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RESUMEN

Durante el pasado siglo, el aumento del tamafio y numero de nucléolos
(AgNORS) en las células tumorales ha sido utilizado como marcador celular en
el diagnéstico del céancer. El nucleolo es la factoria para la biogénesis de
ribosomas, donde se produce la sintesis de los rRNAs y el ensamblaje de las
particulas pre-ribosomales. Esta funcion es dependiente de la RNA polimerasa |
(pol 1) y estd estrictamente regulada para mantener una proliferacion y
crecimiento celular coordinados. Los genes supresores de tumores que codifican
p53 y pRb ejercen una regulacion negativa sobre la transcripcion de la pol |, por
lo que sus mutaciones o inactivacion epigenética generalmente producen
hiperactivacion (“up-regulation”) de esta polimerasa con aumento de la sintesis
de rRNAs. Los genes MYC y PTEN, reguladores clave de la biogénesis de
ribosomas, aparecen frecuentemente sobreexpresados en células tumorales. Su
expresion alterada incrementa la biogénesis de ribosomas y promueve el
crecimiento y proliferacion de las células tumorales. Los componentes del
complejo de la pol | se estan utilizando como dianas terapéuticas en el cancer.
Existe una nueva generacion de farmacos, como CX-3543 y CX-5461, aun en
fase de ensayo clinico, que inhiben la actividad de la pol | a distintos niveles.

Palabras clave: nucléolo, cancer, biogénesis de ribosomas, RNA polimerasa |,
p53.

SUMMARY

During the last century, the increase of size and number of nucleolus (AgNORS)
has been used as a cellular marker in some cancer diagnosis. The nucleolus is
the factory of ribosomes biogenesis, where the synthesis of rRNAs and the
assembly of pre-ribosomal particles take place. This function is dependen on the
activity of the RNA polymerase | (pol 1), and is tightly regulated to assure a
coordinated cellular growing and proliferation. The tumor supresor genes that
encode p53 and pRb are negative regulators of pol | transcription. Therefore,
mutations o epigenetic inactivation of these genes commonly increase the activity
(“up-regulation”) of the pol | and, consequently, the synthesis of rRNAs. This may
resul in an increase in number and size of nucleoli. In the same way, MYC and
PTEN genes, driver regulators of ribosomes biogenesis, are also frecuently
overexpressed in tumor cells. Their overexpression is a direct, reliable indicator
of altered ribosomal biogenesis activation, by increasing the rRNAs and
ribosomal proteins in tumor cells. Components of the pol | complex are used as
targets in cancer quimiotherapy. A new generation of pol | molecular-targeted
drugs have been designed for cancer tretament. They include CX-3546 and CX-
5461 currently used in clinical trials.

Key words: nucleolus, cancer, ribosomal biogenesis, RNA polimerase I, p53.



1. INTRODUCCION

Este trabajo revisa la complejidad de los mecanismos que conectan la biogénesis
de los ribosomas en el nucléolo con el cancer. La primera descripcion de la
relacion entre nucléolo y cancer se remonta a 1896 cuando el histélogo italiano
Pianese demuestra que la hipertrofia nucleolar y las irregularidades en la
morfologia del nucléolo son signos de malignidad celular. En la actualidad
sabemos que los cambios morfol6gicos y funcionales del nucléolo en las células
tumorales son la consecuencia de una mayor demanda de biogénesis de
ribosomas, para sostener el crecimiento y la proliferacion celular, y de
alteraciones en los mecanismos que regulan el ciclo celular. De hecho, la
inactivacion por mutaciones o silenciamiento epigenético de dos supresores de
tumores, p53 y pRB, ambos reguladores negativos de la transcripcion de los
genes ribosomales, estimula la biogénesis de ribosomas y promueve el
crecimiento tumoral (Weinberg, 2007). Por tanto, la evaluacion del tamafio del
nucléolo, de su morfologia y de la tasa de sintesis de rRNAs proporciona una
informacion importante sobre el comportamiento de una poblacion tumoral y
puede tener relevancia para el prondstico clinico (Derenzini y cols., 2017).
Finalmente, recientes estudios estan abriendo un nuevo horizonte en el
tratamiento del cancer mediante la utilizacién de drogas, como el CX-5461, que
utilizando como diana el nucléolo impiden la formacién del complejo de iniciacion
de transcripcion de la RNA polimerasa | y regulan a la baja la biogénesis de
ribosomas (Hein y cols., 2013)

2. METODOLOGIA

El presente TFG se plantea como una revision bibliogréfica, fundamentalmente
de articulos indexados en PubMed. Particularmente, se ha revisado bibliografia
sobre la i) la estructura y funcién del nucléolo, ii) las bases celulares de la
carcinogénesis, especialmente las relacionadas con el crecimiento y la
proliferacion celular, iii)) el papel de supresores de tumores (p53 y pRb) y
oncogenes (cMYC) en la regulacion de la funcion nucleolar, iv) las caracteristicas
del nucléolo en las células tumorales y v) el nucléolo como diana terapéutica en
el cancer. La revisidon bibliografica se ha complementado con el analisis con
microscopia Optica y electronica de muestras experimentales de células
tumorales. Algunas de las imagenes obtenidas han servido para ilustrar este
trabajo.

3. ORGANIZACION DEL NUCLEO CELULAR: COMPARTIMENTOS
NUCLEARES

El nicleo es una estructura caracteristica de las células eucariotas. Constituye
el almacén genético celular, ejerciendo un importante papel regulador de las
funciones celulares y, muy especialmente, del control de la expresion de los
genes. En su interior se llevan a cabo procesos tan importantes como la
replicacion y transcripcion del DNA, asi como el procesamiento de varias
categorias de RNAs, incluyendo pre-mRNAs, pre-rRNAs, snRNAs y tRNAs. Su



tamafio, por tanto, depende de la cantidad de copias génicas que alberga, la
ploidia, determinado por el nimero de juegos de cromosomas, asi como por la
actividad transcriptional global que regula la cantidad de moléculas de RNA y
proteinas que se acumulan en el nucleo (Misteli y Spector, 2011).

El nucleo esta compartimentalizado en un dominio cromosémico, en el que cada
uno de los cromosomas interfasicos ocupa un espacio determinado, y el dominio
intercromosémico, un espacio dispuesto entre los territorios cromosoémicos
donde se organizan varios compartimentos de naturaleza proteica o
ribonucleoprotéica (Cremer y Cremer, 2006, Misteli y Spector, 2011). Tales
compartimentos poseen una estructura, organizacion molecular y funcién bien
definidas. Las mas relevantes son el nucléolo, los cuerpos nucleares de Cajal
(“Cajal bodies”, CBs) y las areas de factores de “splicing” (“nuclear speckles”) o
agregados de granulaciones intercromatinicas a nivel ultraestructural (Fig.1)

Para preservar el microambiente nuclear y el genoma, el nucleo esta delimitado
por una envoltura nuclear. Curiosamente, corresponde a Cajal (1910) la primera
descripcion de la envoltura nuclear compuesta por una doble membrana, como
queda reflejado en todos sus dibujos del nucleo celular en diferentes tipos
celulares. Aungue la visualizacién de la doble membrana no es posible con el
poder de resolucion de la microscopia Optica, probablemente Cajal pudo
descubrirla por la dilatacion del espacio perinuclear (entre las dos membranas)
que producen algunas técnicas de fijacion. La envoltura nuclear presenta en toda
su superficie multiples complejos de poro nuclear, a través de los cuales se
produce un flujo selectivo de moléculas entre el nucleo y el citoplasma,
ejerciendo asi un importante papel regulador a nivel de la expresion génica
(Misteli y Spector, 2011).

3.1.Territorios cromosémicos

El material genético nuclear aparece en forma de cromatina, pero cada
cromosoma de la interfase ocupa un subvolumen nuclear denominado territorio
cromosomico. La distribucion espacial de los territorios cromosémicos no se
produce al azar, sino que tiende a establecer una topologia nuclear caracteristica
en cada tipo celular. Esto determina la existencia de relaciones o asociaciones
especificas entre cromosomas, la comunicacion intercromosomal, que juega un
papel importante tanto en la biologia normal, particularmente en la regulacién de
la expresion génica, como en las translocaciones cromosomicas entre territorios
cromosémicos adyacente que se produce en el cancer (Misteli y Spector, 2011).

Los territorios cromosomicos soélo pueden visualizarse con técnicas de
hibridacion in situ utilizando sondas especificas para cada cromosoma. Por ello,
con las técnicas convencionales de microscopia Optica y electronica, los
territorios cromosémicos no individualizados configuran la cromatina. Esta
compuesta por el DNA de los cromosomas, histonas y otras multiples proteinas
no histonas que se asocian al DNA. La cromatina puede ser de dos tipos:
heterocromatina, altamente condensada, transcripcionalmente inactiva y
localizada preferentemente en la periferia nuclear, y la eucromatina, con un
patron elemental de condensacion del DNA. Estos dos tipos de cromatina
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reflejan distintos niveles de plegamiento del DNA. El nivel més elemental son las
cadenas polinucleosomales formadas por la doble hélice de DNA enrollada
alrededor de un octamero de histonas (en cada octamero se integran dos copias
de las histonas H2A, H2B, H3 y H4), formando el nucleosoma, o unidad
fundamental de la cromatina, que incluye 146 pb de DNA enrollado 1.7 veces
alrededor de las 8 histonas. Las histonas son proteinas globulares con gran
afinidad para interaccionar intranucleosomalmente entre siy con el ADN que las
envuelve. A su vez, los nucleosomas estan separados por un ADN espaciador
de 10-16 pb (Alberts y cols., 2015).

Esta cadena polinucleosomal constituye el maximo grado de descondensacion
o relajacion de la cromatina donde puede producirse la transcripcion activa. En
el siguiente grado de condensacion, estas cadenas polinucleosomales se
asocian a la histona H1, formando fibras cromatinicas, de aproximadamente 30
nm de diametro, que son transcripcionalmente silentes. A su vez, el plegamiento
de las fibras cromatinicas inducido por la histona H1 y por otras proteinas, como
las proteinas de la heterocromatina (HP1), forma dominios de cromatina muy
condensada que conocemos como heterocromatina (Alberts y cols., 2015; Misteli
y Spector, 2011).

Desde el punto de vista funcional y de las secuencias génicas que posee, la
heterocromatina se organiza en heterocromatina constitutiva, formada por
secuencias repetidas no codificantes de DNA, conocidas como DNA satélite, que
corresponden a las regiones centroméricas y teloméricas. Una segunda
configuracion, denominada heterocromatina facultativa corresponde a genes
silentes, reprimidos, que codifican proteinas. El patrén de heterocromatina
facultativa se establece durante la diferenciacion celular y es caracteristico de
cada tipo celular.

Un aspecto esencial de la cromatina es la regulacion epigenética de la expresion
génica mediada por modificaciones pos-traduccionales de las histonas
nucleosomales. Estas modificaciones en determinadas regiones génicas son
imprescindibles para la regulacion de la transcripcion, el silenciamiento génico,
la heterocromatinizacion o la reparacién del ADN (Munshi y cols, 2009). De este
modo, las histonas sufriran procesos de acetilacion, metilacién o ubiquitinacion,
modificando su afinidad por el DNA (Peterson y Lanie, 2004; Ma y cols., 2011;
Batta y cols., 2011). Con caracter general, la acetilacion de las colas de lisinas
en las histonas nucleosomales H3 y H4 relaja la interaccion de los nucleosomas
con el DNA generando una configuracién abierta de la cromatina que favorece
al acceso de los factores de transcripcion y la expresion de los genes. Por el
contrario, la trimetilacién de determinas lisinas de las histonas H3 y H4, tales
como H3K9me3, H3K27me3 y H4K20me3, induce la condensacion de la
cromatina y se asocia a represion transcripcional.

La localizacion espacial de los cromosomas y la formacion de bucles o lazos de
fibras cromatinicas o cadenas polinucleosomales, tienen una importante relacion
con la regulacion génica. Los bucles de DNA activados transcripcionalmente
aparecen asociados a los complejos del poro nuclear, generando dominios
rapidos de ensamblaje de la maquinaria de transcripcidn necesaria para la
sintesis y procesamiento ulterior de RNAs, y su posterior exportacion al
citoplasma. En este contexto, se ha descrito la presencia de factorias de
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transcripcion, donde varios bucles de fibras cromatinicas, conteniendo genes
activos, convergen en el espacio en microdominios donde se concentra la
magquinaria de transcripcion de la RNA polimerasa |l para ser transcritos de
manera coordinada. También es importante sefialar que se ha sugerido que
estos bucles tienen “memoria” transcripcional para una rapida y eficiente
activacion de sus genes en respuesta a sucesivas sefales activadoras de la
expresion génica (Misteli, 2007; Schneider y Grosschedl, 2007; Moore y
Proudfoot, 2009; Meldi y Brickner, 2011). Esta caracteristica es de vital
importancia en células con una alta tasa de actividad transcripcional y que
presentan un patron de transcripcion acoplado al complejo del poro nuclear.

