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Abreviaturas

AB: Proteina B Amiloide

APE1: Endonucleasa 1 apurinica

APOE: Apolipoproteina E

APP: proteina precursora amiloide

CP: Promotor del nucleo

DAB: Diaminobenzidina

DAPI: 4’6-dieamino-2-fenilindol

DDB1: “Damage specific DNA binding protein 1”
DFC: Componente denso fibrilar

DNA-PK: “DNA-activated protein kinase”
EA: Enfermedad de Alzheimer

E2F1: “E2F transcription factor 1”

FC: Centro fibrilar

GC: Componente granular

DFC: Componente fibrillar denso

GFC: “Giant fibrilar center”

HR: recombinacién homodloga

HSP70: Proteina de choque térmico 70
IWG-2: grupo de trabajo internacional
MDM2: "Murine doble minute 2"

mMRNA: RNA mensajero

NADs: Dominios asociados a cromatina nucleolar
NIA: instituto nacional del envejecimiento
NCL: Nucleolina

NCS: sistema de canales nucleolares



NHEJ: Unidn de extremos de DNA no homdlogos
NORs: Regiones organizadoras nucleolares

NPM1: Nucleoplasmina 1

NSP: via de vigilancia nucleolar

NSR: respuesta nucleolar de estrés

PARP1: “Poly(ADP-ribose) polymerase 1”

PH: Heterocromatina perinucleolar

PIC: complejos de preiniciacion

PML: Leucemia promielocitica

PNC: Compartimento perinucleolar

PNKP: “Polynucleotide kinase 3'-phosphatase”

Pol I: RNA polimerasa |

Pol Ill: RNA polimerasa Il

PSEN1: Presenilina 1

PSEN 2: Presenilina 2

RAD50: “RAD50 double strand break repair protein”
RAD51: “RAD51 double strand break repair protein”
RBD1: “RNA binding domain 1”

RBD4: “RNA binding domain 4”

rDNA: DNA ribosémico

RPL11: “ribosomal protein L11”

rRNA: RNA ribosomico

snoRNA: “Small nucleolar RNAs”

TAU: “Tubuline asociated unit”

TERT: “Telomerase reverse transcriptase”
UBF: “Upstream binging factor”

UCE: Upstream control element



WRN: “WRN RecQ like helicase”
XRCC1: “X-ray repair cross complementing 1”

XRCC5: “X-ray repair cross complementing 5”



Resumen

El nucleolo es un subcompartimento nuclear conocido principalmente por su funcién altamente
especializada en la biogénesis ribosomal, pero a esta funcién cldsica se le han afiadido otras
gracias a la investigacion y los avances tecnolégicos de las ultimas décadas. Este organulo
multifuncional también se considera un reservorio de proteinas y regulador de su actividad ya
gue puede controlar su exportacién; actia como sensor de estrés celular a través de la via NSP
(del inglés nucleolar surveillance pathway); favorece la estabilidad gendmica, actuando sobre
heterocromatina perinucleolar, y juega un rol importante en el envejecimiento celular a través
de la regulacién de la sintesis de la telomerasa. La alteracidon de alguna de estas funciones
nucleolares puede dar lugar a la aparicidn de patologias como son las ribosomopatias, el cancer
y trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer, sobre la que se centrara la
ultima parte de esta revision dada su relevancia en términos de prevalencia y coste
socioecondmico.

Palabras clave: nucleolo, biologia nucleolar, fisiopatologia nucleolar, Alzheimer.

Abstract

The nucleolus is a nuclear subcompartment known mainly for its highly specialized role in the
ribosomal biogenesis. Nevertheless, the nucleolus is not restricted to this canonical function and
other roles have been described thanks to the research and technological advances in recent
decades. This multifunctional organelle works as protein reservoir that regulates its exportation
and hence controls the activity of those proteins; it is also known as a cellular stress sensor due
to its response through the NSP pathway (nucleolar surveillance pathway); favors genomic
stability through perinucleolar heterochromatin modulation and plays an important role in
cellular aging via telomerase synthesis regulation. The alteration of any of the nucleolar functions
might cause the appearance of pathologies such as ribosomopathies, cancer and
neurodegenerative disorders, such as Alzheimer's disease. Finally, last part of this revision is
focused on the pathophysiology of the Alzheimer's disease for its relevance in terms of
prevalence and socioeconomic cost.

Keywords: nucleolus, nucleolar biology, nucleolar pathophysiology, Alzheimer.



Introduccion

Histéricamente, los primeros estudios documentados sobre el nucleolo datan de 1835y de 1836-
39 y se obtuvieron de forma independiente por Wagner y Valentin respectivamente. (2,3)

No obstante, aparte de descripciones someras dentro de trabajos sobre citologia general, no
hubo literatura significativa sobre este
subcompartimento nuclear hasta que
Montgomery (1898) publica una
monografia muy detallada del
nucleolo.(1) Figura 1. Aun asi, hasta
Heitz (1931) y McClintock (1934), no
se considerd su relacidon con los genes
y hubo que esperar hasta el
descubrimiento del ADN en 1953 para
gue posteriormente se definiera como
un compartimento cromatinico
especifico. Este gran descubrimiento
senté las bases sobre las que estudiar
el nucleolo no sélo como una
curiosidad dentro de la citologia
nuclear, sino como una entidad con
relevancia propia, sobre la que adn
hoy se siguen descubriendo vy
describiendo nuevas funciones
fisiolégicas y patoldgicas.(4)

El nucleolo es un compartimento
dindmico, sin membranas, que se
localiza en el interior del nucleo
celular. Es una organela
multifuncional altamente
especializada, es el centro de control y
sintesis para el RNA ribosdmico (rRNA)

y las proteinas ribosomales con las ] ] ] ]
. ., Figura 1. Fragmento de Comparative cytological studies, with
que se fusiona el rRNA recién creado especial regard to the morphology of the nucleolus, Montgomery,
para  formar las  subunidades 1898. se muestran como curiosidad una pagina con las
ribosomales. (5). Ademas, el nucleolo ilustraciones manuscritas de las muchas que se incluyen en esta

lleva a cabo funciones extra que estan monografia.Extraido de la Biodiversity Heritage Library.(1)
estrechamente relacionadas con la homeostasis y la salud del cuerpo humano que se comentaran
en esta revision.



Biologia celular del nucleolo

El nucleolo se forma al principio de la fase G1 del ciclo celular. Esta organela se forma a partir de
grupos de 200-400 genes de rDNA que se encuentran organizados en repeticiones en tandem

(7,8). Figura 2.

La formacién del nucleolo comienza con
la organizacién de una serie de pequeias
subunidades que terminan uniéndose en
1 o 2 nucleolos funcionales mas grandes
gue contenienen multiples regiones
organizadoras nucleolares (NORs).

El nucleolo puede estar organizado tanto
en torno a un solo NOR o en torno a
varios que se disponen en torno al
nucleolo cuando comienza la sintesis de
rRNA. Figura 2.

El nimero de cromosomas que poseen
regiones NOR varia en funcién de la
especie. En las células humanas estos
genes se localizan en los brazos cortos de
cinco cromosomas acrocéntricos
(13,14,15,21,22). Figura 3.

10 cromosomas interfasicos descondensados
contribuyen a la formacion del nucléolo con
sus bucles de DNA productores de rRNA

/
/

nucléolo
envoltura nuclear

Figura 2: Esquema del nucleo celular delimitado por la
envoltura nuclear, en el nucleoplasma se observan 10
cromosomas decondensados en los que los bucles
correspondientes a las regiones organizadoras nucleolares se
encuentran dispuestas de tal forma que se concentran en el
interior del nucleolo (representado en azul). (6)

En los cromosomas en fase de mitosis se pueden detectar los NORs activos a través de una técnica
de tincion de plata reflejando asi la continua asociacion de los NORs con las proteinas de la

maquinaria de transcripcién de rDNA.(5)
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Figura 3: Cariotipo humano con los cromosomas
acrocéntricos que forman los NORs encuadrados en
azul. (6)



La organizacion nucleolar

La complejidad de la organizacién nucleolar se ha ido descifrando a lo largo de los ultimos 50
afios gracias a la gran evolucion de las técnicas de biologia celular y molecular debidas al estallido
en la innovacidn tecnolégica de las ultimas décadas como la hibridacion in situ, la resolucidn
tridimensional, y la mejora en los métodos de aislamiento de elementos celulares especificos
como el nucleolo.(5)

Estos avances han mostrado la gran variabilidad en la organizacién nucleolar; la cual ha sido
objeto de extenso estudio en diferentes contextos como la proliferacién, desarrollo o la
diferenciacién celular. Ademas, la comparacién de la organizacién nucleolar a lo largo de la
evolucién reveld que, aunque las células eucariotas mantienen los “elementos de construcciéon”
mas bdsicos, si que han desarrollado una complejidad mayor en cuanto a su organizacién. Por
ello, el nucleolo constituye un modelo para entender los principios de organizacion de los
dominios nucleares, el movimiento de las proteinas dentro de la célula y la funcién de los cuerpos
nucleares como los cuerpos de Cajal, los cuerpos de la leucemia promielocitica (cuerpos PML) y
los factores de splicing.(5,9)

