uc GRADO EN MEDICINA

UNIVERSIDAD

DE CANTABRIA TRABAJO FIN DE GRADO

FACULTAD DE
MEDICINA

Mecanismos neuronales de neurodegeneracion y
neuroproteccion: disfuncion de la biogénesis de ribosomas

y alteraciones de la maquinaria de sintesis de proteinas

Neuronal mechanisms of neurodegeneration and
neuroprotection: ribosome biogenesis dysfunction and
protein synthesis machinery alterations

VT PN s







INDICE

AGRADECIMIENTOS. ... e e e e e eennns 3
ABREVIATURAS . ... e et et e e e eaans 5
RESUMEN. ... e e e e 7
INTRODUGCCION. ..ottt 9
METODOLOGIA. ...ttt 9
ORGANIZACION DE LOS COMPARTIMENTOS NUCLEARES.........cccoveuee.. 10
TerritorioS CrOMOSOMICOS. .......uvvreieeeiiiireeeee e e et e e e e s e e e s e s e e s s annneeeees 11
Cuerpos nucleares de Cajal........coooooeiriiiiiiiiiie e 11
Areas de factores de SPlICING.........c.cceirireieeeeeeeece e ete e 12
I N1 L I L 0 PP 12
Estructura y organizacion espacial del nucleolo.............cc..ovvviiiiiiiiiieeeee, 13
Transcripcion nucleolar de los genes ribosomales...........cccccveveeiieeeiiiiiiens 14
Regulacion del CiClo CelUlar.............ooovveiiiiccce e 15
NUCIEOIO Y ESIIES CRIUIAN.......ciiiieeeeeee e 16
MAQUINARIA CITOPLASMATICA DE SINTESIS DE PROTEINAS................. 18
Estructura y organizacion de los polirribosomas y del reticulo endoplasmico
0= U101 = RS 18
MecanismO de trAdUCCION............ueiiiie ettt e e e 19

ORGANIZACION DEL NUCLEOLO Y DE LA MAQUINARIA DE SINTESIS DE

PROTEINAS EN NEURONAS......coiiiieeeeieeee ettt ee e annas 20
ElNUCIEOI0. ... 20
La maquinaria de sintesis de proteinas: sustancia o grumos de Nissil.............. 22
DISRURCION NUCLEOLAR Y DE LA MAQUINARIA DE SINTESIS DE
PROTEINAS EN CUADROS DE LA NEUROPATOLOGIA. ... 25
INEFOAUCCION.....eeeiiee ettt e e 25
EStrés NUCIEOIAr Y P53.....coiiiiiiieiiee ettt 27
Nucleolo y enfermedades neurodegenerativas.............ccoevevvevvvviiiiiiiinieeeeeeeeen 28



La enfermedad de AlZNEIMET ... ... 29

La enfermedad de Parkinson (EP) y enfermedades por repeticiones de

101 a8 (o (=T 0] 1o [0 LSOO RTPPPPPP 31
La esclerosis lateral amiotrOfiCa...........uuvvviiiiieiieiiii e 33
La atrofia muscular espinal (AME)...........oooieiiiiiiiiieiee e 37
BIBLIOGRAFIA. ...ttt sttt sttt 41



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, agradezco a mi director y co-directora de TFG, Miguel Lafarga
y M2 Teresa Berciano, respectivamente, por transmitir su pasion por la Biologia
Celular desde el primer dia de clase y por ensefar con tanta ilusibn este
pequefio pero a la vez extenso mundo. Agradecerles su guia y dedicacion en
esta aventura.

En segundo lugar, agradecer a mis padres por su incondicional apoyo, por su
sacrificio y por su cariio durante estos afios. Gracias por ensefiarme que el
esfuerzo merece la pena.

Y por ultimo agradecer a mi pareja, por estar siempre ahi, por ayudarme a
creer en mi misma y a sobrevivir a los malos dias.






ABREVIATURAS
RNA: &cido ribonucleico
rRNA: &cido ribonucleico ribosémico o ribosomal
ATP: adenosin trifosfato
REG: reticulo endoplasmatico granular o rugoso
EA: enfermedad de Alzheimer
EH: enfermedad de Huntington
EP: enfermedad de Parkinson
ELA: esclerosis lateral amiotrofica
AME: atrofia muscular espinal
RNA pol I: RNA polimerasa |
DNA: &cido desoxirribonucleico
MRNA: &cido ribonucleico mensajero
tRNA: &cido ribonucleico de transferencia
snRNA: acido ribonucleico nuclear pequefio
CB: cuerpos nucleares de Cajal
snoRNPs: ribonucleoproteinas nucleolares pequefias
snRNPs: ribonucleoproteinas nucleares pequefias
SUMO: “Small Ubiquitin-like modifier”
SMN: factor de supervivencia de las motoneuronas
NORs: regiones organizadoras nucleolares
rDNA: 4cido desoxirribonucleico ribosomal
UBF: “upstream binding factor”
CF: centros fibrilares
CFD: componente fibrilar denso

CG: componente granular



TBP: “TATA” binding protein

NPM: nucleofosmina

NADs: dominios de cromatina asociados al nucleolo
LSU: subunidad ribosomal grande

PTM: modificaciones post-traduccionales
ncRNAs: RNA no codificante

MiRNAsS: micro ARN

NLS: secuencia de localizacion nuclear
REL.: reticulo endoplasmico liso

GTP: guanosin trifosfato

SRP: particula de reconocimiento de la sefal
UPR: “unfolded protein response”

NFT: ovillos neurofibrilares

NPMS3: nucleoplasmina 3

SGs: granulos de estrés



RESUMEN

El nucleolo es un compartimento nuclear no delimitado por membrana que es
conocido por su funcién en la biogénesis de ribosomas. Sin embargo, en los
altimos afios varios estudios han revelado un amplio espectro de funciones
mucho mas complejas, tales como la regulacion del ciclo celular, sensor de
dafio en el DNA, procesamiento de pre-mRNAs y ncRNAs y coordinacién de la
respuesta celular a estrés. Teniendo en cuenta que el nucleolo controla asi la
fisiologia y homeostasis celular, cabe esperar que su integridad funcional sea
crucial para la supervivencia neuronal. Ademas, las alteraciones celulares y
moleculares que se acompafian de disfuncion y estrés nucleolar causan una
alteracion de la biogénesis de ribosomas y de la maquinaria de sintesis de
proteinas. Por ello, las alteraciones nucleolares representan una pieza
importante en la fisiopatologia de varias enfermedades neurodegenerativas
humanas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral amiotréfica y la
atrofia muscular espinal. Esta revisién bibliografica pretende analizar las
multiples funciones del nucleolo, su relacion con las alteraciones de la
maguinaria de sintesis de proteinas y la vision en conjunto de su implicacién en
el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas y de sus caracteristicas
distintivas.

ABSTRACT

The nucleolus is a non-membrane bound nuclear compartment best known for
its role in ribosome biogenesis. Nevertheless, in the past years several studies
have revealed a much wider and complex range of functions, such as cell cycle
regulation, DNA damage sensing, pre-mRNA and ncRNAs processing and
coordination of the cellular response to stress. Taking into account that the
nucleolus controls cellular homeostasis and physiology, it's functional integrity is
crucial for neuronal survival. Moreover, cellular and molecular alterations that
are accompanied by nucleolar dysfunction and consequently nucleolar stress,
cause impaired ribosomal biogenesis and an altered protein synthesis
machinery. Therefore, they play a key role in the physiopathology of several
human neurodegenerative diseases, including Alzheimer’'s disease, Parkinson’s
disease, Huntington’s disease, amyotrophic lateral sclerosis and spinal
muscular atrophy. This review aims to go over the several functions of the
nucleolus, its relation to the altered protein synthesis machinery and their
overall implication in the development of several human neurodegenerative
diseases and their hallmarks.






1. INTRODUCCION

El nucleolo es la estructura mas prominente del ntcleo celular y su funcién mas
relevante es la sintesis de los RNAs ribosomales (rRNA) y su ensamblaje con
proteinas ribosomales para formar las particulas pre-ribosomales. Estas se
transportan al citoplasma donde se ensamblan en los ribosomas. Pero, ademas
de ser la factoria para la biogénesis de ribosomas, el nucleolo juega un papel
importante en la respuesta al estrés celular.

Las neuronas tienen una elevada actividad transcripcional y son las células que
producen mas variedad de mensajeros. La alta demanda de traduccion, para
sostener el arbol dendritico, el transporte axonal y la actividad sinaptica,
necesita de una gran actividad de biogénesis de ribosomas. De hecho, la
funcion del nucleolo, conjuntamente con la actividad bioeléctrica neuronal y el
transporte intracelular, especialmente axonal, son las funciones que consumen
mas ATP. En las neuronas, el tamafio y la organizacion estructural del nucleolo
se correlacionan estrechamente con la organizacién citoplasmatica de la
magquinaria de sintesis de proteinas, particularmente con su desarrollo y con la
distribucion de los polirribosomas libres y asociados a las cisternas del REG
(Peters et al., 1991; Pena et al., 2001).

La muerte neuronal es un componente esencial de multiples procesos
neurodegenerativos, tales como Alzheimer (EA), Huntington (EH), Parkinson
(EP), esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y atrofia muscular espinal (AME). Sin
embargo, los progresos en el conocimiento de los mecanismos de muerte
neuronal en modelos experimentales animales no han repercutido, de manera
significativa, en el desarrollo de tratamientos neuroprotectores. Entre los
mecanismos afectados en la neurodegeneracion la inhibicion de la biogénesis
de ribosomas asociada a la disfuncion nucleolar se ha documentado en la
mayoria de los cuadros neurodegenerativos. Por ello, en la actualidad la
potenciacion de la actividad del nucleolo en la biogénesis de ribosomas,
mediante la estimulacion del complejo de transcripcién de la RNA polimerasa |
(RNA pol 1) estd emergiendo como una nueva aproximacion terapéutica.

2. METODOLOGIA

El presente TFG se plantea como una revision bibliografica, fundamentalmente
de articulos indexados en PubMed, de la maquinaria de biogénesis de
ribosomas y de sintesis de proteinas en el contexto global de la organizacion
de los compartimentos nucleares y del citoplasma. El estudio se focaliza en
modelos neuronales, analizando especialmente la reorganizacion y disfuncion
del nucleolo y de la maquinaria de sintesis de proteinas en enfermedades de la
motoneurona (ELA, AME) y en otros cuadros neurodegenerativos. La revision
bibliografica se ha complementado con el analisis con microscopia Optica y
electrénica de muestras experimentales de motoneuronas de ratones con ELA
o AME. Algunas de las imagenes obtenidas han servido para ilustrar este
trabajo.



3. ORGANIZACION DE LOS COMPARTIMENTOS NUCLEARES

El nlcleo esta delimitado por la envoltura nuclear, formada por las membranas
interna y externa, los complejos del poro nuclear y la lamina densa nuclear.
Contiene la informacién genética en los cromosomas y esta subdividido en
compartimentos nucleares no limitados por endomembranas. En él se produce
la replicacion (sintesis) del DNA, la transcripcion (sintesis) de RNAs (MRNA,
rRNA, tRNA y snRNA) y el procesamiento (maduracion) y transporte de RNAs.
Cabe destacar, que el procesamiento de los pre-mRNAs incluye tres etapas: i)
la formacion de una caperuza de metilguanosina en el extremo 5, ii) el
“splicing” que permite eliminar los intrones (no codifican) y empalmar los
exones VY iii) la poliadenilacidon, que consiste en la adicion de una cola de
poliadeninas (poly (A) RNA) en el extremo 3’ necesaria para la exportacion y
estabilidad de los mRNAs. Estas funciones nucleares se producen en
compartimentos nucleares que incluyen los territorios cromosémicos, el
nucleolo, los cuerpos nucleares de Cajal ("Cajal bodies”, CBs en la literatura
internacional) y las areas de factores de "splicing" ("Nuclear speckles") (Fig. 1).
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Figura 1. Organizacién nuclear. Imagen de ME de la organizacion de los compartimentos
nucleares incluyendo el nucleolo (No), un cuerpo nuclear de Cajal (CB), varias areas de factores de
"splicing" (NS) y heterocromatina (He). Neurona sensitiva del ganglio del trigémino de la rata.

