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Resumen

El eventoinicial parael control delaglucosaprincipia
conlauniondelainsulinaasureceptor. Comoresultado
de esta interaccion, las cadenas a y 3 sufren cambios
conformacionales y autofosforilacién en la parte
carboxilo terminal de la cadena B. SOlo en estas
condicionesesposible que el sustrato del receptor dela
insulina (IRS) se adose a la cadena 3 para fosforilarse.
La activacion del IRS permite que la Pl 3-cinasainicie
otra serie de activaciones y asociaciones de proteinas
gue rodean a las vesiculas que contienen a los
transportadoresdeglucosa(GLUT). Enlatranslocacion
del GLUT participan proteinas que se asocian a las
vesiculasy proteinas asociadas en la carainterna dela
membranaplasmatica. Loanterior implicano solamente
asociacion, sino también movilizacion, participaciénde
lared del citoesqueletoy fusién delasmembranas. En el
metabolismo de la glucosa participan enzimas que
convierten la glucosa en energia o la almacenan en
forma de glucogeno. En la diabetes tipo 2, enfermedad
caracterizada por la falta de control de la glucosa y
resistencia a la accién de la insulina, se presentan
alteracionesmlltiplescomodisminucionenlaexpresion
del receptor de la insulina en la membrana celular,
disminucion generalizada en la actividad de las
fosfotirosinasy activacion de las serinas del IRS-1 que
disminuyen la sefial. Aun cuando conocemos muchas de
las funciones de las proteinas involucradas para €l
control delaglucosa, todaviano entendemosentérminos
molecularesel significadodelaresistenciaalainsulina
en |os pacientes con diabetes tipo 2.

Palabrasclave: IRS Sustratodel receptor delainsulina;
Pl 3-cinasa, fosfatidilinositol 3-cinasa; GLUT,
transportador de glucosa; Ko, ratones knockout.

aceptacion: 6 de diciembre de 2000

Summary

Many proteins are involved in glucose control. The
first step for glucose uptake isinsulin receptor-binding.
Simulation of the insulin receptor results in rapid
autophosphorylation and conformational changesinthe
B chain and the subsequent phosphorylation of the
insulin receptor substrate. Thisresultsin the docking of
several SH2 domain proteins, including Pl 3-kinaseand
other adapters. The final event is glucose transporter
(GLUT) trandocationto the cell surface. GLUT isinthe
cytosol but after insulinstimul ation, several proteinsare
activated either in the GLUT vesicles or in the inner
membrane. The role of the cytoskeleton is not well
known, but it appar ently partici patesin membranefusion
and vesicle mobilization. After glucose uptake, several
hexokines metabolize the glucose to generate energy,
convert the glucose in glycogen and store it. Type 2
diabetes is characterized by high glucose levels and
insulin resistance. Theinsulin receptor isdiminished on
the cell surface membrane, tyrosine phosphorylationis
decreased, serine and threonine phosphorylation is
augmented. Apparently, the main problem with GLUT
protein is in its translocation to the cell surface. At
present, we know the role of many proteinsinvolved in
glucose control. However, we do not understand the
significance of insulin resistance at the molecular level
with type 2 diabetes.

Key words IRS insulin receptor substrate; Pl 3-K,
phosphatidylinositol 3-kinase; GLUT, glucosetransporter;
ko, knockout mouse.
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Sefiales intracelulares en el control de laglucosa
Generalidades

Los receptores celulares juegan un papel muy
importante en la comunicacion hacia el interior de
la célula 'y su agrupacion en familias se basa en la
homologia y funcionalidad. Tenemos la familia de
los receptores con dominios parecidos a las
inmunoglobulinas, la familia de receptores para los
factores de crecimiento, las hormonas, las sefiales
para desencadenar la apoptosis y la familia de las
citocinas entre otras. Los receptores son proteinas
gue contienen tres dominios: dominio extracelular
que es el sitio de la unién del ligando, regién
transmembranal y el dominio intracelular sitio de
activacion al interior de la célula.*? Los ligandos
como los factores de crecimiento, citocinas, hor-
monas de crecimiento y otros, activan proteinas
citosdlicas y/o genes responsables de funciones
celulares importantes para la proliferacion y dife-
renciacién celular. Con base en lo anterior, los
receptores se clasifican como expresién-tejido es-
pecificoy de etapa de diferenciacion-especifica. Al
efectuarse la union del ligando al receptor, pueden
desencadenarse las siguientes actividades:

1). Activacién de los receptores asociados a la
proteina G. El ligando promueve la activacion
del receptor y la asociacion de la proteina G.
Como consecuencia se activan segundos men-
sajeros, que al asociarse a las proteinas pro-
mueven cambios conformacionales y cambios
en los potenciales de membrana. Algunos re-
ceptores como el del glucagon, de la epinefrina
y de la serotonina se asocian a proteinas G.