3.2.El cuerpo nuclear de Cajal (“Cajal body”, CB)

Es una organela esférica nuclear del dominio intercromosomico descubierta por
Santiago Ramon y Cajal en 1903 en varios tipos neuronales de diferentes
especies de mamiferos. Inicialmente, Cajal la describe como una estructura
argilofila de forma esférica y textura homogenea, de aproximadamente 0.5-1 ym
de diametro localizada liboremente en el nucleoplasma o asociado al nucléolo.
Cajal considero que estaba relacionada con el nucléolo, por lo que la denomino
“cuerpo accesorio” del nucléolo (Cajal, 1910; Lafarga y cols., 2009). En estudios
posteriores, demostré que es na estructura constante en la mayoria de tipos
neuronales y que presenta variaciones tanto en el nimero como en el tamafio,
dependiendo de la poblacion neuronal (Cajal, 1910). En la década de los 50, el
equipo de Barr realizo varios estudios, donde se confirmaban las observaciones
de Cajal, y se demostraba la ausencia de DNA en el cuerpo accesorio, aportando
las primeras evidencias de su comportamiento dinamico en respuesta a los
cambios de la expresion génica asociados con la axotomia (Lafarga y cols, 2009;
2016).

Posteriormente, en 1969, con la incorporacion de las técnicas de microscopia
electronica al estudio del nacleo celular, Monneron y Bernhard describen un
cuerpo nuclear formado por hebras densas arrolladas de material fibrilar denso,
que denominaron “coiled body”. Estos investigadores desconocian los articulos
de Cajal, y presentaron el “coiled body” como una estructura nuclear novedosa.
En 1983, Lafarga y sus colaboradores adaptaron el método de nitrato de plata
reducido para su aplicacién en la microscopia electrénica, demostrando que el
cuerpo accesorio de Cajal y el “coiled body” de Monneron y Berhard eran la
misma estructura (Lafarga y cols., 2009). Seria en 1999 cuando la comunidad
cientifica internacional reconociese el descubrimiento de Cajal, por lo que el
cuerpo accesorio paso a denominarse “Cajal body” (CB).

Un avance fundamental para conocer la importancia funcional de esta organela
ha sido su estructura molecular. En la década de los 90 hubo un gran progreso
en el conocimiento de la composicion molecular de CB que dio importantes pistas
acerca de la funcionalidad de esta organela. La identificacién de un marcador
especifico para el cuerpo nuclear de Cajal, la coilina (Machyna y cols., 2013), y
el desarrollo de nuevas sondas de hibridacion , permitieron localizar en el CB
factores implicados en el “splicing” de los pre-mRNAs incluyendo los U snRNAs
espliceosomales, proteinas del “splicing” (complejo Sm) y las propias
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ribonucleoproteinas espliceosomales (SnRNPs). Posteriormente, se demostrd
que el CB presenta el factor de supervivencia de las motoneuronas (SMN),
intimamente relacionado con la biogénesis de los sSnRNPs en el citoplasmay con
su destino nuclear al CB. Tras multiples estudios en diferentes lineas celulares y
animales, se ha revelado que el factor SMN y sus proteinas asociadas,
normalmente colocalizan con la coilinay snRNPs en el CB (Lafarga y cols, 2009;
2016). También son diana del CB una gran familia de ribonucleoproteinas
nucleolares de pequeiio tamafio (SnoRNPs) y de RNAs pequefios asociados al
CB (scaRNAs) (Machyna y cols., 2013). Ademds, las nuevas moléculas
identificadas en el CB abren una nueva puerta a las expectativas funcionales
para esta organela. Por ejemplo, la presencia del RNA de la telomerasa, de la
transcriptasa inversa de la telomerasa humana (hTERT) y de las subunidades
cataliticas de la telomerasa (TERC, diskerinay TCAB1) (Cioce y Lamond, 2005).
El CB también asocia determinados loci génicos, particularmente de las histonas,
y concentra moléculas requeridas para el procesamiento de los pre-mensajeros
de las histonas (Machyna y cols., 2013) Posteriormente se ha demostrado que
algunos CBs contienen SUMO1, un modificador pos-traduccional, ademés de
que la sumoilacion de la proteinas SMN es crucial para la organizacién del CB
(Tapia y cols., 2014). La funcion mejor conocida del CB es el ensamblaje y
maduracion de snRNPs y snoRNPs requeridas para el splicing de los pre-
MRNAS y el procesamiento de los pre-rRNA, respectivamente (Machynay cols.,
2013; Lafarga y cols., 2016).

A pesar de ser un dominio que concentra multiples componentes para la
biogénesis de mMRNAs y rRNAs no es un sitio de transcripcion ni de “splicing”,
como demuestra la ausencia de hnRNPs o poli (A) RNAs (Cioce y Lamond,
2005). El estudio en células vivas de proteinas del CB unidas a proteinas
fluorescentes ha permitido conocer que esta organela tiene un importante
dinamismo molecular y sus componentes moleculares estan en flujo constante
con el nucleoplasma. La relacion espacial y fisica de los CBs con otros cuerpos
nucleares como los “speckles” nucleares, el nucléolo, los telomeros y los cuerpos
nucleares PMLs ha permitido proponer la existencia de un trafico molecular
activo entre el CB y dichos dominios nucleares (Cioce y Lamond, 2005). En la
actualidad, las funciones mejor conocidas del CB son la biogénesis de snRNP
espliceosomales, snoRNPs nucleolares y U7 snRNPs, estas ultimas requeridas
para el procesamiento de los mMRNAs de las histonas. Ademas, en las células
troncales con actividad telomerasa el CB esta implicado en el ensamblaje del
complejo de la telomerasa (machyna y cols., 2013; Lafarga y cols., 2016).

3.3.Areas de Factores de Splicing

Los agregados de granulaciones intercromatinicas o “nuclear speckles” fueron
descritas por Swift en 1962. Se denominaron de este modo ya que a nivel
ultraestructural aparecen constituidas por granulos muy electrodensos. Su
organizacion espacial es difusa en todo el nucleoplasma, excluyendo el nucléolo,
o0 puede aparecer formando agregados de granulaciones intercromatinicas
(IGCs). Estas IGCs estan constituidas por factores de “splicing” y mRNAs
poliadenilados, por lo que en la actualidad las areas IGCs se denominan areas
de factores de “splicing” o “nuclear speckles”. Estos dominios no incorporan
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uridina triatida y carecen de DNA, o que indica que claramente no son sitios de
transcripcion activa (Lamond y Spector, 2003). Sin embargo, la localizacion en
la periferia de los speckles de mdultiples genes activos en transcripcion, ha
servido para proponerlos como depdsitos moleculares dinamicos que
suministran factores de “splicing” a los genes activos a los que se asocian
(Lamond y Spector, 2003).

El estudio de incorporacion de 5'-fluorouridina ha revelado que el proceso de
transcripcion nuclear ocurre en sitios concretos del espacio nuclear. Estos sitios
concentran complejos de la RNA polimerasa Il y factores de transcripcion que
llevan a cabo la transcripcion de varios genes que convergen en estas
denominadas factorias de transcripcion (lborra y cols., 1996; Lafarga y cols.,
2016). En este contexto, la dinamica del splicing de los pre-mRNAs incluye tres
etapas esenciales que requieren de la participacion de los CB, speckles
nucleares y factorias de transcripcion. A saber, el ensamblaje y maduracion de
las snRNPs espliceosomales en los CBs, su transferencia a los nuclear speckles,
donde se asocian con proteinas SR (ricas en serina y arginina), que son también
factores de splicing, y se pre-ensambla el espliceosoma. Finalmente, los factores
de splicing se transfieren desde los speckles nucleares a los sitios de
transcripcion, especialmente a la factorias de transcripcion, donde se ensamblan
en el espliceosoma que dirige el splicing co-transcripcional de los pre-mRNAs.

Citoplasma

Figura 1. Compartimentos del nicleo celular. Se identifican el nucléolo, que comprende los
NOR’s, asi como los cuerpos nucleares de Cajal (CB) y las areas de factores de “splicing” (AFS)
asociados. Aparece representada la formacion y exportacion de las subunidades de los
ribosomas.
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3.4.Envoltura nuclear

La envoltura nuclear es una estructura compleja altamente organizada, cuya
funcion principal es asegurar la estabilidad gendmica, la replicacién del ADN y la
expresion génica. La microscopia electronica revela que esta formada por dos
membranas entre las que se delimita el espacio intermembranoso o perinuclear.
La membrana externa, que se continua con las cisternas del reticulo
endoplasmico rugoso o granular, al que se asocia funcionalmente, y la
membrana interna, asociada a la lamina nuclea, constituida por una red de
filamentos intermedios, la lamina densa nuclear, que se organiza en una densa
red que proporciona soporte estructural e interacciona molecularmente con los
dominios nucleoplasmaticos de determinadas proteinas que sirven de anclaje
directo e indirecto de la cromatina periférica (Alberts y cols., 2015).

Funcionalmente, se ha demostrado que determinadas mutaciones en alguno de
los componentes de la lamina nuclear conllevan la aparicibn de graves
enfermedades clinicas como cardiomiopatias, lipodistrofias o progeria. De este
modo, la organizacion laminar juega un importante papel en la regulacién de la
actividad transcripcional del DNA (Misteli y Spector, 2011).
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Figura 2. Funcién del complejo del poro nuclear (NCP) en el transporte nicleo-citoplasma.
EI NCP coordina los procesos de importacion y exportacién nuclear de diversas proteinas, RNPs
y las subunidades de los ribosomas. También esta involucrado en los fendmenos de exclusién
de la cromatina y media en determinadas interacciones virales. Tomado de K. E. Knockenhauer
y T. U. Schwartz, Cell, 2016.

En toda su extension, la envoltura nuclear presenta unos complejos
macromoleculares que la atraviesa, denominados poros nucleares. Son
estructuras cilindricas huecas de simetria octagonal en la que se diferencia un
anillo central flanqueado por ocho filamentos polarizados hacia el citoplasma y
el nucleoplasma. El nUmero de poros nucleares varia dependiendo de la célula,
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asi como de su actividad transcripcional. Se ha visto que las células de
mamiferos con una alta actividad transcripcional, como las neuronas de Purkinje,
llegan a tener hasta 22 poros/um? (Fig.2)

El complejo del poro nuclear esta constituido por al menos 30 tipos diferentes de
nucleoporinas. Todas ellas tienen multiples sitios de interaccion molecular
destinados a favorecer la propia organizacion estructural y a generar un trafico
bidireccional altamente selectivo para el paso de macrocomplejos entre el ndcleo
y el citoplasma, pero a su vez, favorece el paso de pequefias moléculas y
péptidos hidrofébicos (Misteli y Spector, 2011).

A los complejos de nucleoporinas se asocian proteinas de interaccion que
contribuyen a seleccionar el trafico de determinadas moléculas que precisaran,
independientemente de su tamarfio, una secuencia de localizacion nuclear (NSL).
Las proteinas etiquetadas por las sefiales de localizacién nuclear pueden ser
transportadas a través de los complejos del poro nuclear. El trafico esta regulado
por importinas y exportinas y la proteina Ran de union a GTP. Durante la
importacion de proteinas, la importina especifica reconoce la secuencia de
localizacion nuclear a través de la interaccion con Ran. Dicha interaccion esta
regulada por la hidrolisis de GTP, mediada por enzimas de la propia envoltura
nuclear, que inducen un cambio de conformacién en el propio complejo de poro
nuclear, facilitando el paso de la proteina al interior del nucleo. Ademas,
recientemente se ha demostrado que determinados genes silentes que han sido
expresados recientemente, aparecen asociados a nucleoporinas, “preparados”
para su rapida reactivacion en el momento que interaccionan con el complejo del
poro nuclear. Ademas, estos genes permanecen asociados a factores implicados
en la transcripcion y procesamiento cotranscripcional de los mRNAs (Misteli y
Spector, 2011; Alberts y cols., 2015)

En resumen, se ha demostrado que la envoltura nuclear y sus componentes
intervienen activamente en la correcta integraciéon de las funciones celulares con
su entorno, regulando la expresion génica que garantiza una determinada
expresion fenotipica celular.