La transcripcion de los genes ribosomales, la maduracion de los pre-rRNAs y el
ensamblaje de los rRNAs con proteinas para formar las particulas pre-
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ribosomales se produce en el nucleolo, que representa la factoria central para
la biogénesis de ribosomas. Posteriormente, en el citoplasma, los mMRNAs se
traducen en la maquinaria de traduccién, que esta formada por polirribosomas
libres y acumulos de cisternas de reticulo endoplasmico granular (REG), una
estructura muy prominente en las neuronas donde forma los grumos de Nissl.

Territorios cromosdmicos

Es el volumen que ocupa cada cromosoma en la interfase y su distribucién no
se produce al azar, existiendo una topologia nuclear preferente en la
organizacién espacial de los cromosomas en cada tipo celular.

Estructuralmente corresponde a dominios de cromatina, un complejo de DNA,
histonas y otras proteinas asociadas. Estos dominios pueden ser de dos tipos:
heterocromatina o eucromatina, que dependen del nivel de plegamiento de la
molécula de DNA. Por un lado, la heterocromatina es cromatina condensada,
transcripcionalmente silente, que puede ser facultativa (genes que no se
expresan codificantes de proteinas) o constitutiva (DNA que no codifica
proteinas, esencialmente telomérico y centromérico). Por otro lado, la
eucromatina es cromatina descondensada y su DNA puede ser activo o
inducible para la transcripcion. Ademas, la relacion
eucromatina/heterocromatina es un indice de actividad transcripcional.

En la eucromatina hay cadenas polinucleosomales, que son el segundo nivel
de plegamiento del DNA (siendo el primero el filamento de DNA desnudo) y
fibras cromatinicas aisladas (tercer nivel de plegamiento del DNA donde la
cadena polinucleosomal se pliega de forma helicoidal o en zigzag). Tiene un
tamafio de 10nm y es una cadena en la que aproximadamente por cada 200
pares de nucledtidos se asocia una particula, el nucleosoma. A su vez, cada
nucleosoma esta formado por 8 histonas (dos de cada una de las siguientes,
H2A, H2B, H3 y H4), que son proteinas basicas que forman un enlace muy
fuerte con los grupos fosfato del DNA. La transcripcion solo se produce en las
cadenas polinucleosomales.

Cuerpos nucleares de Cajal (“Cajal bodies” CBs)

Fueron descubiertos por Cajal (1903, 1910; Lafarga et al., 2016) en neuronas
utilizando su proceder del nitrato de plata reducido. Son sitios de maduracion
de snRNPs (“small nuclear ribonucleoproteins”) y snoRNPs (“small nucleolar
ribonucleoproteins”) necesarias para el procesamiento de mRNAs y rRNAs,
respectivamente. El cuerpo nuclear de Cajal (CB) se localiza libre en el
nucleoplasma o asociado al nucleolo y estd formado por hebras densas
enrrolladas embebidas en una matriz amorfa. Concentra una proteina
estructural que sirve de marcador, la coilina, una proteina nucleolar, la
fibrilarina, el factor de supervivencia de las neuronas motoras (SMN), shRNPs
espliceosomales y snoRNPs, y aunque carece de DNA, su ensamblaje es
dependiente de transcripcion.

Los CBs son ubicuos. El tamafio y numero de CBs es dependiente de
transcripcion y varia durante el ciclo celular, alcanzandose el maximo numero
en el periodo “S” del ciclo celular. Los CBs se desensamblan durante la mitosis
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y se reforman en G1 temprano. Ademas los CBs son mdviles, se ha
demostrado que hacen largos movimientos durante la interfase, relacionandose
espacialmente con el nucleolo, una interaccion esencial para la transferencia
de snoRNPs al nucleolo.

Los CBs estan implicados en la fisiopatologia de cuadros neurodegenerativos,
especialmente en enfermedades de la motoneurona como la atrofia muscular
espinal y la esclerosis lateral amiotrofica, en las que la pérdida de CBs produce
una severa alteracion del splicing de los pre-mRNAs (Lafarga et al., 2016).

Areas de factores de “splicing” (“nuclear speckles)

Fueron descubiertas por Cajal (1910) quién las denominé “grumos hialinos” por
presentar una textura homogénea con técnicas de impregnacion argéntica. Son
sitios de depdsito de factores para el procesamiento de los mRNAs (factores de
“splicing”), de forma que almacenan estos factores para su distribucion a los
sitios de transcripcion, donde se ensamblan en el espliceosoma. A nivel de
microscopia electronica, cada éarea estd formada por un agregado de
granulaciones intercromatinicas que concentran dos tipos de factores de
splicing: snRNPs y proteinas SR (ricas en “serina/arginina”). No son sitios de
transcripcion y carecen de DNA (Lamond & Spector, 2003).

4. EL NUCLEOLO

Es un compartimento nuclear carente de membrana, multifuncional y altamente
especializado en la transcripcion de los genes ribosomales que codifican los
rRNAs 28S, 18S y 5,8S. La concentracion de genes ribosomales, pre-rRNAS y
proteinas reguladoras en el compartimento nucleolar aumenta la eficiencia y la
especificidad de los procesos de sintesis y procesamiento de los rRNAs y el
ensamblaje de pre-ribosomas.

Las células diploides humanas tienen aproximadamente 400 copias de genes
ribosomales, los cuales se localizan en las regiones organizadoras nucleolares
(NORs) de los cromosomas (10 en células humanas). Por lo tanto, una NOR es
un segmento del cromosoma que contiene multiples copias de genes
ribosomales ordenados en tandem. Estos genes activos convergen en el
nucleolo, de forma que se puede decir que los nucleolos se ensamblan
alrededor de una NOR o varias NORs activas que pueden converger en un
solo nucleolo (Hernandez-Verdun et al., 2010). Ademas cabe sefialar que, al
final de la mitosis, cuando la transcripcion del rDNA finaliza, los NORs que
estaban activos estan directamente implicados en el reensamblaje de los
nucleolos (Hernandez-Verdun et al., 2010). Los inactivos quedan “atrapados y
silenciados” en la heterocromatina.

Durante el ciclo celular, los nucleolos se ensamblan al final de la mitosis
(telofase), son activos durante la interfase y desensamblan al principio de la
mitosis (Hernandez-Verdun et al., 2010). El aumento de CDK1/ciclina B dispara
la represion de la transcripcion de rRNA y el desensamblaje nucleolar. Algunos
factores quedan asociados a las NORs y otros se desplazan a la periferia
cromosOmica o son liberados. Durante la telofase, cuando la actividad
CDK1/ciclina B disminuye se reforman los nucleolos, reclutandose los factores
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reguladores de la transcripcion como UBF (“upstream binding factor”) y
reanudandose la transcripcion de los genes ribosomales y la biogénesis de
ribosomas (Lam and Trinkle-Mulcahy, 2015).

La mayor parte de las células diploides tienen de 1 a 3 nucleolos debido a la
convergencia de los NORs en el espacio. Ademas, durante la diferenciacion se
produce una reduccion del nimero de nucleolos, razon por la que cuando las
células tumorales se desdiferencian adquieren mdultiples nucleolos. Se ha
propuesto que el nucleolo es una estructura formada como consecuencia de la
transcripcion de los genes ribosomales que determina la acumulacion local de
rRNAs y multitud de proteinas reguladoras y de asociacion con los rRNAs para
formar la particulas pre-ribosomales De hecho, la configuracion y el tamafio de
los nucleolos estan relacionados con la produccion de ribosomas y la actividad
celular (Hernandez-Verdun et al., 2010). Por lo tanto se puede decir, que el
tamafo del nucleolo refleja la tasa de sintesis y procesamiento de rRNAS.

Estructura y organizacion espacial del nucleolo

El nucleolo tiene 4 componentes estructurales: centros fibrilares (CF),
componente fibrilar denso (CFD), componente granular (CG) e intersticios
nucleolares (Fig. 2). Los centros fibrilares (CFs) son areas circulares de
naturaleza fibrilar y baja densidad electronica, que almacenan moléculas
implicadas en la transcripcion como la RNA pol I, DNA topoisomerasa |, TBP
(“TATA” binding protein”), UBF y pre-rRNAs en distintas fases de
procesamiento. EI componente fibrilar
denso (CFD) rodea a los CFs y

contiene la maquinaria de
transcripcion activa, incluyendo la
RNA pol 1, nucleolina, fibrilarina,

SnoRNPs vy los transcritos primarios.
Ademas, tiene una elevada densidad
electronica por su textura compacta
(Hernandez-Verdun et al., 2010) y
acumula el rRNA primario 45S. Es
importante sefialar que los genes
rDNA silentes se sitlan en la zona
central de los CFs mientras que los
activos se disponen en la periferia y
se extienden en el CFD. EI
componente granular (CG) estd Figura 2. Compartimentos del nucleolo.
compuesto por grénulos distribuidos Esquemq representqtivp de la tipica organizacién
nucleolar: centros fibrilares (CF) rodeados por
de forma laxa (Hernandez-Verdun et  componente fibrilar denso (CFD) junto con
al., 2010) y esta formado por granulos intercalados del componente granular
particulas de” RNPs en las que los  (¢3) /DN de os NORs exa represeniaco r
rRNAs 28S, 18S, 5,85 y 5S se CFen suformainactiva (lineas violetas).
ensamblan con proteinas ribosomales
para formar las subunidades de los ribosomas. Ademas, concentra la proteina
B23 o nucleofosmina (NPM), que tiene un papel critico en el ensamblaje final y
exportacion de las particulas preribosomales.
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En la actualidad conocemos el mapa espaciotemporal de la biogénesis
ribosomal. Asi, los sitios activos de transcripcion de la RNA pol | estan
localizados en la interfase entre los CFs y CFDs, el procesamiento temprano de
pre-RNAs ocurre en los CFDs y el procesamiento tardio y el ensamblaje de las
subunidades ribosomales en el GC. La parte no transcrita de rDNA, asi como
los complejos de RNA pol | y la maquinaria de transcripcion estan localizados
en los CFs, de forma que la variabilidad en niumero y volumen de estos se
correlaciona con la actividad transcripcional (Hernandez-Verdun et al., 2010).

En la mayoria de las células se observa una capa de heterocromatina en la
periferia nucleolar, los “dominios de cromatina asociados al nucleolo” (NADS),
demostrando el gran contenido de DNA en la periferia en comparacion con el
interior del nucleolo. Recientemente estos dominios fueron aislados,
secuenciados y caracterizados en células humanas, de forma que diferentes
familias de genes y ciertas repeticiones de DNA satélite fueron identificadas
como los principales componentes de los NADs. También se ha caracterizado
en la periferia del nucleolo un dominio especifico, el compartimento
perinucleolar (PNC), que esta asociado con un locus especifico del DNA y esta
altamente enriquecido en proteinas de union a RNA vy transcritos generados
por la actividad de la RNA polimerasa Ill (Hernandez-Verdun et al., 2010).

Respecto a la disposicion espacial del nucleolo, en eucariotas superiores los
nucleolos estan frecuentemente localizados cerca de la envoltura nuclear,
localizacion que podria facilitar el transito de pre-ribosomas directamente desde
el nucleolo al citoplasma. También hay casos en los que los nucleolos
localizados centralmente estan directamente conectados al citoplasma a través
de invaginaciones de la envoltura nuclear llamadas "canales nucleolares"”, que
estan provistos de numerosos poros nucleares. En cualquier caso esta
topologia nucleolar se corresponde con un posible rol en exportacién de
ribosomas (Hernandez-Verdun et al., 2010).

