ARTICULO ESPECIAL

ISSN 0025-7680
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Resumen  El nucléolo, considerado Unicamente como el sitio de sintesis de los ribosomas, actualmente repre-
senta una estructura nuclear dinamica que participa en la regulacién de importantes procesos celula-
res. Numerosas evidencias han demostrado que el envejecimiento celular es una de las diversas funciones que
son controladas por el nucléolo. Las mutaciones en las proteinas de localizacion nucleolar promueven el envejeci-
miento prematuro en levaduras y humanos. La carencia de represion en la transcripcién de genes que codifican
para el ARNr que se encuentran dafiados, y las mutaciones en las helicasas del ADN encargadas de minimizar la
formacion de circulos extra-cromosémicos del ADN que codifica para el ARNr, provocan modificaciones en la es-
tructura del nucléolo e inducen envejecimiento prematuro en levaduras. De igual manera, en los humanos la caren-
cia de las helicasas del ADN localizadas en el nucléolo y que participan en el mantenimiento de la integridad
genomica, favorecen el desarrollo de aquellas enfermedades asociadas con el envejecimiento acelerado. Ademas,
la presencia de algunos componentes de la telomerasa en el nucléolo, indica que parte de la biosintesis de esta
enzima se realiza en esta estructura nuclear, sugiriendo una conexion entre el nucléolo y la sintesis de los telémeros
en la regulacion del envejecimiento celular. Por otra parte, el nucléolo secuestra proteinas para regular su activi-
dad biolégica durante el inicio o término de la vida replicativa celular.
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Abstract The nucleolus as a regulator of cellular senescence. The nucleolus has been considered originally
only as the site for the ribosome synthesis, but now it is well known that it represents a dynamic nu-
clear structure involved in important cellular processes. Several evidences have demonstrated that the nucleolus
regulates the cellular senescence. Specific mutations on the DNAs codifying for nucleolar proteins induced prema-
ture senescence from yeast to human. The failure to repress the genes transcription codifying for damaged rRNA,
and the mutations in DNA helicases, which minimizes the formation of DNA extra-chromosomal circles codifying for
rRNA, modify the nucleolar structure and induce premature senescence in yeast. Similarly, in humans, the reduc-
tion of these DNA helicases levels, which are localized in the nucleoli and participate in maintenance of genomic
integrity, helps to the development of those diseases associated with premature senescence. Furthermore, the pres-
ence in the nucleolus of some telomerase components, indicates that part of the biosynthesis of this enzyme oc-
curred in this nuclear structure; suggesting a communication between the nucleolus and the synthesis of the telomeres
in the regulation of cell senescence. On the other hand, the nucleolus sequesters proteins to regulate its own bio-
logical activity, from the start to the end of cellular replication. In addition this nuclear structure is involved in the
biosynthesis of most cellular ribonucleoprotein particles, as well as in cell cycle regulation, making it central to gene
expression. In conclusion, the nucleolus became a multifunctional subnuclear structure involved from cell prolifera-
tion to cell senescence.
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Uno de los procesos que ocurre normalmente y que
comparten todos los seres vivos es el envejecimiento.
Naturalmente los organismos crecen, se desarrollan y
reproducen, y con el paso del tiempo manifiestan cam-

Recibido: 2-111-2006 Aceptado: 1-XI-2006
Direccién postal: Dr. Osvaldo Vindrola, Laboratorio de Bioguimica Ce-
lular. Instituto de Fisiologia, BUAP. 14 Sur 6301, Colonia San Manuel,
c.p. 72570, Puebla, Pue. México. Apartado Postal 406. 72001. Puebla,
Pue. México.

Fax: + (52) (222) 229-5500 e-mail:ovindrol@siu.buap.mx

bios morfoldgicos y funcionales que inevitablemente los
llevan a la muerte. Pero las causas que lo provocan ain
no han sido totalmente comprendidas, por lo que la de-
finicién de este proceso permanece en discusion. Pue-
de ser explicado desde multiples puntos de vista,
involucrando aspectos fisiologicos, morfoldgicos, celula-
res y moleculares. En base a los avances logrados en
las investigaciones actuales, se han postulado diversas
teorias que explican las bases celulares y moleculares
del proceso del envejecimiento celular, donde la partici-
pacion del nucléolo parece ser una pieza clave en las
células eucaridticas.
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Tradicionalmente el nucléolo ha sido considerado
como la fabrica productora de ribosomas donde se rea-
lizan la sintesis y el procesamiento del ARN pre-ribosomal
(pre-ARNr). En las Ultimas décadas esta perspectiva ha
cambiado considerablemente, mostrando que ésta es
una estructura dinamica donde se realizan numerosas
actividades, tales como: el transporte de moléculas que
residen en el nacleo hacia el citoplasma, la modificacién
de ARNs pequefios, el ensamblaje de ribonucleoprotei-
nas, el reclutamiento de proteinas reguladoras y el con-
trol del envejecimiento celular“. En la presente revision
se analizan algunos aspectos que demuestran la partici-
pacion del nucléolo en el envejecimiento celular.

