama
de evidencia que demuestra la estrecha conexion entre
los sistemas metabdlico e inmune? (Cuadro /).

CITOCINAS INFLAMATORIAS, TEJIDO ADIPOSO Y
ACCIONES DE LA INSULINA

La repuesta inflamatoria en la obesidad es de bajo gra-
do y progresa muy lentamente, por lo que incrementa el
riesgo de dafiar multiples sistemas, incluyendo a aqué-
llos involucrados en la homeostasis de la glucosa. Evi-
dencias claves que establecen que la inflamacién cronica
tiene un papel patoldgico en la obesidad y la DMT2 han
surgido recientemente:

a) La sobreproduccion de TNF-a en el tejido adiposo es
una caracteristica importante de la obesidad y contri-
buye significativamente a la resistencia a la insulina. La
administracion de TNF-a recombinante en cultivos celu-

lares 0 en animales resulta en resistencia a la accion de
la insulina, mientras que un bloqueo bioquimico, farma-
coldgico o genético a las acciones del TNF-a, da lugar a
incremento de la sensibilidad a la insulina.®#

b) Los familiares de primer grado de individuos obesos
con resistencia a la insulina 0 DMT2 muestran concen-
tracién elevada en suero de TNF-q, interleucina-6, pro-
teina C-reactiva e inhibidor del activador del plasmi-
négeno 1 (PAI-1).56

¢) La presencia de enfermedades inflamatorias crénicas,
tales como la artritis reumatoide o la hepatitis, incre-
mentan significativamente el riesgo de desarrollar re-
sistencia a la insulina y DMT2.78
d) Se ha podido determinar la presencia de macréfa-
gos infiltrando el tejido adiposo de pacientes obesos.®
Estos grupos celulares estan coordinados y sobrepo-
nen funciones biolégicas. Los macr6fagos capturan y
almacenan lipidos hasta convertirse en células espumo-
sas que juegan un papel relevante en la aparicién de
las placas ateromatosas. Los preadipocitos, bajo cier-
tas circunstancias, pueden exhibir propiedades fagoci-
ticas y antimicrobianas, y hasta parece ser que pueden
diferenciarse en macr6fagos en un ambiente apropia-
do, lo que reafirma el papel potencial inmunolégico de
los preadipocitos. La integracién de los macréfagos y
los adipocitos tiene sentido, dado que ambos partici-
pan en la respuesta inmune innata: los macréfagos se
dirigen a destruir patégenos y secretar citocinas infla-
matorias y quimiocinas; y los adipocitos liberan lipidos
gue modulan el estado inflamatorio y participan en la
neutralizacién de agentes patdgenos.o!

Cuadro |. Manifestaciones clinicas de resistencia a la insulina.

Intolerancia a la glucosa (Disglicemia) y DMT2 (HbAlc
elevada)

Dislipidemia (HDL disminuida, triglicéridos elevados, OxLDL)
Disfuncion endotelial (Estrés oxidativo, ICAM, VCAM y CRP
elevadas)

Aterotrombosis (PAI-1 y fibrinbgeno elevado)
Enfermedad arterial coronaria

Hiperactivacion del eje HPA-Cortisol

Sindrome de ovarios poliquisticos

Enfermedad hepatica no alcohdlica

Ciertas formas de cancer (ej. CA de mama)
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e) La adiponectina, resistina y visfatina son hormonas
producidas por el tejido adiposo y participan en la in-
terfase de los sistemas metabdlico e inmune.*2

Visto en conjunto, parece existir sin lugar a dudas, un
consenso general respecto al origen inflamatorio de la
obesidad y la DMT22 (Figura 1).

MECANISMOS MOLECULARES QUE VINCULAN
LAS VIAS INFLAMATORIAS CON LA ACCION DE
LA INSULINA

En la mayoria de los individuos obesos o que padecen de
DMT2 el principal defecto en la accion de la insulina se
localiza a nivel post-receptor.’? La accion de la insulina en
el post-receptor se ve alterada por el aumento de TNF-o
y los &cidos grasos libres (FFA), los que inhiben la fosfo-
rilacion del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1) en
los residuos de serina.’® A su vez, la falta de activacion
de serina del IRS-1 reduce la fosforilacion de tirosina del
IRS-1 en respuesta a la insulina, suprimiendo de esta
manera la sefializacion molecular intracitosélica apropia-
da de esta hormona, causando resistencia a sus accio-
nes.'* Se han investigado varios mediadores responsa-
bles de estas modificaciones, lo que ha enriquecido el
conocimiento sobre las sefiales criticas intracelulares que
determinan la resistencia a la insulina.

Tejido adiposo en aumento

!

Activacion e infiltracion de macrofagos
Acidos grasos libres (FFA), TNF-c, IL-6, MCP1 incrementados
Adiponectina disminuida

v v

Respuesta inflamatoria
Activacion de cascadas proinflamatorias de sefializacion molecular:
Genes PKC-6, IKK-NFxf3 y INK sobreexpresados
Genes PPARy-LXRa antiinflamatorios inactivados

v v

Respuesta metabdlica
FFAs, DlacilGlicerol, Ceramida
TNF-c, Leptina, Resistina
PKC-0, Nfks, INK, PTP1j3

IRS-1, PI(3)K, GLUT4 mRNA ¥

Resistencia a la insulina glucometabdlica sistémica

!