Transcripcion nucleolar de los genes ribosomales

La transcripcion produce un transcrito primario 45S que
contiene las secuencias de los rRNAs 18S, 5,8S y 28S,
de forma que cada gen ribosomal codifica dichos rRNAs.
Asi, cada gen activo transcribe multiples copias de rRNA
45S simultaneamente, lo que produce la imagen de
“Christmas tree” de la transcripcidén nucleolar (Fig. 3). La
transcripcion esta gobernada por la RNA pol | y el factor
de transcripciéon UBF y ocurre en el borde entre el CF y
el CFD. El rRNA 45S sufre modificaciones de metilacion
y pseudouridinacién dirigidas por snoRNPs, de forma
gue el transcrito primario de la RNA pol I, el pre-rRNA
45S, sufre una extensa modificacion post-transcripcional
(incluyendo la metilacion de la ribosa y la isomerizacion
de la uridina a seudouridina) que son necesarias para la
correcta organizacion estructural y funcional del rRNA

Figura 3. Imagen de microscopia electrénica que ilustra el “Christmas
j tree” de la transcripcion de un gen ribosomal en el nucleolo.
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maduro (Hetman and Pietrzak, 2012). Ademas, se corta para generar los
rRNAs 18S, 5,8S y 28S que se transfieren al CG.

En resumen, las proteinas ribosomales empiezan a ensamblarse en el
transcrito naciente, que junto con una gran variedad de factores accesorios,
estimulan los subsecuentes pasos de la maduracién, incluyendo el
procesamiento del pre-rRNA y la exportaciéon nuclear (Hetman and Pietrzak,
2012).

Posteriormente, el ensamblaje de la pre-LSU (“large ribosomal subunit”) en el
nucleolo implica la incorporacion del rRNA 5S, que es un transcrito de genes
no nucleolares, localizados en la eucromatina, dependiente de la RNA
polimerasa Il y que se incorpora en el CG (Hetman and Pietrzak, 2012). Los 4
tipos de rRNAs se ensamblan con proteinas ribosomales, un proceso que esta
regulado por la B23/nucleofosmina (chaperona).

Los factores de transcripcion basales, TIF-1A, SL1 y UBF, son esenciales para
la transcripcibn mediada por la RNA pol | y parecen ser modulados por
diferentes vias en respuesta a cambios ambientales. Un elemento clave en
esta modulacién es la via mTOR, que promueve la sintesis de pre-RNAs
regulando la localizacion y/o la actividad de TIF-1A, UBF y SL1. La inactivacion
de mTOR por privacién nutricional o por rapamicina, da lugar a una disminucién
de la transcripcion de pre-RNAs y por lo tanto a una produccién ribosomal
disminuida (Boulon et al., 2010).

Varios estudios han demostrado que la estimulacion de la transcripcion del
rDNA es suficiente para aumentar el proceso de biogénesis ribosomal al
completo, acelerando el crecimiento y la proliferacion. Esta transcripcion esta
regulada a nivel de la RNA poli I, pero también a través de mecanismos
epigenéticos que afectan al nUmero de genes transcripcionalmente activos. Por
ejemplo, la silenciacion epigenética del nucleolo incluye metilacién de CpG en
promotores de rDNA. En este contexto, los factores de crecimiento y aporte de
nutrientes aumentan la actividad de la RNA pol I, mientras que los factores
estresantes la disminuyen. Muchos de estos efectos estan mediados por
sefalizacion con quinasas, incluyendo regulacién positiva a través de la ya
mencionada via mTOR y ERK1/2 y regulaciéon negativa por JNK y AMPK.
Ademas, la acetilacion de reguladores de la transcripcion de rDNA aporta otro
punto de regulacién positiva (Hetman and Pietrzak, 2012).

Regulacion del ciclo celular

Durante el ciclo celular se produce una demanda variable de biogénesis de
ribosomas regulada por la actividad del nucleolo. Asi, la mayor demanda se
produce al final de G1 y durante el periodo S para sostener el rapido
crecimiento celular previo a la entrada en la mitosis.

Las modificaciones post-traduccionales (PTM) son probablemente los cambios
mas dinamicos observados en la célula. Sabemos que en el nucleolo se
producen dos PTMs, SUMOilacion y fosforilacion, de algunas proteinas que
regulan su actividad funcional. Por ejemplo la SENP5 es una proteasa SUMO-
especifica localizada predominantemente en el nucleolo cuya desactivacion da
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lugar a alteraciones en la divisién celular, lo que sugiere un papel del nucleolo
regulando la SUMOilacion de proteinas que afectan la progresion del ciclo
celular durante la divisién celular. Otro ejemplo sobre la fosforilacion seria la
regulacion del estado de fosforilacion de factores clave responsables para la
progresion del ciclo celular a través del almacenamiento y la distribucion de la
fosfatasa PP1 (Boisvert et al., 2007).

El secuestro de ciertas proteinas es otro mecanismo de regulacion nucleolar
durante el ciclo celular. Asi, la transcripta inversa, un componente esencial de
la telomerasa, se mantiene dentro de los nucleolos unida a la nucleolina hasta
que los telémeros son replicados. Esto es importante porque la pérdida de este
secuestro podria ser un importante indicador diagnostico de células anormales.
(Boisvert et al., 2007)

Nucleolo y estrés celular

La respuesta de estrés celular esta normalmente acompafada de dramaticos
cambios en la organizacién y composicion del nucleolo (Boulon et al., 2010).
De hecho se ha consolidado el concepto de “estrés nucleolar” para referirse a
las alteraciones nucleolares producidas por la severa inhibicion de la actividad
de la RNA pol I. En este sentido, un fendmeno bien conocido es la
“segregacion nucleolar” causada por dafio en el DNA y/o inhibicién
transcripcional. Esta segregacion esta caracterizada por la condensacion y la
subsecuente separaciéon del CFD y CG, junto con la formacion de “caperuzas
perinucleolares” constituidas por proteinas nucleolares como UBF, proteinas
nucleoplasmicas y la coilina, una proteina estructural de los CBs. Es importante
diferenciar la “segregacion nucleolar” de la “fragmentacion nucleolar”. Esta
ltima ocurre como consecuencia de la inhibicion de RNA polimerasa Il (pero
no de la 1), o de determinadas proteina quinasas que regulan la funcién del
nucleolo, y da lugar a desensamblaje de los CFs (Boulon et al., 2010).

Un aspecto importante relacionado con el estrés celular es la bioenergética
celular y su importancia para la funcion del nucleolo. La biogénesis ribosomal
es un proceso que consume grandes cantidades de energia y que ademas esta
muy acoplada al crecimiento celular. En algunas células tumorales se ha
estimado que aproximadamente el 80% de la energia celular se destina a la
biogénesis de ribosomas. En condiciones de estrés celular que afectan al ciclo
celular o al estado metabdlico de la célula, la alteracion de la biogénesis
ribosomal es una estrategia para preservar la homeostasis energética celular.
Esta alteracion de la biogénesis ribosomal puede ocurrir a varios niveles que
incluyen la regulacién de la transcripcion dependiente de la RNA pol |y el
procesamiento de rRNAs. Es interesante sefalar que los cambios en las
condiciones de crecimiento celular provocan, principalmente, un cambio en la
tasa de transcripcion de genes ya activos, mas que la activacion de genes
silentes (Boulon et al., 2010).

La regulacion de respuesta a estrés del nucleolo implica la proteina p53. Los
niveles de p53 se mantienen bajos en condiciones normales mediante su
interaccion con la ubiquitina ligasa HDM2, que ubiquitila p53 y la destina a su
degradacion por el proteasoma (Boulon et al., 2010). Los mecanismos
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nucleolares para estabilizar y activar p53 en respuesta al estrés celular pueden
clasificarse en 3 categorias: alteraciones de interacciones proteina-proteina,
prevencion de la exportacion nuclear de p53-HDM2 y cambios en el pefrfil
traduccional. Se ha observado que la mayor parte de tipos de estrés celular
qgue incrementan la estabilidad de p53 también estan relacionados con la
destruccion de la integridad nucleolar, llevando a la hipotesis de que el nucleolo
es un sensor de estrés celular. Entre los mecanismos de estabilizacién de p53
que implican cambios en la interacciones proteina-proteina (Boulon et al.,
2010) destaca la regulacién a la alza de pl4/ARF, una proteina supresora
tumoral, que se une a HDM2 y bloquea su interaccion con p53. Por ejemplo,
cuando se produce un estrés oncogénico o genotoxico, los niveles de p14ARF
(que se mantienen bajos en condiciones de normalidad) se elevan,
estabilizando asi p53 y por lo tanto evitando la proliferacion de células con DNA
dafiado. El mantenimiento de altos niveles de p14ARF por un periodo corto de
tiempo se consigue favoreciendo su localizacion intranucleolar, a través de
interacciones con B23/NPM que evita que se asocie con ubiquitina ligasas. Asi,
se ha propuesto que en respuesta a varios estimulos la p14/ARF secuestra la
HDM2 en los nucleolos, evitando asi la degradacion de p53 por el proteasoma.
La estabilizacion de p53 promueve su actividad, bien de parada del ciclo celular
o bien de activacion de la apoptosis. Ademas, también se ha propuesto que
pl4ARF podria regular la biogénesis de ribosomas retrasando el
procesamiento temprano de los precursores de los rRNAs mediante su
interaccién con B23/NPM (Boisvert et al., 2007). Por otra parte, p53 activa
puede actuar como un regulador negativo de la transcripcion del la RNA pol |
en el nucleolo, inhibiendo al factor de transcripcion UBF, lo que dar& lugar a
una disminucién en la biogénesis ribosomal (Boulon et al., 2010).

Otro componente de la respuesta nucleolar al estrés celular es la captura e
inmovilizacion de varias proteinas citoplasmaticas y nucleares dentro del
nucleolo. Este secuestro nucleolar es llevado a cabo a través de la induccion
de la transcripcion, mediada por la RNA pol I, de ncRNAs (“non-coding RNA”)
largos estrés-especificos. De esta manera los transcritos interaccionan
directamente con proteinas que contienen una secuencia de detencion
nucleolar. Asi, este secuestro temporal permite una rapida y reversible
inhibicion de su actividad y, consecuentemente, de numerosos procesos
celulares en respuesta a estrés (Lam and Trinkle-Mulcahy, 2015).

También debemos destacar el posible papel de los miRNAs. Aunque
primariamente se pensé que su funcidn era exclusivamente citoplasmética,
recientemente se han localizado miRNAs en el nucleo y nucleolo. Los miRNAs
son pequefios RNAs que unidos a mRNAs pueden dirigir su represion post-
transcripcional via RNA. Ademas los miRNAs nucleares contribuyen a regular
la estabilidad de los transcritos primarios, modular el splicing alternativo e
inducir alteraciones epigenéticas. Existen evidencias experimentales de que el
estrés celular puede provocar la translocacion de estos miRNAs del nucleolo al
citoplasma, sugiriendo este hecho que el nucleolo podria funcionar como un
lugar de detencion para miRNAs, manteniéndolos inactivos hasta que sean
liberados en respuesta al estrés (Lam and Trinkle-Mulcahy, 2015).
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5. MAQUINARIA CITOPLASMATICA DE SINTESIS DE PROTEINAS

Estructura y organizacion de los polirribosomas y del reticulo
endoplasmico granular

Cada célula metabdlicamente activa posee varios millones de ribosomas, de
forma que un numero variable de ellos junto con una molécula de mMRNA
forman un polirribosoma. Cada ribosoma tiene dos subunidades, pequefia y
grande. La pequefia (40S) contiene el rRNA 18S y aproximadamente 33
proteinas, mientras que la subunidad grande (60S) contiene los rRNAs 58S,
58S y 28S, y 49 proteinas. La cantidad de ribosomas que posee un
polirribosoma depende de la longitud del mRNA a traducir. Todos los
polirribosomas son activos en traduccién. Ademés, en el citosol hay un
depdsito dinamico de subunidades de los ribosomas que se ensamblan
ciclicamente en polirribosomas libres y asociados al REG (Alberts et al., 2015).