Asimismo, aunque hay un consenso en cuanto a que a mayor tamafio de nucleolo mayor es la
velocidad a la que se divide la célula y esto se debe a mayores velocidades de biogénesis de
ribosomas y crecimiento celular, el tamano y nimero de nucleolos por célula pueden variar
bastante. También se ha observado gran variabilidad nucleolar en patologias como el cancer,
donde, dado que el tamafio del nucleolo esta directamente relacionado con el grado de sintesis
proteica y produccién ribosomal, es correcto pensar que las células cancerigenas tengan
nucleolos mas grandes, lo cual puede usarse como criterio diagndstico para diferenciar células
malignas de las que no lo son. Por todo esto, el estudio de la fisiologia normal y la patologia
nucleolar en el cancer es fundamental para poder evitar neoplasias, apoptosis, formacion de
teldmeros o mutaciones por RNAs modificados entre otros.(5)

Como se ha comentado anteriormente, el nucleolo es una organela que no se encuentra
encapsulada por una membrana, estd rodeado por heterocromatina perinucleolar y, observada
a través del microscopio electrénico, esta organela se muestra compuesta principalmente por
regiones granulares y fibrilares con una disposicion muy variable, en la que se pueden definir tres
regiones: 1) centro fibrilar 2) componente denso fibrilar 3) el componente granular. (5,10).
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La cromatina perinucleolar

Alrededor del nucleolo se puede observar una capa de heterocromatina adherida a él. Esta
heterocromatina es visible en microscopia éptica utilizando la tincion DAPI (4'6-dieamino-2-
fenilindol) lo que demuestra que tiene un contenido alto de DNA periférico en comparacién con
el contenido en el nucleolo y en microscopia electrénica, la propia electrodensidad de la

heterocromatina permite su
visualizacién. Figura 4. No obstante, los
primeros protocolos establecidos para
aislar el nucleolo estaban basados en la
utilizacion de ADNasas que eliminan esta
capa de cromatina, lo que dificultaba su
visualizacién. (5)

Alrededor del nucleolo de células
humanas el movimiento de cromatina
estd restringido de la misma manera que
alrededor de la cromatina perinuclear.
Es importante caracterizar los genesy las
secuencias localizadas en la capa de
cromatina perinucleolar para entender
la complejidad de las interacciones del
dominio nucleolar en el nucleo. Los
dominios asociados a cromatina
nucleolar (NADs) han sido aislados,
secuenciados y caracterizados y en ellos
se han identificado diferentes familias de
genes y ciertas repeticiones satélite
como bloques principales de NADs,
todos estos elementos sumados se
corresponden con no menos que el 4%
del total de secuencias gendmicas. En la
periferia del nucleolo hay un dominio
especifico, el compartimento
perinucleolar (PNC), el cual se asocia con
un locus especifico de DNA y esta
altamente enriquecido en proteinas de
unién a RNA y trascritos de Pol Il1.(5)

Figura 4. Imagen obtenida por microscopia electrénica usando
un protocolo que permite visualizar acidos nucleicos. Los
DNAs y RNAs se contrastaron con uranilo después de acetilar
y metilar sus grupos carboxilo. En la imagen (d) se pueden
observar dos grandes acimulos de cromatina (flechas negras)
ademds de la cromatina perinucleolar rodeando todo el
nucleolo. Las flechas blancas sefialan pequefios acimulos de
cromatina nucleolar imbuidas en el GC. Un FC es visible en el
medio del nucleolo. (barra de escala = 0,5 um.(5)
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Subcompartimentos nucleolares

En el nucleolo, la microscopia electrénica de transmisién muestra que este organulo no tiene una
electrodensidad homogénea. Es por ello, que a nivel ultraestructural podemos distinguir tres
regiones en el nucleolo (figura 5a): el centro fibrilar, componente denso fibrilar y el componente
granular, cuyos nombres atienden a esta diferencia en la morfologia y que mds tarde se relacioné
con las distintas funciones que cumplen estos subcompartimentos. (5,10).

En general, morfolégicamente los centros fibrilares (FCs) son areas fibrilares despejadas de
tamafios que varian de 0.1 a 1 um. Se encuentran parcialmente rodeados por el componente
fibrilar denso (DFC), con el que contrastan bastante. Tanto los FC como el DFC se encuentran
imbuidos en el componente granular (GC), que se denomina asi porque consta principalmente
de granulos de 15-20 nm de didmetro en una distribucién poco organizada. Figura 5a.
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Figura 5. Imagen de microscopia electrénica de transmision en la que se muestra la ultraestructura general del

nucleolo (a) y esquema de las funciones de los compartimentos nucleolares(b). En (a) y (b) son visibles los tres
componentes nucleolares: los centros fibrilares (FC) se sefialan con un asterisco; los componentes fibrilares
densos (DFC) se caracterizan por un anillo muy electrodenso que rodea los FC (flecha blanca). El componente
granular (GC) se encuentra disperso por el nucleolo. (b) Desde un punto de vista funcional, los FCs son los
organizadores estructurales del rDNA. Por su parte, el DFC estd constituido por fibrillas densamente
empagquetadas en las que se disponen buena parte de los genes ribosomales activos. El GC estd formado por
subunidades prerribosomales A partir de estos rRNAs nucleolares y el rRNA 5s (de origen extranucleolar) se
formaran las subunidades grande y pequefia (60S y 40S) del ribosoma.Barra de escala (a)= 0,5 um..(5).
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Funcionalmente, en los CFs se organizan numerosas copias de genes ribosomales activados o
inhibidos transcripcionalmente(8,11). Preferentemente, los genes de rDNA silentes se situan en
la zona mas central del CF, mientras que el rDNA activo se dispone en la periferia y se extiende
en el CFD, donde se produce la transcripcion (12). Cada CF, junto con la capsula del CFD que lo
rodea, constituye la unidad estructural y funcional del nucleolo y es donde se produce la
biogénesis y procesamiento inicial de los rRNAs (figura 5). El componente granular, que rodea a
los otros dos, tiene una morfologia de menor electrodensidad y en él se generan las subunidades
pequefias y grandes prerribosomales que serdn exportadas para formar el ribosoma, el cual es
clave en la traduccidn de proteinas que se produce en el citoplasma. Figura 5b.

Se ha relacionado la variabilidad en volumen y nimero de los FCs con la actividad transcripcional
del rDNA. Por ejemplo, en linfocitos humanos maduros con poca actividad solo se distingue un
Unico FC en el nucleolo de los mismos. Bajo estimulacién estos linfocitos entran en el ciclo celular,
se estimula biogénesis de ribosomas y el nucleolo entonces cambia, se hace de un tamano mayor
al mismo tiempo que se forman numerosos FCs mas pequeiios. (5)

En el CF se almacenan moléculas implicadas en la transcripcién como son el factor de
transcripcion UBF (“Upstream binding factor”,
que puede verse en la figura 6), la RNA
polimerasa |, la TBP (“TATA binding protein”), la
DNA topoisomerasa | y algunos transcritos de
los propios preRNAs (13). Esta establecido que
la Pol | activa se localiza en la interfase entre el
FC y el DFC, mientras que el procesamiento
temprano de el pre-rRNA ocurre en el DFC y el
procesado tardio en el GC. Tanto la parte no
transcrita del rDNA, como los complejos pol |, |a
maquinaria de transcripcion (como el UBF) y la
topoisomerasa | estan localizados en el FC. Por
ello se propuso que el FC era la contraparte
interfasica de los NORs mitéticos porque el
nucleolo se reforma alrededor de los FCs al final
de la mitosis.(5)

Figura 6. Imagen de microscopia confocal de una
neurona del ganglio trigémino. El ioduro de propidio
(rojo) permite ver los acidos nucleicos y se concentra
especialmente en el nucleolo (cabeza de flecha). El
La organizacion estructural y la proporcion de  inmunomarcaje especifico de la proteina UBF (verde)

estos componentes esta directamente  muestra un GFC prominente y otros mas numerosos

relacionada con la actividad metabdlica celular, de tamafio normal (flechas). Barra de escala = 5
, P , um.(11)

razon por la que, de forma fisioldgica, las células

con gran actividad metabdlica, como las

neuronas de la figura 6, son un modelo excelente para correlacionar estructura y funcién del

nucleolo.
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Funciones nucleolares

El nucleolo es principalmente conocido por su funcion mas basica que es la de biogénesis
ribosomal, sin embargo, tiene otras funciones adicionales cuyos mecanismos aln se siguen
estudiando en la actualidad.