Manifestaciones clinicas de resistencia a la insulina (RI)

Figura 1. La obesidad se asocia a un estado inflamatorio crénico, de
bajo grado.
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Varias cinasas de serina/treonina que son activadas por
estimulos inflamatorios o de sobrecarga (estrés), contri-
buyen a la inhibicién de la sefializacién de la insulina.t
Estas incluyen la cinasa de c-jun NH2-terminal (JNK), el
inhibidor de la cinasa del factor nuclear kappa beta (IKK)
y la cinasa de proteina C-6. La activacion de estas cinasas
inflamatorias en la obesidad y su participacién en las ac-
ciones de la insulina ilustran la estrecha relacion entre las
vias metabdlica e inmune. En particular, las cinasas IKK y
JNK controlan las vias de respuesta inflamatoria mas rele-
vantes, son activadas por una amplia variedad de sefia-
les de sobrecarga (estrés) y median la respuesta inmune
innata.>%® Tanto la JNK como el IKK son esenciales, re-
quiriéndose de su constante activacion y expresion gené-
tica para que el TNF-a. induzca resistencia a la insulina en
las células. Asi mismo, la supresion o bloqueo de una o la
otra, incrementa la sensibilidad a las acciones de la insu-
lina.11° Las tres enzimas (JNK, IKK y PKC-6) son capaces
de incrementar fuertemente la fosforilacion de serina-IRS-
1y alterar perfiles deletéreos de expresién genética in-
flamatoria?®-2? (Figura 1).

SOBRECARGA (ESTRES) DEL RETICULO
ENDOPLASMICO, OBESIDAD Y DIABETES

El reticulo endoplasmico (ER) juega un papel esencial en
la biosintesis de proteinas destinadas a la secrecion o
insercion en membranas en células eucariotas. Este or-
ganelo unido a la membrana nuclear puede reclutar ribo-
somas para la traduccion del ARN en proteinas, translo-
car péptidos a su lumen, promover una amplia variedad
de modificaciones postraduccionales y facilitar eventos
de ensamblaje proteinico facilitado por las chaperonas.
El ER es el sitio donde las proteinas, todavia inmaduras,
penetran al compartimiento secretor donde finalizaran su
ensamblaje. Por otro lado, el ER controla indirectamente
la capacidad y habilidad del sistema de endomembra-
nas o sistema endocitico completo. El ER es considerado
la fabrica productora de proteinas de células en mamife-
ros, y tiene la caracteristica de ser un importante sensor
de la sobrecarga (estrés) metabdlica que puede en un
momento dado, volver ineficaz la accion de la insulina
para mantener el sistema homeostatico de la glucosa en
limites normales, por poner un ejemplo.?®2

Las agresiones bioldgicas tales como infeccién, hipoxia,
deprivacion nutrimental y exposicién a toxinas quimicas o
un exceso de lipidos, pueden trastornar o alterar la ho-
meostasis del ER, provocando una actividad errénea en
el ensamblaje proteinico, causando que estas proteinas
mal ensambladas se acumulen en gran cantidad en el
lumen del ER, dando como resultado sobrecarga (estrés)
0 congestién proteinica. En condiciones fisiolégicas, al
aumentar las demandas metabdlicas, como seria un au-
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mento progresivo en la acumulacion de grasa o una de-
manda aumentada de secrecion de insulina en la célula
beta, aumenta consecuentemente la carga de trabajo
de esta fabrica de proteinas. Para aliviar esta sobrecar-
ga, el reticulo endoplasmico inicia un programa trans-
cripcional denominado respuesta a mal ensamblaje pro-
teico (unfolded protein response o UPR por sus siglas
en inglés) disefiado especificamente para disminuir o
detener la sintesis de proteinas y para promover su ra-
pida degradacién.®

La respuesta UPR combina la habilidad del ER para en-
samblar y procesar proteinas clientes (capacidad) con las
facultades y suficiente competencia del organelo para po-
der manejar la carga de proteinas que se acumulan en su
lumen en un momento dado (demanda). O sea, mantiene
un balance entre la capacidad y la demanda. Esta capaci-
dad es establecida por la agenda fisiolégica de la célula 'y
puede ser influenciada por mutaciones que afectan la ha-
bilidad del ER para poder ensamblar proteinas. La deman-
da esta determinada por las enzimas complementarias y
los componentes estructurales que llevan a cabo muchas
funciones del ER, y que se encargan de tener listas las pro-
teinas desde el punto de vista funcional o prepararlas para
su degradacion en el proteosoma. En resumen, las condi-
ciones de sobrecarga (estrés), acumulacién excesiva o con-
gestién proteica que interfiere con la homeostasis del ER,
inician una respuesta de sefializacion interna denominado
UPR que resulta en una disminucion de la tasa de traduc-
cién o sintesis de proteinas para prevenir una acumulacién
posterior de proteinas mal ensambladas y una disrupcion
de la homeostasis en el ER. Simultaneamente, factores de
transcripcién son activados para inducir la expresion de las
chaperonas residentes en el ER, que se hacen cargo de los
agregados proteicos que se han acumulado. Estas protei-
nas chaperonas trabajan conjuntamente con un aparato o
sistema interno especifico del ER para degradar proteinas,
gue se activa también al mismo tiempo, y se encarga de
eliminar las proteinas desnaturalizadas. Esta respuesta co-
ordinada detiene la sintesis y acumulacion de proteinas y
da tiempo para la eliminacion de las proteinas mal ensam-
bladas, restableciendo de esta manera, la homeostasis
celular.?*