4. ESTRUCTURA'Y FUNCION DEL NUCLEOLO

El nucléolo es la mayor organela nuclear donde se produce la biogénesis de
ribosomas a partir del rADN nucleolar. Este proceso implica la sintesis y
procesamiento de los pre-rRNAs, asi como el ensamblaje final de los pre-
ribosomas.

El rDNA esta representado por genes ribosomales repetidos en tandem vy
separados por secuencias de espacios intergénicos (IGS). Varias de estas
repeticiones forman las regiones organizadoras del nucléolo (NOR’s), que, en la
especie humana, se localizan en los brazos cortos de los cinco cromosomas
acrocentricos: 13, 14, 15, 21 y 22 (varia segun las especies animales). Sélo los
genes activos de varios NORs convergen a nivel del nucléolo, mientras que los
genes inactivos quedan “atrapados” en la heterocromatina. Se estima que hay
aproximadamente 400 genes ribosomales en el genoma diploide humano, pero
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este namero varia entre individuos, ya que no todos los NORs participan
necesariamente en la transcripcién. De hecho el niUmero de NORs que operan
en la transcripcion nucleolar esta bajo control epigenético (McStay y Grummt
2008; Schelesinger y cols., 2009; Shiao y cols., 2011). La funcién esencial del
nucléolo es la biogénesis de los ribosomas, un complejo proceso que requiere
una serie de etapas consecutivas: i) la activacion y transcripcion de los genes
ribosomales para generar transcritos primarios de pre-rRNA 45S, ii) el corte de
los pre-rRNA 45S en 28S, 18S y 5.8S, iii) la modificacion pos-transcripcional de
los rRNAs mediada por metilacion de residuos de ribosa y conversion de uridinas
en seudouridinas, y iv) el ensamblaje de los rRNAs 28S, 18S, 5.8S y 5S (este
altimo de de origen extranucleolar) con proteinas ribosomales. A partir de los
cuales se formaran las subunidades grande (60S) y pequeiia (40S) del ribosoma,
que seran exportadas al citoplasma mediante sefiales de exportacion nuclear
presentes en las proteinas del complejo de la subunidad (McStay y Grummt
2008). De este modo, el tamafio y la estructura del nucléolo dependera del nivel
de produccion de ribosomas que tiene lugar en una célula determinada. Asi, la
presencia de un Gnico nucléolo favorece el reclutamiento de los genes
ribosomales activos y de la maquinaria transcripcional y de procesamiento de los
rARN en un Unico dominio nuclear, incrementando la eficiencia en la biogénesis
de ribosomas al facilitar las interacciones moleculares (Raska y cols., 2006;
Hernandez-Verdun y cols., 2010).

Figura 3. Morfologia del nucléolo. Se aprecian los diferentes compartimentos del nucléolo: los
centros fibrilares (CF), el componente fibrilar denso (CFD), el componente granular (CG) y los
intersticios nucleolares. Tomado de Fawcett D., The Cell, Saunders, 1981.

La microscopia electrénica ha revelado que el nucléolo esta formado por cuatro
subcompartimentos bien definidos donde tienen lugar cada una de las fases de
la biogénesis ribosomal. Dichos compartimentos son: los centros fibrilares (CF),
el componente fibrilar denso (CFD), el componente granular (CG) y los
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intersticios nucleolares (Fig.3). La organizaciébn de estos componentes esta
directamente relacionada con la actividad celular. Cuando una célula es muy
activa transcripcionalmente, muestra numerosos CFs pequefios distribuidos por
todo el nucleolo. Cada CF esta rodeado por una capsula de CFD constituyendo
una unidad de transcripcion nucleolar (FC/CFD) (Smirnov y cols., 2016). Entre
estas unidades de transcripcion se dispone el CG y los intersticios nucleolares.
Es muy frecuente que a la superficie del nucléolo se asocie una masa de
hetercromatina perinucleolar que preferentemente concentra regiones no
codificantes, centroméricas y teloméricas, de varios cromosomas, asi como
algunas copias de genes ribosomales inactivos.

En las unidades de transcripcibon CF/CFD tiene lugar la biogénesis y
procesamiento temprano de los rRNAs. En los CFs se localiza el rDNA _silente,
situado preferentemente en la zona central del CF, mientras que el rDNA activo
aparece en la periferia y se extiende hacia el CFD, donde tiene lugar la
transcripcion, entre el CF y el CFD (Hozak y cols., 1994; Mosgoeller y cols., 2001;
Casafonty cols., 2006). Ademas, en los CFs se almacenan moléculas necesarias
para la transcripcion como el factor de transcripcion UBF, la RNA polimerasa |,
la TBP y la DNA topoisomerasa |. La RNA polimerasa | se asocia al cofactor UBF
para la transcripcion. Funcionalmente, los CFs son organizadores estructurales
del rDNA y dominios de almacenamiento transitorio de la maquinaria de
transcripcion de los genes ribosomales.

Por su parte, el CDF esta constituido por fibrillas densamente compactadas
donde se dispone gran parte de los genes ribosomales activos. Ademas, alberga
componentes de la maquinaria de transcripcion como la RNA polimerasa |, las
snoRNPs, “proceosomas”, productos génicos y los transcritos primarios (45S
rRNA). Entre sus proteinas, destacan la chaperona Nopp140, la pseudouridina
sintasa disquerina/NAP57 y la rRNA metiltransferasa fibrilarina. Estas enzimas
van a llevar a cabo la pseudouridinacion y metilacién de los pre-rRNAs, dos
modificaciones post-transcripcionales fundamentales para la escision del pre-
rRNA 45S en rRNAs 18S, 28S y 5.8S y su maduracion (McStay y Grummt 2008).

El CG tiene una ultraestructura formada por las subunidades pequefas y
grandes pre-ribosomales. En este subdominio es donde tiene lugar el
ensamblaje de los rRNAs 18S, 28S y 5,8S, asi como del rRNA 5S sintetizado en
la cromatina, con proteinas ribosomales para formar las subunidades o
particulas pre-ribosomales (Fig. 4). En este proceso, la fosfoproteina
B23/nucleofosmina (NPM) tiene un papel esencial, ademas de ejercer de
endonucleasa, ribonucleasa y chaperona (Boisvert y cols., 2007).
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Figura 4. Organizacion de la trancripcién nucleolar en los NOR’s. Esquema de los procesos
de transcripcion y procesamiento de los rRNAs a nivel del nucleolo, donde intervienen diferentes
moléculas y la maguinaria transcripcional de la RNA pol I.

Aunque la funcion principal del nucléolo es generar ribosomas, tiene también
importantes funciones en la regulacion de la mitosis, la progresion del ciclo
celular y la proliferacion, la respuesta al estrés celular, el proceso de
carcinogénesis y la biogénesis de mudltiples ribonucleoproteinas (RNPs) de
pequefio tamafio. Ademas, estudios recientes han revelado que el nucléolo
juega un importante papel en otros procesos biolégicos como el envejecimiento,
la inactivacion del cromosoma X y la replicacion viral (Visintin y cols., 1999;
Boisvert y cols., 2007; Zhang y cols., 2007; Ganley y cols., 2009).

5. LAS REGIONES ORGANIZADORAS DEL NUCLEOLO (NOR’s)

Las células humanas en los brazos cortos de cinco cromosomas acrocentricos
(Fig. 5) albergan repeticiones del rDNA que se localizan en tAndem en los
denominados NOR’s (McStay y Grummt 2008). Son secuencias génicas que
codifican los rRNAs y estan directamente relacionadas con la funciéon y
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organizacion del nucléolo (McClintock 1934). Ademas las regiones adyacentes
al rDNA parecen contribuir a la formacion y regulacion de los NOR’s.

Las secuencias distales y proximales que flanquean los genes ribosomales
aparecen conservadas a lo largo de los cinco cromosomas acrocéntricos, lo que
nos hace pensar que son regiones que sufren una gran recombinacion génica.
Son un conjunto gendmico similar a la eucromatina, pero con diferentes
funciones génicas. Las secuencias proximales, centroméricas, aparecen
duplicadas de forma semejante a los centromeros adyacentes (She y cols, 2004),
por lo que es muy improbable que contengan elementos especificos que
participen en la funcidon nucleolar. Estas secuencias van a estar altamente
recombinadas con otras regiones pericentroméricas o centromeéricas, pudiendo
ser responsables de las translocaciones Robertsonianas que aparecen en las
regiones pericentromeéricas de los brazos cortos de los cromosomas
acrocéntricos. Las secuencias distales son repeticiones teloméricas de mayor
tamafio, que aparecen localizadas en el brazo corto del cromosoma acrocentrico
COmo una secuencia Unica, que si esta implicada en la funcionalidad y regulacién
del nucléolo. Aparecen localizadas en la heterocromatina perinucleolar, por lo
que se plantea que jueguen un importante papel como “centro de control” de los
NOR’s, determinando el estado transcripcional del rDNA.

Los NORs activos forman el nucléolo, mientras que los inactivos forman
conjuntos de rDNA silente que no participan en la formacion del nucléolo. El
rDNA inactivo transcripcionalmente esta preferentemente localizado en la
periferia del nucléolo, donde frecuentemente se visualiza como agregados de
heterocromatina perinucleolar denominados NADs (dominios asociados al
nucléolo). Durante la mitosis, los NOR’s son regiones muy compactadas por la
UBF, que entrelaza el rDNA para dar la tipica apariencia de cromosomas
metafasicos, en los cuales forma la constriccion secundaria (Mais y cols., 2005;
McStay y Grummt, 2008).

En las células humanas, aproximadamente 300-400 repeticiones de rDNA
aparecen distribuidas por los cinco NOR’s de los cromosomas acrocentricos
(Henderson y cols., 1972; Schmickel, 1973; Stults y cols., 2008). En la mayoria
de células los NOR’s permanecen activos y convergen en el espacio para formar
de uno y tres nucléolos (Dundry cols., 2002; Andersen y cols., 2005; Sirri y cols.,
2008). Cuando las células se encuentran en fase de crecimiento exponencial,
hay un gran aumento de la demanda de ribosomas, lo que refleja que el nucléolo
es el responsable directo de la regulacion del crecimiento celular. Durante afios
se ha estado investigando la relacion entre el crecimiento anormal del nucléolo
y la proliferacion celular en las celulas tumorales. Recientemente se ha
demostrado el papel de determinados genes supresores de tumores y
oncogenes en la regulacion transcripcional de rDNA (Budde y Grummt, 1999;
Hannan y cols., 2000; Grummt, 2003; Grandori y cols., 2005), asi como una
relacion directa entre el aumento de transcripcion del rDNA y el desarrollo de
malignidad celular (Bywater y cols., 2012). Por otra parte, el rDNA presenta un
alto grado de inestabilidad gendmica, haciéndolo muy susceptible a agentes
genotoxicos y factores ambientales como el envejecimiento. De este modo, los
NORs son identificados en tumores sodlidos como “puntos calientes” de
recombinacion génica (Stults y cols, 2009).
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Figura 5. Localizacion de los NORs en las células humanas. (A) Esquema del rDNA que
muestra las secuencias codificadoras del pre-rRNA y que seran transcritas por la RNA Pol I. (B)
Localizacion de los NORs en los cromosomas acrocentricos. (C) Durante la division celular, el
nucleolo desaparece, y los NORs son observados como espacios “sin cromatina condensada”
en los cromosomas en metafase, a diferencia del resto de DNA. Los NORs silenciados (rojo) no
contribuyen a la formacion del nucléolo. Tomado de McStay B., Genes & Development, 2016.

Por lo tanto, el papel de los NOR’s es fundamental en la formacion y funcién del
nucleolo, centrando su actividad en la biogénesis de ribosomas, pero muchos
aspectos de su formacion, organizacion y funcionamiento estan aun por
dilucidar. De hecho, en multiples estudios se han relacionado los NOR’s con
multiples patologias asociadas a alteraciones del nucleo celular y el proceso de
carcinogénesis.