El nucleolo y la biogénesis ribosomal

La biogénesis ribosomal es un proceso complejo y secuencial que se inicia por la transcripcién
del rDNA nucleolar por la polimerasa | (Pol I, en la figura 7), que genera el precursor de la
subunidad 47S rRNA. Este
suceso se produce con la

velocidad, tradicionalmente
se considerd que el paso
limitante era el de |la

iniciacién, sin  embargo, oo oo ooSooSosSssoooooooosoooooooooooooes
evidencias recientes apoyan Figura 7. Modelo de biogénesis ribosomall. La transcripcion de rDNIA por la
que el paso limitante es la RNA.p.oI I se da ent.r('e los FC y el DFC. El transcrito de RNA prejlbo‘somlco es

o, modificado por accidn de las snoRNPs en el DFC. La maduracién final de las
elongacion y/o el ribonucleoproteinas preribosomales y su uniéon con las proteinas
procesamiento del  ribosomales ocurre principalmente en el GC. Es en el GC donde las
precursor rRNA (10). Lo mas  subunidades 5.8S y 285 de rRNAs se unen con la subunidad extranucleolar
probable es que todos los 5S para formar la subunidad ribosomal 60S, mientras que la subunidad 18S
rRNA forma por si sola la subunidad 40S. Finalmente, las subunidades 40S y
60S son exportadas al citoplasma celular donde se unen a mRNA para formar
ribosomas completamente funcionales (12).
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las células en proceso de crecimiento. Si bien existen reguladores maestros de la transcripcion

14



como la oncoproteina y factor de transcripcion MYC que puede regular directa e indirectamente
las tres Pol, asegurando asi una transcripcion y biosintesis de ribosomas coordinada.(10)

El rRNA también requiere un extenso procesamiento (figura 7) seguido de cambios
conformacionales para permitir un plegamiento cooperativo de las ribonucleoproteinas. Hay
factores como snoRNPs y complejos de montaje que facilitan el ensamblaje y la maduracién de
los pre-40S y pre-60S antes de ser exportados al citoplasma para la maduracién final a un
ribosoma funcional. (10).

El proteoma nucleolar

En 2002 se publicaron dos estudios que mostraron una fuerte e inesperada evidencia de que el
nucleolo no era solo el lugar para sintesis de ribosomas, también es el reservorio de proteinas no
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detectadas. Un 30% de ellas no
tenian relaciéon con la funcién de

biogénesis de ribosomas. Se Figura 8. Imagen (a) Proteinas nucleolares humanas identificadas
organizaron las funciones de las mediante espectrometria de masas. Imagen (b) Proteinas
proteinas detectadas en 6 nucleolares detectadas en la planta Arabidopsis thaliana para su
comparacidon. En naranja las proteinas que intervienen en
diferentes aspectos de la biogénesis ribosomal. En verde proteinas
gue intervienen en la transcripcion de la RNA polimerasa Il. En rosa
chaperonas, proteinas fibrosas y |as proteinas que intervienen en el ciclo celular o la reparacién de
otras) y gracias a estudios DNA. En gris proteinas que son contaminantes. En azul claro
posteriores a estas funciones se les proteinas que no se ha conseguido determinar si son nucleares o
nucleolares. En azul oscuro proteinas que todavia no se habian
descrito. (12)

categorias (estructura cromatinica,
metabolismo de mRNA, translacién,

sumaron: control del ciclo y la
proliferaciéon celular, muerte
celular, metabolismo de los
teldmeros, modificacion post-traduccional de RNA, produccidn de energia, replicacion
recombinacién o reparacion del DNA.(10)
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La deteccidn de todas estas proteinas no relacionadas con la biosintesis de ribosomas abre un
gran abanico de posibilidades. Es posible que se encuentren en el nucleolo porque es ahi donde
se modifican o almacenan hasta ser liberadas, por tanto el nucleolo ejerceria de barrera
permeable regulada que modularia las funciones en las que intervengan estas proteinas. (10).
Figura 8.

El nucleolo como reservorio de proteinas

El flujo de las proteinas varia hacia dentro o hacia afuera del nucleolo como respuesta a diversos
estresores como son la radiacién UV, la hipoxia, la deshidratacidn, infecciones virales o
tratamientos médicos como el etopdsido y la actinomycina D. Por lo general se ha reportado que
el estrés celular agudo favorece una pérdida de proteinas independientemente de su funcion.
(10,16)

En cuanto a cudles son los mecanismos que median el movimiento de las proteinas en el nucleolo,
se ha propuesto que las proteinas se pueden acumular de forma pasiva en el nucleolo, mientras
gue su liberacién desde el nucleolo es un proceso activo regulado.(10)

Existen notables excepciones entre estas RelAy el supresor tumoral de la leucemia promielocitica
(PML), que son acumulados a través de mecanismos activos en el nucleolo durante periodos de
estrés y apoptosis. Otro ejemplo es la proteina de choque térmico 70 (HSP70) que entra en el
nucleolo en respuesta a estrés quizas para facilitar la restauracién de la funcién nucleolar
correcta. (10)

Otras proteinas como la nucleolina (NCL) y la nucleoplasmina (NPM1) se describen como
andamiaje y centros de anclaje para facilitar el almacenaje de proteinas en el nucleolo. A modo
de ejemplo, NPM1 interactla y actiua como lanzadera de proteinas entre los compartimentos
celulares, pero también actua uniendo acidos nucleicos con predileccién por las secuencias G-
cuadruplex que son comunes en el rDNA. Por tanto, se puede decir que NPM1 tiene un rol doble
en el nucleolo como chaperona y como proteina de anclaje.(10)

La localizacion nucleolar de proteinas puede ser regulada por cambios en el ambiente celular,
cambios de pH celular favorecen la acumulaciéon de proteina de Von Hippel-Lindau.(10)

La acumulacion vy liberacién nucleolar de proteinas provee a la célula de un mecanismo para
regular procesos celulares. A modo de ejemplo, la retencidn en el nucleolo de moléculas criticas
para el ciclo celular como cdc12 o MDM?2 permite la regulacidon directa del ciclo celular y controlar
espaciotemporalmente el ritmo de divisidon celular para coordinarlo con el de crecimiento
celular.(10)

De la misma forma, la retencién nucleolar de proteinas de reparacién de DNA (DDB1, PARP1,
PNKP, XRCC1) permite su liberacién de forma masiva y coordinada ante un estimulo de estrés
exogeno. También se ha detectado la endonucleasa 1 apurinica (APE1), la cual actua dentro del
nucleolo favoreciendo la estabilidad rDNA dafiado vy, por tanto, ejercer un control de calidad del
rRNA. Asi, APE1 puede ser un nexo de union que modula los procesos de reparacion de DNA y el
metabolismo del RNA.(10)
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También se localizan en el nucleolo otras proteinas relacionadas con los procesos de reparacién
del DNA, como RAD50 y 51, WRN, XRCC5, DNA-PK, PARP1, PNKP y XRCC1. Actualmente, todavia
se sigue discutiendo en la literatura el mecanismo por el que se repara el rDNA y éste podria
implicar tanto la recombinacion homdloga (HR) como la unién de extremos de DNA no
homadlogos (NHEJ, del inglés non holomogous end joining). Lo que estd claro es que el dafo o
perturbacién al medio celular favorece el acimulo o liberacién de proteinas al nucleolo o
citoplasma respectivamente. Se propone que este es el mecanismo que siguen ciertos
inhibidores de la Pol | en el tratamiento del cancer. (10)

El nucleolo como sensor de estrés celular

Otra de las funciones del nucleolo es la de actuar como sensor de estrés celular. El nucleolo
responde a la deteccidn de estrés celular favoreciendo la acumulacion de la proteina supresora
tumoral p53. A esta respuesta se la conoce como respuesta nucleolar de estrés (NSR) o también
como la via de vigilancia nucleolar (NSP) ya que parece que funciona monitorizando la produccién
y fidelidad ribosomal y manteniendo niveles de p53.

La activacion de la via NSP conlleva la activacién de p53 (figura 9), que actua deteniendo el ciclo
celular o en casos extremos llevando a la célula a su muerte por apoptosis. Los elementos
estresantes que actlan activando la via NSP son: mutaciones en riboproteinas u otros
componentes de la biogénesis ribosomal, mutaciones en componentes de Pol Il, dafio de DNA,
condiciones ambientales extremas, senales de hiperproliferacién, estrés oxidativo, deprivacién
de nutrientes, hipoxia, estrés osmético, infecciones virales, deprivacién de energia y estrés
oncogénico. Esta respuesta no es una reaccién rdpida y aguda frente al estrés, es mas bien un
mecanismo regulatorio que actia manteniendo en equilibrio los niveles de p53 con el ritmo de
proliferacién celular y de biosintesis de ribosomas.(10)
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Figura 9. Imagen (a) En condiciones normales la proteina p53 es una proteina de vida corta que se encuentra en
niveles casi indetectables por su rapida degradacion intracelular. La molécula HDM2 y E3 ubiquitina actian como
ligandos que favorecen la rapida degradacion de p53 via proteosoma 26S. Imagen (b) En respuesta a un estimulo
estresante para la célula como es la activacion de un oncogen o el dafio de DNA la molécula p14ARF actua
activando la via de la p53. P14ARF es nucleolar predominantemente e interviene en diversas mediaciones de
proteinas nucleolares, mientras que p53 es nucleoplasmico. Una vez dada la activacion por sefiales oncogénicas
p14ARF se asocia con HDM2 y la retiene dentro del nucleolo. Esta retencién nucleolar de HDM2 previene su unién
con p53, evitdndose asi la degradacion de p53, favoreciéndose asi la via NSP.(12)