2). Receptores que sirven de canales deiones. La
union del ligando al receptor promueve el cam-
bio en la conformacion de la region interna del
receptor paralafacilitacién de la entrada de los
iones importantes a la economia de la célula.
Dentro de esta categoria se encuentran aque-
llos receptores con potenciales eléctricos como
es el caso de las uniones sinpticas para la
liberacion de los neurotransmisores.

3). Receptores con actividad de cinasas. Estos
receptores tienen en su dominio intracelular
residuos ricos entirosinas, serinasy treoninas,
que, en presencia del ligando, producen un
cambio conformacional de la proteina y su
autofosforilacién. Bajo estas condiciones, los
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receptores se asocian con proteinas citosdlicas
que a su vez se fosforilan. Algunos receptores
monoméricos como el del factor de crecimien-
to epidérmico, del factor de crecimiento deriva-
do de las plaquetas y de los interferones, se
dimerizan en presencia del ligando como pri-
mera etapa de la sefializacion. Otros recepto-
res como el del factor insulinoide y de la insu-
lina se encuentran preasociados y en presen-
cia del ligando se autofosforilan.

4). Receptores con actividad enzimatica intrinse-
ca. Esta funcion se presenta después de la
unién del ligando. Dentro de esta familia tene-
Mos a los receptores que catalizan la conver-
sion de GTPa y GMPc y a la familia de las
fosfatasas que inactivan los residuos de las
tirosinas.

Para que se ejecute la accion al interior de la
célula es necesario que el ligando se una al recep-
tor. Algunos ligandos actian de manera mono-
mérica, otros como dimeros o trimeros. Al igual
gue los receptores, los ligandos se agrupan por su
homologia en la secuencia de aminoacidos, por su
estructura e interaccién con su receptor y por su
radio de accion. La accion endocrina (propiamente
de las hormonas) de los ligandos, se caracteriza
por su efecto a grandes distancias de la célula que
los produjo. La funcién paracrina es la accion del
ligando en las células vecinasy lafuncién autocrina
se refiere a la utilizacion de los factores secretados
por las mismas células productoras.?®

Cascada de sefnalizacion via insulina
Insulina

Lainsulina con un peso molecular de 5.8 kDa es
la hormona anabdlica més potente y esencial para
eldesarrollo, crecimientoy mantenimientoy parala
homeostasis de la glucosa en el organismo. La
insulina es sintetizada por las células f del pancreas
en forma de preprohormona. La preproinsulina, al
perder 23 amino&cidos de la secuencia lider, se
convierte a proinsulina unida por puentes disulfuro
intracatenariosy por el péptido C o péptido conector.
Posteriormente, la proinsulina se transforma en
insulina por accién de las endoproteasas especifi-
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cas, quedando como hormona funcional con cade-
nas A y B de polipéptidos unidos por puentes
disulfuro.® Por dltimo, la insulina es secretada por
las células B del pancreas (islotes de Langherhans)
enrespuesta al incremento en los niveles de gluco-
sa. Ademas, en el higado (a través de la disminu-
cion de la gluconeogénesis y glucdlisis) disminuye
la salida de glucosa y en el tejido muscular y
adiposo promueve la incorporacién de glucosa al
interior de la célula (Figura. 1).

Receptor de la insulina

El receptor de la insulina, se clasifica dentro de
aquellos receptores con actividad de tirosina
cinasas. El gen del receptor de la insulina esta
localizado en el brazo corto del cromosoma?®® hu-
mano y esté constituido por 22 exones distribuidos
alolargode 150 kb. Su transcripcion dalugar auna
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proteina precursora que al ser procesada origina
dos cadenas a y dos cadenas (3.”®

El receptor de la insulina solamente se expresa
en musculo, tejido adiposo, higado y pancreas
como un tetrdmero, donde las dos cadenas a (135
kDa) ricas en cisteinas y glicinas interactian con la
insulina. Estas cadenas se unen por puentes
disulfuro a dos cadenas (3 (95 kDa) que atraviesan
la membrana plasméatica y cerca de la regién
carboxilo terminal se encuentran los residuos de
tirosinas.®!! (Figura 2).