La estructura del nucléolo

El nucléolo es un compartimiento subnuclear que gene-
ralmente estd constituido por tres regiones en los
eucariontes superiores. Se forma a partir de las regiones
organizadoras del nucléolo, donde se encuentran locali-
zadas multiples copias de los genes que codifican para el
pre-ARNr, dispuestas secuencialmente. La primera regién
denominada centro fibrilar (CF) es la mas interna, com-
puesta por finas fibrillas de ~50A de diametro, y contiene
los genes que codifican para el pre-ARNr, la ARN
polimerasa |, la ADN topoisomerasa | y el factor de
trascripcion UBF> ¢ (Fig. 1). Alrededor del CF se encuen-
tra el componente fibrilar denso (CFD), el cual se observa
como una capa compacta compuesta principalmente por
fibrilarina. Esta proteina esta involucrada en la 2'-O-
metilacion de ribosas del ARNr y en los primeros estadios
del procesamiento de los ARNrs?”. Toda la zona fibrilar
esté dentro de una regidon mas grande, compuesta princi-
palmente por granulos de 15-20nm de didmetro, y deno-

MEDICINA - Volumen 67 - N° 2, 2007

minada componente granular (CG); el cual es la tercera
region y la mas externa que conforma el nucléolo, donde
se realiza el ensamblaje de las particulas pre-ribosomales
destinadas a ser transportadas al citoplasma. En el CG
se concentran la fosfoproteina nucleolar B23 y NOP52,
las cuales participan en los estadios intermedios y tardios
de la biogénesis de los ribosomas?* 9 (Fig. 1).

La estructura del nucléolo se mantiene por la trans-
cripcion de los genes que codifican para el ARN ribosomal
(ARNI), la cual es realizada por la ARN polimerasa .
Usando pruebas de localizacion simultanea del ARN
naciente con marcadores de la maquinaria transcripcio-
nal, se ha demostrado que la transcripcion del ADN que
codifica para el ARNr se realiza en la zona localizada en-
tre el centro fibrilar y el componente fibrilar denso® ** 2,
Algunos autores consideran que varios pre-ARNr nacien-
tes se encuentran en el CF, principalmente en la zona
cortical®®. Los transcriptos pre-ARNr resultantes luego
pasan por la region CFD donde son cortados y modifica-
dos por ribonucleoproteinas nucleolares pequefas
(snoRNPs) y enzimas procesadoras. Los ARNrs comien-
zan a ensamblarse con proteinas ribosomales en el CFD
y continan su maduracion en los CG desde donde son
transportados al citoplasma. Es decir, que la biogénesis
de los ribosomas es un proceso vectorial que involucra
el movimiento secuencial a través de los tres subcom-
partimientos nucleolares®*.

Numerosas evidencias sugieren que para la forma-
cion y el mantenimiento de la estructura nucleolar se
necesita que los genes que codifican para el ARNr es-
tén transcripcionalmente activos. Sin embargo, hay evi-
dencias donde se comprueba que la transcripcion por la
ARN polimerasa | no es suficiente para inducir la forma-
ciony aislar la funcién del nucléolo del resto del nacleo®*“.

Localizacion de genes que
codifican para el ARNry
complejos multiproteicos

Procesamiento tardio de los
ARNrs y ensamblaje de
particulas pre-ribosomales

Transcripcion de genes
que codifican para el ARNr
y procesamiento inicial de
los ARNr

Fig. 1.— Representacion esquematica de la estructura del nucléolo. CF: centro
fibrilar; CFD: componente fibrilar denso y CG: componente granular.
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Esta estructura nucleolar es altamente dinamica. Me-
diante estudios de video microscopia confocal y por me-
dicion de la velocidad de recuperacién de fluorescencia
o de la pérdida de la sefal fluorescente, se ha demos-
trado que las proteinas nucleolares encargadas de la
transcripcion (subunidades de la ARN polimerasa | y fac-
tores de transcripcion) del procesamiento de los ARNrs
(como B23, NOP52, nucleolina y RPP29) y fibrilarina se
intercambian continuamente con el nucleoplasma y con
otros compartimientos nucleares, como son los cuerpos
de Cajal, “speckles” y “paraspeckles”s2!, Debido a es-
tas evidencias varios autores sugieren la existencia de
mecanismos de retencion especificos para cada com-
partimiento nuclears 171,

Los ultimos andlisis de protedmica nucleolar, realiza-
dos en nucléolos aislados de células Hela, han revelado
un total de 728 proteinas nucleolares enddgenas, algu-
nas de localizacién permanente y otras que se encuen-
tran en forma transitoria en el nucléolo, dependiendo de
los cambios en las condiciones del crecimiento celular.
Estos estudios de protedmica indican que el 30% de las
proteinas nucleolares aun no han sido caracterizadas y
se desconoce su funcidn. Esta informacion, dicen los
autores, son predicciones directas que pueden ser lue-
go testeadas in vivo e in vitro#%,

Se ha demostrado ademas, que algunos factores que
se encuentran en el nucléolo también se localizan en
regiones subnucleolares que no necesariamente co-
rrelacionan con estos tres subcompartimientos bien co-
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nocidos (CF, CFD y CG)%*. En base a los avances re-
cientes en protedmica nucleolar y a la dindmica de las
proteinas nucleolares, algunos autores proponen que la
estructura tripartita del nucléolo es ain mas compleja,
abarcando ademas otros componentes como cromatina
condensada perinucleolar e intranucleolar, intersticios y
vacuolas nucleolares® °.

Multiples funciones del nucléolo

Desde que el nucléolo fue descubierto en el siglo XIX'y
gue se encontrd, en 1965, que es el sitio nuclear para la
sintesis de ribosomas, las principales funciones descrip-
tas para este compartimiento subnuclear eran la trans-
cripcion del ADN que codifica para el ARNTr, el procesa-
miento del ARNr y el ensamblaje de particulas riboso-
males?*?. Actualmente el nucléolo ha sido redescubierto
como un dominio nuclear que participa en la regulacién
de otras funciones celulares** 2" (Fig. 2).