Este complejo sistema de respuestas fisioldgicas, sen-
sor inmediato y constante a la sobrecarga del ER, es
regulada por unos cuantos genes que expresan protei-
nas transmembrana: la proteina reclutadora de inositol
1 (inositol requiring 1 o IRE-1 por sus siglas en inglés),
la cinasa del reticulo endoplasmico semejante al PKR/
cinasa pancreatica elF2o. (PKR-like endoplasmic reticu-
lum kinase/pancreatic elF2a. kinase o PERK/PEK por sus
siglas en inglés) y el factor de transcripcion activador 6
(activating transcription factor 6 o ATF6 por sus siglas
en inglés). En organismos multicelulares, si las respues-

tas adaptativas no son suficientes para aliviar la carga
de proteinas mal ensambladas (sobrecarga o estrés del
ER), la célula se programa para activar cualquiera de
las vias de muerte celular programada, apoptosis o ne-
crosis. Se ha obtenido evidencia muy reciente avalando
gue la respuesta UPR no sélo promueve la superviven-
cia de las células en respuesta a la sobrecarga (estrés)
del ER, sino que también proporciona un mecanismo
esencial para detectar nutrimentos y promover la dife-
renciacion celular®2* (Figura 2).

El mecanismo de sefializacion para la respuesta UPR
sigue esta secuencia: cuando empieza a existir una acu-
mulacién excesiva de proteinas mal ensambladas en el
lumen del ER, se activa el factor ATF6, dirigiéndose al
aparato de Golgi y migrando al nicleo para activar ge-
nes de respuesta transcripcional, principalmente el gen
gue expresa la proteina ligadora de la caja X (X-box-
binding-protein o XBP1 por sus siglas en inglés), que
modula la respuesta UPR y la hace mas efectiva. En pa-
ralelo, IRE-1 dimeriza y activa su propiedad de endorri-
bonucleasa. Su accién se centra en desmembrar su sus-
trato, el mMRNA de XBP1, eliminandole un pequefio intrén,
gue cambia el marco de lectura traduccional del XBP1. Al
mismo tiempo, PERK es activado y fosforila a F2o. La di-
merizacién y autofosforilaciéon de PERK, junto con la fos-
forilacion de elF2a. resulta en la inhibicion generalizada
de la traduccion, siendo éste un paso clave en detener la
sintesis proteinica*?* (Figura 2).

La obesidad impone un exceso de trabajo constante
en la maquinaria del ER, al grado de desencadenar una
serie de respuestas moleculares intracitosélicas inapro-
piadas que activan la JNK, la NF-xf3, y la PKC-6, alterando
de esta manera, las vias de sefializacién de la insulina. El
soporte de esta hipotesis proviene de modelos genéti-
cos en roedores en los cuales la respuesta a la sobrecar-
ga del ER ha sido modificada alterando la expresion del
sensor proximal de sobrecarga del ER, el IRE-1, o alte-
rando la del XBP1, el factor de transcripcion que modula
la respuesta secundaria al ensamblaje inapropiado de
proteinas. En cultivos de fibroblastos de embriones de
ratones deficientes de IRE-1, a los que se les bloquea la
expresion genética de esta proteina por técnicas de in-
genieria genética denominadas knock out, cuando se
exponen sus reticulos endoplasmicos a sustancias quimi-
cas que se conoce causan sobrecarga (estrés) de los mis-
mos, nunca se pudo activar JNK, y por consiguiente, las
células fueron protegidas para no desarrollar resistencia
a la insulina. Efectos protectores similares fueron obser-
vados en cultivos de células hepaticas que sobreexpresa-
ron XBP1, por lo que dichas células estuvieron mejor pre-
paradas para adaptarse a una sobrecarga (estrés) del
ER. En estas células, un incremento de XBP1 pudo preve-
nir la activacion de la JNK en respuesta al dafio quimico
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Figura 2. Respuesta UPR fisiolégico-
molecular a mal ensamblaje proteico

experimental, presumiblemente debido a una mejor mo-
dulaciéon de la respuesta UPR. Mas aun, la eliminacion
heterocigota de XBP1 en una cepa de ratones normal-
mente resistentes a diabetes inducida por dieta, ocasioné
gue dichos roedores desarrollaran diabetes. El incremen-
to en la susceptibilidad de estos ratones heterocigotos
gue no expresaban la proteina XBP1 fue asociada con
sobrecarga cronica del ER, hiperactivacion de la INK y al-
teracién en la sefalizacién de la insulina en el higado.?®
Estos hallazgos también demuestran cémo la sobrecarga
del ER podria explicar las alteraciones en los tejidos aso-
ciados a la aparicion de la diabetes. En efecto, la inte-
rrupcion de los eventos de sefializacion involucrados en
aliviar la sobrecarga del ER como seria la fosforilacion de
elF2o por PERK, resulta en una severa alteracion funcio-
nal de las células beta del pancreas.?®

Los conceptos descritos sugieren que las respuestas
a la sobrecarga del ER estan vinculadas estrechamente
a la sefializacién del receptor de insulina y a la accién
de esta hormona, y que la alteracién o modificacion de
la respuesta UPR tiene un impacto significativo en la sen-
sibilidad a la insulina sistémica. En todos estos mode-
los, el incremento en la sobrecarga del ER fue asociado
a una alteracion en la sefializacion del receptor de insuli-

Nucleo

en el reticulo endoplasmico (ER): UPR
aliviando el congestionamiento protei-
co (sobrecarga o estrés del ER).

na en sus tejidos blanco. Estos resultados también su-
gieren que la sobrecarga (estrés) del ER es un elemento
central en la obesidad, desde el punto de vista de la
biologia molecular.?:2