También existen mecanismos de respuesta a estrés celular mediados por el nucleolo
independientes de p53. Esto se realiza a través de la unién de RPL11 libre con MDM2, lo cual
actua deteniendo el ciclo celular a través de la degradacion en el proteosoma de E2F1.(10)

Por todo esto, se puede considerar al nucleolo como una diana terapéutica y bajo esta
perspectiva, disefiar fdrmacos que tengan como objetivo especificamente la actividad de la RNA
Pol I; de hecho, los compuestos CX-3543 y CX-5461 son muy prometedores en este aspecto. Se
ha conseguido demostrar la destruccidn selectiva de células de linfoma B in vivo por CX-5461
manteniendo viables las células B sanas. Las células malignas del linfoma B requieren una
transcripciéon de rRNA y biogénesis de ribosomas muy activos para su supervivencia. En este
estudio se vid que en los ratones tratados con CX-5461 se activaba muy rapido la proteina p53
llevando las células malignas a la muerte por apoptosis, esto se did a través de la activacion de la
via NSP.(17) El formaco en cuestidn no afecté a ninguna célula normal ni hizo disminuir el nUmero
de células B. Este estudio sugiere que se puede utilizar como diana terapéutica la dependencia
gue tienen ciertas células tumorales por la transcripciéon hiper activada de rDNA. (17)
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Por ultimo, una elevacion ligera de los niveles de p53 truncada en ratones con mutaciones de un
alelo del gen p53 mostré una disminucién de un 20% de la duracién de vida, atrofia muscular
generalizada y osteoporosis ademas de disminucidon de la tolerancia al estrés, una menor
respuesta regenerativa frente a diversos estimulos estresantes y mayor resistencia a desarrollar
tumores de manera espontdnea.

Todas estas evidencias indican que p53 puede tener también relacién con la regulacién de la
longevidad. (18)

El nucleolo y la estabilidad genomica

El nucleolo interviene en la estabilidad gendmica de diversas formas, el rDNA es altamente
repetitivo y esto lo hace sensible a que se pueda dar una recombinacién homéloga lo cual
afectaria negativamente en la estabilidad gendmica. (10)

La heterocromatina perinucleolar estd muy empaquetada y actla como una barrera contra la
recombinacién homologa. Las alteraciones en la heterocromatina perinucleolar estan asociadas
con inestabilidad genémica, envejecimiento prematuro y enfermedades neurodegenerativas
relacionadas con la edad. La heterocromatina perinuclear también contribuye a la preservacion
de la arquitectura nucleolar. Es por esto por lo que, dado que el rDNA se encuentra en los 5
cromosomas anteriores, la heterocromatina perinucleolar puede funcionar mediando
interacciones entre genes especificos, regulando su acceso y transcripcién.(10)

El nucleolo y los teldmeros en el envejecimiento celular

La hipotesis del teld6mero es una de las teorias mas aceptadas sobre el envejecimiento, en ella se
expone que es la longitud de los extremos cromosdmicos los que determinan la duracién de la
vida de la célula. Es por esto por lo que un acortamiento telomérico es visto como causa de
envejecimiento de la célula y pérdida de actividad replicativa, mientras que el hecho contrario,
el alargamiento telomérico favorece la prolongacién de la vida de la célula o también la
malignizacién celular. (18,19). Figura 10.
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La ribonucleoproteina telomerasa tiene actividad transcriptasa inversa y actua sintetizando las
secuencias de ADN repetitivas que son caracteristicas de los teldmeros. Estabiliza su longitud y
mantiene su integridad. En eucariotas superiores como los seres humanos, la ribonucleoproteina
telomerasa en cuestidon estd formada por tres componentes: una subunidad con actividad
catalitica, una subunidad de RNA esencial y una proteina que se encuentra asociada a la
Telomerasa. Se ha demostrado la implicacion del nucleolo en la maduracién de la Telomerasa y
gue tanto su subunidad catalitica, como la subunidad de RNA esencial se encuentran localizadas
en esta organela, por lo que se ha propuesto que el ensamblaje de la telomerasa se da en el
nucleolo. (18,21).

Figura 10. En la imagen se detalla el proceso de biogénesis
de la telomerasa y la activacion y maduracion de sus
subunidades. Paso 1: Para que se de correctamente este
proceso de maduracién y acumulo de RNA se requiere la
participacion de numerosos factores celulares. Algunos de
estos elementos madurativos (naranja) se asociaran solo
transitoriamente con el RNA de la telomerasa (rojo). Las
proteinas H/ACA (verde oscuro) y otras proteinas de unién
hTR (verde claro) quedardn unidas permanentemente al
complejo de RNA de la telomerasa, favoreciendo de este

RNA
accumulation

H/ACA
proteins

o

+7?
—I modo la estabilidad de su RNA. Paso 2: En este momento
Catalytic se llevard a cabo la activacion catalitica de la enzima, para
activation qgue se de este proceso se requiere la asociacidon de la
{ -l ribonucleoproteina telomerasa con la molécula TERT (azul
+? oscuro) y posiblemente otras proteinas (azul claro). La
unién de TERT al RNA de la telomerasa se da en al menos
Telomere dos regiones separadas. Paso 3: La enzima una vez activada
et se transporta al teldmero. El transporte de la telomerasa al
2 telémero se ve regulado por proteinas que interactiian con

ella (marrén). Quedando de este modo una telomerasa
funcional con todos los dominios descritos. (20)

El estudio del RNA que conforma la telomerasa indicd que tiene un dominio H/ACA que es
caracteristico de RNAs nucleolares. Se usé una inyeccién de RNA telomerasa en ovocitos de
Xenopus y se vié que el transporte del RNA inyectado se realiza por la misma via que el de los
RNAs pequefios nucleolares. Ademas, se vid que la distribucion y retencidon del ARN de la
telomerasa en el nucleolo es dependiente del dominio H/ACA. (18)

También se pudo ver que las proteinas hSTAU y L22 que se encuentran en el nucleolo y en el
citoplasma interactian con el ARN de la telomerasa. Usando fibroblastos humanos en
condiciones normales se demostrd que la nucleolina se une al complejo telomerasa usando dos
interacciones proteina-ARN y proteina-proteina. Son dos regiones distintas de la nucleolina las
responsables de esa interaccion: la region carboxilo terminal en la que estan los dominios de
unién al RNA (RBD4) y RGG y la regidon del centro que es en la que estd el dominio de unién al
RNA (RBD1). Estas son las regiones que interactian con la subunidad de la telomerasa que
muestra actividad transcriptasa inversa. Queda demostrado por los autores que la nucleolina es
un elemento necesario para la localizacidon nucleolar y el mecanismo en el interior de la célula
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del complejo de la telomerasa, pero sin modular la actividad enzimatica de la telomerasa
humana.(18)

En consecuencia, con estas evidencias, se observd posteriormente el movimiento dentro de la
célula de dos de los principales componentes de complejo telomerasa en células de carcinoma
cervical Hela durante las fases del ciclo celular (22). En G1 el ARN de la telomerasa se situa en los
Cuerpos de Cajal; mientras que la subunidad con actividad catalitica se sitla en distintos cuerpos
nucleares en el nucleoplasma, por tanto, ambos componentes estan repartidos en elementos
intranucleares separados. Al principio de la fase S estos dos elementos se asocian al nucleolo,
distribuyéndose de la siguiente manera, la subunidad con actividad catalitica se localiza en el
interior del nucleolo y el RNA de la telomerasa se sitla en torno al nucleo, en los Cuerpos de Cajal.
Entorno a la mitad de la fase S se puede ver la co-localizacidn de las subunidades en los telémeros
y en el complejo telomerasa. Es por esto por lo que se sugiere que el proceso de ensamblado de
la telomerasa humana se da mads especificamente durante la fase S, momento en el que se da la
sintesis de los teldmeros y se destruye la subunidad con actividad de transcriptasa inversa. Por
tanto, parece que existe una relacién directa entre la actividad, biogénesis y el trafico
intranuclear del complejo telomerasa y el nucleolo, participando ambos en la actividad
replicativa y el envejecimiento celular.(18)

Si bien es cierto que el estudio del control del envejecimiento ha avanzado bastante ultimamente,
hay que llevar a cabo estudios a un nivel basico a cerca de todos los mecanismos moleculares
intracelulares que intervienen en este proceso. Es necesario saber si es la desregulacion de la
transcripcion del ADN que codifica para el rRNA es proceso basico que guia el envejecimiento
celular, y estudiar cuidadosamente como el nucleolo controla la biosintesis y el reclutamiento de
las moléculas involucradas en la regulacion del ciclo celular. Ademas, los avances en el estudio
del nucleolo como regulador del envejecimiento celular abren nuevas lineas de desarrollo para
terapias que alarguen o mejoren la vida de los individuos.(18)

El nucleolo y la envoltura nuclear

Hay una intima relacion entre el nucleolo y la envoltura nuclear. Todavia no se conoce cual es el
motivo exacto al que obedece esta relacién, pero una posibilidad es que sea para favorecer el
trafico de ribosomas del nucleolo al citoplasma. (5)

En células de crecimiento rapido se exportan no menos de 2000 ribosomas por minuto y una
posibilidad es que bajo estas circunstancias tan exigentes una fraccién de preribosomas en
maduracién pasen directamente del nucleolo al citoplasma aprovechando esta relacién espacial
gue existe entre en nucleolo y la envoltura nuclear. (5)

La unién a la membrana nuclear puede tener también una funcién reguladora bajo situaciones
desfavorables para el crecimiento en las que no se cuente con suficientes nutrientes
favoreciendo la transferencia de material nucleolar al sistema de degradacién vacuolar
reciclando material mediante microautofagia del nucleolo. Se han descrito casos en eucariotas
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superiores de nucleolos directamente conectados con el citoplasma a través de invaginaciones
de la membrana nuclear también llamadas “canales nucleolares” (figura 11). La formacién de
estos “canales nucleolares” depende estrictamente de la presencia de transcritos de rDNA y NOR
activos y se relaciona con la funcién de exportar ribosomas.(5)

Ademas, se han detectado canales nucleares dindmicos con invaginaciones de la envoltura
nuclear asociada. Estos canales que son fenestrados por poros terminan cerca del nucleolo.
Siendo en cualquier caso una estructura coherente con la funciéon de exportacion ribosomal que

se les presume. El
ndmero de
canales 'y su
complejidad varia
mucho, pero
permanece
caracteristico
para cada tipo
celular estudiado
en cuestion.