Los polirribosomas presentan dos configuraciones: libres y asociados a las
cisternas del reticulo endoplasmico granular (REG) (Fig. 4). Estas
configuraciones determinan el destino celular de las proteinas que producen y
muchas proteinas poseen una sefial de localizacion que marca su destino. Las
proteinas producidas en polirribosomas libres son proteinas i) nucleares,
portadoras de una secuencia de localizacion nuclear (NLS), ii) citosélicas
(enzimas y subunidades del citoesqueleto como actina, tubulina, etc), iii)
mitocondriales y iv) de los peroxisomas. Mientras que las proteinas producidas
en el REG se transportan al complejo de Golgi, donde se clasifican y se
distribuyen a dos compartimentos: vesiculas de secrecion y lisosomas.
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Figura 4. Polirribosomas y REG. Imagen de ME que muestra las cisternas del reticulo

endoplasmico rugoso (REG) junto con polirribosomas asociados y libres en una neurona
motora.
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Cabe destacar que el reticulo endoplasmico incluye la envoltura nuclear, el
reticulo endoplasmico granular (REG), con ribosomas asociados, y el reticulo
endoplasmico liso (REL), sin ribosomas. En su conjunto forma una red
tridimensional y dinamica que se extiende por el citoplasma. Ademas, tanto el
REG y como el REL experimentan cambios dindmicos en funcion de la
actividad celular, existiendo procesos de crecimiento/expansion 'y
decrecimiento que estan guiados por los microtubulos (Pollard et al., 2017).

El REG tiene una configuracion en cisternas aplanadas, aisladas o agrupadas
en pilas, y, menos frecuentemente, en tdbulos. Las cisternas del REG estan
formadas por endomembranas (70% proteinas y 30% lipidos) que delimitan un
espacio, la luz de la cisterna. Los polirribosomas asociados al REG sintetizan
proteinas que son transferidas a la luz de la cisterna. EI REG estd muy
desarrollado en las células glandulares secretoras de proteinas, en las células
plasmaticas (producen inmunoglobulinas) y en las neuronas.

Algunas células, como los linfocitos, tienen ribosomas aislados (monoméricos o
monorribosomas) que no se ensamblan al MRNA. En ausencia de mRNA, los
monorribosomas son inactivos en traduccién, de forma que representan una
maquinaria inactiva, pero preparada para su rapida activacion o reflejan un
proceso de degeneracion celular.

Mecanismo de la traduccion

El proceso de traduccidn requiere de la participacion de tres tipos de RNAs:
MRNAS, rRNAs y tRNA. Los mRNAs modificados (formacion de la caperuza,
splicing y poliadenilacion) ya maduros, con una secuencia corta que no se
traduce (5" UTR y 3’ UTR) en los extremos, se exportan al citoplasma. Los
MRNAs son reconocidos por la subunidad pequefia del ribosoma. La
traduccion comprende 3 etapas: iniciacion, elongacion y terminacion. La
iniciacion requiere de la participacion de factores de iniciacion de eucariotas
(elFs), el aminoacil-tRNA de la metionina (iniciador), la subunidad pequeia del
ribosoma y el codén de iniciacion AUG (metionina), que establece el “marco de
lectura” del mMRNA (Alberts et al., 2015; Pollard et al., 2017).

En el citosol, el elF2 unido a GTP interacciona con el aminoacil-tRNA de la
metionina y este complejo a su vez, se une a la subunidad pequefia del
ribosoma (sitio P). El elF4E se une a la caperuza de metilguanosina del mRNA
que se va a traducir y atrae a la subunidad pequefia que se desplaza a lo largo
del 5° UTR mRNA hasta encontrar el codon de iniciacion (AUG). El codén
siguiente al de la metionina es ocupado por el aminoacil-tRNA portador de un
anticodon complementario (sitio A). La peptidil-transferasa (ribozima) de la
subunidad grande del ribosoma cataliza la transferencia de la metionina al 2°
aa del 2° tRNA para formar un enlace peptidico, de esta manera se produce el
desplazamiento del ribosoma, primero de la subunidad grande y después de la
pequefia, hasta el siguiente codén del mMRNA produciéndose la elongacion.
Hay 3 codones de terminacion (UAA, UAG y UGA) que no son reconocidos por
los tRNAs y sefializan la parada de la traduccion. De esta manera, cuando el
ribosoma se desplaza a un coddén de terminacion, un factor de liberacion se
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une al sitio A y la peptidil-transferasa cataliza la adicion de una molécula de
H20 para formar el extremo COOH vy liberar el péptido (Alberts et al., 2015).

La sintesis de proteinas en el REG requiere de una “secuencia sefial” en el
péptido naciente y de la particula de reconocimiento de la sefal (SRP),
formada por un RNA 7S pequefio asociado a 6 proteinas. La primera fase de la
elongacion se produce en el citosol hasta que se expone la secuencia senal,
momento en el que la SRP interacciona con esta secuencia y con la subunidad
grande del ribosoma, parando transitoriamente la traduccion. La SRP se une al
receptor de la SRP de la membrana para anclar el ribosoma a la superficie del
REG. Asi, la SRP se disocia y el ribosoma se une al complejo translocador de
proteinas Sec6l. Este complejo es muy abundante y se visualiza como
particulas intramembranosas. La entrada de la secuencia sefial en este canal
acuoso reanuda la traduccion, produciéndose la transferencia del péptido a la
luz del REG durante la traduccion, el llamado transporte cotraduccional. Al final,
la peptidasa sefial corta la secuencia sefial y libera la proteina. Algunas
proteinas producidas en el REG no se transfieren a la luz y se integran
directamente en la bicapa lipidica. Este proceso de insercion esta mediado por
una secuencia de parada de la transferencia (hidrofoba), de forma que la
interaccidn de esta secuencia con el complejo Sec61 cambia la configuracion y
descarga la proteina en la bicapa lipidica (Alberts et al., 2015; Pollard et al.,
2017).

En la luz del REG hay proteinas en transito al Golgi y proteinas residentes, que
poseen una secuencia de retencion en el REG. Las proteinas en transito sufren
modificaciones de glicosilacion y plegamiento dirigido por chaperonas
residentes, para adquirir la correcta estructura tridimensional. De esta manera,
la proteina disulfuro isomerasa cataliza la oxidacion de grupos SH (sulfidrilo) de
la cisteina a enlaces disulfuro S-S. Ademas, las proteinas Bip (“binding
protein”) y las activadas por Ca++, calnexina y calreticulina, participan en el
control del plegamiento. Asi, en el REG hay un control de calidad, si se
acumulan proteinas mal plegadas se produce la UPR (“unfolded protein
response”), que induce la fosforilacion de elF2 y la parada de la traduccion. En
los procesos neurodegenerativos (Alzheimer, Parkinson) se producen
alteraciones en el plegamiento de proteinas en el REG de determinadas
poblaciones neuronales. Estas alteraciones causan una inhibicion de la
traduccion con desintegracion del REG. La disrupcion del REG altera la sintesis
de proteinas y conduce a la neurodegeneracion (Alberts et al., 2015; Pollard et
al., 2017).

6. ORGANIZACION DEL NUCLEOLO Y DE LA MAQUINARIA DE
SINTESIS DE PROTEINAS EN NEURONAS

El nucleolo neuronal

En preparaciones de tejido nervioso tefiidas con colorantes basicos, como el
violeta de cresilo, 0 con marcadores fluorescentes que se unen al RNA, como
el yoduro de propidio, el nucleolo aparece como una estructura muy
prominente, redondeada, bien definida e intensamente marcada por su elevada
concentracion de rRNAs. Destaca claramente sobre un nucleoplasma palido
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producido por la configuracién dispersa, eucromatica, de la cromatina (Fig. 5).
La mayoria de las neuronas de proyeccidn y neuronas sensoriales son
mononucleoladas, por ejemplo el 66% de las neuronas del ganglio del
trigémino de la rata poseen un unico nucleolo. No obstante la incidencia de
neuronas con dos o0 mas nucleolos es mayor en neuronas de pequefio tamafio
gue en las grandes, indicando una menor tendencia a la fusién de los NORs
durante la diferenciacién en G1 temprano en las primeras (Pena et al., 2001;
Palanca et al., 2014). La mononucleolacién permite la concentracion de genes
ribosomales activos y factores reguladores de la transcripcion y procesamiento
de rRNAs en un danico compartimento, favoreciendo las colisiones
intermoleculares necesarias para las interacciones RNA-proteinas requeridas
en el proceso de biogénesis de ribosomas. El gran tamafio del nucleolo
neuronal se correlaciona directamente con la actividad transcripcional de los
genes ribosomales que produce una gran acumulacion de pre-rRNAs y rRNAs
y de proteinas ribosomales que interaccionan con el rRNA (Palanca et al.,
2014).

Figura 5. Tomado de
Palanca et al., 2014.
BBA. Elsevier. Imagen
de ME que muestra
un nucleolo  (No)

conformado por
numerosos  centros
fibrilares (CFs)
envueltos en

componente  fibrilar
denso (CFD) y masas
de componente
granular (CG). ;
Asociado observamos ¢
un cuerpo nuclear de -
Cajal (CB).

Desde el punto de vista ultraestructural, existen dos configuraciones del
nucleolo neuronal. La inmensa mayoria de las neuronas, incluyendo las
neuronas de proyeccion y las neuronas sensitivas, poseen una configuracion
reticulada. Se caracteriza por la presencia de numerosos CFs pequefios
rodeados por una capsula de CFD, que corresponden a unidades de
transcripcion CF/CFD (Smirnov et al., 2015), e interconectados por hebras de
este mismo componente. Alrededor se disponen éareas irregulares de CG de
tamafio muy variable. El cuerpo nucleolar incluye numerosos intersticios que
dan un aspecto reticulado al nucleolo. EI nimero de CFs esta directamente
relacionado con el tamafo neuronal y es un fiel indicador da la actividad global
de transcripcion nucleolar (Berciano et al., 2007; Raska et al., 2006). Asociados
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a la superficie del nucleolo se encuentra la hetercromatina perinucleolar,
preferentemente constituida por regiones centroméricas y teloméricas de varios
cromosomas, y con gran frecuencia se asocian también CBs (Peters et al.,
1991, Lafarga et al., 2016). Se considera que la intima interaccion entre el CB y
el nucleolo en neuronas es esencial para la transferencia de snoRNPs,
ensambladas en el CB, al nucleolo, donde operan en el procesamiento de los
pre-rRNAs (Fig. 4). Las snoRNPs dirigen dos modificaciones pos-
transcripcionales: la metilacion de residuos de ribosa y la conversion de
uridinas en pseudouridinas (Lafarga et al., 2016).

Aunque la configuracion tipica del nucleolo neuronal es la descrita
previamente, las microneuronas, como los granos del cerebelo, poseen
micronucleolos con un CF Unico que ocupa gran parte del volumen nucleolar
dando un patrén de nucleolo anular. La presencia de un solo CF y el reducido
tamafo del nucleolo reflejan una tasa muy baja de transcripcion de los genes
ribosomales lo que es consistente con el escaso desarrollo de la maquinaria de
sintesis de proteinas en esta poblacion neuronal (Lafarga et al., 1989).

La maquinaria de sintesis de proteinas: sustancia o grumos de Nissl

En preparaciones de microscopia oOptica tefiidas con colorantes basicos como
azul de toluidina, violeta de cresilo o azul de metileno, o con ioduro de propidio
para el marcaje citoquimico fluorescente del RNA, el citoplasma de las
neuronas presenta un componente intensamente baséfilo conocido como
sustancia o grumos de Nissl (Fig. 6).

Figura 6. Grumos de Nissl. A Imagen de una motoneurona de rata teflida con violeta de cresilo al MO.
Se visualizan estructuras tefiidas en el citoplasma que corresponden a las zonas de la sustancia de Nissl.
B. Tincidn citoquimica con ioduro de propidio que marca el rRNA presente en la sustancia de Nissl y en
el nucleolo.