EL GEN SEPS1 JUEGA UN PAPEL PRIMORDIAL EN
LA SOBRECARGA (ESTRES) DEL RETICULO
ENDOPLASMICO (ER)

Un excelente modelo animal para el estudio de la obesi-
dad y la DMT2 es la rata del desierto israeli Psamommys
obesus (P. obesus). Estos animales son nativos del norte
de Africa y del Medio Oriente y, en estado salvaje, son
delgados y normoglucémicos. En estado de cautiverio en
laboratorio y alimentados con una dieta convencional, el
50% de los adultos desarrolla obesidad a las 16 sema-
nas de edad, y de ellos, el 30% desarrolla DMT2. Usan-
do técnicas de desplegado diferencial de ARN mensajero
(differential display o ddPCR) en este modelo animal, se
ha encontrado un nuevo gen con propiedades que pare-
cen jugar un papel clave en la fisiopatologia de la DMT2.
Este nuevo gen fue llamado tanis, que en hebreo signifi-
ca “ayuno”. Su expresion primaria es en el higado y esta
notablemente incrementado en las ratas P. obesus diabé-
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ticas en estado de ayuno. La secuencia completa del ARNm
de tanis en P. obesus ha sido obtenida y consiste en 1,155
pares de bases y la proteina codificada consta de 189
aminoacidos.?*% E|l gen humano correspondiente ha sido
localizado en el cromosoma 15¢26.3 y la proteina huma-
na tanis/SEPS1 fue estimada en 187 aminoacidos de lar-
go, con un peso molecular de 21 kDa.?=° El homdlogo
humano de tanis fue identificado poco después como la
selenoproteina de mamiferos S (codificada por SEPSI,
también llamado SELS o VIMP) 3132

La expresidn hepatica de tanis luego de 24 horas de
ayuno en P. obesus diabéticos, mostré un incremento 3
veces mayor en comparacion con el grupo control de ra-
tas del desierto no diabéticas. Empleando un andlisis de
regresion linear mdltiple se demostré que solo las con-
centraciones de glucosa sanguinea tuvieron asociacién
independientemente con la expresién de tanis. Tomando
estos datos en conjunto, los resultados son evidencia que
la concentracion de niveles de glucosa regula la expre-
sién hepatica de tanis y que este gen se expresa dife-
rencialmente en la DMT2. Una observaciéon muy intere-
sante es la fuerte interaccion entre la proteina tanisy el
reactante de fase aguda hepatico denominado amiloide
sérico A (SAA). Parece ser que tanis posee propiedades
de receptor que le permiten unirse a la proteina inflama-
toria SAA. Esta y otras proteinas de fase aguda (fibrin6-
geno, proteina C-reactiva), se han vuelto recientemente
el centro de atencion como marcadores de riesgo para la
enfermedad cardiovascular aterotrombdtica. Los autores
sospechan que tanis y la proteina de fase aguda SAA
pueden ser un vinculo importante entre la obesidad, la
DMT2, la inflamacion y la enfermedad cardiovascular. Las
caracteristicas descritas de tanis fueron confirmadas tiem-
po después para su homologo humano SEPS1 en estu-
dios de tejido adiposo humano, proveniente de indivi-
duos diabéticos y no diabéticos después de estimulacion
in vivo con insulina.®

Estos resultados sugieren que SEPS1 y su producto pro-
teinico, la selenoproteina S, juegan un papel preponderan-
te en las vias inflamatorias. También sugieren que este
gen interviene en la respuesta a la sobrecarga (estrés) del
ER, vinculada a las vias de sefializacion de la inmunidad y
la inflamacion. El papel crucial de SEPS1 es proteger la
integridad funcional del ER contra elementos que le produ-
cen sobrecarga (estrés) ha sido recientemente aclarado
(Figura 3). SEPS1 ha sido clasificada como una nueva pro-
teina de membrana del ER que participa en el procesa-
miento y remocion de proteinas mal ensambladas desde el
reticulo endoplasmico hacia el citosol, donde son poliubi-
guinadasy degradadas a través de proteosomas. Como se
menciond anteriormente, la eliminacion de proteinas mal
ensambladas del ER por retro-translocacion es una adapta-
cién fisioldgica importante a la sobrecarga (estrés) del ER.

El concepto de sobrecarga (estrés) del ER contribuye a en-
tender parte de la fisiopatologia de la enfermedad cardio-
vascular, la obesidad, la diabetes, y el cancer entre otras
patologias altamente prevalentes y devastadoras.® El blo-
gueo de la retro-translocacién da lugar a una congestién o
actmulo de proteinas intraluminal en el ER que desencade-
na la respuesta fisiolégica UPR, la coleccién de vias de se-
fializacion que permite a todas las células del organismo
adaptarse, poder lidiar y hacer frente a una sobrecarga
(estrés) de proteinas en el ER?*?* (Figura 4).