Las principales evidencias que sugieren la participa-
cion del nucléolo en el transporte y/o el recambio de cier-
tos ARN mensajeros, provienen de las investigaciones
realizadas en mutantes termosensibles de Saccharo-
myces cerevisiae, que acumulan ARNms en el ndcleo.
En muchas de estas mutantes se observa fragmenta-
cién o alargamiento del nucléolo, lo cual indica una co-
rrelacion entre el nucléolo y la exportacion de ARNms
hacia el citoplasma?®. La caracterizacion de las mutacio-
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Fig. 2.— El nucléolo es el sitio de regulacion de diversas funciones: 1. en el nucléolo
los genes que codifican para el ARN ribosomal son transcriptos por la ARN
polimerasa |, las particulas pre-ribosomales son ensambladas y transportadas a
través del poro nuclear hacia el citoplasma para realizar la traduccién de los
ARNms. 2. el procesamiento y trafico de ciertos ARNms requieren de la estruc-
tura nucleolar. 3. el procesamiento del ARN de la RPS y el acople de esta
ribonucleoproteina se realiza en el nucléolo. 4. proteinas reguladoras que con-
trolan el inicio o término del ciclo celular son almacenadas en el nucléolo.
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nes presentes en las levaduras termosensibles permitio
la identificacion de un gen denominado MTR3, el cual
codifica para una proteina nucleolar de 28 kDa. Esta
proteina, al estar mutada provoca una acumulacion de
los ARNms en el nucléolo y se producen alteraciones en
la estructura del mismo?.

En células de mamifero también se ha observado la
presencia de ARNms en el nucléolo, como es el caso de
los transcriptos del oncogen MYC?. Varios acidos
nucleicos y antigenos virales interactian con proteinas
nucleolares. En células humanas infectadas, el trans-
porte de los ARNSs virales lo realizan dos proteinas que
se localizan principalmente en el nucléolo: la proteina
REV del virus de inmunodeficiencia tipo 1, y la proteina
REX que actiia como un regulador post-transcripcional
del virus de la leucemia T3 %, Se ha encontrado qué
nucleolina interactta con la region 3' no codificante del
poliovirus y estimula su traduccion, por lo cual se facilita
la replicacion viral®. Por otra parte, nucleolina y B23 se
asocian con antigenos del virus de la hepatitis D y mo-
dulan su replicacion®*. La localizacién nucleolar de la pro-
teina regulatoria ORF57 del virus Herpes saimiri es esen-
cial para su actividad en el transporte del ARNm viral
desde el nucleo al citoplasma. Cuando se realizan mu-
taciones puntuales de ORF57 que impiden la localiza-
cion en el nucléolo, se originan fallas en la exportacién
nuclear del ARNm viral; proceso que se restaura al rein-
corporar la sefial de localizacion nucleolar®.

El nucléolo también participa en la biogenésis de la
particula de reconocimiento del péptido sefial (RPS). En
los mamiferos, el complejo RPS consiste de una molé-
cula de ARN de ~300 nucleétidos de longitud a la cual
se asocian seis proteinas, ya sea como monémeros
(RPS19 y RPS54) o como heterodimeros (RPS9/14 y
RPS68/72). De tal manera que el complejo RPS contie-
ne dos dominios bien definidos: S y Alu. El dominio S
esta formado por la secuencia central del ARN y las pro-
teinas RPS19, RPS54 y el heterodimero RPS68/72;
mientras que las proteinas RPS9y RPS14 se unen a las
secuencias 5’ y 3' del ARN y conforman el dominio Alu,
el cual esta involucrado en el arresto de la elongacion y
en la exportacion nuclear del complejo RPS2: 3536,

Dicho complejo RPS se une a una secuencia sefial
de aminoécidos presente en los precursores de las pro-
teinas que se secretan y en las proteinas de la membra-
na plasmatica. El complejo RPS posee un receptor es-
pecifico en el reticulo endoplasmico, que a su vez esta
asociado a un canal de agua a través del cual las protei-
nas ingresan a la via secretoria. Aunque el complejo RPS
realiza su funcion en el citoplasma, la transfeccion de
las proteinas RPS fusionadas a la proteina fluorescente
verde (PFV) revelé que algunas de ellas se encuentran
presentes tanto en el nucléolo como en el nucleoplasma.
Cuando las moléculas de ARN fluorescente del comple-
jo RPS son inyectadas en los nucleos de células de ma-
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mifero, se observa que éstas se dirigen y localizan rapi-
damente en el nucléolo. Estas evidencias demuestran
que el ensamblaje parcial de las RPS puede ocurrir en el
nucléolo?: 36-38,

Realizando estudios de hibridizacion in situ con doble
marcaje, se ha confirmado que una fraccion significativa
del complejo RPS no coincide espacialmente con el RNA
28S ribosomal, sino que se concentra en un sitio intra-
nucleolar diferente a las localizaciones clasicas de biosin-
tesis de ribosomas, sugiriendo que existen regiones
nucleolares especializadas en otras funciones®.

El nucléolo también participa en el almacenamiento
de proteinas reguladoras del ciclo celular. La actividad
de estas proteinas reguladoras es modulada mediante
un mecanismo altamente ordenado, donde el estado de
fosforilacion es uno de los aspectos cruciales para con-
trolar en qué momento estas proteinas realizan su acti-
vidad. Estudios de inmunolocalizacion revelan que
Cdc14, una fosfatasa critica para finalizar la mitosis, esta
localizada en el nucléolo durante las fases G1, S, G2 y
en la metafase del ciclo celular. Cdc14 es reclutada ha-
cia el nucléolo cuando interacciona con la proteina
nucleolar CFI1/NET1, la cual evita la disponibilidad de
Cdc14 activa en el nucleoplasma, asegurando el avan-
ce ordenado del ciclo celular. Cuando se requiere finali-
zar la mitosis Cdc14 es liberada del nucléolo en la etapa
de anafase, y favorece la fosforilacion de NET1 por los
complejos ciclina B1- o ciclina B2-Cdk, asegurando el
término del ciclo celular®® 4.