6. REPROGRAMACION O DESDIFERENCIACION EN LAS CELULAS
TUMORALES

El cancer es una enfermedad de los genes que altera la conducta y el
microambiente celular. Determinadas mutaciones y alteraciones epigenéticas en
los oncogenes y genes supresores de tumores ("driver genes") suponen una
ventaja selectiva y esencial para el proceso de carcinogénesis, favoreciendo la
proliferacion y expansion clonal en los sucesivos ciclos celulares (Fig. 6). Asi, la
progresion tumoral implica una expansion clonal que sigue un patrén de
evolucion Darwiniana. El avance tumoral requiere la acumulacion de multiples
mutaciones y cambios epigenéticos que van a permitir a las células evadir los
mecanismos supresores de crecimiento, dotandolas de una capacidad de
replicacion ilimitada que les confiere una gran capacidad invasora y metastasica.
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Ademas, estas células presentan una resistencia caracteristica a las sefiales de
muerte celular mediadas, especialmente, por la proteina p53, un guardian del
genoma que actiia como supresor tumoral (Weinberg, 2007; Vogelstein y Kinzler,
2004; Hanaham y Weinberg, 2011).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 6. Propiedades de las células tumorales. La ilustracibn muestra seis caracteristicas
esenciales de las células tumorales. Se incluye el mantenimiento sostenido de las sefiales de
proliferacion, la falta de respuesta a factores supresores del crecimiento, la activacion de la
invasion celular y de las metéastasis, la adquisicion de una capacidad ilimitada de replicacion, la
acivacion de la angiogénesis y la resistencia a las sefiales de muerte celular. Tomado de
Hanahan D. y Weinberg R.A., Cell, 2011.

Las células tumorales malignas tienen unas caracteristicas especiales que han
sido esquematizada en el clasico estudio de Hanahan y Weinberg (2011). Entre
ellas debemos destacar las siguientes en el campo de la biologia celular (Fig. 7).
Algunas de las caracteristicas que, a nivel celular, se presentan en las células
tumorales son las siguientes:

e Disfuncion del ciclo celular: transicion G1-S

e Alteraciones de la diferenciacion celular o reprogramacion:
o Predominio de polirribosomas libres
o Desregulacion del nucléolo: aumento de la sintesis de ribosomas
o Cambios estructurales y epigeneticos de la cromatina

e Alteraciones de la polaridad y adhesién intercelular: uniones adherentes y
tipo Ilgapll
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e |nestabilidad cromosomica:
o Alteracion de los telomeros
o Translocaciones entre cromosomas

o Aneuploidia

MCF7 2 Gy 24h Lamin A & Pl & panHistone

Figura 7. Células tumorales de lalinea MCF7 derivada del carcinoma de mama. Se aprecian
cambios caracteristicos de células tumorales, como el aumento en el nimero de nucléolos,
presencia de nicleos dismorficos y micronuicleos.

Es importante destacar que en el cancer hay una desregulacion del ciclo celular
y que mdultiples oncogenes y genes supresores de tumores afectan
especialmente a la transicion G1-S del ciclo celular (Malumbres y Barbacid,
2009). En efecto, la sintesis de DNA se produce en la fase S, donde algunos
oncogenes y genes supresores de tumores ejercen una actividad reguladora
fundamental. Cabe destacar la via del retinoblastoma (pRb) reguladora de la
transicion G1-S, donde agentes mitogénicos, tales como los factores de
crecimiento, inducen la activacion de complejos ciclina D/Cdk4,6 que fosforilan
e inactivan la pRb (supresor tumoral). La pRb inactivada libera la represion del
factor de transcripcién E2F, que estimula la expresion de genes que codifican
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proteinas esenciales para la progresion del periodo S (Weinberg, 2007; Hanahan
y Weinberg, 2011). Un ejemplo tipico de la disfuncion G1-S en el cancer lo ofrece
el carcinoma de ceérvix uterino. En el epitelio del exocervix normal la expresion
de Mcmb5, una helicasa del complejo de replicacion del DNA, se localiza en el
estratos basal y parabasal, donde hay una actividad proliferativa fisiologica. Sin
embargo, en el carcinoma de cérvix de grado alto todas las células del epitelio
plano poliestratificado expresan Mcmb, indicando que tienen la maquinaria de
replicacion del DNA activada (Williams y cols, 1998).

Figura 8. Imagen microscépica de una célula normal (A) con una disposicion caracteristica de
las cisternas del REG; y de una célula cancerigena (B) donde se observa un aumento de los
polirribosomas libres en el citoplasma en respuesta a la elevada demanda de sintesis de
proteinas de las células cancerigenas. (A) Tomado de Fawcet D. W., The Cell, Saunders, 1981;
(B) Berciano MT y Lafarga M, 2014

Otro acontecimiento importante en el mecanismo de la carcinogénesis es la
desdiferencibn o reprogramacion celular. Asi, la traduccién y biogénesis
ribosomal son procesos celulares esenciales que permanecen estrictamente
controlados a diferentes niveles. Varios genes supresores tumorales y
oncogenes parecen estar relacionados con formacién aberrante de ribosomas
maduros y determinados factores de traduccion que llevan a cabo la formacion
de proteinas anémalas. De este modo, la alteracion de uno 0 mas mecanismos
de control en la biosintesis de proteinas estan asociados a alteraciones en el
ciclo celular y a la desregulacion del crecimiento celular. Es bien conocido que
ciertos genes que codifican supresores tumorales, como la pRb y p53, y el factor
oncogénico c-Myc estan relacionados con la alteracion de la maquinaria de
sintesis proteica y la posterior progresion tumoral de las células. De hecho, el
patréon de reticulo endoplasmico granular caracteristico de las células
diferenciadas tiende a sustituirse por un patron de polirribosomas libres (Fig. 8)
gue favorece la sintesis de proteinas implicadas en el ciclo celular (Weinberg,
2007). Sin embrago, aunque varios estudios han relacionado dicha
desregulacion de la sintesis de proteinas con el cancer, aun debemos establecer
si esto repercute directamente en un incremento de la susceptibilidad al cancer
y bajo qué circunstancias.

Los ribosomas maduros llevan a cabo la traduccion del mRNA celular mediante
un proceso altamente coordinado en la célula eucariota. Ademas, desde hace
tiempo se sabe que en las células tumorales la maquinaria de traduccién celular
aparece alterada. Ya, en la década de los setenta, se reconocié que
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determinados cambios a nivel del nucléolo eran marcadores fiables de la
transformacién tumoral de las células. De hecho, se ha demostrado que
nUMerosos oncogenes y supresores tumorales estan directamente relacionados
con la produccion de ribosomas o la iniciacion de la traduccién proteica. Estos
descubrimientos plantean la posibilidad de que la alteracion en determinados
componentes de la maquinaria de sintesis proteica y su regulacion aberrante
durante la traduccion puedan promover la transformacion tumoral celular (Fig.
9).
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Figura 9. Representacién esquemaética de la disfuncidn del nucléolo y de la biogéneis de
ribosomas en transformacién neoplésica. A las alteraciones intrinsecas que sufren los
ribosomas se asocian multiples cambios cuantitativos y cualitativos derivados de la propia
actividad de los ribosomas. Tomado de Montaro y cols., Am. J. Pathology, 2008.

En la actualidad conocemos que determinadas mutaciones en genes que
codifican proteinas directamente relacionadas en la biogénesis ribosomal estan
asociadas al cancer y a otras enfermedades en humanos. Por ejemplo, el gen
DKC1 aparece mutado en pacientes con disqueratosis congénita, una
enfermedad que se caracteriza por un envejecimiento prematuro y un aumento
de la susceptibilidad tumoral (Ruggero y Pandolfi., 2003). DKC1 codifica una
enzima que cataliza modificaciones pos-transcripcionales requeridas para la
maduraciéon de los rRNAs. Igualmente, las mutaciones en los genes que
codifican la proteina ribosomal S19 han sido identificadas en otros sindromes
asociados a un aumento de la susceptibilidad tumoral.

El crecimiento y la proliferacion celular estan relacionados con cambios en la
tasa de produccién de ribosomas. Durante G1 hay un aumento de la sintesis de
rRNA y del ensamblaje de ribosomas. Estos cambios son indispensables para el
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aumento en la sintesis proteica que se produce durante el final de G1y el periodo
S. Por lo tanto, existe una relacién entre el ciclo celular y la produccion de
ribosomas. Este balance se mantiene gracias a la existencia de diferentes puntos
de control que regulan la tasa de traduccion de mRNAs durante las distintas
fases del ciclo celular. En las células cancerigenas, este balance puede estar
alterado, generando una desregulacion de la sintesis de rRNA (Ruggero y
Pandolfi, 2003).

El primer paso para la biogénesis de ribosomas es la sintesis de rRNAs. Este
paso depende de la regulacién de la Pol | que transcribe el rDNA a nivel del
nucléolo. La sintesis de rRNA puede ser inducida por estimulos extracelulares,
como los factores de crecimiento, en momentos concretos cuando la célula
necesita crecer y proliferar. La sintesis de rRNA es maxima en la fase S, y
permanece inhibida durante la mitosis para reanudarse de nuevo durante G1.
Estas fluctuaciones en la sintesis de rRNA dependen de la actividad de la Pol I.
El factor de transcripcion UBF (“upstream binding factor’) de los genes
ribosomales es clave en la regulacion de la sintesis de rRNA, ya que modula el
funcionamiento de la Pol I. Ademas, algunos oncogenes y supresores tumorales
regulan directamente la sintesis de rRNA mediante la potenciacion o inhibicion
del UBF. Este factor se une a dos regiones del promotor de rDNA, que ademas
son reconocidas por la Pol I. La fosforilacion de UBF, en respuesta a un estimulo
externo, es uno de los factores reguladores esenciales para la sintesis de rRNA.
Estudios experimentales han demostrado que la cantidad de pre-rRNA en
células que expresan una forma mutada, no fosforilada, de UBF se reduce a la
mitad con respecto a las células que expresan la forma silvestre, no mutada, de
UBF, con la consiguiente disminucion del crecimiento celular. La fosforilacién de
UBF es llevada a cabo por varias quinasas y modifica su capacidad para unirse
al rDNA y/o a las proteinas mediadoras en dicha interaccion. Dicha fosforilacion
depende directamente de estimulos extracelulares y de la progresion del ciclo
celular, por lo que en células quiescentes el UBF aparece poco fosforilado,
siendo transcripcionalmente inactivo (Ruggero y Pandolfi, 2003). Por lo tanto, la
fosforilacion de UBF representa un punto de convergencia para varias proteinas
reguladoras del ciclo celular que modulan la sintesis de rRNA. Ciertos proto-
oncogenes estan directamente relacionados con la regulacion de la actividad del
UBF.

La primera proteina identificada en la regulaciéon de la actividad del UBF fue la
CK2 (“casein kinase 2”), que aparece sobreexpresada en ciertos canceres como
leucemias y tumores sélidos (Fig. 10). Esta proteina esta relacionada con el
proceso de tumorogénesis, al interaccionar directamente con componentes de la
maquinaria del ciclo celular (Ruggero y Pandolfi, 2003).
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Figura 10. Esquema de la regulacién de la actividad de Pol | y Pol lll por pRb y p53. pRby
p53 regulan negativamente la actividad de la Pol | y Pol lll. Tanto pRb como p53 interfiere en el
ensamblaje de la maquinaria de transcripcion, inhibiendo la interaccién entre TIF-IB y SL1,
evitando la accién de UBF. Ademas, ambas proteinas reprimen el factor de transcripcion TFIIIB,
inactivando a la Pol lll. Por lo tanto, la inactivacion de RB y p53, alteran los componentes de la
magquinaria de sintesis proteica, produciendo un aumento de la sintesis de ribosomas. Tomado
de Ruggero y Pandolfi, Nat. Rev. Cancer, 2003.

Las quinasas regulan la fosforilacién del UBF en momentos especificos del ciclo
celular, por lo que su sobreexpresion en el cancer esta directamente implicada
en la desregulacion de la sintesis de rRNA mediante procesos que aln no son
bien conocidos. Por lo tanto, si las células cancerigenas han perdido el control
del ciclo celular, la desregulacion de la sintesis del rRNA podria ser por una
alteracion que promueve proliferacion celular. En las neoplasias, sin embargo,
una desregulacion de la actividad del UBF aparece como resultado directo de
una sobre estimulacion externa. Asi, el UBF, por si mismo, ejerce un estimulo
directo sobre la maquinaria que inicia el proceso de tumorogenesis. En este
sentido, se ha demostrado que el factor de crecimiento epidérmico (EGF)
sefaliza, mediante una via extracelular, la activacion de la quinasa ERK
(“extracelular regulated kinase”), que regula directamente la actividad del UBF, y
por tanto actla como un regulador positivo de la sintesis de rRNA. Las quinasas
ERK1/2 fosforilan el UBF en dos dominios especificos, produciendo una
desregulacion en la transcripcion ribosomal. Estos dominios estan, por tanto,
bajo control directo de ciertas sefiales extracelulares. La fosforilacion del UBF
por la ERK es uno de los mecanismos que controla la sintesis de rRNA mediante
sefales extracelulares de crecimiento. De hecho, la disminucion de sintesis de
rRNA durante la mitosis y en células paradas en G1 es resultado de la
desfosforilacion del UBF por parte de las fosfatasas en momentos concretos del
ciclo celular. Dichas fosfatasas son responsables directas de la supresion de la
actividad de UBF, y por lo tanto son claves para prevenir la biogénesis ribosomal
inapropiada durante la divisién celular (Ruggero y Pandolfi, 2003).