No obstante, aun
hoy en dia se
desconoce si el
ndmero de
canales 'y la
complejidad  de
estos se relaciona
con indices de
proliferaciéon
mayores 0O  Si
incrementa en
situaciones de
enfermedad.(5)

Figura 11. Micrografia electrénica de
transmision en la que se puede ver
parte del nucleo celular de una célula
secretora endometrial humanoa En
ella se distinguen el nucleo (N)
nucleolo (NU), y parte del citoplasma
(C) en la esquina inferior derecha.
Notese que el sistema de canales
nucleolares (NCS), se encuentra
localizado en la periferia del nucleo y
parte del citoplasmatica (Cl) se ha
proyectado hacia el nucleo.

El corte transversal del sistema de
canales nucleolares permite la
observacion de una gran cantidad de
canales (NC) de unos 500-600 A de
didametro en cuyo interior existe un
material amorfo vy electrolicido
flanqueado por un material
electrodenso (M) con forma de anillo.
Toda esta estructura tan caracteristica
estd rodeada por unos granulos
electrodensos de 150 A (DG)
claramente diferenciados de Ia
ultraestructura nuclear. (23)

22



Patologia nucleolar

clasicamente los patélogos han utilizado cambios en la morfologia y nimero del tamafo de los
nucleolos como marcadores de enfermedad. Las anomalias nucleares y el aumento de la
transcripciéon de rDNA se consideran marcadores de varios tipos de cdncer. Ademads, las
mutaciones en los componentes ribosdmicos que conducen a la biogénesis de los ribosomas o
anomalias nucleolares han sido atribuidas a los trastornos genéticos conocidos colectivamente
como trastornos ribosdmicos o ribosomopatias. Aunque se han considerado alteraciones en la
biogénesis de los ribosomas para comprender la fisiopatologia de estas enfermedades,
actualmente se estan investigando alteraciones en las funcidnes nucleolares "no ribosémicas"
como causas de estas enfermedades. Estos estudios podrian ser el origen de nuevas terdpias y
tratamientos en el futuro.

Aunque las principales enfermedades causadas por alteracién nucleolar son las ribosomopatias
y el cancer, en esta revision se hara hicapié en el estudio de las alteraciones nucleolares que se
dan en enfermedades neurodegenerativas como es el alzheimer, aun asi se citaran y comentaran
brevemente los procesos de ribosomopatias y cancer causados por la patologia nucleolar.(10)

Ribosomopatias

Las ribosomopatias son enfermedades caracterizadas principalmente por la presencia de
mutaciones o delecciones genéticas asociadas con la biogénesis de los ribosomas. Estos cambios
pueden ocurrir de la siguiente manera:(24)

1) En genes que codifiquen riboproteinas, entre ellas se encuentran la anemia de Diamond
Blackfan y el sindrome 5q que son congénita y somaticas respectivamente.(10,24,25)

2) En genes asociados con la sintesis y modificacion del rRNA, como es el caso del sindrome de
Treachers-Collins, la disqueratosis congénita y la hipoplasia pilocartilaginosa, siendo las tres
congénitas.(10,24,25)

3) En genes que codifican proteinas asociadas con los ribosomas pero que no son riboproteinas,
este es el caso del sindrome de Shwachman-Diamond, la cual es una ribosomopatia
congénita.(10,24,25). Figura 12.

Curiosamente, aunque son enfermedades que afectan a elementos de la biologia celular
sistémica, en la mayoria de las enfermedades ribosémicas, la afectacién fenotipica de la
enfermedad favorece a un determinado tipo de tejido en cada caso. Una explicacion para esto
podria ser la diferente dependencia que tiene cada tipo de tejido por sus ribosomas.(10)
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A modo de ejemplo la pérdida de un gen que codifique para el alelo de una riboproteina puede
reducir su expresion por debajo de un nivel critico que haria imposible mantener la biogénesis
ribosomal exigida por un tipo de célula con un metabolismo mds activo, pero no por otro tipo de
célula que no tenga ese nivel de metabolismo tan elevado, lo que desembocaria en fenotipo y
patologias distintas. En definitiva, las ribosomopatias constituyen un grupo de enfermedades
“raras” para las que en la mayoria de los casos solo existen tratamientos paliativos y no
curativos.(10)

A Congenital B Somatic
RPL35A

RPLS

RPL27
Figura 12. Estas imagenes han sido generadas utilizando el programa PyMOL. En ellas esta
representado un modelo estructural del ribosoma 80S humano. En el que se puede ver la
subunidad 60S grande marcada en amarillo, la subunidad 40S pequefia marcada en azul claroy
el RNA ribosémico marcado en gris.
En la imagen (a) Se marcan en rojo las riboproteinas con defectos congénitos.
En la imagen (b) se marcan en azul las riboproteinas con mutaciones y/o delecciones
somaticas.(25)

Cancer

Existe una correlacién directa conocida entre la hiperactivacién de la biogénesis ribosémica y una
actividad nucleolar anémala y el cancer. Aunque todavia no estd claro cual es el mecanismo
exacto por el que una elevada biogénesis ribosomal contribuye al desarrollo de cancer. (26)

Las células cancerigenas son altamente proliferativas y como tal requieren de una maquinaria
ribosomal que esté activa en la misma medida, con un alto nimero de ribosomas y con un alto
nivel de funcionamiento de los mismos. Estos requerimientos los consiguen a través de la
activacion de oncogenes o a través de la pérdida del funcionamiento de las vias de sefializacién
antioncogénicas, que terminan por aumentar el rendimiento ribosomal.(26)

Una de las razones por las que las células cancerigenas desarrollan mecanismos para favorecer
la biogénesis ribosomal y la formacién nucleolar es para suprimir la via NSP que como se ha
explicado en la parte de funciones nucleolares, es la via encargada de detectar alteraciones
celulares y activar a la proteina p53 que actua deteniendo el ciclo celular o induciendo la muerte
de la célula por apoptosis. Con la hiperactivacion de la biogénesis ribosomal se inhiben tanto esta
via de defensa frente al cancer como las vias independientes de la p53. De hecho, este conocido
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mecanismo es usado como diana terapéutica para el tratamiento de ciertos tipos de cancer (17)
a través de la utilizacién de moléculas que inhiben la transcripcion de la Pol | y la sintesis de
rRNA.(26)

Enfermedades neurodegenerativas

Los cambios en el nucleolo son comunes en multitud de trastornos neurolégicos relacionados
con la edad, entre ellos destacan la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington y la
enfermedad de Alzheimer. Existe evidencia de que la desregulacion transcripcional del rDNA, la
disfuncidn nucleolar y la induccion de p53NSP favorecen el desarrollo de estas enfermedades, asi
como el proceso normal de envejecimiento. La posible contribucion de otras funciones atipicas
del nucleolo en las enfermedades neurodegenerativas sigue siendo desconocida, pero merece
llevar a cabo mas investigacion. En esta revisidn, se prestara especial atencién a los procesos
moleculares nucleolares que contribuyen al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. (10) La
enfermedad de alzheimer es una enfermedad crénica progresiva caracterizada por alteraciones
de la proteina tau (del inglés tubuline associated unit), acimulo placas B-amiloide, muerte celular
neuronal y respuesta inflamatoria alterada. (10)
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Fisiopatologia nucleolar en el Alzheimer

La proteina tau

La proteina tau se puede encontrar en tanto células neuronales como no neuronales,
principalmente en el nucleo y nucleolo de células sanas. Aunque clasicamente se le ha asignado
la funcidon de aportar estabilidad a los microtibulos, datos obtenidos de diversos estudios
realizados con tejido cerebral humano y de ratones sugiere que esta proteina puede ser esencial
para la defensa gendmica frente al estrés celular nuclear. Ademas, la relacidon tan intrincada que
tiene la proteina tau con el DNA y otras proteinas nucleares indica fuertemente que puede tener
multiples roles adicionales en el nucleo y nucleolo.(27,28). Figura 13.