La proteina supresora de tumor Retinoblastoma
(pPRB), inhibe el crecimiento y la proliferacion celular por
medio de la regulacién transcripcional de genes
involucrados en el ciclo celular y que son transcriptos
por la ARN polimerasa Il. También se ha demostrado
que pRB puede inhibir la sintesis de ARNr por la ARN
polimerasa |, a través de la asociacién con el factor UBF.
Se ha observado que durante la diferenciacion celular
hay una disminucion de la actividad transcripcional del
ADN ribosomal y una rapida acumulacion de pRB en el
nucléolo®2.

Varias ubiquitin ligasas, denominadas E3, se agre-
gan y permanecen inmobilizadas en el nucléolo en res-
puesta a diferentes sefiales inhibitorias, como es el caso
de dos diferentes enzimas E3: MDM2 y la proteina
supresora de tumor von Hippel-Lindau (VHL); las cuales
probablemente se unen a proteinas del andamiaje
nucleolar. Una vez finalizado el estimulo, el nucléolo li-
bera rapidamente MDM2 y VHL, las cuales pasan de un
estado estéatico a uno de alta movilidad. Segun los auto-
res, el secuestro temporal de ambas enzimas en el
nucléolo altera las propiedades dinamicas de estas
ubiquitin ligasas, y representa un mecanismo celular de
regulacion de reacciones enzimaticas*.

Ademas de producir y procesar los transcriptos ARNT,
el nucléolo también esta involucrado en el procesamien-
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to de algunos ARNL. Este proceso se lleva a cabo por una
serie de reacciones enziméaticas que incluyen la remocion
del extremo 5’ del pre-ARNt, seguido de la ruptura del
extremo 3’, splicing y modificaciones nucleotidicas*.

La proteina del sindrome Cockayne B (CSB) es esen-
cial para la reparacion del ADN acoplado a la transcrip-
cion, proceso que depende de la elongacién de la ARN
polimerasa Il. Cuando CSB acoplada a PFV es expresa-
da a niveles fisiologicos en fibroblastos humanos nor-
males, se localiza en el nucleoplasma y se acumula en
el nucléolo. En base a estos resultados, los autores pro-
ponen que algunas de las vias metabdlicas de repara-
cion del ADN dafiado se llevarian a cabo en el nucléolo®.

Definicion del envejecimiento

Los estudios realizados para discernir los mecanismos
gue disparan el envejecimiento han generado la formu-
lacion de diversas hipétesis que explican este proceso.
En opinién de muchos cientificos la duracion de la vida
esta determinada por un programa genético intrinseco
de cada especie. En este campo se han logrado gran-
des avances, ya que actualmente se cuenta con la iden-
tificacién de varios genes que incrementan o disminu-
yen la duracién de la vida. Por ejemplo, las mutaciones
en los genes SIR (reguladores de informacion silente) y
en el gen WRN (Sindrome de Werner), producen enve-
jecimiento prematuro en levaduras y en humanos, res-
pectivamente*-52,

Otros investigadores argumentan que la duracién de
la vida esté delimitada por la velocidad del metabolismo,
de tal manera que es mas corta en aquellos organismos
gue tienen un metabolismo alto. Esto se ha observado
en modelos como el nematodo Caenorhabditis elegans
en estado adulto, donde la activacién de un mecanismo
gue induce un estado latente conocido como via Dauer
y que reduce el metabolismo, aumenta la duracién de
vida del mismo®* %%, Debido a estos hallazgos, algunos
investigadores piensan que reduciendo la ingesta diaria
de calorias se puede lograr que los organismos alar-
guen su tiempo de vida. Se ha comprobado que el inte-
rruptor que dispara el envejecimiento es la acumulacion
de dafios en el ADN que son generados por productos
téxicos del metabolismo. Como parte del metabolismo
normal en las células se generan radicales libres como
anion su-peréxido O,, H,0, y anion hidroxilo >OH-, los
cuales, en reacciones adicionales dan origen a molécu-
las de oxigeno reactivo extremadamente dafiinas para
macro-moléculas bioldgicas®™*>".

En el ADN, estos agentes oxidantes producen altera-
cién de bases, rompimiento de cadenas simples, inter-
cambio de cromatidas hermanas y unién covalente de
proteinas al ADN. Con el paso del tiempo, estos ADN
dafiados se acumulan lentamente y un mecanismo
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genético responde iniciando el proceso de envejecimiento
celular®>,

Pero existen en la célula también sistemas enzi-
maticos que detectan y reparan el ADN dafiado, para
mantener y controlar la integridad genémica; por lo cual,
otra de las teorias actuales sobre las causas del enveje-
cimiento celular se centran en las fallas de este sistema
de reparacion. Tanto en humanos como en ratones, las
mutaciones en determinadas proteinas y otros defectos
en las vias que protegen la integridad del genoma cau-
san envejecimiento prematuro®&-.