Este componente es mas llamativo en la grandes motoneuronas de la médula
espinal o del tronco cerebral, porque en estas células la sustancia de Nissl
tiene la forma de grandes blogues romboidales separados entre si por
citoplasma tefiido mas tenuemente. Estas regiones entre los grumos de Nissl
sirven de paso para los haces de neurofilamentos y albergan también otras
organelas como mitocondrias, complejos de Golgi y lisosomas (Fig. 7). La
sustancia de Nissl no esta confinada al soma neuronal, también esta presente
en las dendritas, particularmente en los troncos dendriticos gruesos que se
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comportan como una extensién del soma neuronal (Peters et al., 1991). Los
diferentes modelos de la sustancia de Nissl son caracteristicos de los distintos
tipos de neuronas, lo que esta probablemente relacionado con el patrén
especifico de produccion de proteinas. Ademas, la sustancia de Nissl es muy
dinamica y su organizacion depende del estado metabdlico de la neurona.
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Figura 7. A. Dibujo de Cajal que ilustra la distribucion de las neurofibrillas en neuronas. B. Imagen de de
inmunofluorescencia para la catepsina D (lisosomas) contrastada con ioduro de propidio que demuestra
la distribucion de los lisosomas entre los grumos de Nissl. C. Detalle de una imagen al ME de una
motoneurona de rata, que muestra la presencia de haces de neurofilamentos (NFs) en los espacios
entre el RER de los grumos de Nissl. Se aprecian otras estructuras como mitocondrias (Mit), lisosomas
(Li) y complejos del poro nuclear (NPC) en la envoltura nuclear.

Asi, los clasicos estudios de comienzos del siglo XX demostraron que cuando
la funcién neuronal se ve seriamente afectada, como por ejemplo en la
axotomia de las motoneuronas, el patron de la sustancia de Nissl se altera
dramaticamente produciéndose su disolucion, un proceso conocido como
“cromatolisis”. En este modelo experimental, 3 o 4 dias después de la
axotomia, el pericarion se hincha y el nucleo se hace excéntrico. Al mismo
tiempo los grumos de Nissl comienzan a fragmentarse, un proceso que va
incrementando la palidez del citoplasma al difuminarse el material baséfilo
(Peters et al., 1981). Al llegar a la semana post-axotomia, los grumos de Nissl
han desaparecido de la zona central del citoplasma y estan confinados a una
region marginal, un proceso conocido como cromatolisis central. Si la neurona
sobrevive porgue se esta produciendo la regeneracion axonal, su recuperacion
esta caracterizada por la aparicion de material basofilo en el polo del nucleo
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que esta mirando al centro celular, “la caperuza perinuclear basofila” (Fig. 8).
Durante la segunda semana, la basofilia en el citoplasma aumenta y el nlcleo
vuelve a su posicion central. Los grumos de Nissl reaparecen primero como
pequefios agregados que aumentan progresivamente en tamafio hasta que se
restablece el patron habitual de la neurona entre las 4 o 12 semanas post-
axotomia. En esta fase la regeneracion puede estar todavia activa en el
extremo dafiado del axén pero aparentemente el soma neuronal ha recuperado
su estructura y funcion (Peters et al., 1991). De hecho, los estudios con
autorradiografia a nivel de microscopia O6ptica, utilizando uridina o leucina
marcadas con tritio como precursores del RNA y proteinas, respectivamente,
demostraron que la respuesta regenerativa a la axotomia incluye un
incremento en la sintesis de RNA que se ve reflejada en el aumento del
tamafio del nucleolo y se acompafia de un aumento del RNA citoplasmatico,
hasta 2 veces lo normal, y de la sintesis de proteinas (Palanca et al., 2014). La
caperuza perinuclear basofila, que es considerada un signo precoz de
recuperacion neuronal, favorece la transferencia directa de mRNAs al
citoplasma para su traducciéon en el compartimento perinuclear (Figura 7,
Riancho et al., 2014). En esta fase regenerativa la mayor parte del rRNA se
encuentra en forma de polirribosomas libres. Teniendo en cuenta todos estos
cambios regenerativos, la respuesta cromatolitica al dafio axonal no deberia
considerarse un fenémeno degenerativo sino, dependiendo del contexto
neuronal en el que se produce, un proceso restaurativo de la homeostasis
neuronal. Este modelo de regeneracion en la axotomia experimental revela que
el patron de Nissl de una neurona es dinamico y refleja la actividad de sintesis
de proteinas.

Figura 8. Caperuza perinuclear baséfila. Disfuncion de motoneurona (A) y neurona sensitiva
ganglionar (B) ilustrando la redistribucién reactiva de la maquinaria de sintesis de proteinas como una
caperuza en un polo nuclear (detalle en C) provisto de invaginaciones de la envoltura nuclear. Panel D
muestra la elevada densidad de poros nucleares en los pliegues de la envoltura nuclear.

Con la microscopia electrénica, la sustancia de Nissl est4d formada por
combinaciones variables de polirribosomas libres y cisternas de REG. En las
neuronas grandes, como las motoneuronas espinales, el REG esta dispuesto
en formaciones ordenadas de cisternas casi paralelas, apiladas unas encima
de otras, con intervalos regulares entre ellas, aunque las anastomosis entre
cisternas son frecuentes (Peters et al., 1991; Palanca et al., 2014; Riancho et
al., 2014). Las superficies externas de las membranas que limitan estas
cisternas estan cubiertas de ribosomas organizados en filas o espirales de
polirribosomas. Ademas, una fraccion importante de ribosomas se encuentra
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libre en el citoplasma. Tales ribosomas tienden a estar organizados en rosetas
de polirribosomales localizados en los espacios intercisternales (Peters et al.,
1991). La estructura de la sustancia de Nissl en las células nerviosas difiere
mucho de la encontrada en el citoplasma de las células glandulares
productoras de proteinas (Pollard et al., 2017). Por ejemplo, en las células de
pancreas exocrino las membranas de las cisternas estan regularmente
decoradas con numerosos polirribosomas y solo una pequefia proporcion de
ellos se encuentran libres. En este caso, la asociacion preferente de los
polirribosomas con el REG puede correlacionarse con la produccién de
proteinas de secrecion que son depositadas en el lumen del REG y estan
destinadas a ser secretadas por célula. Sin embargo, en la mayoria de las
neuronas solo una parte pequefa de la produccion de proteinas esta dedicada
a la actividad secretora, esencialmente a la biogénesis de neuropéptidos que
se liberan en la sinapsis. Otra fraccion de proteinas producidas en el REG son
proteinas de membrana, que se insertan en la misma por un mecanismo de
secrecion constitutiva, e hidrolasas lisosomales.

La mayor parte de las proteinas sintetizadas en neuronas se producen en
polirribosomas libres y estan destinadas al mantenimiento y renovacion del
citoplasma, asi como a las funciones nucleares. En ellas, destacamos las i)
proteinas citosédlicas, muchas de ellas enzimas implicadas en mdultiples rutas
del metabolismo neuronal, como la glicolisis, la via de las pentosas o la sintesis
y degradacion de neurotransmisores, ii) las subunidades del citoesqueleto
(tubulinas y neurofilamentos), iii) proteinas mitocondriales, iv) proteinas
ribosomales y v) proteinas nucleares portadoras de una secuencia de
localizacion nuclear (Bear et al.,, 1998). Finalmente, una fraccion de las
proteinas neuronales se transporta por el axon como un componente del flujo
axonico. Se estima que mas del 98% de las proteinas de los terminales
sinapticos se originan en el soma neuronal y se transporta por flujo axoénico.
Finalmente, estudios bioquimicos han estimado que las neuronas renuevan
aproximadamente un tercio de sus proteinas cada dia. Este “turnover” tan
rapido se relaciona con la actividad bioeléctrica neuronal y con la gran
intensidad de su metabolismo oxidativo que inactiva muchas proteinas por
oxidacion (Haines, 2002).

7. DISRUPCION NUCLEOLAR Y DE LA MAQUINARIA DE SINTESIS DE
PROTEINAS EN CUADROS DE LA NEUROPATOLOGIA.

Introduccién

Es bien conocido que las neuronas dependen de la actividad de traduccion
para sostener su compleja morfologia y actividad sinaptica. Por ello, cabe
esperar que si la sintesis de proteinas se reduce por la accion de diversos
factores patogénicos se pueda inducir mecanismos de neurodegeneracion. De
hecho, la hipétesis de que un defecto en la biogénesis de ribosomas subyace
en procesos neurodegenerativos fue ya propuesta por Johnson y Strehler
(1972) hace méas de 40 afios. Méas recientemente, se han ido descifrando
algunos de los mecanismos celulares y moleculares que operan en la
disfuncion del nucleolo y de la maquinaria de sintesis de proteinas en diversos
cuadros de la neuropatologia (ver Tabla 1), especialmente en la enfermedad de
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Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP), esclerosis lateral amiotrofica y
atrofia muscular espinal (Hetman and Pietrzak, 2012).

Enfermedad Evidencias de disfuncién nucleolar
Morfoldgicas Bioquimicas Genéticas/epigenéticas
Enfermedad Tamafio nucleolar reducido = Oxidacién de Hipermetilacién de CpG en el promotor

de Alzheimer rRNA aumentada | de rDNA en el cortex cerebral
y fallo ribosomal
en el hipocampo

ylo cortex cerebral

en neuronas
cerebrocorticales, del
hipocampo y del nacleo de
Meynert

Sindrome
ANE

Sindrome de
Bowen-
Conradi

Sindrome de
cockayne

Enfemedad
de
Huntington

Enfermedad
de Parkinson

Sindrome de
Prader-Willi.

Sindrome de
Rett

Suicidio con
historia de
abusos en la
infancia

Tamafo nucleolar reducido
y reduccién del marcador
nucleolar B23 en neuronas
de la sustancia negra

Tamafio nucleolar
disminuido en las neuronas
de pacientes con PWS'y
en ratones transgénicos
PWS-like

Tamafo nucleolar
disminuido en el modelo de
ratén de sindrome de Rett
con inactivacion de Mecp2

Niveles
disminuidos de
18S rRNA en el
hipocampo de
afectados

Mutacion inactivadora del factor de la
biogénesis nucleolar de la subunidad
grande, RBM28, que produce la
enfermedad

Mutacion inactivadora del factor de la
biogénesis nucleolar de la subunidad
pequefia, EMG1, que produce la
enfermedad

Mutacién inactivadora de los mediadores
de la NER y los cofactores de Pol1:
CSB,XPB t XPD, que produce la
enfermedad

Transcripcién nucleolar y
niveles/actividad de UBF reducidas en
células del cuerpo estriado de ratén con
una mutacioén asociada a (EH), la Htt, y
en el cuerpo estriado de ratones
transgenicos que sobreexpresaban un
fragmento mutante de la HTT humana
(linea R6/2)

Inactivacion del coactivador de pol1,
TIF1A, en neuronas dopaminérgicas
dando lugar a degeneracion de neuronas
de la sustancia negra en ratones.

Microdelecciones en el cromosoma 15 en
la regiébn PWS que selectivamente rompe
el cluster de genes de snoRNA
SNORD116 (HBII-85), son suficientes
para producir las caracteristicas clave de
la enfermedad.

Hipermetilacion de CpG en el promotor
de rDNA en el hipocampo de afectados

Tabla 1. Tomado de: Hetman and Pietrzak. Trends in Neurosciences. 2012; 35(5):305-314. Evidencias que
apoyan el papel del nucleolo en la disfuncion de trastornos neurolégicos.

Las enfermedades neurodegenerativas generalmente cursan con alteraciones
severas de la proteostasis, es decir del ciclo de biogénesis y degradacion de
proteinas, asi como de su control de calidad (Sala et al.,, 2016). Estas
alteraciones inducen respuestas de estrés celular, esencialmente “estrés
nucleolar” y “estrés del reticulo endoplasmatico (RE)” con activacién de la
respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, “unfolded protein response”).
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Ademas, frecuentemente se acompafian de la formacion de agregados
anormales de proteinas que han experimentado modificaciones post-
traduccionales, dando lugar a conformaciones anémalas y, eventualmente, a la
formacion de fibrillas que incapacitan la funcion del RE y alteran el sistema
ubiquitina-proteasoma. Asi, la acumulacion intra- o extracelular de agregados
de proteinas, junto con la produccion y acumulacion de especies oligoméricas
son caracteristicas de la EA, EP, ELA y la enfermedad de Huntington, entre
otros cuadros neurodegenativos (Garcia-Esparcia et al., 2015; Sala et al.,
2016).