Existen evidencias experimentales de que la fosfatasa supresora tumoral PP2A
media en la desfosforilacion del UBF. La desregulacion de esta fosfatasa en
células cancerigenas puede afectar severamente a la coordinacion entre la
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sintesis de rRNA y la progresion del ciclo celular. Las fluctuaciones en la sintesis
de rRNA ocurren bajo ciertas condiciones que alteran el crecimiento celular y se
correlaciona con la actividad del factor iniciador de la transcripcién TIF-1A, que
ejerce de puente entre la Pol | y el complejo de iniciacidon de la transcripcion en
el promotor de rDNA. TIF-IA es fosforilado en mudiltiples dominios por
determinadas quinasas a través de diferentes sefiales extracelulares (Fig. 10).

Otro de los factores que median en la regulacion de la sintesis de rRNAs
dependiente de UBF es la pRb. El gen que codifica la pRb aparece alterado con
frecuencia en los tumores humanos. Su funcién como supresor tumoral ha sido
atribuida a su capacidad para regular el ciclo celular, reprimiendo la actividad del
factor de transcripcion E2F que controla la expresion de genes del periodo S.
Ademas, varios estudios han demostrado que el pRb regula el crecimiento
celular y la proliferaciéon mediante la inhibicion de la produccion de rRNAs. En
particular, la interaccion de pRb con UBF previene el reclutamiento de cofactores
necesarios para la actividad de Pol I, como TIF-IB/SL1. Otras proteinas de la
familia del pRb tienen también la capacidad de inactivar directamente a UBF
(Weinberg, 2007).

Del mismo modo que pRb, la proteina p53, codificada por un gen supresor de
tumores, tiene la capacidad de inhibir la transcripcion mediada por la Pol | a
través del blogueo directo del ensamblaje del complejo de iniciacion de la
transcripcion de la Pol | en el promotor de los genes ribosomales. Tanto las
mutaciones del gen RB1 (pRb) como del gen TP53 (p53) tienen un efecto sobre
la progresion tumoral. Ademas, p53 y las proteinas de la familia pRb tienen un
control sobre la transcripcion mediada por la Pol Ill. Esta enzima cataliza la
sintesis de varios RNAs que forman parte de los ribosomas, como el 5S rRNA,
asi como de los tRNAs que operan en la traduccion. Por lo tanto, la perdida de
las pRb y el p53 en células tumorales genera un aumento aberrante de la
proliferacion, provocando una desregulacion en los componentes esenciales de
la maquinaria de sintesis proteica. Varios tipos de tumores asocian las
mutaciones del gen Rb con la incapacidad de la pRb para regular Pol | y Pol .
Asi, en el cancer de pulmén de células pequefias se ha descrito una mutacion
puntual del gen RB1, que cambia un aminoacido e impide la interaccién de pRb
con UBF, inhibiendo la actividad transcripcional de la Pol I. Ademas, la capacidad
de pRb de regular negativamente la cantidad de proteinas sintetizadas a través
de la modificacion de tRNA y rRNA puede aparecer comprometida en algunas
lesiones tumorales (Ruggero y Pandolfi, 2003).

Se sabe que el grado de proliferacion celular y crecimiento es proporcional a la
sintesis de proteinas. Por tanto, la traduccibn es muy dependiente de la
biogénesis de tRNAs y rRNAs. Las proteinas pRb y p53 pueden ejercer sus
propiedades como supresores tumorales actuando como reguladores negativos
de la actividad transcripcional de Pol | y Pol Ill, y, consecuentemente, sobre la
cantidad de proteinas sintetizadas. La alteracion del control de la sintesis
proteica se traduce en células mas susceptibles a una desregulacion en el
crecimiento y proliferacion celular. Asi, la alteracion transcripcional de Pol 1y Pol
[ll parece ser determinante en el proceso de inicio y progresion tumoral (Diesch
y cols., 2014)
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Las proteinas ribosomales deben ser ensambladas con los rRNAs en el nucleolo
para formar las subunidades grandes y pequefias de los ribosomas. Dichas
proteinas ribosomales presentan dominios clave para la interaccion con el rRNA.
El estudio estructural de dichos componentes mediante cristalografia de rayos X
ha contribuido al conocimiento de las funciones especificas de los diferentes
dominios del rRNA, asi como de las proteinas ribosomales durante los diferentes
pasos de la sintesis proteica. Estas investigaciones han revelado que las
proteinas ribosomales funcionan como chaperonas del RNA, pero no solo
durante el ensamblaje de las particulas ribosomales, sino también como
dominios estabilizadores del rRNA. Ademas, las proteinas ribosomales pueden
coordinar las interacciones entre el ribosoma y el mRNA, e interaccionar con
factores de iniciacion y elongacién. La alteracion en la expresion de las proteinas
ribosomales parecen estar asociadas a los procesos de tumorogenesis, de
hecho, varias proteinas ribosomales pertenecientes a las dos subunidades de
los ribosomas aparecen sobreexpresadas en las células tumorales (Ruggero y
Pandolfi, 2003; McStay y Grummt, 2008; McStay, 2016).

La expresion de los genes que codifican las proteinas ribosomales es un proceso
coordinado, su disfuncion puede conllevar una disminucion de una de las
subunidades ribosomales, que produce una reduccion en el numero de
polirribosomas, asi como un defecto del crecimiento celular. Asi, la falta de S6,
una proteina ribosomal que forma parte de la subunidad 40S, conlleva un defecto
en la biogénesis de ribosomas, reduciendo la proliferacion celular. El estudio de
S6 ha revelado que su fosforilacion estd estrechamente regulada por sefiales
extracelulares, y que dicho mecanismo se altera en las células tumorales. La
fosforilacion de S6 parece estar asociada con la traduccion de una clase concreta
de mRNAs denominada TOP (“terminal oligopyrimidine”) mRNAs. Este tipo de
MRNAs codifica proteinas ribosomales, los factores de elongacién de la
traduccion EEF1Al1 y EEF2, asi como varias proteinas relacionadas con la
biogénesis de ribosomas o en el control de la traduccién. Las propias proteinas
codificadas por los genes TOP actian como proto-oncogenes, por lo que su
desregulacion promueve la tumorogenesis (Alberts y cols., 2015).

La proteina S6 es fosforilada cuando las células quiescentes entran en el ciclo
celular en respuesta a un mitégeno, ya que sus niveles aparecen aumentados
de forma proporcional a los niveles de sintesis de proteinas, por lo que S6 podria
ser un importante regulador del crecimiento celular a través de la regulacion de
la traduccion de los TOP mRNAs. Esta hipétesis se basa en estudios donde se
ha inactivado la quinasa responsable de la fosforilacion de S6, produciendo una
disminucién del volumen celular y un defecto del crecimiento celular, aunque no
altera la traduccion de los genes TOP (Takada Kurisaki, 2015). Del mismo modo
gue el aumento de la actividad transcripcional de Pol | incrementa la sintesis de
rRNA, las proteinas ribosomales regulan el numero de ribosomas funcionales de
la célula (Fig. 11). En las células tumorales hay una sobreexpresion de proteinas
ribosomales que determinan la sobre produccion de ribosomas. Determinadas
proteinas por si solas pueden llevar a dicha sobreexpresion. Por ejemplo, la S3a
tiene la capacidad de inducir la transformacion tumoral celular a través de su
funcién desreguladora de proteinas anti-apoptoticas, inhibiendo la apoptosis en
las células tumorales.
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Figura 11. Esquema de la regulacién de la sintesis de proteinas por la quinasa PI3K. La
activacién de la PI3K por diversos factores de crecimiento, produce un aumento de la traduccién
de mRNAs que contienen un segmento terminal denominado TOP en su extremo 5°. Los genes
con esta terminacién codifican ciertos componentes del aparato de traduccion, proteinas
ribosomales y factores de elongacidn. La activacién de mTOR por AKT aumenta la actividad de
S6K, encargada de fosforilar la proteina ribosomal S6, activandola. Esta se encarga de regular
la traduccién selectiva de mRNAs con 5" TOP a través de ciertos mecanismos que aln no se
conocen. Existen otras vias de activacion S6, como la de PDK1. La desregulacién de la activacién
de S6 contribuye a la tumorogenesis mediante la via de PI3K. Por otro lado, TSC1/2, junto con
AKT, actdan como antagonistas de la activacion de S6K, por lo que las células tumorales
presentaran una perdida de funcién de estas moléculas, favoreciendo la traduccién de 5°TOP,
que acaba por generar una sintesis incontrolada de proteinas. Tomado de Ruggero y Pandolfi,
Nat Rev Cancer, 2003

Ciertas proteinas ribosomales tienen funciones adicionales, como la S3, que
funciona como una endonucleasa Il que repara DNA dafiado por radiacion
ultravioleta. Pero el hecho de que estas proteinas no estén asociadas a un tipo
tumoral concreto, hace dificil establecer las posibles combinaciones entre
proteinas ribosomales y la desregulacion de un tipo celular tumoral concreto.

La desdiferenciacion en las células tumorales frecuentemente conlleva un
aumento del niumero de nucléolos que puede ser secundario al incremento
aberrante de los dominios de eucromatina y a la activacion de NOR reprimidos
(desrepresion transcripcional). Los genes que llevan a cabo este proceso de
modificar la cromatina, aparecen desregulados en el cancer. El factor MYC,
codificado por el proto-oncogen myc, se sobrexpresa en muchos tumores y
promueve el reclutamiento de histona acetiltransferasas (HATS) en los genes
diana portadores de una Caja E e induce la transicion de heterocromatina a
eucromatina (Verlakhanova y Knoepfler, 2009). La sobreexpresion del gen myc
activa la transcripcion de genes ribosomales y de genes que codifican proteinas
ribosomales, Como consecuencia, se produce la activacion de la biogénesis de
ribosomas, un proceso esencial para la proliferacion y crecimiento de la célula
tumoral (Fig. 12). Ademds, en ese estado de desdiferenciacion o
reprogramacion, se observa una disminucion de las cisternas del REG y un
aumento de los polirribosomas libres, ya que el crecimiento y proliferacién de las
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células tumorales son altamente dependientes de proteinas sintetizadas por los
polirribosomas libres (Hein y cols., 2013).

RNA Pol Il

TRENDS in Molecular Modicine

Figura 12. Regulacion de latranscripcion del rDNA por el oncogen MYC. MYC regula la Pol
| a través de su unién al promotor de rDNA, , actuando sobre SL1, y alterando la funcién de
ciertos factores de transcripcién. Abreviaciones: Ac, acetilacién; HAT, histona desacetilasa; NPM,
nucleofosmina; UCE, upstream control element; Elementos promotores: E-box, TATA; TF, factor
de transcripcién. Tomado de Hein y cols.Trends Mol Med, 2013.

La sobreexpresion del gen myc desregula a la alta la sintesis de proteinas
ribosomales, produciendo un aumento del tamafio celular, por lo que el gen myc
tiene la capacidad de regular la sintesis total de proteinas en la célula (Fig. 13).
Dicho aumento del tamafio, se asocia a un aumento del tamafio nucleolar, asi
como la expresion de varias proteinas ribosomales y nucleolares que estan
involucradas en la biogénesis de ribosomas. Estos hallazgos se correlacionan
con los resultados obtenidos con el programa SAGE (“Serial Analysis of Gene
Expression”) en células de neuroblastoma. Al transferir a estas células un
oncogen de la familia myc, denominado nmyc, la mayoria de genes que
resultaban alterados en estas células codificaban proteinas ribosomales
asociadas con las subunidades mayor y menor de los ribosomas. Un segundo
grupo de genes desregulados en las células transfectadas con nmyc codifican
proteinas nucleolares como la NPM vy la nucleolina. Como se ha comentado
previamente, estas proteinas son necesarias para el procesamiento del rRNA,
por lo que estan implicadas en la regulacion del ensamblaje de ribosomas y en
el transporte entre el nucleolo y el citoplasma de las subunidades ribosomales
maduras. Los resultados obtenidos demuestran que los genes de la familia myc
son esenciales en la regulacion de la sintesis de ribosomas (Ruggero & Pandolfi,
2003).
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Figura 13. MYC controla multiples componentes de la biogénesis de ribosomas. MYC
regula directamente la expresion de un gran numero de proteinas ribosomales, componentes del
RNA, y factores auxiliares requeridos para el procesamiento del rRNA, el ensamblaje de
ribosomas y la exportacion de las subunidades de los ribosomas al citoplasma, asi como factores
de iniciacién para la traduccion de mRNAs. La regulacion de dichos factores por MYC requiere
el reclutamiento de cofactores, el remodelado de la cromatina y la participacion de las tres RNA
polimerasas. MYC facilita la transcripcién por parte de la RNA Pol |, para lo cual precisa la unién
de UBF y SL1. MYC activa la transcripcién del 5S rRNA y de tRNAs. La unién de MYC con MAX,
estimula la transcripcién de proteinas, como RPS, RPL, NCL y NPM1, por parte de la RNA Pol
Il. Dichas proteinas estan implicadas en el procesamiento del rRNAs y su exportacion. Tomado
de Ruggero & Pandolfi, Nature Rev Cancer, 2003.