Proteinas localizadas en el nucléolo que
participan en la determinacion de la duracién
de la vida en Saccharomyces cerevisiae

El estudio de los genes que participan en el proceso del
envejecimiento ha sido posible gracias a las investiga-
ciones realizadas en la levadura Saccharomyces cerevi-
siae. Durante la Ultima década se ha propuesto que el
reloj que determina la duracién de la vida y, por lo tanto,
el envejecimiento en las levaduras es la formacion de
circulos de ADN extra-cromosomicos®:. En cada ciclo
celular, los circulos extra-cromosomicos (CEC) se repli-
can via recombinacion homéloga de las mdltiples copias
de los genes que codifican para los ARNr, los cuales se
segregan de manera asimétrica en las células madres e
hijas. Asi, las levaduras madres sufren un incremento
exponencial de CEC (1000 en células viejas), los cuales
se consideran marcadores del envejecimiento y de la
muerte celulars ¢,

Por otra parte, el avance ordenado del ciclo celular
en S. cerevisiae depende parcialmente de la represion
de la expresiéon de los genes situados en el sitio HM
(levaduras tipo a o o), y en los telomeros. La represion
de estos sitios gendémicos es realizada por diversas pro-
teinas, como son los reguladores de la informacién si-
lente (SIR 2-4), y por los extremos amino terminal de las
histonas H3 y H4% 47, Mediante estudios de inmunohis-
toquimica se conoce que los complejos SIR2, SIR3 y
SIR4 estén localizados en los extremos de los cromo-
somas y en los sitios HMR o HML (Fig. 3). En las levadu-
ras tipo salvajes, las proteinas SIR2 también estan locali-
zadas en el nucléolo, y participarian en la organizacion
de la cromatina dentro de los genes que codifican para el
ARNI, favoreciendo la represion de la transcripcion y de-
teniendo la recombinacién de dichos genes*” 8,

Usando cepas de levaduras mutantes en los genes
SIR2, 3y 4 se determind que el nucléolo es otro sitio de
accion fisiolégica para los complejos proteicos SIR. Las
mutaciones en el gen SIR4 provocan una dramatica acu-
mulacién de la proteina SIR3 en el nucléolo, la cual es
dependiente de la integridad de SIR2. Ademas, el he-
cho de que SIR4 no forme complejos funcionales se re-
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Fig. 3.— Participacién del nucléolo en la regulacion del envejecimiento en Saccharomyces
cerevisiae. A. la presencia de la proteina SGS1 en el nucléolo inhibe la formacién de CECs.
La redistribucion de las proteinas SIR desde los telomeros y sitios HM hacia el nucléolo
reprimen la transcripcién de genes que codifican para el ARNr que estan mutados, promo-
viendo la longevidad. B. las mutaciones en las helicasas de ADN de la familia RECQ, como
la proteina SGS1, provocan la formacion acelerada de circulos de ADN extra-cromosémicos
(CECs) durante la recombinacion de las repeticiones de genes que codifican para el ARNr.
Los complejos SIR mutantes no pueden inhibir adecuadamente la expresion de copias de
genes que codifican para el ARNr que estan dafiadas, conduciendo al envejecimiento celu-
lar prematuro y modificacion en la estructura del nucléolo.

fleja en un considerable aumento en la duracién de la
vida de las levaduras mutantes. AUn mas, en las levadu-
ras salvajes también se observa que las proteinas SIR3
se redistribuyen desde los telomeros y sitios HM hacia
el nucléolo cuando las levaduras estan envejeciendo nor-
malmente*. Durante la vida de las levaduras, el ADN
que codifica para el ARNr sufre dafios que conducen al
envejecimiento de las células madre, pero la re-localiza-
cién de los complejos SIR en el nucléolo contrarresta el
efecto del dafio genético por mutacién e hiper-recombi-
nacion, promoviendo la longevidad®.

Se han encontrado 7 miembros de la familia homéloga
a SIR2 en mamiferos, denominadas SIRT1-7, con dife-
rente localizacién celular, actividad de deacetilacion de
proteinas y efectos en la longevidad celular. SIRT6 se
asocia con la heterocromatina y SIRT7 se localiza en el
nucléolo, sitio donde actla la proteina SIR2 de levadu-
ras. Pero la sobre-expresion de cada una de estas pro-
teinas SIRTs no aumenta la duracién de vida en
fibroblastos humanos normales o en células epiteliales
de prostata®. Sin embargo, los ratones deficientes de
SIRT6 desarrollan severos defectos metabdlicos a las
2-3 semanas de edad, que derivan en la muerte a las 4
semanas. Los autores concluyen que la carencia de

SIRT6 genera inestabilidad gendémica, por fallas en los
mecanismos de reparacion del ADN, y en consecuencia
los ratones desarrollan un fenotipo degenerativo similar
al envejecimiento®.

Otras evidencias que apoyan la participacion del
nucléolo como regulador del envejecimiento son los es-
tudios sobre el gen SGS1 de S. cerevisiae. Este gen
codifica para la proteina SGS1, que es un miembro de
la familia de las helicasas del ADN RECQ. El uso de
mutantes en el gen SGS1 ha revelado un mecanismo
por el cual la pérdida de alguna proteina de esta familia
de helicasas de ADN puede causar envejecimiento pre-
maturo (Fig. 3). Mediante estudios de inmunolocaliza-
cion se demostro que la proteina SGS1 esta concen-
trada en el nucléolo, donde actta para suprimir la for-
macion de CEC. En ausencia de SGS1, los CEC se
forman rapidamente y se replican en las siguientes di-
visiones celulares, produciendo envejecimiento celular.
Ademas, las mutaciones en el gen SGS1 producen re-
duccidn en la vida celular, fragmentacion nucleolar, re-
localizacién de reguladores de informacién silente e
incremento del tamafio celular, caracteristicas que tam-
bién son observadas cuando las levaduras salvajes en-
vejecen® (Fig. 3).
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Fig. 4. Modelo que explica la participacion de la proteina WRN en el envejecimiento celular en
humanos. A.- en condiciones normales, la helicasa WRN, moviliza al complejo p50/p125 ha-
cia el nucléolo para facilitar la transcripcion del ADN que codifica para el ARNr promoviendo
la longevidad. B.- la proteina WRN mutante es incapaz de reclutar a la subunidad p50/p125
de la polimerasa § hacia el nucléolo, evitando la transcripcion del ADN que codifica para el
ARNr. Ademas, la actividad de helicasa de la proteina WRN afectada en las proteinas
mutantes favorece la inestabilidad genédmica y los re-arreglos cromosémicos en el ADN del
nucléolo, causando el desarrollo del sindrome de Werner, que es una enfermedad con sin-

tomas de envejecimiento prematuro.