Uno de los componentes mejor caracterizados de la
maquinaria de retrotranslocacion, es el gen que expresa la
proteina ATPasa p97 citosélica (también llamada VCP o, en
levaduras, Cdc48). Esta proteina interact(ia con un comple-
jo de cofactores que consiste en las proteinas Ufd1y Np14.%
Cualquier sustrato que es transportado por retrotransloca-
cién desde el ER hacia el citosol, es inmediatamente poliu-
biquinado y posteriormente reconocido por esta proteina
ATPasa p97 citosélica y sus cofactores. Experimentos pre-
vios han demostrado la asociacién en la membrana del ER
entre la ATPasa p97 y sus cofactores proteicos Ufd1/Npl14,
sugiriendo la existencia de un receptor de membrana para
acoplarlos.® La ATPasa p97 probablemente se encarga de
movilizar su sustrato hacia afuera de la membrana del ER
dirigiéndolo hacia el citosol por un mecanismo similar al
propuesto para las proteasas AAA en la mitocondria y las
bacterias.®

En fechas recientes, se descubrié otra proteina relacio-
nada con la familia Derl (por degradacion en el ER). Fue
identificada en un tamiz genético donde se dilucidaban
cuales eran los componentes proteinicos requeridos para
la degradacién de proteinas mal ensambladas en el lu-
men del ER. Esencialmente se conoce muy poco acerca de
las funciones de esta nueva proteina, excepto que es re-
guerida para la degradacion de otros sustratos y que au-
menta su expresion cuando existe sobrecarga (estrés) del
ER.38 Los autores denominaron a este homélogo de Derl,
Derlin-1 paraindicar que es similar a Derl. Homoélogos de
Der-1 han sido encontrados en todos los organismos eu-
cariotas. Parece que la proteina Derlin-1 de mamiferos
tiene cuatro segmentos transmembrana con ambas termi-
nales amino y carboxi en el citosol.*®

Una proteina mas ha sido identificada en vertebrados
secundaria a la busqueda de proteinas que contienen
selenocisteina. El primer gran impacto en su identifica-
cion radica en su estrecha interaccion con la proteina
ATPasa p97, que como sabemos, interactia en la mem-
brana del ER y es integrante primordial de la maquinaria
de retrotranslocacién.® Parece ser que esta nueva pro-
teina atraviesa la membrana del ER, con un segmento
corto luminal y un dominio largo citosélico de —132 ami-
nodcidos. Esta proteina ha sido llamada VIMP para vin-
cularla a VCP (que es el otro nombre aceptado para la
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ATPasa p97) (banco de genes ID: AY618665). Por otro
lado, se ha comprobado que el gen que codifica VIMP es
exactamente el mismo gen que codifica SEPS1 o seleno-
proteina S.“*#4 Es mas apropiado referirse a este gen
como SEPS1 ya que el producto proteinico codificado por
este gen es la selenoproteina S. Las interacciones entre
Derlin-1y SEPS1 con la ATPasa p97 se han confirmado y
dilucidado, sugiriendo que SEPS1 forma un complejo pro-
teinico de membrana con Derlin-1 que sirve como recep-
tor para la ATPasa p97.% La parte estructural mas impor-
tante del complejo, desde el punto de vista funcional, es
SEPS1 ya que también regula el balance celular redox y
protege al ER de los efectos deletéreos del estrés oxida-
tivo. Una alteracion funcional de SEPS1 en la membrana
del ER da como resultado la induccién de la expresion
del factor de transcripcion NF-kB. Una vez activado el fac-
tor NF-kB es transferido entonces al nlcleo, donde activa
transcripcion de genes, incluyendo a los que codifican
las citocinas proinflamatorias.*

Actualmente es posible establecer un panorama com-
pleto del mecanismo de retrotranslocacion para eliminar
proteinas mal ensambladas, desde el reconocimiento de
dicho sustrato en el ER hasta su degradacion por los pro-
teosomas en el citosol (Figura 3). Primero, la proteina
mal ensamblada es reconocida en el lumen del ER y diri-
gida hacia la membrana, especificamente hacia el punto
donde se encuentra localizado Derlin-1, en el canal que
forma el receptor para comunicar el lumen del ER con el
citosol como parte del mecanismo de retrotranslocacién.
Como paso clave, el complejo citosoélico de ATPasa p97 es
reclutado para unirse a Derlin-1 por SEPS1. Las proteinas
mal ensambladas salen entonces al citosol, donde son
capturadas por el complejo p97 ATPasa. A estas protei-
nas defectuosas se les unen cadenas de poliubiquitina
gue son reconocidas por los dominios de p97 y sus cofac-
tores proteicos Ufd1/Np14. Finalmente y ya fuera del ER,
p97 hidroliza ATP para mover dentro del citosol al com-
plejo con la proteina defectuosa, dirigiéndola a su de-
gradacion en el proteosoma.314

ESTUDIOS GENETICOS DE SEPS1

Las selenoproteinas, tales como SEPS1, contienen el raro
aminoacido selenocisteina (sec). Estas proteinas varian
extensamente en su secuencia de aminoacidos, sin em-
bargo, la regién no traducida 3’ de los genes de las sele-
noproteinas tiene una estructura comdn denominada cir-
cuito-ancla (stem loop), denominada secuencia de insercion
de sec (SECIS), que es necesaria para el reconocimiento
de UGA como un sec codon en vez de una sefial de térmi-
no (stop signal).®> Como se sefialé previamente, el gen
tanis/SEPS1 se expresa en células hepaticas de ratas P.
obesus en ayuno comparadas con ratas en estado pos-

tprandial. El analisis por Northern blot detecto la expre-
sién de RNAm de SEPS1 en higado, musculo-esquelético,
tejido adiposo, hipotalamo, testiculos, corazén y rifiones.
Mediante fragmentacion celular e inmunohistoquimica, la
proteina SEPS1 fue localizada en la membrana plasmatica
y los microsomas de P. obesus y en células hepaticas
humanas.?%*