El gen supresor tumoral PTEN también ha demostrado tener una gran
importancia en la regulacion del tamafio celular, ademéas de su capacidad para
regular la biogénesis ribosomal. PTEN codifica una fosfatasa que desfosforila
determinadas moléculas, provocando la represion de la quinasa PI3K, que en
condiciones normales aumenta la actividad de la quinasa S6K. Estos procesos
estan regulados por la quinasa mTOR. PTEN aparece mutado en varios tipos de
cancer, y su perdida aumenta la actividad quinasa de S6K. La inactivacion
farmacoldgica de la via mTOR reduce la proliferacion de células tumorales,
ademas de inhibir la actividad de S6K. Este tipo de farmacos, no son eficaces en
los tumores que carecen de un PTEN mutado, lo que demuestran el papel tan
relevante de PTEN en la regulacion del crecimiento celular a través de la
activacion de S6K (Fig. 14). Conocer estas vias de accion, nos permitira en el
futuro, desarrollar posibles agentes terapéuticos contra las enfermedades
resultantes de dichas alteraciones genéticas.
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Figura 14. Regulacion de la transcripcion de rDNA mediante la cascada de sefales
generadas por los oncogenes y genes supresores tumorales. Las cascadas de sefializacion
como RAS/RAF/ERK y PI3K/AKT/mTOR regulan el complejo de la Pol I, incluido a RRN3, UBF
y SL-1 para aumentar la sintesis de rRNA. Estas cascadas de sefializacion también regulan otros
componentes esenciales de la biogénesis de ribosomas, como 5S rRNA. Tomado de Hein y cols,
Trends in Medicine, 2013.

Otros genes supresores recientemente descubiertos como los que codifican el
complejo TSC1/2, también regulan la actividad de S6K, inhibiéndola. Este
complejo esta relacionado indirectamente en la inhibicion de la actividad de S6K
através de la inhibicion de mTOR, por lo que PTEN y TSC1/2 funcionan de forma
conjunta para inhibir el crecimiento y la proliferacién celular (Ruggero y Pandolfi,
2003).

Los oncogenes y los genes supresores tumorales contribuyen a la progresion del
cancer a traves de la alteracion de la biogénesis de ribosomas. Un ejemplo es la
disqueratosis congénita, donde DKC1 codifica una enzima que media en la
modificacion post-transcripcional del rRNA. Esta enfermedad se caracteriza por
un envejecimiento prematuro, incluyendo el fallo de la medula 6sea y la
hiperqueratosis de la piel. Estos pacientes presentan una susceptibilidad a la
formacion de tumores asociada a la disminucién de biogénesis de ribosomas,
por lo que se sospecha que la alteracion de ribosomas esta directamente
implicada en la susceptibilidad tumoral observada. Las alteraciones de los
ribosomas aparecen en dominios especialmente importantes para interaccion de
éstos con el tRNA y el mRNA y consisten en un defecto de la pseudouridinacion
(conversion de uridinas en pseudouridinas), que tendran un efecto deletéreo
sobre la funcion de los ribosomas, favoreciendo la progresion tumoral.

Varias vias que conducen al aumento de la biogénesis de ribosomas estan
asociadas al proceso de transformacién tumoral. Las alteraciones pueden ocurrir
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a nivel a nivel de la transcripcion de rRNA o de su posterior modificacién, o a
nivel del ensamblaje de ribosomas. Como se ha comentado anteriormente, la
sobreexpresion de proto-oncogenes como myc produce una desregulacion a la
alta de las proteinas ribosomales y de determinados factores de traduccion, por
lo que el aumento de la actividad de traduccion esta acoplado al aumento de
ribosomas. Asi, el crecimiento y la proliferacion celular estan directamente
relacionados con la tasa de produccion de ribosomas y, consecuentemente, con
la tasa de sintesis de proteinas. Ademas, otra de las consecuencias del aumento
de la traduccion de mRNAs puede ser el incremento de la sintesis de
determinadas proteinas que, en condiciones normales, tienen una expresion
baja o0 moderada. De hecho, la funcién de la mayoria de oncogenes esta
estrechamente regulada para prevenir los efectos deletéreos sobre el
crecimiento celular. El descubrimiento de la sobreexpresion de determinados
componentes de la maquinaria de traduccion y su desregulacién en las células
cancerigenas nos ha permitido abrir nuevas posibilidades terapéuticas para
aguellas enfermedades o sindromes con capacidad para sufrir un proceso de
carcinogénesis.

Ademas, de las alteraciones en el ciclo celular, biogénesis de ribosomas y
sintesis de proteinas comentadas anteriormente, la disfuncion en la expresion
génica de los genes "driver" en el cancer afecta a otros mecanismos celulares
esenciales en el proceso de carcinogénesis. Entre ellos, enunciamos las
alteraciones en la polaridad y adhesiéon y comunicacion intercelular celular, asi
como la inestabilidad cromosémica que no son objetivos de esta revision.

7. NUCLEOLO Y CANCER

En 1896, Pianese observo que las células tumorales se caracterizaban por
presentar un nucléolo hipertréfico y de morfologia muy irregular en comparacion
con las células normales. Durante la primera mitad del siglo XX estos hallazgos
fueron confirmados y se consideraron una forma de “diagnostico incuestionable
de malignidad celular” (MacCarty. 1936). Con posterioridad, se observoé que
estos cambios también podian tener lugar en células normales, por lo que dejo
de ser un criterio diagnostico (Busch y Smetana, 1970; Koller, 1963). No
obstante, el interés sobre el nucléolo ha ido aumentando durante los ultimos afios
en paralelo con el avance del conocimiento cientifico sobre los mecanismos
reguladores de la biogénesis de ribosomas y las alteraciones genéticas y
metabdlicas que se producen en las células tumorales. A estos avances ha
contribuido el desarrollo de nuevas técnicas de biologia celular y molecular que
permiten caracterizar la organizaciéon estructural, molecular y funcional del
nucléolo y su respuesta en condiciones experimentales y patologicas (Derenzini
y Ploton, 1991; Derenzini y cols., 1990; Ploton y cols., 1986; Trere, 2000). Tras
el descubrimiento del papel regulador negativo de p53 sobre la transcripcion de
los genes ribosomales, asi como de la relacién directa entre la desregulacion de
la sintesis de ribosomas con el aumento del riesgo de desarrollar una
transformaciéon celular maligna (Montanaro y cols., 2012), ha aumentado el
interés cientifico por investigar la relacion entre la produccion de ribosomas vy el
cancer.
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Los cambios morfolégicos y funcionales del nucleolo observados en las células
de un tejido tumoral son consecuencia de un aumento de la demanda de la
biogenesis de ribosomas y de cambios en los mecanismos de control de la
proliferacion celular que caracterizan a estas células. La pérdida o alteracion en
la funcién de dos importantes proteinas, pRb y p53, que ejercen un papel
supresor tumoral, provocan en las células tumorales una desregulacion en la
biogénesis de ribosomas. La asociacion entre cancer e hipertrofia nucleolar
sugiere un papel relevante de ésta en la tumorogenesis. La desregulacion en la
produccién de ribosomas y los cambios estructurales en los ribosomas
contribuyen, del mismo modo, a la transformacién neoplasica de las células
mediante la alteracion del balance de las proteinas sintetizadas (Pathol, 2008).
Durante afos, la relacion entre el nucléolo y el cancer ha sido objetivo de
multiples estudios que, entre otras cosas, han tratado de aclarar si los cambios
nucleolares eran consecuencia o la causa de la transformaciéon maligna de las
células (Fig. 15).

Figura 15. Células tumorales donde se ve un aumento del nimero de nucloeolos como
respuesta a una mayor demanda de proteinas. La célula tumoral de la imagen (A) presenta
multiples nucléolos, un patron predominante de eucromatina y un citoplasma rico en
polirribosomas con un REG desorganizado. Las imagenes (B) y (C) son células PC3 de un
carcinoma de prostata con un aumento del numero de nucléolos (rojo). Cortesia de Suarez,
Berciano, Lafarga, Mufioz, 2003.

Como se ha comentado anteriormente, las células tumorales se caracterizan por
presentar alteraciones en la expresion de genes supresores tumorales y proto-
oncogenes, que son responsables de la proliferacion celular desordenada con
un aumento del crecimiento celular y desregulacion del ciclo celular. Es este
contexto, es razonable considerar que los cambios morfofuncionales del nucléolo
tienen consecuencias inmediatas sobre la proliferacion celular, asi como sobre
los mecanismos de control que actian sobre el ciclo celular. La tasa de
proliferacion celular es muy dependiente de la duraciéon del ciclo celular que, a
su vez, depende del tiempo que tarda la célula en pasar por la fase G1. Por lo
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general, la sobreexpresion de algunos oncogenes, como el que codifica c-MYC,
asi como la inactivacion de los genes supresores de tumores que codifican p53
y PRb, activan la funcion del nucléolo, favorecen la biogénesis de ribosomas y
reducen la duracion de la fase G1. Esta respuesta celular es esencial para
satisfacer la elevada demanda de sintesis proteica en las células tumorales que
presentan un crecimiento acelerado, dando como resultado un nucléolo
hiperactivo e hipertréfico, cuya dinamica tiene un importante papel en el proceso
de tumorogénesis (Ruggero y Pandolfi, 2003). Ademas, se ha observado que la
alteracion de la funcién nucleolar, asi como los defectos en la biogénesis de
ribosomas, tienen un efecto sobre la traduccion de mRNAs especificos, que
conduce a la expresion de ciertas proteinas implicadas en la transformacién
neoplasica de los tejidos a nivel celular.

Ciertas proteinas localizadas en el CF/CFD pueden ser marcadas
selectivamente con métodos de impregnacion argéntica para visualizar mediante
microscopia optica los NORs, tanto en los cromosomas metafasicos como en los
nucléolos de la interfase. En estos ultimos, se impregnan selectivamente las
unidades de transcripcién nucleolar (CF/CFD), clasicamente conocidas como
AgNORs. El nimero y el area ocupado por los AgNORs nucleolares esta
directamente relacionado con el tamafio del nucléolo y con su actividad
transcripcional (Fig. 16). Por lo tanto, la cuantificacion de los AQNORs nos
proporciona un método muy simple para el estudio de los cambios nucleolares
en células normales y tumorales (Derenzini y cols., 2009).