En la enfermedad de Alzheimer la proteina tau forma conglomerados patolédgicos de si misma
con la ubiquitina debido a un proceso de hiperfosforilacién, estos conglomerados se agregan en
el nucleo, nucleolo y también en el citoplasma celular. Esto produce destruccion de los
neurofilamentos y microtubulos lo que se traduce en dafio y posterior muerte celular.(27,28)

-‘l_>00 nm ‘ .

Figura 13. Microfotografia de una muestra de tejido encefalico de un paciente con enfermedad de Alzheimer. En esta imagen
de microscopia electrénica de transmisién observamos en la imagen (a) la gran concentracidn de filamentos helicoidales en
este paciente y que estos filamentos contienen la proteina tau ya que en la imagen (b) se ha hecho un inmunomarcaje
especifico con el anticuerpo anti-tau y particulas de oro coloidal que le dan esa forma tan regular y caracteristica.(27)

La proteina tau se localiza en el nucleolo, mas concretamente en el DFC y en los ribosomas. Y
aunque no tenga un rol directo en el proceso de ensamblaje nucleolar si que se cree que
interviene en la transcripcion del rDNA y en el procesado del rRNA. La sintesis de los ribosomas
comienza en el nucleolo y lleva a cabo su maduracién final en el citoplasma, por tanto, su
localizacion ubicua por estos compartimentos probablemente esté indicando que tiene una
funcién en el proceso de maduracidn ribosomal.(27)
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Ademas, tau puede tener como funcién la heterocromatinizacion del rDNA. La mayor parte del
rDNA se mantienen en un estado transcripcionalmente inactivo mediante mecanismos de
silenciamiento epigenéticos. Los genes de rRNA silenciados forman la heterocromatina
perinucleolar que se situa adyacente al nucleolo. Tau interactia con la heterocromatina
perinucleolar y la region pericentromérica a-satellite del DNA. De esta forma se ha propuesto
gue tau puede servir como nexo entre las repeticiones de rDNA y la heterocromatina
pericentromérica, siriviendo asi como un mecanismo de silenciamiento de genes de rRNA.(27)
por lo que una proteina tau disfuncionante favoreceria la alteracién de todos estos procesos
inestabilizando el nucleolo y la produccién de ribosomas.

Silenciamiento epigénetico por hipermetilaciéon del promotor de rDNA

El ribosoma es critico para los procesos celulares y su afectacién es uno de los principales factores
gue intervienen en el desarrollo y progresion de la enfermedad de Alzheimer. Estudios recientes
han relacionado la enfermedad de Alzheimer con desregulacién de la biogénesis ribosomal y la
disfuncién nucleolar. Los defectos ribosémicos se pueden ver tanto en las etapas tempranas
como tardias de la enfermedad de Alzheimer. La transcripcion de genes de rRNA (rDNA) es
fundamental para la biogénesis de los ribosomas, este es un proceso regulado por el
silenciamiento epigenético, como es la metilaciéon del promotor CpG. Lo que conlleva una
disminucion de la produccion de rRNA. Esto se puede ver desde las primeras etapas de la
enfermedad.(29,30).

Con el objetivo de dilucidar este proceso en un estudio del 2011 de Pietrzak y cols analizaron
muestras de tejido cerebral de pacientes con deterioro cognitivo leve, enfermedad de alzheimer
y de un grupo control usando el método de secuenciacién por bisulfito que puede verse en la
figura 14. (29)

Este estudio tuvo como resultado que el promotor de rDNA se encontraba hipermetilado, y
consecuentemente silenciado, en las muestras de corteza cerebral de los pacientes con
enfermedad de Alzheimer y en pacientes con deterioro cognitivo leve respecto al grupo control.
En las muestras de tejido de corteza parietal se encontré una mayor hipermetilacién en las
muestras de deterioro cognitivo leve que en las de enfermedad de Alzheimer. Ademas, en las
muestras cerebrales de paciente con enfermedad de Alzheimer se observé deplecién ribosomal
y disminucidn del volumen nuclear de las neuronas hipocampales.(29)

Por tanto, la hipermetilacion del promotor de rDNA se puede asociar a una disminucién de la
biogénesis ribosomal y en consecuencia a una reduccion de la sintesis proteica. Se sugiere que
puede utilizarse la hipermetilacién del promotor de rDNA como método diagndstico precoz de la
enfermedad.(29)
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Figura 14. Imagen obtenida a través del mapeado de la citosina metilada de la region promotora del rDNA. Imagen
(a). Unidad genética de rDNA. Se marca con un cuadro la localizacion de la regién promotora que fue seleccionada
para la secuenciacidn por bisulfito. Esta regidn analizada incluye un Upstream control element (UCE) y el promotor
del nucleo (CP) Que contiene 26 lugares CpG sensibles a la metilacion que son criticos para la regulacidn
epigenética de la transcripcidén nucleolar. En la imagen (b) Se puede apreciar la secuencia de nucledtidos del
promotor de rDNA. Los numeros a la derecha indican posiciones relativas al lugar de inicio de la transcripcidn,
que se corresponde con la posicidn +1 (flecha). Los dinucleétidos CpG potencialmente metilados estan numerados
y marcados en gris. En la imagen (c) Se puede apreciar el andlisis de la secuenciacion por bisulfito de las muestras
de cortex parietal de los grupos control, deterioro cognitivo leve (MCl) y enfermedad de Alzheimer (AD) (n=10
para cada grupo). En la imagen (d) se puede observar el analisis de la secuenciacién por bisulfito de las muestras
de cortex prefrontal de los grupos control y enfermedad de Alzheimer (AD) (n=15 para cada grupo). En las
imagenes (c-d), cada columna representa un individuo. Las filas representan cada uno de los 26 lugares CpG
potencialmente sensibles a la metilacién del promotor de rDNA en orientacion 5'-3'(29)

Oxidacion del RNA y disfuncién ribosomal

Hay cambios marcados en la funcién ribosomal en la enfermedad de Alzheimer, muchos de los
cuales parecen deberse a los altos niveles de oxidacién que muestra el ARN de los pacientes con
la enfermedad. La oxidacién del ARN conduce a roturas de cadenas y modificaciones de pares de
bases que desembocan en una disfuncion ribosomal. Se han reportado altos niveles de ARNr
oxidado en las primeras etapas de la enfermedad de Alzheimer, siendo esta presumiblemente
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una de las razones de la reduccién de la sintesis de proteinas. EIl ARN es particularmente
vulnerable al dafio causado por la exposicién a los radicales libres. Esto ha sido confirmado en
otro estudio que encontrd niveles elevados de especies reactivas de oxigeno y hierro en las
neuronas de pacientes con Alzheimer. (6) Se ha sugerido que el ARNr dentro del citoplasma
puede ser sensible a la unidn del hierro oxidante reactivo, favoreciendo la vulnerabilidad
neuronal y contribuyendo a la neurodegeneracién. (30,31)

Expresion reducida de PARP-1 nucleolar

La memoria a largo plazo requiere el mantenimiento de ciertos mecanismos moleculares intactos,
como son la integridad de nucleolos y nuevos rRNA, que luego son regulados por PARP-1 a través
de modificaciones epigenéticas. Se supone que PARP-1 juega un papel particularmente
importante en el mantenimiento de la memoria a largo plazo. Se ha demostrado que los déficits
crénicos en la funcién nucleolar afectan la plasticidad sindptica, el aprendizaje y la memoria.
Ademads, también se ha demostrado que PARP-1 regula multiples dominios de la funcion
nucleolar, como el mantenimiento de la estructura de la cromatina del ADNr, la edicion de los
precursores del ARNr y la biogénesis de los ribosomas en el nucleolo. (32)

En este estudio se demuestra que hay una pérdida de PARP-1 en las neuronas hipocampales de
los pacientes con enfermedad de Alzheimer, lo cual sugiere que la funcién nucleolar de PARP-1
se ve comprometida, favoreciéndose asi la pérdida de la memoria a largo plazo. Figura 15.