Mediante investigacion de bases de datos por el mé-
todo SECIS utilizado para identificar posibles selenopro-
teinas, SEPS1 fue identificada en humanos.®2** Es una
proteina de 189 aminodcidos que contiene un sec en la
posicion 188, cerca de la C-terminal. EIl RNAm de SEPS1
fue detectado en una amplia variedad de tejidos y de
células. Tanto el gen tanis de los P. obesus como el gen
humano SEPS1 contienen 6 exones. El gen SEPS1 se loca-
liza en el cromosoma 15026.3. Esta regién del cromoso-
ma 15 ha sido ligada con QTLs (quantitative trait loci)
gue parecen influir en la susceptibilidad para cursar con
enfermedades inflamatorias tales como diabetes melli-
tus tipo 1, enfermedad de Alzheimer y enfermedad celia-
ca. Lo anterior sugiere la importancia de SEPS1 a nivel
poblacional.*>*3

GENETICA MOLECULAR DE SEPS1

Se ha podido evaluar la contribucién de la variacion ge-
nética de SEPS1, que ahora se sabe esta involucrado en
larespuesta a la sobrecarga (estrés) del ER e influye en
el control de los procesos inflamatorios a nivel molecu-
lar. Después de resecuenciar SEPS1, 16 polimorfismos
de nucledtido unico (single nucleotide polimorphisms o
SNPs por sus siglas en inglés) fueron genotipificados en
522 individuos de 92 familias caucasicas. Niveles plas-
maticos de interleucina-6 (IL6), interleucina 1 beta (IL1
B) y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-at), fueron
medidos como biomarcadores de inflamacion. Mediante
analisis modernos de genética estadistica y cuantitativa
poblacional denominados BQTN analisis (Bayesian Quan-
titative Trait Nucleotide analysis por sus siglas en in-
glés, cuyo objetivo es determinar estadisticamente la
asociacion mas probable entre un fenotipo y una varian-
te alélica funcional) se pudo identificar asociaciones en-
tre polimorfismos de SEPS1 y las 3 citocinas proinflama-
torias. Una variante del promotor, G-105A, mostré una
fuerte evidencia de asociacién con cada citocina. El poli-
morfismo G-105A arrojo una fuerte asociacién con los 3
marcadores de inflamacién medidos en la poblacion es-
tudiada (p < 0.00047 para IL-1 3, p < 0.000013 para IL-
6y p < 0.000086 para TNF-a.), aun después de haber
removido los efectos de la obesidad, sugiriéndose que
estas observaciones son independientes del exceso de
grasa corporal. En efecto, la correccién simultanea de
algun probable efecto del indice de masa corporal (IMC)
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sobre las citocinas plasmaticas, no cambiaron material-
mente estos resultados, no encontrando ninguna evi-
dencia de interaccién entre los polimorfismos y el IMC.
Para corroborar el significado de las asociaciones obser-
vadas, el G-105A fue genotipificado también en 419
México-Americanos en 23 familias. El andlisis realizado
en este grupo étnico, sigui6 cuidadosamente los pasos
efectuados en las familias caucasicas, y confirmé una
vez mas una asociacion significativa entre esta variante
alélica con el TNF-ay la IL1 .44

El andlisis funcional de los polimorfismos detectados
por analisis estadistico a través del BQTN mostr6 que la
variante A altera significativamente la expresion de SEPS1
después de la exposicién a agentes quimicos conocidos
como desencadenantes de sobrecarga (estrés) en el ER
como tunicamicina. La variante G-105A del promotor pa-
rece estar implicada en la funcionalidad alterada de un
elemento estructural del gen (cis-acting) con una secuen-
cia de bases especifica CCAAT-N(9)-CCACG y que se deno-
mina “elemento para la sobrecarga del reticulo endoplas-
mico” (ER stress response like element o ERSE por sus
siglas en inglés). La regién promotora de SEPS1 contiene
un ERSE confirmado. Los ERSEs son la parte del gen invo-
lucrada en detectar las proteinas potencialmente inducto-
ras de estrés en el ER, asisten en el ensamblaje apropia-
do de las proteinas en el ER y promueven la supervivencia
celular bajo condiciones adversas de estrés.*

Otro elemento mas de la importancia de SEPS1 en las
funciones del ER con respecto a su capacidad de prote-
gerlo de la sobrecarga (estrés) proteinica, es el hecho
de haber podido documentar que la supresion de SEPS1
por medio de RNA de interferencia de cadenas cortas en
macréfagos, incrementa la liberacién de 1L6 y TNF-o. Es-
tos resultados sugieren un vinculo muy sélido entre SEPS1
y la produccidon de citocinas inflamatorias, siendo alta-
mente indicativo el papel que desempefia SEPS1 como
mediador de la respuesta inflamatoria.*

CONCLUSIONES

SEPS1 (tradicionalmente conocido como tanis), fue inicial-
mente identificado en el tejido hepatico de P. obesus dia-
béticos. Se pudo también documentar que su expresion
se encontraba alterada en P. obesus intolerantes a la
glucosa y diabéticos.?® Estos resultados fueron confirma-
dos subsecuentemente en tejido adiposo humano de dia-
béticos y sujetos normales (sin diabetes) en estudios que
utilizaron una estimulacién de insulina in vivo.* SEPS1 fue
recientemente identificado como una selenoproteina de
la membrana del ER de mamiferos y también como un
miembro de la familia de los receptores de proteina G
(GRP). Las selenoproteinas son responsables de mediar
las acciones del selenio, un elemento traza antioxidante,
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esencial para multiples funciones metabdlicas en los ma-
miferos que incluyen la funcién inmune.3?