Localizacién nucleolar de las helicasas del
ADN en enfermedades de envejecimiento
prematuro en humanos

Con respecto al analisis del envejecimiento en huma-
nos, los esfuerzos han estado orientados al estudio del
sindrome de Werner, un raro desorden recesivo autoso-
mico con muchas caracteristicas de envejecimiento pre-
maturo. Las manifestaciones de esta enfermedad inclu-
yen cataratas oculares bilaterales, encanecimiento y pér-
dida del cabello, osteoporosis, diabetes mellitus tipo I,
arterioesclerosis acelerada y cancer. Eventualmente, los
pacientes con sindrome de Werner mueren por enfer-
medades cardiovasculares o cancer en la cuarta o quin-
ta década de la vida®.

El gen WRN, responsable de este desorden, codifica
para la proteina WRN que esta constituida por 1 432
aminoacidos y posee un dominio central de siete moti-
vOs caracteristicos presentes en las helicasas del ADN
del tipo RECQ?®. El extremo N-terminal de la proteina
WRN nativa posee actividad de helicasa del ADN de-
pendiente de ATP en direccién 3' a 5', por lo que WRN
desenrrolla cuadruplex especificos del ADN. Basando-
se en estas funciones enzimaticas, se ha sugerido que
WRN modifica las estructuras complejas del ADN que
aparecen durante la replicacion y/o la recombinacion®.

Las cepas de S. cerevisiae que tienen mutaciones en
el gen SGS1 presentan defectos en la replicacion del
ADN. Estas deficiencias en la replicacion también se han
observado en el sindrome de Werner. Ademas, en
explantes de fibroblastos de pacientes con este sindro-
me se ha demostrado una enorme inestabilidad
genomica que incluye re-arreglos en el ADN que codifi-
ca para el ARNr, asi como un incremento en la frecuen-
cia de mutaciones de tipo delecion®.

Usando técnicas de inmunofluorescencia indirecta y
fraccionamiento subcelular se demostré que la proteina
WRN, al igual que SGS1, tiene una localizacion predo-
minantemente nucleolar. Sin embargo, las mutaciones
en el gen WRN no causan cambios en la morfologia
nucleolar, como ocurre con las levaduras mutantes en
el gen SGS1. La presencia de la proteina WRN en el
nucléolo indica un posible papel en la determinacion de
la duracion de la vida en las células humanas, como
sucede con SGS1 en las levaduras®.

La proteina p50, una subunidad esencial de la ADN
polimerasa § involucrada principalmente en la replicacion
del ADN, se asocia directamente con el extremo C-ter-
minal de WRN in vitro e interactla con dicha proteina in
vivo (Fig. 4). Por medio de estudios de localizacion
subcelular, también se demostré que WRN recluta a la
subunidad catalitica p50/p125 de la ADN polimerasa &
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hacia el nucléolo. In vivo las proteinas nativas WRN for-
man complejos con p125 y p50, los cuales son aislados
predominantemente en fracciones enriquecidas de pro-
teinas nucleolares®. Por lo que existe la posibilidad de
que WRN sea parte de la maquinaria de replicacion del
ADN y que esta helicasa regule el reclutamiento de la
ADN polimerasa § a sitios especificos del inicio de la
replicacion, facilitando la duplicacion del ADN gracias a
sus propiedades de helicasa. Por lo tanto, una de las
funciones de la proteina WRN seria la de modificar di-
rectamente la replicacion del ADN via interaccion con
p50 e inducir la re-localizacion de la ADN polimerasa &
dentro del nucleo® (Fig. 4).

La funcién de WRN en los fibroblastos normales esta
relacionada con la transcripcion del ARNr. Se ha obser-
vado que cuando los fibroblastos son activados, WRN
es reclutada hacia el nucléolo. Ademas, la inhibicion de
la transcripcion del ARNr con actinomicina D libera a la
proteina WRN del nucléolo. La co-inmunoprecipitacion
de WRN con la subunidad RPA40 de la ARN polimerasa
I'y la reduccion en la transcripcién del ADNr en células
procedentes de pacientes con sindrome de Werner in-
dican que WRN esté intimamente relacionada con la sin-
tesis de ARNr®".

Por las evidencias experimentales mencionadas an-
teriormente, se ha sugerido que la proteina WRN juega
un rol activo en los procesos metabolicos de ADNr, ADNr/
ARNry ARNF52 65-68,

Estudios més recientes indican que cuando se pro-
duce un arresto en la replicaciéon o dafios al ADN, como
consecuencia de estimulos internos y/o externos, WRN
puede moverse desde el nucléolo al nucleoplasma en
discretos cuerpos nucleares donde co-localiza parcial-
mente con otras proteinas como son: PML, RPA, TRF2
y RAD51, formando complejos proteicos de manera re-
versible. Esta dinamica del movimiento de WRN es re-
gulada por modificaciones post-traduccionales (fos-
forilacion, acetilacion, etc) de esta proteina® .

Ademas, mediante la tecnologia de pequefios ARNs de
interferencia, se ha demostrado que la proteina WRN ac-
tua directamente en el proceso de reparacion de la excision
de bases del ADN dafiado inducido por agentes alquilantes,
a través de sus dominios con actividades de helicasa y
exonucleasa, y en asociacion con la polimerasa 3% 7.