Figura 15. La proteina nucleolar PARP-1 muestra una inmunoreactividad entre disminuida y ausente en el
Alzheimer al compararla con grupos control. Las imagenes (a) y (b) se han obtenido tifiendo con diaminobenzidina
(DAB) celulas piramidales de hipocampo humanas. En la imagen (a) se aprecia un nucleolo prominente cargado
de proteina PARP-1 sefialado con flechas triangulares negras. En la imagen (b) se puede ver como el marcaje de
la proteina PAPR-1 en nucleolos es entre difusa y ausente.
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Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA de ahora en adelante) es la causa mas comun de demencia,
representa una preocupacién creciente desde el punto de vista de la salud publica con grandes
implicaciones para los individuos y la sociedad.(33)

Epidemiologia

La demencia se describe como el déficit cognitivo adquirido y progresivo con impacto suficiente
como para afectar a las actividades de la vida diaria. La demencia constituye una de las principales
causas de dependencia, invalidez y mortalidad. Se estima que ahora mismo 44 millones de
personas viven con demencia en el mundo y se prevé que estas cifras se tripliquen para 2050 a
medida que la poblacién envejece. En cuanto al coste econémico excede los 600.000.000.000
S estadounidenses anuales.(33,34)

Recientes estudios sugieren que la incidencia de demencia se podria estar reduciendo en los
paises occidentales, principalmente en hombres. Aunque no esta claro cual es la causa de esta
tendencia a la baja de la demencia, se cree que puede ser por el mejor manejo del riesgo
cardiovascular que esta llevando a cabo la poblacién. En los préximos afios se prevé un aumento
significativo de la prevalencia de la demencia en paises con ingresos medios-bajos partiendo de
gue ya estdn mostrando un aumento de incidencia de enfermedad cardiovascular, diabetes e
hipertension.(35) EA es la principal causa de demencia, siendo la responsable de entre el 50-70%
de las mismas. Se da en edades avanzadas doblando su prevalencia cada 5 afios a partir de los
65.(33,34)

Etiologia

Aunque la mayoria de los casos de EA se dan de manera esporadica, si que se han detectado
mutaciones en tres genes:

Proteina precursora amiloide (APP)
Presenilina 1 (PSEN1)
Presenilina 2 (PSEN 2)

Estas mutaciones son causa de una forma rara de Alzheimer familiar cuyos sintomas se
desarrollan antes que en la forma esporadica de AD, tipicamente entre los 30 y 50 afios.(33)

La forma tipica de Alzheimer probablemente se dé por un acimulo de causas genéticas y
ambientales. Actualmente se cree que el 70% del riesgo de padecer EA es atribuible a factores
genéticos. Figura 16. Siendo el gen APOE el mayor factor de riesgo genético para padecer la
enfermedad. Ademas, se han encontrado otros 20 factores de riesgo genéticos que implican la
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alteracion de vias de sefializacion que controlan distintos procesos como son: inflamacién, el
metabolismo del colesterol y las vias de reciclado de las vesiculas endosémicas. En concreto, se
cree que la via que controla la activacién de las células de la microglia en respuesta al acumulo
de amiloide cumple un rol critico en la patogenia del Alzheimer.(33,36)
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Figura 16. En la imagen se puede ver la relacidn entre la frecuencia de los distintos genes y el riesgo que suponen
cada uno para el desarrollo de Alzheimer. Los colores de los alelos se corresponden con la funcién supuesta para
cada uno de los genes que codifican. Hay algunos con dos colores, esto representa que estan implicados en mas
de una funcién. Los genes rodeados en amarillo se cree que influyen en el metabolismo del precursor de la
proteina amiloide. Los genes rodeados en rojo se cree que influyen en el metabolismo de tau. (37)

Existe evidencia epidemioldgica que respalda que el nivel educativo y el ejercicio fisico podrian
ser factores protectores frente a la EA. Mientras que como se ha mencionado antes los factores
de riesgo cardiovasculares en la mediana edad como la hipertensién y la diabetes actian como
factores de riesgo para el Alzheimer. Hasta hace poco se consideraba que la obesidad también
era un factor de riesgo para el desarrollo de EA, pero esto se ha puesto en entredicho. (36,38)

Fisiopatologia

Los elementos mas determinantes del Alzheimer son los ovillos neurofibrilares de proteina tau y
las placas amiloideas. Aunque también se ven otros fendmenos patoldgicos asociados como las
neuritis distréficas, los hilos de neuropilo, astrogliosis, activacidon de la microglia y angiopatia
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amiloidea. La sumacidon de los efectos de todos estos procesos desemboca en la
neurodegeneracién y atrofia neuronal.(33,39). Figura 17.

Figura 17. Imagenes de los distintos procesos patoldgicos de la enfermedad de Alzheimer obtenidas por técnicas
inmunohistoquimicas. En la imagen (a) se observan placas de proteina A en una muestra de cortex frontal. En la
imagen (b) se dispone la afectacion vascular cerebral por acimulos de AB. En laimagen (c) se puede ver una placa
de proteina AB con un nucleo central. En la imagen (d) se puede ver acimulos de AB en el interior de capilares.
En la imagen (e) se pueden apreciar placas neuriticas (marcadas por la doble flecha) y ovillos neurofibrilares
(marcados con las flechas individuales) que se pueden ver con mayor detalle en la imagen (h) a mas aumentos.
En la imagen (f) se puede apreciar un infiltrado evidente de células de microglia que se pueden ver en la imagen
(g) a mas aumentos. (33)

Las placas amiloideas son acumulos extracelulares de proteina AR con un plegamiento patolégico
con 40 o 42 aminoacidos (AB40 and AB42), siendo ambos productos del metabolismo de la
proteina precursora amiloide (APP). Esta proteina amiloide comienza acumulandose en el
isocortex o corteza mas externa de manera difusa y no es hasta estadios avanzados que pasa a
afectar a estructuras subcorticales.(33). Figura 17.

Los ovillos neurofibrilares fueron descritos estructuralmente en el capitulo de patologia nucleolar
de la proteina tau, en este capitulo se describiran desde el punto de vista fisiopatoldgico. Los
ovillos neurofibrilares estdn formados principalmente por filamentos helicoidales apareados de
proteina tau sometida a un proceso de hiperfosforilacién. Comienza afectando al alocortex o
corteza mas interna del I6bulo temporal, mas concretamente al hipocampo y area entorrinal para
pasar posteriormente a afectar las zonas de corteza asociativa del isocortex. Por lo general se
respetan las areas funcionales motoras, sensoriales y visuales.(33,40). Figura 17.

32



Normalmente los procesos de pérdida neuronal y sindptica se correlacionan con el de acimulo
progresivo de ovillos neurofibrilares mientras que la patogenia por proteina f amiloide alcanza
una fase de meseta estable al principio de los sintomas. (33)

Patogénesis

La teoria mas aceptada es la hipdtesis amiloidea, la cual indica que las causas de la enfermedad
son el acumulo de las proteinas AB patoldgicas producidas por la escisién de la APP por las
enzimas B-y y- secretasas. Ademas de una disregulacién de los procesos de sintesis y eliminacién
de la AB. (33,36)

En cuanto a la formaciéon de ovillos neurofibrilares y la consecuente disfuncidon neuronal y
neurodegeneracion se cree que es mediada por la activacion de la via inflamatoria por
hiperactivacién de la microglia, ambos efectos de un primer acimulo de AB patoldgica.(33) Figura
18.

Figura 18. Imagen obtenida por tomografia por emisién de positrones. En la imagen se puede observar a la
izquierda la captacion fisioldgica del cerebro de una persona sana. A la derecha se puede ver la captacion
patoldgica de un paciente con Alzheimer. El cddigo de colores de traduce de la siguiente manera: colores frios
(azul-morado) indican poca acumulacion de amiloide. Colores mas calientes (rojo-amarillo) indican acumulacion
amiloidea aumentada. (33)
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Manifestaciones clinicas

La forma de presentacion mds comun de EA es en un paciente de edad avanzada que consulta
por problemas de memoria que conforme pasa el tiempo se van agravando. A medida que
progresa la enfermedad suelen aparecer dificultades para desenvolverse en el medio conocido
al mismo tiempo que aparece dificultad para realizar tareas que requieran multiples procesos
simultdneos, como cocinar, por ejemplo.(33,41)

Posteriormente, la progresidon de los cambios cognitivos se vuelve cada vez mas determinante
hasta interferir con las actividades bdsicas de la vida diaria. En este punto, el paciente puede ser
diagnosticado con demencia por enfermedad de Alzheimer. La dependencia gradual es la norma,
y eventualmente pueden aparecer cambios de comportamiento, movilidad reducida,
alucinaciones y convulsiones. La muerte ocurre de media pasados 8,5 afios de la
presentacion.(33,41)

También se han reconocido varios sindromes no relacionados con la memoria, estos se observan
especialmente en pacientes que debutan con la enfermedad mas jovenes. Entre estos sindromes
se incluyen la atrofia cortical posterior, la afasia logopénica y variantes de EA del |ébulo
frontal.(33,41)

En la atrofia cortical posterior, las placas de amiloide estan ampliamente distribuidas de forma
difusa, mientras que la afectaciéon por proteina tau y la atrofia neuronal se concentran en el
I6bulo parietooccipital, como se puede observar en la figura 19. Ademas, los pacientes suelen
presentar problemas de percepcidn visoespacial y visual, asi como deficiencias motoras como
dispraxia con la memoria relativamente bien conservada. (33,41)

En la afasia logopénica los pacientes muestran anomia y pausas largas durante el discurso para
buscar palabras ademads de alteraciones en la memoria de trabajo.(33,41)

La EA frontal es rara y tiende a tener afectacién de la memoria a una edad mucho mas temprana.
Existe una variante caracterizada por mutaciones en PSEN1 que se asocia a manifestaciones
clinicas como mioclonias prominentes, convulsiones y paraparesia espastica.(33,41)
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Figura 19. Imagenes obtenidas por RMN. En la imagen (a) se muestra un plano coronal de una secuencia Tl en la
que se puede apreciar atrofia hipocampal. En la imagen (b) se observa un plano sagital en la secuencia T1. En él
se puede apreciar un caso de atrofia parieto-occipital posterior. En la imagen (c) se pueden observar
microhemorragias predominantemente en el I6bulo occipital, tipicas de la angiopatia amiloidea. En la imagen (d)
se puede ver un plano coronal con secuencia FLAIR. En el se puede apreciar hipercaptacion de la materia blanca
a nivel subcortical y periventricular. (33)