La incorporacion de la glucosa a las células se
hace por mecanismos diferentes dependiendo del
tejido. La insulina ejerce su accion para el control
de la glucosa de manera indirecta a través del
receptor de la insulina. El primer evento especifico
es la unién de la insulina a las cadenas a del
receptor. La interaccion de la insulina provoca un
cambio conformacional enlas cadenas a y autofos-
forilacion de las cadenas [3.° Mediante el andlisis
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Figura 1. Sintesis y secrecion de la insulina por las células B del pacreas.
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Sefiales intracelulares en el control de laglucosa

mutacional de la region intracitoplasmica de la
cadena [3, se ha podido conocer cuantos residuos
de tirosina contiene el receptory cual es su funcion.
Las tirosinas en las posiciones 1158, 1162y 1163
son esenciales como mediadoras de la actividad
de las tirosina cinasas, la tirosina 960 como sitio de
regulacion y la tirosina 972 para el anclaje y
fosforilacion del sustrato del receptor de la insulina
(IRS).** Asimismo, dentro de esa region del recep-
tor se encuentran las tirosinas 1328 y 1334 que
sirven para activar a otras proteinas involucradas en
la proliferacion celular. Las tirosinas 1146, 1150 y
1151 participan en la internalizacion dependiente
del ligando-receptor.*> Ademas, se ha demostrado
la presencia de residuos de serinas y treoninas que
modulan la actividad de las tirosina cinasas y los
sitios para la union del ATP.® (Figura 2).

Sustrato del receptor de la insulina
Después de la autofosforilacion del receptor, se

inicia la activacion de las tirosina cinasas de los
IRSs. Se han identificado cuatro proteinas de IRS

(del1al4),siendoel IRS-1eIRS-2 (185y 195 kDa,
respectivamente) responsables del control de la
glucosa. El IRS-1 es codificado por un unico exén
en el cromosoma 2g36-37 y el IRS-2 por el
cromosomal3q34.1 humano.®®** El papel de IRS-
3 e IRS-4 no es del todo claro, experimentos de
sobreexpresion de estas proteinas en adipocitos,
muestran un ligero mimetismo con la accion de la
insulina.

Las proteinas IRS contienen en su region N-
terminal un grupo homalogo a pleckstrina (PH) que
se asocia con fosfolipidos de membrana y/o protei-
nas intracelulares, seguido de una proteina de
unién a fosfotirosina (PTB) la cual interactta con la
tirosina 960 en el motivo NPXY del receptor de la
insulina.’*1” Otra region conservada es el motivo
YXXM que se une aldominio SH12 de la subunidad
p85 de Pl 3-cinasa. En la region carboxilo terminal,
la dnica similitud entre los IRSs son los sitios de
fosforilacion. Por ejemplo, IRS-1 e IRS-2 tienen un
35% de homologia en regiones para la interaccion
de lipido-proteina o proteina-proteina (Figura 3).
Ademas, estas proteinas a través de los residuos
de tirosinas tienen la capacidad de unirse a protei-
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Figura 2. Receptor de la insulina.
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Figura 3. Familia de los sustratos del receptor de la insulina.

nas que presentan los dominios SH2 (homdlogas
al Sre-2) y los dominios SH3 (homologas al Sre-3)
gue se unen a secuencias ricas en prolinas. Otras
proteinas también contienen dominios SH2/SH3
como la proteina p85, la proteina Grb-2 (receptor
de factor de crecimiento unido a la proteina 2), la
tirosinafosfatasa SHP2 (necesarias para la activa-
cion de p21™), la tirosina cinasa fyn (que puede
activar a P1-3 cinasa y de p21™), la proteina GAP
0 proteina activadora de GTPasa, la fosfolipasa
(PLC-y) C-y vy las proteinas Rho asociadas a la
actividad de treonina/serina cinasas.'®22 Por anali-
sis de la secuencia de los aminoacidos de los IRSs,
se encontraron 70 residuos de tirosinas y 40 de
serinas y treoninas.?® El mecanismo de regulacién
de la actividad de las tirosina cinasas es por accion
delas fosfatasas SHP2 que apagan la fosforilacion.
Las serinas son activadas porlas proteinas cinasas
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MAPK, PKC, akt/PKB, casein cinasa Il y Pl 3-
cinasay TNF-a que disminuyen la actividad de los
IRSs.2425 (Figura 4).