Cabe destacar que WRN es una proteina multifun-
cional y participa en diversos procesos celulares, aun-
que en esta revision se analizan exclusivamente sus fun-
ciones en el contexto general del nucléolo como domi-
nio nuclear durante la senescencia.

El nucléolo y la regulacion de p53

La proteina supresora de tumor p53 juega un papel
crucial en la induccién del arresto del ciclo celular, en la
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reduccion de la proliferaciéon de canceres, en la apoptosis
y en la determinacion del envejecimiento replicativo ce-
lular. A través del uso de mutantes dominantes negati-
vas que suprimen la funcién de p53 enddgena, se ha
observado un retraso importante en el envejecimiento
replicativo. Por otro lado, se sabe que la inmortalizacion
de las células en cultivo requiere de la pérdida funcional
de p53. Por el contrario, una excesiva actividad de p53
puede imponer un fenotipo de envejecimiento irreversi-
ble en células cancerosas™ 2.

Sin embargo, un ligero aumento en los niveles de una
proteina p53 truncada puede provocar un fenotipo tem-
prano de envejecimiento en ratones que presentan una
mutacion en un alelo del gen p53. Los ratones mutantes
(p53+/mt) muestran una disminucién del 20% en la du-
racion de vida, osteoporosis, atrofia generalizada, dis-
minucién de la tolerancia al estrés, reduccion de la res-
puesta regenerativa a varios estimulos estresantes y una
mayor resistencia a desarrollar tumores espontdneos
cuando se comparan con los ratones controles (p53+/
+). Estas evidencias experimentales sugieren también
un rol de p53 en la regulacion de la longevidad™ 7.

Se ha observado que algunas sefiales oncogénicas
inducen estabilizacion de p53 por la proteina p19%F. En
células de ratdn, p19”RF estd localizada exclusivamente
en el nucléolo. La sobre-expresion de pl1947* conduce
al reclutamiento de MDM2 hacia el nucléolo, que nor-
malmente se encuentra en el nucleo y el citoplasma,
evitando que MDM2 se una a p53, lo que conduce a la
estabilizacién de p53, y por consiguiente, al arresto del
ciclo celular™.

En células humanas, p144RF se localiza fundamental-
mente en el nucléolo donde interacciona con otras dos
importantes proteinas nucleolares: B23 y topoisomerasa
I. Se ha demostrado que es necesaria la integridad fun-
cional del motivo central de la proteina B23 para lograr
Su union a p14#7F y asi mantener y estabilizar los niveles
necesarios de pl4”RF en el nucléolo’®°. Por otra parte,
la proteina MDM2, la cual es una enzima E3 ubiquitin
ligasa, actia como uno de los principales reguladores
de las funciones de p53. En células normales la unién
de MDM2 a p53 incrementa la sensibilidad de p53 a la
protedlisis en el citoplasma, manteniendo de esta ma-
nera niveles bajos de p53* 7 76, Bajo condiciones de
estrés celular, por ejemplo, por dafio al ADN (irradiacién
UV) o por activacion oncogénica, el nucléolo se desar-
ma, p14”7F pierde su interaccion con B23 y se transloca
en forma inmediata y transitoria desde el nucléolo hacia
el nucleoplasma formando un complejo con MDM276: 7881,
Asi p14”7* inhibe la capacidad de union de MDM2 con
p53, lo cual resulta en una disminucion de la degrada-
cién de p53, y los niveles de dicho factor aumentan, cau-
sando arresto del ciclo celular® 7581,

Ademas, existen otras conecciones entre el nucléolo y
la regulacion de p53. Las proteinas nucleolares B23 y
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nucleolina también se unen directamente a p53, y proba-
blemente regulan su estabilidad. Cuando el nucléolo se
desarma por condiciones de estrés celular, B23 y nucleolina
se redistribuyen en el nucleoplasma para unirse a p53, y
asi evitan su degradacion en el citoplasma*7¢°,

En base a todos los resultados expuestos, se ha pro-
puesto que el nucléolo actia como un centro sensor del
estrés celular, como un dominio secuestrador y/o pro-
tector de la degradacion de proteinas nucleolares (ARF
y B23), y como regulador de las vias de activacion de
p5376»81.

En otros estudios se demostré que p53 se asocia fi-
sicamente con la proteina WRN. Esta interaccion espe-
cifica involucra parte del extremo C-terminal de WRN y
un dominio regulador del estado funcional de p53. La
unién de WRN a p53 induce un aumento de la transcrip-
cion dependiente de p53, ya que WRN inhibe un domi-
nio regulador negativo induciendo la activacion de este
factor. Probablemente p53 recluta a WRN a genes es-
pecificos, donde la actividad de helicasa de WRN puede
facilitar la transcripcion por medio de la apertura del tem-
plado de ADN®8 82 83,

Existirian dos diferentes escenarios con respecto a
la interaccién entre p53 y WRN. En un primer plano, la
pérdida de la funcion de p53 o de WRN resulta en un
incremento en la inestabilidad gendmica, y por lo tanto
en un aumento en la predisposicion al cancer, lo que
sugiere que las dos proteinas pueden poseer activida-
des similares y actuar sinérgicamente para prevenir el
dafio genético. Por otro lado, p53 y WRN actian de
manera antagoénica en cuanto al envejecimiento. Asi, la
pérdida de la funcion de p53 suprime el envejecimiento
y facilita la inmortalizacion celular, mientras que la pérdi-
da de la funcion adecuada de WRN, facilita el envejeci-
miento prematuro®? 83,

Telémeros y nucléolo

Una de las teorias mas aceptadas sobre el envejeci-
miento es la “hipotesis del telomero”, la cual propone
que la longitud de los extremos de los cromosomas de-
terminan la duracién de la vida celular, por lo que el acor-
tamiento de los telomeros causa una pérdida gradual de
la capacidad replicativa e induce envejecimiento celular,
mientras que el alargamiento de los telémeros prolonga
la duracion de la vida, o también, la transformacion ma-
ligna celular®.