El descubrimiento de los AgNORs permitid realizar multiples ensayos para
valorar su utilizacién en la prediccion de la patologia tumoral y como factor
pronéstico de la enfermedad, incluso en comparacién con otros indicadores
prondsticos, como la edad del paciente, el estadio tumoral o el tamafio del tumor
(Derenzini & cols, 2017). El patron de AgNORs ha sido utilizado como indicador
de la supervivencia en el cancer de faringe, mieloma mdltiple, cancer de mama
y cancer de prostata. Ademas, se ha utilizado como forma de predecir la
respuesta del cancer al tratamiento con quimioterapia, llegando a ser el mejor
indicador de esta respuesta en adultos con leucemia mieloide. De este modo, los
AgNORs son una herramienta ampliamente utilizada para el estudio de los
cambios en el nucléolo celular en el contexto de una patologia tumoral (Maggi &
Weber, 2005; Derenzini & cols, 2017).
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Figura 16. Secciones histologicas de tejidos mamarios marcados con AQNOR, donde el nucléolo
aparece especificamente marcado con la plata. La imagen (A) representa un tejido normal
mientras que la (B) corresponde a un carcinoma de mama, donde vemos un incremento de
AgNORs en las células tumorales, lo que indica una mayor actividad nucleolar. Distribucion de
los AGNORs en una celula control (C) de una glandula mamaria, y en celulas de un cancer de
colon (D) y de mama (E). La imagen (F) representa las alteraciones del nucléolo en una celula
cancerigena a MO. Tomado de (A) y (B) Montanaro y cols., 2008; (C-E) Derenzini y cols, 2017;
(F) Ghadially F.N., Ultrastructural Pathology of the Cell and Matrix, 1988.
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Aunque la hipertrofia nucleolar con el incremento de los CF/CFD (AgNORS) se
considera generalmente una caracteristica de las células tumorales (Fig. 16), hay
estudios que demuestran que no siempre es asi. En efecto, en algunas células
tumorales con baja tasa de proliferacién tanto el tamafio como la actividad
nucleolar pueden estar disminuidos respecto a las células normales. De hecho,
los cambios en el nucléolo de las células tumorales estan intimamente
relacionadas con el numero de células proliferantes dentro del tejido tumoral y la
duracion del ciclo celular, parametros cinéticos que, en ocasiones, son altamente
variables en los tumores humanos (Ruggero y Pandolfi, 2003). El conjunto de
mecanismos responsables de la regulacion de la biogénesis de ribosomas, y por
tanto, de los consiguientes cambios a nivel del nucléolo, son el resultado de los
cambios funcionales que sufren determinados oncogenes y supresores
tumorales que controlan la proliferacion celular. La gran variabilidad en la
penetrancia de dichas alteraciones explica la disparidad de alteraciones que
sufre el nucléolo en las células tumorales como respuesta al estrés oncogénico,
en el que las proteinas pRb y p53 juegan un papel crucial (Montanaro y cols.,
2008). Respecto al papel de p53, el nucléolo actia como un sensor de estrés,
regulando el nivel celular de esta proteina. En respuesta al estrés oncogénico,
determinadas proteinas nucleolares (L11 y ARF) viajan del nucléolo al
citoplasma donde interaccionan con la ubiquitina ligasa Mdmz2, impidiendo la
ubiquitilacion de p53 y su posterior degradacion por el proteasoma y
estabilizando los niveles de p53 (Fig. 17). Asi, la funcion del nucléolo es crucial
para mediar entre las sefiales de estrés y los niveles de p53, permitiendo a las
células llevar a cabo una respuesta adecuada, deteniendo el ciclo celular
mediante una sefial inducida por p53 (Ruggero y Pandolfi, 2003).

Nucleolus
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Figura 17. Esquema de como la inactivacidn del factor de transcripciéon TIF-1A permite a
las células detener el ciclo celular y entrar en apoptosis. En presencia de TIF-12, el nucléolo
es muy activo en transcripcion, y los niveles de p53 se mantienen bajos mediante su ubiquitilacion
por Mdm2 y degradacion por el proteasoma. Cuando las células carecen de TIF-IA, la estructura
del nucléolo se ve alterada y las proteinas ribosomales (rP) que permanecen en el citoplasma,
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se asocian con Mdm2 para inhibir su actividad. Como consecuencia, la actividad de p53 se ve
incrementada, permitiendo a la célula detener su ciclo celular y entrar en apoptosis. Tomado de
Drygin y cols., Annu Rev Pharmacol Toxicol, 2010.

El locus INK4a/ARF del genoma humano codifica dos supresores tumorales
denominados pl1l6 y pl4. Ambas proteinas son esenciales para la coordinacion
del ciclo celular y prevencién de la transformacion tumoral. En las células
tumorales humanas, la perdida de INK4a/ARF aparece en segundo lugar, tras la
mutacion de p53, entre las principales alteraciones genéticas que con mas
frecuencia se detectan en el cancer, demostrando la importancia de dicho locus
en la prevencion de la tumorogénesis. Ciertamente, las proteinas pl6 y pl4
(ARF) tienen un papel vital en la prevencion del cancer en humanos, aunque
existe cierta controversia a la hora de determinar cual de las dos tiene mayor
peso. Mientras ARF es casi indetectable en los tejidos normales, las sefiales
oncogénicas, como las que provocan las oncoproteinas Ras y MYC, producen
un aumento dramatico de los niveles de ARF dentro del nucleolo. De este modo,
ARF se convierte en un sensor critico de las sefiales de hiperproliferacion (Drygin
y cols., 2010).

Durante la activacion del ciclo celular la NPM se fosforila por el complejo ciclina
E-cdk2 y se transporta del nucléolo al citoplasma. En el ciclo celular la NPM lleva
a cabo multiples funciones entre las que destaca la duplicacién de los
centrosomas y el mantenimiento de la estabilidad gendmica. Aun no esta claro
si la NPM tiene funciones oncogénicas o supresoras tumorales, pero se sabe
qgue NPM aparece sobre-expresada en varios tipos de canceres, por lo que
puede estar relacionada con el proceso de tumorogénesis. Las células
portadoras de una mutacion en el gen que codifica NPM presentan un ARF
deslocalizado en el citoplasma, por lo que no puede unirse a Mdm2, afectando a
los niveles de p53. Ademas, la inactivacion de NPM induce dafio en el DNA y
altera la duplicacién de los centrosomas. Estos datos indican que NPM tiene un
papel critico en el mantenimiento de la funcion de p53 y de la estabilidad
gendmica, actuando como supresor tumoral en condiciones normales. Asi, su
sobreexpresion parece asociarse a a un aumento de la proliferacion celular y de
la formacién tumoral. Los estudios realizados sobre tejidos tumorales han
demostrado un aumento de los niveles de NPM, correlacionandose con un
aumento del crecimiento celular. Por lo tanto, NPM actia como regulador del
ciclo celular y la proliferacibn mediante la interaccion con multiples proteinas,
incluyendo p53, Mdm2 y ARF. En las células cancerigenas, el aumento de NPM
aumenta la expresion de determinadas sefiales de iniciacion del cancer y la
tumorogénesis (Drygin y cols., 2010).
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Figura 18. Diagrama simplificado del control de los mecanismos de proliferacién y
biogénesis de ribosomas por pRb y p53. La forma inactiva de pRb esta unida a UBF y E2Fs.
Cuando la célula entra en ciclo celular, pRb es fosforilada por CdK4 y CdK2, liberando la
represion de UBF y E2Fs. UBF, junto a SL1, se unen al promotor de rDNA, permitiendo asi su
transcripcion por la Pol I. El factor de transcripcion E2Fs se une al DNA de los genes diana
implicados en la progresién de la fase S, permitiendo la progresion del ciclo celular. Si el DNA
esta dafiado, p53 se une a SL1, dificultando su fosforilacion mediada por el efecto inhibidor de
p21 sobre CdK4 y CdK2, bloqueando asi la sintesis de rRNAs. CdK4 también puede ser
blogueado por p16. La biogénesis de ribosomas también resulta inhibida por ARF, que se une a
SL1, estabilizado a p53. Tomado de Montanaro L. y cols, 2008; Am J Pathol, 2008.
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Ademas de ser una factoria de ribosomas, el nucléolo es la diana de proteinas
codificados por genes supresores tumorales y oncogenes, haciendo de esta
estructura un centro de control para el correcto funcionamiento celular. Para ello,
las células deben generar una correcta respuesta al estrés mediante la
modificacion de la biogénesis de ribosomas, asi como de la expresion de genes
supresores tumorales como ARF o p53. La proteina supresora tumoral p53 es la
primera molécula que actla frente el estrés celular producido por la radiacion, la
hipoxia, las infecciones virales, las sefiales oncogénicas, etc. Esta proteina tiene
niveles variables a lo largo del ciclo celular, siendo maxima durante la mitosis, y
minima durante la fase de activacion de la sintesis de rRNA, lo que demuestra
su capacidad para regular la organizacion nucleolar a lo largo de los diferentes
estadios del ciclo celular. La capacidad de adaptacion del nucléolo a estas
circunstancias juega un papel importante en el proceso de la tumorogénesis
(Drygin y cols., 2010).

Como hemos visto, los cambios a nivel del nucléolo en las células tumorales
reflejan una respuesta adaptativa a las nuevas caracteristicas funcionales de la
célula. Ademas, es importante destacar el papel del nucleolo en determinadas
lesiones tisulares con elevado riesgo de sufrir una transformacion maligna. Un
ejemplo importante es la enfermedad hepatica cronica, causada por el virus de
la hepatitis, el abuso de alcohol y errores del metabolismo, que puede derivar en
un carcinoma hepatico como resultado de las alteraciones genéticas que
acontecen en los hepatocitos el transcurso de la enfermedad cronica. Tanto el
virus de la hepatitis B (VHB) como de la hepatitis C (VHC) son responsables de
la evolucion a la cronicidad de la enfermedad hepatica. Es importante destacar
gue proteinas sintetizadas por ambos virus tienen la capacidad de estimular las
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RNA Pol | y lll, actuando a modo de activadores transcripcionales, ademas de
modular la expresion de genes involucrados en el control del ciclo celular. El
proceso de hepatocarcinogénesis que sufren estos pacientes afectados por una
infeccion cronica por el virus VHB esta condicionado por la presencia de la
proteina HBV X, necesaria para que se produzca la replicacion viral, ya que
induce la activacion del promotor rDNA dependiente de la RNA Pol I, un proceso
frecuentemente asociado a la activacion de la via Ras de sefializacion celular.
En este contexto, se cree que el aumento de la produccion de ribosomas
inducida por las proteinas viricas juega un papel esencial durante la
tumorogénesis, aumentando la tasa de proliferacion celular. De este modo, las
lesiones hepéticas cronicas inducidas por la infeccion viral, son parcialmente
consecuencia de la disfuncién nucleolar, haciéndolas susceptibles al proceso de
hepatocarcinogénesis (Wang y cols., 1998). La hipertrofia nucleolar que precede
al proceso cancerigeno, puede ser independiente de la proliferacién celular. De
hecho, la mayoria de los hepatocitos en la enfermedad hepética cronica se
caracterizan por la presencia de un nucléolo muy aumentado sin que exista
proliferacion celular. Por ello, la hiperactividad del nucléolo podria contribuir
notablemente a la transformacion y progresion neoplasica de los hepatocitos
afectados con caracter crénico. Ademas de todos estos procesos, se ha visto
gue un aumento de la produccién de ribosomas, no acoplado con el proceso de
division celular, puede alterar los mecanismos de traduccién, produciendo
variaciones cuantitativas en la sintesis de proteinas especificas que controlan la
progresion del ciclo celular, favoreciendo la propia proliferacion celular (Derenzini
y cols., 2017)

La importancia de relacién entre la biogénesis de ribosomas y el cancer se ha
evidenciado, también, a través de una serie de estudios epidemiolégicos
basados en la relacion entre el uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
y la disminucion del riesgo de padecer cancer (Algra y Rothwell, 2012; Rothwell
y cols., 2011, 2012; Thun y cols., 2002, 2012), especialmente en el cancer de
colon (Cao y cols., 2016). Este descubrimiento se basa en el hecho de que el
uso de aspirina a dosis terapéuticas ralentiza el proceso de maduracion del
rRNA, lo que se traduce en una disminucion de sintesis de ribosomas en las
células humanas. La alteracién en la biogénesis de ribosomas se asocia a un
impedimento en la degradacién de p53 por el proteasoma dependiente de la
ubiquitina ligasa Mdmz2. Ademds, un aumento de los niveles de p53 deberia
contrarrestar el estimulo pro-tumorogénico, generado por la IL-6 durante el
proceso inflamatorio, sobre las células epiteliales de la mucosa del colon. Estos
resultados son consistentes con el criterio de que la disminucién de la actividad
de la mayoria de los supresores tumorales conduce a la desregulacion de la
biogénesis de ribosomas y juega un importante papel en la transformacion
neoplasica (Derenzini y cols., 2017).

Con toda esta informacién, se puede concluir que los cambios morfol6gicos y
funcionales que se observan a nivel del nucléolo de las células que conforman
un tejido tumoral son el resultado del aumento de las necesidades metabdlicas
que caracterizan a las células en proliferacion. Ademas, las alteraciones
genéticas y epigenéticas que con mayor frecuencia aparecen en los tumores
humanos son responsables de la activacion de la transcripcion de rRNAs. De
este modo, es razonable referirnos a este cambio como una forma que tiene el
nucléolo de adaptarse a la transformacion que estan sufriendo las células. Estos
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mecanismos adaptativos también se observan en tejidos afectados por
determinadas enfermedades con un riesgo elevado de transformacion maligna,
como es el caso de la enfermedad hepatica cronica comentada anteriormente.
Asi, la biogénesis aberrante de ribosomas es un componente importante en el
proceso de carcinogénesis (Montanaro y cols., 2008). En el futuro, la
identificacion concreta de todos y cada uno de los mecanismos y componentes
moleculares y genéticos implicados en estos procesos, nos permitiran desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de las enfermedades con
alto riesgo tumoral y el propio cancer.