Estrés nucleolar y p53

El mantenimiento de la estructura del nucleolo es dependiente de la actividad
transcripcional de los genes ribosomales (Raska et al., 2006; Baltanas et al.,
2010). Esto hace que el nucleolo sea un indicador muy sensible de cualquier
perturbacion de la sintesis de rRNAs asociada a la respuesta de estrés celular.
De hecho, la organizacion de los componentes del nucleolo en modelos
neuronales es dependiente de transcripcion (Hetman and Pietrzak, 2012,
Palanca et al., 2014). Los mecanismos patogénicos que inhiben la actividad
transcripcional del nucleolo, mediante la inactivacion del ensamblaje y actividad
del complejo de la RNA pol |, producen una respuesta genéricamente
identificada como “estrés nucleolar”. Esta respuesta conduce a la expresion
anormal de rRNAs, con disfuncion de la biogénesis de ribosomas y reduccién
de la sintesis de proteinas y, en ultima instancia, a la muerte celular (Boulon et
al.,2010). El estrés nucleolar se est4 convirtiendo en un importante sensor de
muchas condiciones patolégicas como la neurodegeneracion y ha sido
documentado en algunos casos como la enfermedad de Alzheimer, ataxia
cerebelosa y atrofia muscular espinal. (Baltanas et al., 2011; Garcia-Esparcia et
al., 2015; Tapia et al., 2017).

La organizacion estructural del nucleolo permite alojar un importante nimero
de proteinas y RNAs con importantes papeles en varios procesos celulares.
Por lo tanto, la perturbacién de la dinamica de ensamblaje nucleolar inducida
por diferentes factores patogénicos ejerce profundos efectos en varias
funciones celulares (Parlato and Kreiner, 2012).

La principal funcion reguladora asociada a la alteraciéon dindmica de las
proteinas nucleolares esta conectada a la respuesta de estrés nucleolar e
implica, entre otros mecanismos, la liberacién al nucleoplasma de subunidades
de proteinas ribosomales nucleolares. En respuesta a condiciones adversas,
deficiencias metabdlicas o estrés oxidativo, la sintesis de rRNA se regula a la
baja por mecanismos que incluyen la inactivacion factores de transcripcion y
modificaciones epigenéticas. Ademas, la alteracion de la biogénesis ribosomal
libera proteinas ribosomales al nucleoplasma donde interfieren con la actividad
de la ubiquitina-ligasa E3, MDM2. Normalmente, esta enzima ubiquitila a p53 y
favorece su degradacion por el proteasoma, pero esta funcion se ve alterada
por la liberacidon nucleoplasmética de proteinas ribosomales que se unen a
MDM2 e interfieren su actividad. Esto da lugar a la estabilizacion y acumulaciéon
de p53, que eventualmente dara inicio a programas transcripcionales y no-
transcripcionales que pueden conducir a la reparacion de las lesiones celulares
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0, en ultima instancia, a la activacion de la apoptosis. Por lo tanto, al detectar
sefales de estrés celular y transmitirlas al sistema de estabilizacion de p53, el
nucleolo tiene un papel fundamental como “sensor de estrés” (Boulon et al.,
2010; Parlato and Kreiner, 2012).

Recientemente, se han hallado en el GC del nucleolo RNAs pequefios no
codificantes (ncRNAs) que regulan la traducciéon del mRNA. Aunque no se
conoce el papel de estos transcritos en el nucleolo, se podria especular que la
regulacion del procesamiento y localizacion de los microRNAs (miRNAS) es un
mecanismo adicional de acoplamiento entre la actividad nucleolar y la
regulacion de la sintesis proteica. Ademas recientemente también se ha
demostrado que ciertos estimulos estresantes, como la acidosis, inducen
inmovilizacion nucleolar de determinadas proteinas en transito por el nucleolo
mediante su interaccion con ncRNAs largos. Estas ideas y la creciente
evidencia del papel de los ncRNAs en el desarrollo y plasticidad neuronal,
apoyan un nexo entre el nucleolo y los ncRNAs en la supervivencia y actividad
neuronal (Parlato and Kreiner, 2012).

Respecto al papel de p53, durante el ciclo celular, p53 organiza la respuesta al
dafio en el DNA, incluyendo la detencion del ciclo celular, la reparacion del
DNA y/o la apoptosis. Varios eventos intracelulares pueden activar p53 en
células no proliferantes, incluyendo roturas del DNA, inhibicidon del proteasoma,
blogueo de la exportacion nuclear, inhibicibn transcripcional y/o
desorganizacion nucleolar. (Kalita et al. 2008; Palanca et al., 2014).

En el caso de la respuesta neuronal a la injuria, especialmente al dafio en el
DNA, sabemos que la activacion de la apoptosis neuronal es bloqueada por los
inhibidores de la transcripcion o de la traduccion. Por lo tanto, es necesaria la
expresion de novo de genes codificantes de proteinas, cuya transcripcion es
mediada por la RNA pol Il, para que se produzca la apoptosis neuronal
inducida por dafio neuronal. En consonancia con esta nocién, se ha
demostrado que el dafio en el DNA neuronal bloquea selectivamente la
transcripcion llevada a cabo por la RNA pol | al mismo tiempo que activa la
apoptosis dependiente de p53. De forma que la muerte celular mediada por
p53 se ha asociado con la capacidad de p53 para inducir la expresion de
genes “de muerte celular’ como Bax o Noxa. El papel critico de la expresion
génica en la apoptosis neuronal inducida por la inhibicion de la RNA pol 1,
indica la necesidad de una transcripciéon mediada por RNA pol Il integra. Por lo
tanto, el dafio en el DNA que activa la apoptosis por este mecanismo podria
ser relativamente selectivo para loci de rDNA sin incluir genes regulados por la
RNA pol Il. La posibilidad de que el dafio del DNA induce muerte neuronal a
través de la inhibicion de la transcripcién de ciertos loci génicos, que sirven
como sensores de integridad gendmica, implica que las intervenciones que
tengan el objetivo de repararlos pueden ofrecer una neuroproteccion efectiva.
(Kalita et al., 2008)

Nucleolo y enfermedades neurodegenerativas

Las mutaciones que causan un grupo importante de enfermedades
neurodegenerativas impiden la transcripcion de los genes ribosomales lo que
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sugiere que la disfuncion nucleolar esta implicada en la patogénesis de
enfermedades por repeticiones de poliglutamina y en ciertas formas de
esclerosis lateral amiotrofica (Parlato and Kreimer, 2013). Las proteinas y
RNAs mutados pueden interferir directamente con la actividad de la RNA pol I,
reduciendo la tasa de transcripcion del rDNA (Parlato and Bierhoff, 2015)
(Tabla 1).

La enfermedad de Alzheimer (EA)

La EA esta caracterizada clinicamente por una progresiva pérdida de memoria
y un decaimiento cognitivo e histopatolégicamente por una atrofia cerebral
implicando tipicamente al hipocampo y region medial de los I6bulos temporales.
Los marcadores neuropatolégicos son por un lado, depdésitos de proteina Tau
fosforilada que forman ovillos neurofibrilares (NFT) y por otro, B-amiloide
extracelular que se deposita en forma de placas difusas. En estadios precoces
asintomaticos, los NFTs estan restringidos al cortex entorrinal y transentorrinal
y la regién CA1 del hipocampo. Posteriormente, los NFTs se extienden a la
amigdala, los nucleos del tronco cerebral y todo el neocértex. El B-amiloide
también se extiende, aunque sigue un patrén diferente, hasta cubrir todo el
telencéfalo (Hernandez-Ortega et al., 2016).

Diversos estudios han demostrado una reduccion del tamafio del nucleolo y del
namero de ribosomas, asi como una masiva oxidacion del rRNA, en muestras
de hipocampo y corteza cerebral de pacientes con EA. El dafio en el rRNA se
acompafa de una disminucion de la sintesis de proteinas, incluso en estadios
tempranos de la enfermedad (Fig. 9). Ademas, recientemente se ha
demostrado la hipermetilaciéon del promotor rDNA en la corteza cerebral, pero
no en el cerebelo, de pacientes con EA. Esta modificacion sugiere un
silenciamiento epigenético de los genes ribosomales, con reduccién de la
sintesis de rRNAs y, por consiguiente, de la biogénesis de ribosomas. Entre las
causas que pueden provocar esta insuficiencia en la funcion nucleolar se han
propuesto el dafio oxidativo en el DNA, la activacion del estrés oxidativo y las
alteraciones en la bioenergética celular con un suministro reducido de ATP
(Hetman and Pietrzak, 2012). Respecto a este ultimo mecanismo, algunos
autores proponen que el silenciamiento epigenético transitorio de los genes
ribosomales puede tener una funcidn neuroprotectora, evitando un excesivo
consumo de energia para sostener la biogénesis de ribosomas, una de las
funciones neuronales que requieren un suministro muy elevado de ATP
(Murayama et al., 2008). En efecto, la reduccion del suministro de energia para
mantener la biogénesis de ribosomas podria afectar a otras funciones
esenciales para la supervivencia neuronal, especialmente en las condiciones
desfavorables del metabolismo neuronal asociadas a la EA (Bernstein and
Bamburg, 2003).

Otros mecanismos moleculares implicados en la disfuncion del nucleolo y de la
sintesis de proteinas en la EA, incluyen la expresion aberrante de mRNAs que
codifican proteinas esenciales del nucleolo como la nucleolina NPM1/B23 y
nucleoplasmina 3 (NPM3), asi como el UBTF, con niveles reducidos de sus
proteinas. Nucleolina, NPM1/B23 y NPM3 son proteinas nucleolares que
actian como chaperonas de union a histonas, que son necesarias para la
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compactacion de la cromatina y la regulacion de la transcripcion de rRNA.
Como se ha comentado anteriormente, UBF es un factor de transcripcion de los
genes ribosomales, codificado por el gen UBTF, asociado a las NOR activas.
Su actividad es fundamental para la transcripcion del rDNA por la RNA pol |
(Raska et al., 2006; Hernandez-Ortega et al., 2016).
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Figura 9. Tomado de: Hetman and Pietrzak. Trends in Neurosciences. 2012; 35(5):305-314. Modelo
hipotético del papel de la insuficiencia nucleolar en la enfermedad de Alzheimer. En neuronas sanas, lo
correcta biogénesis ribosomal asegura la adecuada renovacion de los ribosomas y la normal sintesis de
proteinas que es necesaria para el mantenimiento de la sinapsis y de otras funciones celulares. En
neuronas en degeneracién, la transcripcion nucleolar puede estar disminuida por factores como
suministro energético limitado, dafio en el DNA o activacion de sefializacién de estrés por generacion
excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS). Esto daria lugar a una disminucion de la produccion
de ribosomas y consecuentemente a una incapacidad para reemplazar los ribosomas con su rRNA
dafiado por la oxidacion (marcados en negro). Como resultado, el niUmero ribosomas activos disminuiria
y la decreciente sintesis de proteinas seria insuficiente para mantener la homeostasis y supervivencia
neuronal.

Ademas varios genes codificantes para proteinas ribosomales también estan
regulados de forma anémala y los niveles de algunos factores iniciadores de la
traduccion (elF2a, elF3n y elF5) y del factor de elongaciéon eEF2, estan
alterados en la region CALl. Estos hallazgos muestran alteraciones en la
maquinaria de sintesis de proteinas en la EA que implican al nucleolo, nucleo y
ribosomas en el hipocampo. Cabe destacar que muchas de estas alteraciones
ocurren en fases iniciales de la enfermedad, cuando todavia no hay pérdida
neuronal y, ademas, estos cambios podrian estar detrds de la reduccién de las
ramas dendriticas y de sinapsis en la region CAl y en el giro dentado (DG)

(Hernandez-Ortega et al., 2016).

La atrofia del hipocampo, que es un marcador de progresion en la neuroimagen
de la EA, se ha interpretado como secundaria a la formacién de NFTs y a la
atrofia y pérdida neuronal. A su vez, la atrofia neuronal tiene su explicacion
mas plausible en la reduccion de la sintesis de proteinas. Algunos estudios han
identificado una composicion alterada en los ribosomas y una expresion
anormal en los niveles de ciertos factores de transcripcidn, y una sintesis
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proteica reducida en areas corticales de pacientes con una discapacidad
cognitiva leve. Las principales modificaciones fueron: niveles reducidos de
rRNA y una oxidacién de RNA aumentada. Ademas, la superficie ocupada por
los AQNOR, un marcador de la actividad del nucleolo, y la superficie nucleolar
total estan reducidas sugiriendo silenciamiento epigenético del rDNA,
alteraciones que son consistentes con la hipermetilacion del promotor rDNA
demostrada en muestras de la corteza cerebral de pacientes con EA. En este
contexto, el patron de metilacion especifica de rDNA podria ser utilizado como
marcador de progresion de enfermedad (Parlato and Kreiner, 2012). Estos
hallazgos sugieren varios caminos desde el nucleo al nucleolo y de éste al
ribosoma que estan alterados en el cortex cerebral en la EA. (Hernandez-
Ortega et al., 2016).