La telomerasa es una ribonucleoproteina con activi-
dad de transcriptasa reversa que sintetiza las secuen-
cias repetitivas de ADN caracteristicas de los telomeros,
estabilizando la longitud y manteniendo su integridad®.
En los humanos, la telomerasa esta constituida por tres
componentes basicos: una subunidad de ARN esencial,
la subunidad catalitica, y la proteina 1 asociada a la
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telomerasa. Se ha demostrado que el ARN y la subunidad
catalitica de la telomerasa presentan una localizacién
nucleolar, a partir de lo cual se sugiere que parte del
ensamblaje de la telomerasa se produce en el nucléolo®.
El andlisis del ARN de la telomerasa revelé que posee
un dominio H/ACA el cual es caracteristico de los pe-
qguefios ARNs nucleolares. Usando inyeccion del ARN
de la telomerasa en ovocitos de Xenopus se encontrd
que el transporte de este ARN se lleva a cabo por la
misma via que los pequefios ARNs nucleolares. Tam-
bién se observo que la distribucion y la retencion en el
nucléolo del ARN de la telomerasa depende del dominio
H/ACAS®S,

Ademas, las proteinas hSTAU y L22, que interactian
con el ARN de la telomerasa, son proteinas que se en-
cuentran localizadas en el nucléolo y en el citoplasma®’.
En fibroblastos humanos normales, se ha demostrado
gue la nucleolina se une al complejo telomerasa activo a
través de interacciones proteina-proteina y proteina-
ARN. Dos regiones diferentes de la molécula de
nucleolina son las responsables de dicha interaccion: la
region central que contiene el dominio de unién al ARN
(RBD1) y la region carboxilo terminal que comprende
los dominios de unién al ARN (RBD4) y RGG. Estas re-
giones interaccionan con la subunidad que presenta ac-
tividad de transcriptasa reversa de la telomerasa®. Los
autores demuestran que la nucleolina es necesaria para
la localizacién nucleolar y la dindmica intracelular del com-
plejo telomerasa, pero que no modula la actividad
enzimatica de la telomerasa humana?®.

De acuerdo con estas Ultimas evidencias, en un tra-
bajo més reciente, se observa el movimiento de los dos
principales componentes del complejo telomerasa en
células de carcinoma cervical HelLa durante las diferen-
tes fases del ciclo celular®. En la fase G1, el ARN de la
telomerasa se localiza en los Cuerpos de Cajal; mien-
tras que la subunidad catalitica lo hace en distintos cuer-
pos nucleares en el nucleoplasma, es decir que ambos
componentes se encuentran distribuidos en estructuras
intranucleares separadas. En la fase S temprana, los
dos componentes se asocian al nucléolo, la subunidad
catalitica se distribuye en el interior del mismo, y el ARN
de la telomerasa se encuentra en la periferia o en los
Cuerpos de Cajal cercanos al nucléolo. En la fase S
media, es cuando se observa la co-localizacion de las
subunidades en el complejo telomerasa y en los
telémeros®. Por lo que los autores sugieren que el en-
samblado de la telomerasa humana ocurre especifi-
camente durante la fase S, que es cuando se produce la
sintesis de los telomeros; y se desarma, o se destruye
en el caso de la subunidad con actividad de transcriptasa
reversa, después de cada ciclo celular, quizas durante
la fase M que es cuando los dos componentes principa-
les no se acumulan en estructuras subnucleares®: .
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Todos estos datos indicarian que existe una relacion
entre la biogénesis, actividad y tréfico intranuclear del
complejo telomerasa y el nucléolo, donde ambos partici-
pan en la regulacion de la vida replicativa y el envejeci-
miento celulargs<°,

Aunque lainvestigacion en el control del envejecimien-
to ha avanzado enormemente, es preciso realizar estu-
dios bésicos sobre todos los mecanismos intracelulares
involucrados en este proceso. Seria necesario conocer
si la desregulacion en la transcripcion del ADN que codi-
fica para el ARNr es suficiente para iniciar el proceso de
envejecimiento celular, y analizar cuidadosamente como
el nucléolo controla el reclutamiento y biosintesis de las
proteinas involucradas en la regulacién del ciclo celular.
Més aun teniendo en cuenta que el nucléolo es un domi-
nio nuclear altamente dinamico, cuyo nimero, tamafio y
forma varia ampliamente dependiendo del tipo celular
en estudio, de la fase del ciclo celular y de las condicio-
nes de cultivo®®?*, Ademas, cabe considerar los ultimos
analisis de protedmica???®* donde aln no queda totalmen-
te claro si el nucléolo cuenta estrictamente con compo-
nentes estructurales para su mantenimiento; o como se
ha sugerido de estudios en levaduras, que dicho mante-
nimiento estructural obedece, en parte, a un sistema de
interacciones transitorias y funcionales de sus compo-
nentes®'7.

Por otra parte, con los avances logrados hasta la fe-
cha en el conocimiento del nucléolo como un regulador
del envejecimiento celular, se abren nuevas lineas de
investigacion en las ciencias basicas y expectativas en
la medicina para el desarrollo de terapias que prolon-
guen la duracién o que mejoren las condiciones de vida
durante el envejecimiento normal de los individuos.
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