8. EL NUCLEOLO COMO DIANA EN LA TERAPIA CONTRA EL CANCER

Dado que la desregulacion a la alta en la transcripcion del rDNA con una
transcripcion aberrante de la RNA Pol | es una caracteristica del cancer, los
componentes del complejo de la RNA Pol | pueden ser una prometedora diana
terapéutica en el cancer. En este contexto, varias de la terapias actualmente
aprobadas para el tratamiento del cancer tienen como objetivo la inhibicién de la
sintesis de rRNAs (Drygin y cols, 2010; Hein y cols, 2013). Por otra parte, la
trasformacion celular inducida por oncogenes como c-Myc, podria ser utilizada
COmo una nueva estrategia terapéutica en el cancer. Es bien conocido que la
sobreexpresion de c-Myc induce una via de sefializacion dependiente de un
aumento de la actividad de la RNA Pol |, acelerando la biogénesis ribosomal. Sin
embargo, no es posible atribuir a esta funcién, por si sola, la causa de la
transformacién maligna, pero si que como un factor esencial en la biogénesis
ribosomal.

Entre las drogas utilizadas en la quimioterapia del cancer, el cisplatino es capaz
de inhibir selectivamente la RNA Pol I. El cisplatino es utilizado en mdltiples tipos
de cancer, especialmente en carcinomas. La droga se intercala en el DNA,
interfiere con la division celular e induce la apoptosis. El estudio de los
mecanismos moleculares de accion del cisplatino ha demostrado que tiene una
alta afinidad por el UBF, al que secuestra e impide su unién al rDNA vy, por
consiguiente, su transcripcion. De hecho, se ha demostrado una correlacién
entre los niveles de UBF y la sensibilidad de las células tumorales al cisplatino.
En consecuencia, el factor UBF emerge también como una diana terapéutica del
cancer. Otros agentes tales como doxorubicina, la mitoxantrona y la mitomicina-
C tienen como diana la produccion de ribosomas, ejerciendo un efecto inhibidor
sobre la actividad transcripcional de la RNA Pol | (Drygin y cols, 2010). La
actinomicina D, a muy bajas dosis, también inhibe selectivamente la sintesis de
rRNA e induce la parada del ciclo y la apoptosis en células tumorales deficientes
en pRb o p53 (Tabla 1) (Montanaro y cols, 2007; Lafita-Navarro y cols., 2016).

Los farmacos de la familia de las elipticinas han sido recientemente descubiertos
como inhibidores de la transcripcion dependiente de la RNA Pol I. Esta droga
impide la unién del factor de transcripcion SL1 al promotor de los genes
ribosomales bloqueando el ensamblaje del complejo iniciador de la transcripcion.
Se han iniciado ensayos clinicos con estos farmacos, pero no han pasado de la
fase Il a consecuencia de los efectos adversos que desarrollaban los pacientes.
Otra clase de agentes que inhiben el crecimiento celular son el everolimus y
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temsirolimus, que alteran la sintesis de ribosomas a través de su accion sobre la
actividad de mTOR. Estos farmacos en estudio tienen un efecto inhibidor sobre
la sintesis de rRNA y reducen la biogénesis ribosomal a través de la inhibicion
de la RNA Pol I (Drygin y cols., 2009).

En la dltima década est& apareciendo una nueva generacion de farmacos anti-
cancerigenos que han sido disefiados para inhibir de forma selectiva la actividad
transcripcional de la Pol I. El mas avanzado en su aplicacion es el CX-3543
(quarfloxina; Cylene Pharmaceuticals). Esta droga se une a estructuras de
cuadruple hélice del DNA (G-cuadruplex DNA) que se forman en regiones ricas
en guanina (G-rich) de las repeticiones del rDNA nucleolar. Esta interaccion
impide la formacion del complejo nucleolina-G-cuadruplex DNA y provoca la
inhibicion de la fase de elongacion de la transcripcién gobernada por la RNA pol
I, la translocacion al nucleoplasma de la nucleolina no unida a los G-cuadruplex
de rDNA y finalmente la muerte celular por apoptosis. CX-3543 ha completado
con éxito los ensayos clinicos de la fase | en pacientes con tumores sélidos
(Drygin & cols, 2010). CX-3543 ha sido evaluado como terapia anticancerigena,
resultando ser bien tolerado, ademas de ser clinicamente beneficioso en
pacientes con tumores carcinoides y neuroendocrinos en dos ensayos clinicos
independientes (Hein y cols., 2013; Drygin y cols., 2009).

Esta ultima generacion de farmacos antineoplasicos con efectos sobre la RNA
Pol | incluye también el CX-5461 (Cylene Pharmaceuticals). Este agente impide
la unién del complejo transcripcional SL-1/TIF-1B al promotor del rDNA 'y bloquea
la iniciacion de la transcripcion dependiente de la RNA Pol |, lo que conduce a la
inhibicion de la proliferacién celular (Hein y cols, 2013). La inhibicion de la
proliferacion ha sido confirmada en ensayos preclinicos. Ademas, CX-5461 tiene
una especificidad entre 300-400 veces superior para la RNA Pol | que para Pol
Il o Pol lll. Es importante destacar, que a pesar de la alta tasa de sintesis de
ribosomas que presentan las células cancerigenas, la sensibilidad de las mismas
a la inhibicion de la RNA Pol | varia significativamente entre las diferentes lineas
celulares tumorales humanas, siendo los tumores hematolégicos con alteracion
de p53 las méas sensibles (Tabla 1). El tratamiento con CX-5461 ha sido muy
eficiente en modelos experimentales del linfoma Burkitt en humanos. Los
resultados obtenidos con este nuevo farmaco son prometedores, ya que han
conseguido una remision completa de la enfermedad, asi como un aumento de
la supervivencia a largo plazo en modelos de linfomas B dependientes de MYC.
Estos resultados no sélo se relacionan con una disminucion en la tasa en la
biogénesis de ribosomas, sino también con la activacion de p53 y la induccion
de apoptosis en las células tumorales. La estabilizacién de p53 inducida con el
tratamiento con CX-5461se correlaciona con la disrupcion del nucléolo. Esto
conduce a la liberacién nucleoloar de determinadas proteinas ribosomales que
interaccionan con la ubiquitina ligasa de p53, Mdm2, e impiden la ubiquitilacion
y degradacion de p53 (Hein y cols., 2013). Actualmente, el Centro Peter
MacCallum de Australia esta realizando ensayos clinicos en fase | con este
nuevo farmaco en pacientes con cancer hematolégico, evaluando asi, el modo
en el que la inhibicion de la sintesis de ribosomas nos ofrece una nueva via
terapéutica eficaz para la lucha contra el cancer.

Las terapias que actian sobre el mecanismo de transcripcion mediado por la
RNA Pol | presentan ciertas ventajas frente a la quimioterapia o radioterapia que
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actualmente se emplean como activadores de p53. El importante destacar que
las terapias que actuan selectivamente sobre la RNA Pol | son significativamente
menos toxicas para el resto de la poblacion de células no tumorales, reduciendo
de este modo el riesgo de aparicion de tumores secundarios a la accion de estos
agentes genotéxicos. De este modo, la estabilizacion de p53 mediante farmacos
no genotoxicos, promete ser una nueva y exitosa via para el tratamiento de
ciertos canceres. Teniendo en cuenta la gran cantidad de rutas metabdlicas y
funciones intracelulares, ademas del papel de p53 como regulador del
funcionamiento nucleolar, y su relacion con la desregulacion celular que
presentan las células tumorales, el nucléolo se presenta como una diana clave
para las futuras terapias contra el cancer (Tabla 1; Hein y cols., 2013; Drygin y
cols., 2009).

La investigacién basica de nuevos compuestos cuya diana es el complejo de la
RNA Pol | ha permitido descubrir una nueva molécula de pequefio tamafio con
efectos antitumorales, la BMH-21. Este compuesto se une a secuencias del
rDNA ricas en GC y reprime la actividad de la RNA Pol I. El mecanismo parece
ser dependiente la degradacion por el proteasoma de la subunidad catalitica
grande, RPA194, del complejo de la Pol I, lo que potencialmente ofrece una
nueva oportunidad terapéutica para el futuro desarrollo (Peltonen y cols., 2014).

Mecanismo de Impacto sobre Impacto
Farmaco e la biogénesis sobre el Tipo de céancer
accion : )
de ribosomas nucléolo

Adenocarcinoma,
estébmago y
pancreas, vejiga,

Alteracion de la hebra mama, cérvix,

Inhibicién de la

Mitomicina C de I'DNA’mediante la transcripcion de Desintegr:clcién colorectal,
alquilacion de 5-CpG- 1 Pol | del nucléolo cabeza, cuelloy
3 guanosina cancer de
pulmén no
células
pequefas

Testiculo, vejiga,
Alteracion del DNA Inhibicién de la Desintearacion pulmén, esofago,
Cisplatino por la alquilacién de transcripcion de gre estdmago,
del nucléolo -
bases la Pol | ovario, sarcoma
y linfoma
Alteracion del DNA  Inibiciende la oo o ef%‘f’:\g%%y
Oxaliplatino por la atl)gtélllazzmon de translc;nlggllc:n de del nucléolo s
colorectal

Mama, prostata,
higado, leucemia
mieloide y

Inhibicién de la

Inhibicién de la L
transcripcion de

Desintegracion

Mitoxantrona

topoisomerasa I | del nucléolo .
a Pol | linfoma no
Hodgkin
Vejiga, mama,
estomago,
- Inhibicién de la Inh|b|c_|on_§ie la Desintegracion pulmoq, SRl
Doxorubicina topoisomerasa Il transcripcién de del nucléolo tiroides,
la Pol | leucemia,
mieloma y

linfoma Hodgkin

Modulacion
Camptotecina Inh|_b|C|0n dela temprana_ del Desmtegrficmn Ovario, pu!m(_)n,
topoisomerasa |l procesamiento del nucléolo colon y cérvix
del rRNA
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Temsirolimus

2l Inhibicién de mTOR

Incorporacion de la
timidilato sintetasa al
47S pre-rRNA

5-Fluorouracilo

Inhibicién de la
translacion, evitando
la elongacion

Homoharringtonina

Intercala cadenas
dobles de DNA ricas
en GC

Actinomicina D

Altera la interaccion
nucleolina/cuatripletes
de G de rDNA

CX-3543

Inhibe la formacion
del complejo de pre-
inicializacion SL-1 del

promotor de rDNA

CX-5461

Altera el ensamblaje
del complejo SL-1y
del complejo promotor
del rDNA

Elipticina

Inhibicion de la
transcripcion de
la Pol |

Alteracion tardia
del
procesamiento
del rRNA

Alteracion tardia
del
procesamiento
del rRNA
Inhibicién de la
Pol | a
concentraciones
nanomolares
Inhibicién
selectiva de la
Pol |
(elongacién)

Inhibicién
selectiva de la
Pol | (iniciacion)

Inhibicién de la
Pol I (iniciacién)

No afecta

No afecta

No afecta

Desintegracion
del nucléolo

Redistribucion
de la
nucleolina, no
afecta ala
fibrilarina

Desintegracion
del nucléolo

No determado

Carcinoma de
rifién, tumores
neuroendocrinos
de origen
pancreatico,
astrocitoma de
células gigantes,
cancer de mama
HER2 negativo
Colon, eséfago,
estébmago, recto,
mama, via biliar,
cabezay cuelloy
carcinomas

Leucemia
mieloide crénica

Tumor de Wilms
y sarcoma de
Ewing

Fase clinica |
para carcinomas
y tumores
neuroendocrinos

Fase clinica |
para leucemia
mieloide aguda,
mieloma mdltiple
y linfoma

Fase clinical y Il

Tabla 1. Quimioterapicos con impacto sobre la biogénesis de ribosomas. Tomado de Hein
N. y cols, Trends Mol Med., 2013.

Més de un siglo después de que el italiano Pianese anaunciase por vez primera
la participacion del nucléolo en la carcinogés, el estudio del papel del nucléolo
en la biologia normal y en la patologia tumoral y no tumoral ha adquirido una
enorme relevancia y ofrece nuevas oportundades para el disefio de nuevos
tratamientos en patologias humanas. El estudio del nucleolo representa un
desafio intelectual para los futuros investigadores seducidos por esta intrigante
organela esencial para el control de la vida de la célula.
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