La enfermedad de Parkinson (EP) y enfermedades por repeticiones de
trinucledtidos

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por la acumulacién de una
especie oligomérica de a-sinucleina. En la EP la maquinaria de sintesis de
proteinas se encuentra alterada en la sustancia negra y en el cortex cerebral,
pero estd conservada en el putamen, donde estos oligdbmeros no han sido
detectados (Garcia-Esparcia et al., 2015). La integridad del nucleolo esta
severamente afectada en las neuronas dopaminérgicas de autopsias de
pacientes con EP (Ricker et al., 2011; Parlato and Kreiner, 2013).

Recientes estudios de expresion génica en pacientes con EP identifican niveles
reducidos de los mRNAs que codifican las proteinas nucleolares nucleolina,
NPM1/B23 y UBF en la sustancia negra, asi como disminucion del pre-rRNA
45S y de la forma madura rRNA 18S. Esta expresién aberrante de
componentes esenciales para la biogénesis de ribosomas se acompafa de una
reduccion progresiva de mRNAs que codifican algunas subunidades de
proteinas ribosomales a medida que avanza la enfermedad. La expresion
reducida de estos mRNAs podria estar relacionada con la progresiva pérdida
de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra. También se ha reportado
una reduccién en los niveles de la proteina nucleolina en consonancia con la
disminucion de su mRNA. Dado que Ila nucleolina se localiza
fundamentalmente en el componente fibrilar denso del nucleolo, donde
contribuye a regular la transcripcion y el procesamiento inicial de los rRNAs e
interacciona con a-sinucleina y DJ-1, dos proteinas implicadas en la
patogénesis del PK familiar, su reduccion puede ser un factor importante en la
disfuncién nucleolar y en la induccion de estrés nucleolar en la EP (Garcia-
Esparcia et al., 2015).

Al contrario que en la sustancia negra, los mMRNAs de la nucleolina y NPM1
estan incrementados en area 8 del cortex frontal en los estadios 5y 6 de la EP.
Teniendo en cuenta que la sobreexpresion de nucleolina y de NPM1 es
neuroprotectora frente a la toxicidad inducida con rotenona (un toxico usado
para reproducir algunas caracteristicas de la EP) y el acido kainico, se podria
pensar que la expresion aumentada de sus mMRNAs en el cortex frontal parece
ser una respuesta para proteger la sintesis de rRNA y preservar la biogénesis
de ribosomas (Garcia-Esparcia et al., 2015).
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Por otro lado, en la sustancia negra los niveles de expresion de los factores
reguladores de la traduccion elF3 y eEF2 se incrementan marcadamente en los
estadios 5 y 6 de la enfermedad. Esto sugiriere un intento de activaciéon de la
sintesis proteica que podria estar relacionado con un mecanismo
compensatorio de las neuronas dopaminérgicas frente a la alteracion en la
expresion de genes que codifican proteinas ribosomales. Por el contrario, en el
area 8 del cértex frontal, se ha observado que el factor iniciador de la
traduccion elF3 estaba significantemente disminuido, sugiriendo que el
reclutamiento de mRNAs para la traduccion por la subunidad pequefia de
ribosoma (40S) esta inhibido por una expresion disminuida de elF3. Cabe
destacar también que la reduccion significativa en la expresion de eEF1A y
eEF2, dos proteinas esenciales para la fase de elongacion de la sintesis de
proteinas, que aumenta con la progresion de la enfermedad, apoya
fuertemente la hipotesis de una sintesis alterada de proteinas en el cortex
frontal en la EP (Garcia-Esparcia et al., 2015).

La a-sinucleina se identifica en el ndcleo y es especialmente abundante
durante la neurogénesis. Los niveles de a-sinucleina aumentan acompafiando
al estrés oxidativo y parecen facilitarlo. Se sabe que la a-sinucleina se une a
las histonas e inhibe su acetilacién y, durante estrés oxidativo, reduce la
transcripcion de genes mitocondriales. La disfuncion en la bioenergética
mitocondrial impacta directamente sobre la funcion del nucleolo dado que la
biogénesis de ribosomas es una de las funciones celulares que mas ATP
consume (Parlato and Kreinar 2013). Por otra parte, la alteracion de la
maquinaria de sintesis de proteinas en la EP se relaciona con la presencia de
especies oligoméricas de a-sinucleina. Es interesante que el andlisis de las
bandas de a-sinucleina muestra que son diferentes en las sustancia negra y en
el coértex frontal, sugiriendo diferencias regionales en la composicién de las
especies oligoméricas. Lo que puede significar que representan a su vez,
diferencias regionales en el metabolismo de la a-sinucleina y podria implicar
una vulnerabilidad regional especifica (Garcia-Esparcia et al., 2015).

En la EP se ha demostrado la activacion de la UPR inducida por la
acumulacion anormal de proteinas en el RE. Los marcadores de esta
respuesta (PERK y elF2a) han sido identificados en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra que contenian inclusiones de a-
sinucleina en fases tempranas de la enfermedad. La expresion de ATF4 y
ATF6, dos factores de transcripcion que participan en la UPR, esta elevada en
la sustancia negra en fases avanzadas, apoyando también la activacion de la
UPR. La induccion de la UPR, se asocia a inhibicion de la traduccién, mediada
por la fosforilacion PERK-dependiente del factor elF2, y representa un claro
signo de disfuncion de la maquinaria citoplasmatica de sintesis de proteinas
(Garcia-Esparcia et al., 2015).

Un excelente modelo experimental para analizar la importancia del estrés
nucleolar en la patogénesis de cuadros degenerativos, especialmente de la EP,
es el ratdn deficiente del factor iniciador de la transcripcion nucleolar TIF-IA.
Este factor es esencial para el reclutamiento de la RNA pol | en el promotor de
los genes ribosomales. TIF-IA es regulado por una gran variedad de proteina
quinasas en respuesta a cambios en las concentraciones de ATP (AMPK) y
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nutrientes (MTOR), estrés oxidativo (JNK) y estrés del reticulo endoplasmico
(PERK) (Fig 9). Aunque el knock-out para TIF-IA es letal para el embrion, su
inactivaciéon condicional en neuronas dopaminérgicas reprime la via de
sefializacion mTOR y conduce a un fenotipo similar a la EP. Este incluye
pérdida de dopamina en el estriado, estrés oxidativo, disfuncidbn mitocondrial,
pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra y
alteraciomnes motoras (Rieker et al., 201). La represion de mTOR puede ser
contrarrestada mediante la delecion condicional de la fosfatasa PTEN en las
neuronas dopaminérgicas que restablece los niveles de dopamina y ofrece una
nueva aproximacion terapéutica en la EP (Parlato and Kreiner, 2012).

Figura 10. Tomado de Parlato y Growth factors
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La actividad nucleolar también se encuentra alterada en las enfermedades por
repeticiones de trinucleotidos. Por ejemplo la enfermedad de Huntington esta
asociada con la expansion en el exén 1 del gen de la huntingtina, lo que da
lugar a un tracto de poliglutamina aberrante en la proteina. Numerosos
estudios han demostrado que la transcripcion de los genes de rRNA esta
alterada en la enfermedad de Huntington. Entre otros hallazgos, se ha
demostrado la presencia de agregados insolubles de huntingtina en el nucleolo.
Ademas, la presencia de agregados es comun a otras enfermedades
neurodegenerativas (Parlato and Kreiner, 2012).

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA)

La ELA es una enfermedad degenerativa caracterizada por la degeneracion de
las neuronas motoras en el asta anterior de la médula espinal, nacleos del
tronco cerebral y el cortex cerebral (Riancho et al., 2014). Las caracteristicas
neuropatolégicas distintivas en la ELA incluyen dos estadios principales y
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secuenciales en las motoneuronas espinales: la progresiva cromatolisis,
asociada con degeneracion vacuolar del soma y prolongaciones neuronales y
formacion de inclusiones citoplasmaticas de proteinas ubiquitiladas, y la fase
final de neurodegeneracion que conduce a la apoptosis (Riancho et al., 2014).

Asi, un importante componente en la fisiopatologia de la ELA es una respuesta
cronica a estrés por parte del RE, dando lugar a una severa disrupcion de la
proteostasis. Diferentes noxas celulares producen un plegamiento alterado de
las proteinas en el RER, con la consiguiente inhibicién de la traduccién de
proteinas. Este proceso de conoce como “estrés del RE”. Como mecanismo
compensador, las neuronas activan la UPR que, dependiendo de la naturaleza
del dafio celular, dara lugar bien a un plegamiento correcto de las proteinas
alteradas o bien a la neurodegeneracion. Las manifestaciones celulares de
estrés del RE crénico son la fragmentacion y disolucién de las cisternas del
RER (cromatolisis) y la acumulacion de proteinas mal plegadas y aberrantes en
inclusiones citoplasméaticas inmunomarcadas para la ubiquitina. La disolucion
cromatolitica del RER refleja la disfuncion en la sintesis de proteinas que
habitualmente precede la apoptosis (Riancho et al., 2014).

Se ha visto que la progresion de la cromatolisis esta asociada con la formacion
en el citoplasma de granulos de estrés (SGs) enriquecidos en elF3. En
condiciones fisiologicas las tasas de iniciacion y silenciamiento de la traduccion
estan en equilibrio y la mayor parte del mRNA citoplasmico esta localizado en
los polirribosomas. Varios estudios indican que el estrés de RE altera este
balance dando lugar a un aumento de la tasa de silenciamiento y a un
secuestro del exceso de mRNA disociado de los polirribosomas y de factores
reguladores de la traduccion en los SGs. Por lo tanto, la formacion de los SGs
refleja el desensamblaje de los polirribosomas mediado por estrés del RE y el
ulterior reclutamiento de algunos mRNAs liberados en los SGs (Riancho et al.,
2014).

Estudios previos con microscopia electronica de las alteraciones del RE en
motoneuronas de pacientes con ELA han reportado varios tipos de
alteraciones, como la dilatacion de las cisternas con disociacion de los
ribosomas de la membrana del RE (degranulacion), acumulaciones de material
amorfo dentro de las cisternas y formacion ocasional de cuerpos lamelares. El
estudio de Riancho (2014), realizado en un modelo murino de ELA, el ratén
transgénico SOD1-G93A, incluye, ademas de estas alteraciones, una
fragmentacion masiva de las cisternas del RE en pequefias y numerosas
vesiculas, que conservan remanentes de polirribosomas unidos a la
membrana, en areas cromatoliticas del citoplasma (Fig. 11). Este estudio
también describe la oclusién del lumen de las cisternas RE acompafiada de
desacoplamiento polirribosomal. En conjunto, estas alteraciones estructurales
del RE reflejan una dramética disfuncion de la sintesis de proteinas en las
areas cromatoliticas de las motoneuronas espinales (Riancho et al., 2014).
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Figura 11. Tomado de: Riancho et al. Frontiers Cell Neurosci. 2014;8(346). Imagenes de ME de
motoneuronas espinales control (B) y de ELA murina (B-F). A. Mientras la motoneurona espinal
control ilustra la tipica distribuciéon de la sustancia de Nissl, la motoneurona con ELA muestra una
extensa é&rea citoplasmaética electrolicida de cromatolisis. C-F. Las alteraciones estructurales en la
magquinaria de sintesis de proteinas incluyen pérdida de polirribosomas asociados al REG, (C,
degranulacion), dilatacion y vesiculacion de las cisternas (D), colapso de la luz y formacion de
ordenaciones concéntricas de cisternas (E v F).
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Cabe destacar, que en algunos modelos experimentales de axotomia o
neurotoxicidad, la cromatolisis es una disfuncion reversible de la maquinaria de
sintesis de proteinas, indicando la activacion de mecanismos de
neuroproteccion que llevan a la recuperacion funcional de la célula. En el
modelo murino de ELA, se ha demostrado que la cromatolisis induce
mecanismos neuronales compensatorios, que podrian permitir a las neuronas
tolerar disfunciones severas de las proteostasis hasta la fase final de activaciéon
de la apoptosis. Tales mecanismos incluyen la reorganizacion perinuclear de la
maquinaria de sintesis de proteinas, particularmente la formaciéon de un
“casquete perinuclear basofilo”, y el mantenimiento de un patron de
eucromatina transcripcionalmente activa y de la actividad transcripcional del
nucleolo necesaria para la biogénesis ribosomal (Riancho et al., 2014).