Pl 3-cinasa

En la cascada de sefializacion, la siguiente pro-
teina en activarse es la Pl 3-cinasa, que pertenece
a la familia de proteinas con actividad enzimética
gue fosforilan a lipidos de inositol de la membrana.
Laproteina esundimero constituido por lasubunidad
catalitica de 110 kDa asociada a la subunidad
reguladora de 85 kDa.?® Se han identificado varias
isoformas de la subunidad reguladora comola p55a,
la p55PIK, la p85a, la p55B y dos isoformas de la
subunidad catalitica p110a y p110 (Figura 5). La
subunidad p85 contiene un dominio SH3 en el
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Sefiales intracelulares en el control de laglucosa
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Figura 4. Sefial de trasduccién del complejo insulina-receptor.

extremo amino-terminal y dos dominios SH2 uno en
la parte media de la proteina y otro en la region
carboxilo terminal. EI dominio SH2 flanquea la re-
gién donde se asocia p110 con p85 e interactlia con
los residuos de fosfotirosina permitiendo la activa-
cién de la subunidad catalitica p110. Ademas, p110
fosforila a los fosfoinositidos en la posicién 3' del
anillo inositol para generar el Pl 3-fosfato, el Pl 3,4-
bifosfatoy el 3,4,5-trifosfato.?”?% Estas enzimas pue-
denseractivadastambién porlas cinasas de treonina/
serina de la proteina Akt o por la proteina atipica
cinasa C.??° Se sabe que la subunidad p85 de PI 3-
cinasa puede unirse directamente a la cadena 3 del
receptor de la insulina en el motivo YTHM. Otras
proteinas asociadas al complejo Pl 3-cinasa son la
PDKI con actividad de cinasas de treonina/serina,
las proteinas con funcién reguladora a nivel de la
membranas como las EEAI, la ARNO (funcidon
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reguladora en la membrana plasmatica) y la
citohesina-1 que contienen dominios PH para la
unién de complejos de fosfatidil inositol.*

En general, la Pl 3-cinasa y otras proteinas,
participan en la regulacién de triglicéridos, en mito-
sis, en los procesos de diferenciacion, sintesis y
degradacion de carbohidratos, lipidos y proteinas,
activacion de plaguetas, organizacion del citoes-
gueleto, sefializaciéon membranal y el transporte de
glucosa mediada por la insulina.3-32

Transportadores de glucosa

La etapa final para el control de la glucosa se
efectia mediante los transportadores de glucosa
(GLUT). A la fecha se han identificado nueve

transportadores del uno al cincoy del ocho al 11. El
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Figura 5. Estructura de la subunidad reguladora y la subunidad catalitica de Pl 3-cinasa.

GLUT1 es un transportador constitutivo de la glu-
cosa que se expresa en varios tejidos como en el
cerebro, eritrocitos y en las células endoteliales. El
GLUT2 (con baja afinidad por la glucosa) es el
sensor en las células (3 del pancreas para la libera-
cién de lainsulina en presencia de altas concentra-
ciones de glucosa; también se expresa en el rifion,
en el epitelio del intestino delgadoy en el higado. El
GLUTS, transportador de alta afinidad para la glu-
COsa, se expresa en neuronasy placenta. EI GLUT
5 transportador de fructosa se expresa en intestino
delgado, en células esperméticas, en rifidn, en
cerebro, en tejido muscular y adiposo. El GLUT8
transporta glucosay es regulado hormonalmente a
nivel testicular en el adulto.3

EIGLUT4, con peso molecular aproximado de 45
kDa, es el principal responsable de la incorporacion
de la glucosa al interior de las células musculares 'y