Criterios diagndsticos

Los criterios diagndsticos han evolucionado para permitir que el diagndstico sea temprano y con
mayor precision. Todo esto ha sido gracias al descubrimiento de que los cambios histopatolégicos
ocurren anos antes del comienzo de la clinica sumado a la llegada de los biomarcadores de -
amiloide y tau patoldgicos y a las medidas de atrofia cortical a través del uso de RMN. (33)

Los criterios diagndsticos mas recientes son del instituto nacional del envejecimiento (NIA) (Tabla
1) y del grupo de trabajo internacional (IWG-2) que han afiadido fases preclinicas a la EA. En esta
fase preclinica lo que ocurre es que hay marcadores positivos, pero con ausencia de sintomas.
Para el diagndstico definitivo de EA hace falta una confirmacién anatomopatoldgica. Los criterios
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de NIA permiten dilucidar si la demencia o el deterioro cognitivo leve se debe a una enfermedad
de Alzheimer subyacente con una probabilidad alta, intermedia o baja en funcién del grado de
cumplimiento de los criterios diagndsticos.(33,42). Figura 20.

NIA-AA antema

Asymptomatic individuals
Ewvidence of Ab pathology only  Stage ] preclinical AD

Evidence of tzu pathology only -

Evidence of both Ab and Stage 2 preclinical AD
tau patkology Stage 3 preclinical AD (when additional subtle cognitive changes exist

which do not meet criteria for mild cognitive impairment)

Symptomatic individuals

Symptoms that do not mest Mild cognitive impairment due to AD

cntena for dementia ® High likelihood (requires positive Ab and neuronal injury biomarkers)
® Intermediate likelibood (requires either positive Ab or neuronal mjury biomarker,

where other biomarker not tested or unavailable)

¢ Unlikely (negative Ab and neuronal injury biomarkers)
¢ Uninformative (biomarkers ambiguous or conflict with each other)

Symptoms that meet Dementa due to AD
criteria for dementia * Probable (no biomarker evidence required, based on clinical picture)
(both typical and atypical * Possible (no biomarker evidence required, based on clinical picture)
phenotypes)

® Probable or possible with evidence of AD pathophysiological process
(Ab and'or neuronal injury biomarker evidence — high likelihood, intermediate
likelihood, unlikely and uninformative)

Figura 20. En la tabla se pueden apreciar los distintos criterios diagndsticos para la EA establecidos por el instituto
nacional del envejecimiento.(43) (https://www.nia.nih.gov)

Tratamiento

Los tratamientos modificadores de la enfermedad son aquellos que cambian la patogenia
causante de la enfermedad. A dia de hoy solo se dispone de un farmaco con estas caracteristicas
aprobado para su uso en Espafia, el Aducanumab. (44)

El Aducanumab es un anticuerpo monoclonal humano, mas concretamente una inmunoglobulina
gamma 1 capaz de atravesar la barrera hematoencefalica. Funciona uniéndose a los aminodcidos
3-7 del epitopo lineal de AB. Este farmaco tiene capacidad para interaccionar con el dominio N-
terminal de la AB y tiene afinidad diferencial para la forma monomérica, oligomérica y fibrilar de
AB. Con especial afinidad para agregados fibrilares de amiloide lo que lleva a la reduccidn de Ia
placa amiloidea evitando su depdsito en el tejido neuronal mejorando asi la clinica por deposito
amiloide. (44)

Ademas del tratamiento modificador de la enfermedad se debe hacer un seguimiento y
aproximacion personalizados a las circunstancias de cada paciente, incluyéndose en este un
enfoque multidisciplinar en el que intervengan médicos, enfermeras y servicios sociales. Una
consideracidn al diagndstico de EA es si se puede seguir conduciendo. Mientras que los sintomas

36


https://www.nia.nih.gov/

sean leves y el paciente no vea comprometida su funcién ejecutiva se podra seguir conduciendo.
También se debera evaluar progresivamente si el paciente es capaz de seguir haciendo las tareas
del hogar y gestionar sus finanzas. (33)

Hay tratamiento sintomatico, este tratamiento estd basado en la utilizacién de inhibidores de la
acetilcolinesterasa. Su funcionamiento se da a través de la inhibicion de la acetilcolinesterasa,
una enzima que actua liberando las moléculas de acetilcolina de su lugar de accidén en la sinapsis.
Esta inhibiciéon potencia el efecto de la acetilcolina favoreciendo de este modo la sinapsis y el
mejor funcionamiento cognitivo en general. Estos inhibidores de la acetilcolina han demostrado
efectos beneficiosos en pacientes con EA de entre media y moderada severidad. Sin embargo, el
beneficio clinico observado es leve.(33)

Existen otras alternativas para el tratamiento sintomatico como la Memantina, indicada en la EA
moderada. La memantina es una antagonista del receptor N-metil-D-aspartato. Actla evitando
la neurotoxicidad causada por el glutamato sin interferir en sus funciones normales fisioldgicas.
La Memantina ha mostrado poco beneficio clinico pero una mejoria de todos modos de los
procesos cognitivos y menor pérdida funcional.(33)

Se han hecho metaanalisis para evaluar la terapia dual que incluye un inhibidor de la
acetilcolinesterasa, (mas concretamente Donezepilo) y la Memantina y se concluyé esta terapia
combinada mejoraba los sintomas relacionados con la alteracion del comportamiento. Aunque
no presentaba una gran evidencia de beneficio respecto a la monoterapia en cuanto a los
sintomas cognitivos.(33)

Se debe llevar a cabo el tratamiento de la patologia psiquidtrica concomitante. Es comun que lo
pacientes con EA padezcan depresién y ansiedad. Aunque hay evidencia limitada en cuanto al
tratamiento para estas condiciones, si que se ha visto que el tratamiento psicolégico mejora los
sintomas depresivos y de ansiedad. Hay que destacar que en el tratamiento farmacolégico de la
depresion se debe evitar el uso de antidepresivos triciclicos, ya que se ha visto que empeora la
confusion. También es importante comentar que se debe tener en cuenta la salud mental de los
cuidadores del paciente que suelen verse sobrecargados por las tareas de cuidado.(33)

En fases mas avanzadas de la enfermedad pueden aparecer sintomas psiquiatricos como
agitacidn, agresividad y psicosis. La evidencia indica que es mejor el uso de antipsicéticos atipicos,
pero aun asi no hay tratamientos establecidos en el protocolo para estas alteraciones. Ademas,
estos farmacos tienen efectos secundarios que pueden afectar especialmente a personas de
edad avanzada como riesgo aumentado de infeccion o ictus, por lo que deben ser evitados.(33)
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Discusion y conclusiones

El nucleolo es una estructura multifuncional de naturaleza dinamica cuya composicion varia con
el cambio del medio celular. En los ultimos afios se han descrito diferentes funciones nucleolares
previamente desconocidas que requieren de mas estudio para comprenderlas en su totalidad.
Ademas, debido a la tasa acelerada de descubrimiento y progreso en la investigacion de las
funciones nucleolares, es probable que incluso nuevas funciones se descubran a lo largo de los
proximos afos.

La patologia molecular a nivel nucleolar explica el fenotipo clinico de diversas enfermedades,
como las ribosomopatias, el cancer y algunas enfermedades neurodegenerativas. En cuanto a las
enfermedades neurodegenerativas, el estudio de la patologia nucleolar en la patogenia de la
enfermedad de Alzheimer cobra especial importancia debido a que hasta hace poco tiempo no
existian tratamientos modificadores de la enfermedad.

Actualmente, el nucleolo es objeto de estudio activo debido a su uso potencial como marcador
diagnéstico y diana terapéutica para el tratamiento de enfermedades que tienen al nucleolo
como base fundamental.

Objetivos y metodologia

Este trabajo se basa en una revisién bibliografica cuyo objetivo principal es conocer la relevancia
biolégica del nucleolo para asi entender su fisiopatologia general y especialmente en la
enfermedad del Alzheimer.

Para la realizacidn de esta revisidén, se ha hecho una busqueda informatica de revisiones y
articulos cientificos revisados por pares (peer-review) consultados en distintas bases de datos
(PubMed, Google Académico vy la Biodiversity Heritage Library). En dichas bases de datos se llevo
a cabo una busqueda especifica con palabras clave como: nucleolus, nucleolar functions,
nucleolar pathology, nucleolus AND Alzheimer. Tras recopilar una gran cantidad de articulos, se
desecharon los pre-prints (por no haber sido revisados por pares), trabajos que no estuvieran
publicados en inglés, aleman o espafiol. La antigliedad de los articulos fue también un criterio y
por eso solo se han tenido en cuenta aquellos articulos de mas de 25 afios que siguen vigentes
actualmente. Tampoco se consideraron aquellos articulos que no guardaban relacién con el tema
tratado o no fueron considerados relevantes por el autor de esta revision.
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