Una observacién importante en las motoneuronas espinales tanto en el modelo
murino como en pacientes con ELA es la reorganizacion de la maquinaria de
sintesis de proteinas en la proximidad de la envoltura nuclear, formando un
“casquete perinuclear basofilo” en un polo del nucleo (Fig. 8), visible con las
tinciones clasicas con anilinas y también con el ioduro de propidio por su
enriquecimiento en RNAs. En este contexto, es bien conocido que el entorno
de la envoltura nuclear aporta una regién especializada para una gran cantidad
de funciones celulares, como la transcripcion en la periferia nuclear y el trafico
ndcleo-citoplasma. Asi, en la Ultima década, se ha demostrado la existencia de
algunos genes anclados en el complejo del poro nuclear, mediante una
secuencia de destino en el DNA que reconoce determinadas nucleoporinas de
la “jaula del poro nuclear”. Esta topologia nuclear facilita que los transcritos
primarios codificados por estos genes sean rapidamente procesados en la
vecindad del complejo del poro nuclear y exportados al citoplasma para su
traduccion (Mekhail and Moazed, 2010). Es interesante destacar que en
modelos experimentales, como la axotomia y la inhibicién del proteasoma con
Bortezomib, se ha descrito una reorganizacion perinuclear de la maquinaria de
sintesis de proteinas, con formacion de “casquetes basofilos”, similar a la
observada en las motoneuronas murinas y humanas de ELA (Palanca et al.,
2014; Riancho et al., 2014). Esta reorganizacion en respuesta a la axotomia y a
la inhibicion del proteasoma es transitoria y revierte con la regeneracién axonal
y con el cese del tratamiento con Bortezomib, cuando las neuronas recuperan
su normalidad estructural y funcional. Sin embargo, en las motoneuronas del
modelo murino de ELA SOD1-G93A, la acumulacion perinuclear del RER
parece producirse en la fase neuroprotectora que precede a la fase de
neurodegeneracion que conduce a la muerte neuronal.

Respecto a la organizacion estructural y espacial del “casquete basofilo
perinuclear” en las motoneuronas de ELA, normalmente ocurre en un polo
nuclear provisto de numerosos pliegues de la envoltura nuclear, donde la
superficie nuclear aumentada posee una gran densidad de poros nucleares
(Fig. 8). Esta organizacion espacial disminuye la distancia de difusion de los
RNAs del nucleo a la maquinaria de sintesis de proteinas, facilitando la
traduccion perinuclear de los mRNAs. Sobre estas bases celulares, se ha
considerado que la reorganizacion perinuclear de la maquinaria de sintesis de
proteinas refleja una respuesta reactiva compensatoria a la cromatolisis, cuya
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finalidad es preservar una actividad basal de sintesis de proteinas que permita
alargar la supervivencia neuronal (Riancho et al., 2014).

Es destacable el comportamiento de la cromatina y del nucleolo que preservan
la organizacion de la eucromatina y la integridad estructural del nucleolo en las
motoneuronas del modelo murino de ELA. Curiosamente, a pesar de las
alteraciones en la expresion génica global que debe producirse en las
motoneuronas de pacientes y del modelo murino de ELAE, resulta
sorprendente la ausencia de signos de heterocromatinizacion, un marcador de
represion transcripcional. Por el contrario, las motoneuronas conservan una
configuracion predominante de eucromatina permisible para la transcripcion,
hasta fases muy avanzadas de la neurodegeneracion, cuando se dispara el
mecanismo de apoptosis. Consistente con esta organizacion estructural, el
ensayo de transcripcion in situ basado en la incorporacion de 5-FU, un
precursor para la sintesis de RNA en el RNA naciente, ha demostrado que la
actividad transcripcional estda, al menos parcialmente, preservada en las
motoneuronas espinales. La alta resolucion de la microscopia electronica
demuestra claramente que tanto la transcripcion en la eucromatina,
correspondiente a genes que codifican proteinas, como la transcripcion de
genes ribosomales en el nucleolo estan preservadas hasta fases avanzadas de
neurodegeneracion. Pensamos que esta respuesta refleja un mecanismo de
neuroproteccion importante para activar la expresion de genes implicados en la
respuesta de estrés neuronal y en la biogénesis de ribosomas, dos procesos
esenciales para la supervivencia neuronal (Riancho et al., 2014).

La atrofia muscular espinal (AME)

La AME es una patologia neuromuscular devastadora causada por la deleccion
0, menos frecuentemente, mutacion del gen SMN1 que codifica el factor de
supervivencia de las neuronas motoras (SMN). En su forma mas severa, AME
tipo I, es la principal causa de mortalidad de base genética en la infancia,
generalmente los pacientes no sobreviven més de dos afios . La enfermedad
se produce por deficiencia de la proteina SMN que provoca la degeneracion y
muerte de las motoneuronas espinales y, subsecuente, la atrofia y paralisis
muscular progresiva. Aunque existe un segundo gen, el SMN2, que también
codifica SMN, debido a la exclusién del exdn 7 por splicing alternativo de la
mayoria de sus transcritos primarios, solo se produce una pequeiia fraccion de
la proteina SMN completa, aproximadamente el 10%. En la AME, el nUmero de
copias del gen SMN2 (de 1 a 8 en la especie humana) tiene una enorme
importancia dado que es inversamente proporcional a la severidad de la
enfermedad A menor escala, una deficiente expresion de la proteina SMN se
asocia con otras enfermedades de la motoneurona como la esclerosis lateral
amiotrofica (Lefevbre et al., 1995; Burghes et al., 2009; Tisdale et al., 2015).

La clinica motora asociada con la degeneracién y pérdida de motoneuronas y
con la atrofia muscular es la principal caracteristica de la AME. Las bases
moleculares de la disfuncion de las motoneuronas se han estudiado
preferentemente en modelos murinos de AME. El raton solo posee una copia
del gen Smn, equivalente al SMN1 humano. La pérdida de este gen es letal en
el embrion. Entre los modelos murinos de la enfermedad humana AME Tipo |,
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se han generado ratones transgénicos que tienen dos copias del gen humano
SMN2 y son knock-out del gen Smn del raton. El modelo de AME, conocido
como SMNA7, es uno de los mas utilizados para estudiar la fisiopatologia
molecular de la AME (Burghes et al., 2009).Los niveles muy reducidos de SMN
en la AME producen tres tipos de alteraciones fundamentales en las
motoneuronas espinales: i) patologia del splicing de los mMRNAs, ii) alteraciones
de la traduccién vy iii) disfuncion del transporte axonal. Recientemente también
se ha demostrado alteraciones nucleolares.
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Figura 12. Tomado de Tapia et al., Neurobiol Dis (2017). Imagenes de ME que muestran las alteraciones del
REG en motoneuronas espinales en el modelo murino SMNd7 de AME. A. Ordenacioén en paralelo de cisternas
de REG con numerosos polirribosomas libres en los espacios intercisternales en una neurona control. B-F.
Ejemplos representativos de alteraciones del REG que incluyen pérdida de polirribosomas (B), ramificaciones
de las cisternas (C), dilatacion de las cisternas y formacion de monorribosomas (D), vesiculacion del REG (E) y
pérdida de cisternas de REG en un area de cromatolisis (F). 38



La progresion de la AME cursa con una severa disrupcion de la maquinaria de
sintesis de proteinas con disolucion masiva de los polirribosomas (cromatolisis)
en areas extensas del citoplasma (Fig. 12). Como se ilustra en la Figura 12A,
las motoneuronas del raton silvestre muestran la tipica organizacion de pilas de
cisterna de REG entre las que se localizan numerosos polirribosomas libres.
Las alteraciones estructurales mas relevantes en las motoneuronas del modelo
murino de AME incluyen la pérdida de polirribosomas, tanto libres como
asociados a las cisternas del REG (Fig. 12B), la profusion de ramificaciones
cisternales (Fig. 12C), la existencia de dilataciones de la luz del REG con
procesos de gemacion vesicular y la formacion de monorribosomas residuales
(Fig. 12D, E). Cabe destacar que la dilatacion de la luz de las cisternas refleja
una alteracion en el balance ionico que regula la osmolaridad de los
compartimentos citoplasmaticos, probablemente por disfuncion de las bombas
idnicas o por un déficit en la bioenergética celular (Shubin et al., 2016). Por su
parte la formacion de monorribosomas, que carecen del molde de mRNA, se
produce por el desensamblaje de los polirribosomas y se asocia a fases
avanzada de degeneracion de motoneuronas. Un proceso similar se ha
reportado en las células de Purkinje de un modelo murino de ataxia cerebelosa,
el ratén pcd (“Purkinje Cell Degeneration”, Baltanas et al., 2010).

Sin embargo, a diferencia de las motoneuronas de la ELA murina en la que se
preserva la integridad del nucleolo hasta fases muy avanzadas de la
enfermedad, en la AME se produce estrés nucleolar con desorganizacion
estructural y funcional del nucleolo (Fig. 13). Estas alteraciones incluyen: i)
disminucion del numero de unidades de transcripcion nucleolar (CF/CFD) con
formacion de CF gigantes aislados, ii) macrosegregacion del CG del nucleolo,
iii) formacion de cuerpos intranucleolares que secuestran proteinas nucleares
conjugadas con SUMOL1 vy iv) reduccion de la transcripcion nucleolar. En
conjunto, estas alteraciones reflejan una severa perturbacion de la actividad de
la RNA pol | con déficit en la biogénesis de ribosomas. Como consecuencia se
produce una severa inhibicion de la sintesis de proteinas con cromatolisis
masiva que, finalmente, conduce a la muerte de las motoneuronas (Tapia et al.,
2012, 2017).
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Figura 11. Tomado de Tapia et al., Neurobiology of Disease, 2017. Microscopia electrénica de las
alteraciones nucleolares en motoneuronas del modelo murino SMN A7 de AME en el dia postnatal 14. A.
Nucleolo con un CF gigante y pérdida de CF pequefios. El CG aparece segregado en grandes masas
periféricas mientras que el CFD se localiza en la porcién ecuatorial del nucléolo asociado a los CF. B.
Segregacion de los componentes CG y CFD del nucléolo y formacion de cuerpos intranucleolares
(asterisco), dos manifestaciones caracteristicas de una severa disfuncion nucleolar. GC, componente
granular; DFC, componente fibrilar denso; FC, centro fibrilar; Hc, heterocromatina. 39



En conclusién, la enorme sensibilidad del nucleolo y de la maquinaria de
sintesis de proteinas a los agentes patogénicos que inciden en los diferentes
cuadros de la neuropatologia humana claramente refleja la importancia de
estas estructuras para la homeostasis celular y como sensores de la disfuncion
neuronal. La respuesta neuronal puede incluir una fase neuroprotectora, que
intenta mantener la supervivencia neuronal frente al estrés celular producido
por los agentes patogénicos, y una fase de neurodegeneracion en la que
progresan las alteraciones estructurales y funcionales del nucleolo y de la
maquinaria de sintesis de proteinas que, finalmente, conducen a la muerte
neuronal. Finalmente, consideramos que la modulacion de la actividad
nucleolar puede ser una aproximacion terapéutica valida en procesos
neurodegenerativos, como ya se hace en la actualidad en el tratamiento del
cancer con las nuevas generaciones de farmacos.
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