Gac Méd Méx Vol.137 No. 2, 2001

de los adipocitos.* EI GLUT4 es una proteina que
atraviesa 12 veces la membrana plasmética y es
entre los dominios seis y siete donde se localiza el
sitio de entrada de la glucosa (Figura 6). En ausen-
cia de insulina, alrededor de 90% del GLUT4 se
encuentra secuestrado intracelularmente en vesi-
culas que sonllevadas haciala membrana plasmatica
por la activacion previa del complejo proteico Pl 3-
cinasa, las proteinas PKB/Akt, la PKC vy la cinasa
JNK.*%7 Las vesiculas transportadoras contienen
proteinas V-SNARE (conocidacomo sinaptobrevina),
VAMP2 y VAMP3 que interacttan fisicamente con
las proteinas T-SNARE (conocida como sintaxina 4
y SNAP23) que se encuentran localizadas enlacara
interna de lamembrana plasmética. Otras proteinas
accesorias del tipo Munc18c, Synipy NSF serequie-
ren en los eventos de anclaje y fusion de lamembra-
na con las vesiculas que contienen los GLUT.
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Figura 6. Estructura del trasportador de glucosa (GLUT).

Ademas, en esta asociacion participan las proteinas
del citoesqueleto como la actina y la tubulina que
interactian con los complejos proteicos para la
movilizacién y anclaje de los GLUT en la membrana
plasmatica.** (Figura 7).

Metabolismo de la glucosa

El metabolismo de la glucosa es importante no
solamente como fuente de energia, también se
relaciona estrechamente con diversas vias metabo-
licas. Pararealizar dichas funciones, es necesariala
participacion de diversas proteinas que regulan la
utilizacion de la glucosa. El metabolismo de la
glucosa es mediado por la enzima glucocinasa. La
reaccion es catalizada por una familia de enzimas,
la hexocinasa |, Il y Il cuya actividad esta regulada
por la concentraciones de la glucosa 6-fosfato,
mientras que la glucocinasa IV (baja afinidad por la
glucosa) no es regulada por la glucosa 6-fosfato.*”
Dependiendo de las necesidades de la célula, la
glucosa puede seguir la ruta de la glucdlisis y/o la
sintesis de acidos grasos.®°

Alteracion celular en diabetes tipo 2
Ladiabetestipo 2 es unaenfermedad metabdlica
gue se caracteriza por la presencia de niveles

elevados de glucosa, resistencia a la accion de la
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insulina en los tejidos periféricos (especialmente
musculo esquelético y tejido adiposo), falla en la
accion insulinica para inhibir la produccion de glu-
cosa en el higado, y una produccién y/o secrecion
anormal deinsulinapor las células B del pancreas.*
Antiguamente, se consideraba que la resistencia
alainsulina podria ser el resultado de modificaciones
enla estructura primaria de la hormona que impedian
la union con las cadenas a del receptor. Al respecto,
se ha secuenciado la insulina proveniente de pacien-
tes diabéticos y alin cuando se presentan mutacio-
nes, éstas, en raras ocasiones, afectan la unién y la
sefializacién.** Otro elemento importante es el recep-
tor de la insulina que se encuentra disminuido en la
superficie de las células de los pacientes diabéticos.*
Algunos reportes muestran mutaciones en las cade-
nas a que afectan lainteraccién conlainsulinay otras
la autofosforilacién en las cadenas By la interaccion
con el IRS-1.542 En el IRS-1 se ha demostrado
polimorfismo en la secuencia de los aminoacidos sin
gue este afecte su funcionalidad.**¢ En conjunto,
existe una disminucion generalizada de la actividad
de las tirosina cinasas por accién de la
hiperfosforilacion de las serinas/treoninas del IRS-1y
de otras proteinas intracelulares con la misma activi-
dad como la glucogeno 3-cinasa sintetasa, la protei-
na cinasa C-alfa, la MAPK cinasa y la PKC/Akt.4748
Asimismo, esta disminucion de la actividad de las
tirosina cinasas esta intimamente relacionada con el
factor de necrosis tumoral alfa, el aumento de acidos
grasos libres y niveles elevados de insulina.*®
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Figura 7. Ruta de sefializacion para el control de la glucosa.