En primera instancia, se secuenciaron 9.3 Kb en el gen
SEPS1 incluyendo posibles promotores, exones, intrones
y regiones conservadas en 50 individuos de tres diferen-
tes etnias identificandose 11 variantes alélicas (SNPs) en
el grupo de caucasicos. Se seleccionaron otras cinco va-
riantes obtenidas de la biblioteca publica de datos y que
no se encontraban en la region secuenciada. Estas 16
variantes alélicas fueron posteriormente genotipificadas
en una cohorte de 552 individuos caucasicos de 92 fami-
lias, usando espectrometria de masa Maldi-TOF. Ademas,
los niveles plasmaticos de IL-1f, IL6 y el TNF-a fueron
medidos en todos los participantes.* Estas mediciones
fueron analizadas estadisticamente para determinar aso-
ciaciones, correlaciones genéticas y heredabilidad utili-
zando componente de la varianza.*® Las tres citocinas tu-
vieron una heredabilidad significativa: 0.49 # 0.08 (p <
8.3x 10" parallLl;0.37 £0.08 (p < 6.4 x 107 para 1L6;
y 0.44 £ 0.08 (p < 1.0 x 108 para TNF-a.. Estos resulta-
dos indicaron que los niveles plasmaticos de estas citoci-
nas inflamatorias tienen un componente genético sustan-
cial e importante.* También se observaron correlaciones
genéticas importantes: 0.89 = 0.036 entre IL-1p e IL-6;
0.96 + 0.016 entre IL-1p y TNF-c; y 0.88 =+ 0.039 entre
IL-6 y TNF-a.. Estas correlaciones genéticas altamente sig-
nificativas sugieren la presencia de un gen o grupos de
genes que ejercen influencia sobre estos biomarcadores
proinflamatorios.*

El analisis marginal revel6 asociaciones con 3 SNPs (G-
105A, G-3705A y C-5227T) y al menos un fenotipo de
inflamacion, después de ajustar para pruebas estadisti-
cas multiples. Solamente el polimorfismo G-105A mostro
una fuerte asociacion significativa con los 3 fenotipos in-
flamatorios: IL-1p8 (p < 0.000016), IL6 (p < 0.0005), y
TNF-o. (p < 0.00089). El alelo A se asoci6 con una alta
concentracién de citocinas circulantes.* El analisis baye-
siano cuantitativo indicé que el SNP G-105A tiene conse-
cuencias funcionales directas (o esta fuertemente corre-
lacionado a una variante funcional).*-#°

Estudios funcionales demostraron que cuando la expre-
sion de SEPS1 fue suprimida en células de macréfagos por
SiRNA, aumentaba la produccion de citocinas. Luego de 24
horas del tratamiento con siRNA, SEPS1 fue suprimido en
aproximadamente 60%, tanto al nivel del mRNA como a
nivel de la expresion de proteina, observandose un incre-
mento en los niveles de IL6 y TNF-c.. Los resultados demos-
traron claramente que una expresién inadecuada de SEPS1
se asocia directamente con un aumento en la produccion y
secrecion de citocinas a nivel celular.®®

Investigaciones recientes sobre el papel de SEPS1 en
modular la sobrecarga (estrés) del ER, sugieren la posi-
bilidad que este gen desempefie un papel directo en me-
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diar los procesos inflamatorios. Bajo condiciones de so-
brecarga (estrés) del ER, tales como la acumulacién de
proteinas mal ensambladas, un aumento en la expresion
del producto proteinico codificado por SEPSL1 es vital para
mantener una homeostasis del lumen en condiciones apro-
piadas para efectuar un ensamblaje proteico efectivo y
realizar modificaciones postraduccionales. Como hemos
indicado antes, la UPR es una respuesta adaptativa celu-
lar mediada por tres moléculas: Irel, ATF6 y PERK/PEK.
Todas estas proteinas estan localizadas en la membrana
del ER y son capaces de detectar una agregacion y acu-
mulacién proteica inadecuada, situacién que desencade-
na la activacion de la respuesta UPR. La accion coordina-
da de ATF6 e IRE1 constituye una primera linea de defensa
al desencadenar un sistema eficiente de estimulacion de
la expresion de XBP1%24 (Figura 2). La segunda linea de
defensa detiene la sintesis de proteinas y alivia al ER de
sobrecarga de proteinas. Es mediada por la cinasa PERK/
PEK. Durante la sobrecarga del ER, PERK/PEK fosforila la
subunidad alfa del elF2a, de tal modo que bloquea el
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inicio de la traduccién de proteinas y atenuda la sintesis?®24
(Figura 2).

Algunos polimorfismos del promotor modulan el gen
SEPS-1. El alelo G105A del promotor SEPS-1 es mas sen-
sible a la sobrecarga del ER y proporciona una fuerte
evidencia de que el G-105A juega un papel critico en la
expresion de SEPS1 y en la modulacion de la sobrecarga
(estrés) del ER.* Estos hechos podrian ser considerados
perfectamente como la tercer y principal linea de defen-
sa para aliviar la sobrecarga (estrés) del ER, que postula
cémo SEPS1 recluta al complejo ATPasa y lo dirige hacia
Derlin-1 junto con las proteinas mal ensambladas, para
asi sacarlas al citosol, fuera del ER, para su degradacion
proteosomal (Figura 3). Si este mecanismo falla o0 no es
efectivo, el congestionamiento de proteinas mal ensam-
bladas desencadena acciones intracitosélicas que culmi-
nan en la activacion de las potentes vias moleculares pro-
inflamatorias (Figura 4). Por esto, el ER podria ser el sitio
clave donde las sefiales metabdlicas son procesadas, in-
tegradas y transmitidas en forma de sefiales de sobrecar-
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ga (estrés), incluyendo la activacién de JNK, IKK, PKC-0 y
posiblemente otras vias.? Este modelo ofrece una nueva
e interesante idea: las vias inflamatorias podrian ser acti-
vadas por sefiales metabdlicas inapropiadas que se origi-
nan desde el interior de las células, y se propagan a tra-
vés de sefiales moleculares extracelulares o mediadores
inflamatorios® (Figura 5).