Con la finalidad de entender el papel que des-
empefian las proteinas en la cascada de sefaliza-
cion, se han realizado estudios en lineas celulares
de fibroblastos, hepatocitos, células de ovario y
células de insulinoma. Asimismo, se han empleado
modelos animales con caracteristicas similares a
la diabetes (ratas Zucker, ratones obesos ob/ob,
ratones db/db, ratones Ip/lp, y ratas Goto-Kakizaki),>*
53 animales transgénicos para la sobreexpresion de
proteinas y animales con proteinas no funcionales
(Ko, del inglés, knockout).5+5¢

Recientemente, se gener6 un modelo experi-
mental de ratén Ko para el receptor de la insulina
tejido-especifico (células B del pancreas); estos
animales presentan pérdida selectiva de la secre-
cién de insulina en respuesta a la glucosa y una
pérdida progresiva de la tolerancia a la glucosa.®’
Los ratones transgénicos para el IRS-1 exhiben un
aumento tanto en la actividad de la glucocinasa
como en la secrecién de la insulina.®**¢ La sobre-
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expresion del GLUT4 en ratones diabéticos ob/ob
mejora la incorporacién de la glucosa en musculo
y tejido adiposo.%® La generacién de los ratones Ko
para las isoformas IRS-1 e IRS -2 /- ha revelado
aspectos importantes de la enfermedad. En el
primer caso, se encontré una disminucién en la
talla de los animales, resistencia moderada a la
insulina e hiperplasia en las células .55’ La resis-
tencia moderada alainsulina sugiere la posibilidad
de otras vias de compensacion que se asocian con
una hipersecrecion de la hormona. En los ratones
IRS -2 /- se presenta resistencia severa a la
insulina, hipoplasia de las células (3 del pancreasy
una patologia similar a la observado en los pacien-
tes diabéticos.*” La reduccién en la expresion de la
proteina GLUT4 es una de las caracteristicas co-
munes en el tejido adiposo de modelos experimen-
tales de diabetes conresistencia alainsulina.>® Al
parecer, el defecto en latranslocacion de los GLUT
ocurre por la disminucién generalizada de la fos-
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forilacion de las tirosinas y por un incremento en la
actividad de las serinas/treoninas. Simultdneamen-
te, alteraciones en la organizacion de la red de
filamentos de actinay proteinas asociadas aactina,
que interacttan con las vesiculas transportadoras
y las proteinas asociadas a la cara interna de la
membrana plasmatica, afectan la movilizacién de
los GLUT hacia la superficie celular.®*%? Lo anterior
pone de manifiesto lo complejo que resulta enten-
der el papel de las proteinas involucradas en los
eventos de sefializacion para la regulacion y meta-
bolismo de la glucosa. (Figura 8).

Conclusiones
La fuente de energia en el organismo es la

glucosa. La entrada de la glucosa a la célula es
controlada por multiples sefiales que se activan

después de la interaccion de la insulina con el
receptor. A lafecha, se han clonado muchas de las
proteinas que intervienen en la sefializacion. Con
estos genes se han hecho transfecciones enlineas
celulares, animales transgénicos y animales con
ausencia de los genes. También, mediante muta-
ciones especificas, se ha demostrado cuales ami-
noacidos intervienen de manera positiva o negati-
va en la activacion de las proteinas. En general, se
ha encontrado que las mutaciones presentes en
los pacientes no correlacionan con la afeccion. Los
defectos observados en la resistencia periférica a
la accién de la insulina son atribuibles a una dismi-
nucién enlafosforilacion de los residuos de tirosinas
e hiperfosforilacién en los residuos de serinas y
treoninas. Lo mas dificil de explicar en la diabetes
tipo 2 es el descontrol de la glucosa y los dafios
metabdlicos que se desencadenan. De manera
similar a la definicién de la diabetes como una

f N\
Disminucion en la )
entrada de glucosa 'nSU““”a
Disminucién del
U ﬁ receptor de insulina
a S - a
SS
~DHZ S_!-—-l extracelular
Alteracion en la red de
los microfilamentos Disminucién de la
fosforilacion de pY
Hiperfosforilacién
de pSer/pThr
Disminucion en PI3-K
la translocacién
de los GLUTs Disminucién de ”
L Degradacion de
la activacion p
las proteinas
. J

Figura 8. Alteraciones en la ruta de sefializacién para incorporacién de la glucosa.
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enfermedad multifactorial, a nivel celular no se han
demostrado muchos mecanismos alterados. Pro-
bablemente, en el futuro, se encuentren nuevas
proteinas y/o drogas que promuevan en la célula el
control de la glucosa de manera fisioldgica.
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