La activacion de la potente via proinflamatoria de la
JNK inducida por la obesidad parece estar controlada, al
menos en una muy buena parte, por este mecanismo. De
esta manera, el reticulo endoplasmico, a través de la
modulacién de SEPS1, nos ofrece un modelo que involu-
cra las vias moleculares y gendmicas metabdlicas e infla-
matorias que parecen contribuir al desarrollo de la resis-
tencia a la insulina y la diabetes tipo 2. Este hecho bien
podria establecer la existencia de un eje molecular meta-
bélico-inflamatorio SEPS1-JNK como el mecanismo clave
en este modelo. Se debe tener presente que la sobre-
carga (estrés) del ER también estimula la actividad de la
via del NF-kf3,* la cual podria representar un vinculo agre-
gado y novedoso entre las vias regulatorias para JNK e
IKK, integrando entonces las dos mas importantes casca-
das de sefializacion molecular proinflamatoria con la re-
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Figura 6. Nuevos modelos en la comprension de las bases molecu-
lares y gendémicas asi como la patogénesis de la obesidad y la
diabetes tipo 2.
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sistencia a la insulina, la expresion genética de SEPS1 y
las citocinas inflamatorias TNF-a, IL-6 y IL13 (Figura 5).

La obesidad puede dar lugar a sobrecarga (estrés) del
ER a través de un incremento en la sintesis de proteinas y
lipidos, acumulacién de estos ultimos, alteraciones en los
nutrimentos intracelulares y flujos de energia, y cambios
severos en la arquitectura tisular (Figura 5). La arquitec-
tura del tejido adiposo es de particular relevancia debido
a que sufre cambios extremos debido a la expansién de
los adipocitos y del tejido adiposo en general.? La dislipi-
demiay la aterosclerosis son también de interés particu-
lar desde que se demostré que una acumulacion excesiva
de colesterol en los macréfagos modifica las propiedades
de la membrana del ER y da lugar a una respuesta de
apoptosis mediada por la sobrecarga (estrés) del ER.5! La
contribucién potencial de otras sefiales lipidicas para des-
encadenar la sobrecarga (estrés) del ER en la obesidad,
podria abrir nuevas posibilidades en la comprensién y
prevencién de la lipotoxicidad en una gran variedad de
tejidos no adiposos metabdlicamente activos.?5%°

Los pasos tempranos en la biosintesis de la insulina
ocurren en el ER y las células beta tienen un ER altamente
desarrollado y activo. El nivel de sobrecarga (estrés) del
ER en las células beta podria estar incrementado en es-
tados fisioldgicos hipersecretorios, como la resistencia a
la insulina.?® En individuos a quienes se les documenta
rigurosamente un estado de resistencia a la insulina, la
intolerancia a los carbohidratos solamente se desarrolla
después de que el pancreas endocrino falla en compen-
sar con la demanda incrementada de insulina.? Por lo
tanto es razonable preguntar, si la prolongada sobrecar-
ga (estrés) a la que se somete el ER podria contribuir a
la degradacion de la funcién de la célula beta, que pre-
cede a la descompensacion metabdlica en el paciente
con resistencia a la insulina y si la variacion genética en la
actividad de las vias de sefializacion tales como SEPS1,
gue contrarrestan la sobrecarga del ER, podrian modular
el fenotipo diabético. Debemos subrayar que estos ha-
llazgos sugieren que niveles fisioldgicos de sobrecarga
(estrés) en el ER, actuando a través de las vias de sefia-
lizacion dependientes de la expresién genética y la va-
riacion en SEPS1, ejercen el control y la regulacion del
aparato secretor en las células clave para mantener una
homeostasis apropiada en los niveles de glucosa. Esta
hipétesis sugiere que una sefializacion defectuosa de esta
via antiinflamatoria metabdlica podria afectar células
secretoras profesionales como las células beta. La se-
cuencia metodolégica para descubrir las variantes aléli-
cas de SEPS1 y su localizacion cromosdmica, han venido
a inyectar un nuevo estimulo para considerar nuevos
modelos en la comprension de las bases moleculares y
gendmicas, asi como la patogénesis de la obesidad y la
diabetes tipo 2% (Figura 6).
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Es pertinente finalizar recalcando que el descubrimiento
del gen SEPS1 tanto a través de estudios de expresion
diferencial del mMRNA en modelos animales poligénicos como
a través de bases de datos poblacionales en caucasicos y
México-Americanos con metodologia estadistica cuantita-
tiva poblacional utilizando barridos gendmicos y técnicas
de avanzada (como serian los analisis BQTN) para la bus-
gueda de genes a través de DNA, abre un horizonte muy
halagador para la futura prevencion biol6gica a nivel po-
blacional de estas enfermedades comunes, complejas, al-
tamente prevalentes que generan las primeras causas de
muerte en nuestro palis y en el mundo, como son la diabe-
tes tipo 2 y la obesidad. Dicho enfoque dirigido a las ba-
ses bioldgicas y genéticas de estas enfermedades defini-
tivamente vendra a complementar las estrategias de salud
publica que intentan modificar nuestro medio ambiente
obesogénico actual, estrategia que al parecer va perdien-
do la batalla.>2%
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