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Introduccion

El nucleo es una de las caracteristicas distintivas que define a las cé-
lulas eucariotas.

El ntcleo es el principal reservorio genético de la célula eucariota,
en su interior se llevan a cabo los procesos de replicacion y transcrip-
cién entre otros.

El nucleo, el organoide mds grande de las células eucariotas, esta
delimitado por la envoltura nuclear (EN), la cual se compone de una
red de filamentos intermedios (lamina nuclear), y dos membranas,
la membrana nuclear interna (MNI) y la externa (MNE), respectiva-
mente. La MNI interacciona con la lamina a través de proteinas de
unién (por ejemplo la LAP2) y la MNE presenta continuidad con
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el reticulo endoplasmico (RE) rugoso; el espacio entre ambas mem-
branas presenta continuidad con el lumen del RE (Hetzer, 2010).

La primera demostracion de la existencia de lipidos (Chayen,
Gahan y Cour, 1959) y los primeros reportes sobre lipidos neutros
(LN) en el nucleo se remontan hacia fines de los "60 y principios de
los '70; dichas investigaciones se realizaron junto con el desarrollo
de los primeros protocolos para el aislamiento de nuicleos. En esos
afios, investigaciones independientes de Kashnig (1969), Kleining
(1970), Keenan (1970) y Khandwala (1971) en nucleos y membranas
nucleares aislados de higado de rata, cerdo y vaca, demostraron que
en el nucleo habia lipidos polares (LP) y neutros (LN: colesterol (C),
ésteres de colesterol (CE) y triacilglicéridos (TAG). Posteriormen-
te surgieron evidencias indirectas de la existencia de LN en el nu-
cleo cuando se realizaron estudios de incorporacion de acidos grasos
(AG) exodgenos radiactivos (1988) in vitro y se encontrd marcacion
radiactiva en LP y TAG. En los afios siguientes las investigaciones se
centraron en los LP y en el C nuclear.

Objetivos generales

El objetivo general en los que se enmarcan estos resultados es deter-
minar la funcién de los lipidos nucleares.

La informacién generada permitira un mejor diagndstico, pro-
noéstico y/o tratamiento de patologias donde la homeostasis lipidi-
ca esté alterada. Permitira establecer si los lipidos nucleares se rela-
cionan y/o regulan como los citosdlicos en condiciones normales y
patologicas, e incorporarlos como blancos alternativos para los trata-
mientos de obesidad, diabetes, dislipemias, ateroesclerosis y procesos
neurodegenerativos.

Objetivos especificos e hipotesis de trabajo

Determinar la composicion, topologia y propiedades fisicoquimi-
cas de los lipidos del nucleo.
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Proponer un modelo de organizacién espacial de los lipidos nu-
cleares.

Hipdtesis
En el nucleo los LP y el C se encuentran mayoritariamente en la EN,
mientras que en el interior nuclear se concentran los LN (C, CE y
TAG).

Los LN nucleares se organizan en gotas lipidicas nucleares (nLD)
similares a las citosolicas, formadas por un core hidrofébico y rodea-
dos por una monocapa lipoproteica.

Materiales y Métodos

Toda la informacion respectiva se encuentra especificada y publicada
en los respectivos trabajos (Layerenza et al., 2013; Gaenor Jacobsen,
2019).

Resultados

Composicion lipidica y contenido proteico de niicleos y matrices
nucleares de células hepdticas

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar la organizacion de
los lipidos nucleares.

Como modelos experimentales, se trabajé con nicleos enteros y
matrices nucleares (Mx) aislados de higado de rata, mediante proto-
colos de fraccionamiento celular que se disefiaron en el laboratorio
(Ves Losada y Brenner, 1995; Mate, Brenner y Ves Losada, 2006). Los
lipidos nucleares que no se localizan en la doble membrana nuclear,
que los denominamos lipidos endonucleares, se analizaron en las Ma-
trices nucleares, que se obtuvieron eliminando las membranas con el
detergente no iénico Tritén X-100 0.08 % (Layerenza et al., 2013).

Por lo cual, el primer paso fue obtener la composicion lipidica nu-
clear. Como se muestra en las Figuras 1 y 2, determinamos la compo-
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Figura 1. Composicién lipidica y contenido proteico del homogenado Niicleo
y Matriz nuclear de higado de rata.
Las muestras fueron obtenidas a partir de higado de rata. TAG: triacilgéridos;
C: colesterol; CE: ester de colesterol;
LP: lipidos polares y H: Homogenado de higado de rata. Resultados publicados
en Layerenza y col. BBA 2013.

Composicion quimica de las nLD aisladas a partir de nicleo

Las nLD poseen, aproximimadamente, partes iguales
de Triglicéridos (TAG), Colesterol (Cho) y Esteres de colesterol (CE),
y un pequefo porcentaje de Fosfolipidos (PL).

Figura 2. Composicion de las clases lipidicas de las nLD de higado de rata
Las muestras fueron obtenidas a partir de higado de rata. nLD: Gotas lipidicas
nucleares, TAG: triacilgéridos; C: colesterol; CE: ester de colesterol; LP: lipidos
polares, GPL: glicerofosfolipidos, SL: esfingolipidos. La figura fue adaptada del
trabajo de Tesis doctoral del Dr. JP Layerenza (UNLPE, 2013).
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sicion lipidica y el contenido proteico del homogenado, de los nticleos
y de las matrices nucleares aisladas de higado de rata.

Observando los datos de recuperacion respecto del homogenado
vemos que los lipidos y las proteinas nucleares representan una pe-
quefia proporcion del total celular con valores de 0,3 y 1 %, respecti-
vamente (Ibid., 2013). Aun dentro de los componentes nucleares, los
lipidos siguen conformando un grupo minoritario (3%) mientras que
las proteinas en proporcion dan cuenta del 97% restante. Cabe destacar
que los acidos nucleicos no fueron tenidos en cuenta para el calculo.

Los lipidos nucleares estin compuestos principalmente por lipidos
polares (94%), los LN corresponden al 6% restante. Los PL nucleares
tanto del nucleo entero como los de la matriz han sido caracterizados
por tener tanto glicerofosfolipidos (GPL) como esfingofosfolipidos
(SL) (Layerenza et al., 2013). Los LN nucleares estan compuestos por
TAG, Cy CE en las siguientes proporciones 22, 53 y 25%, respectiva-
mente, Figura 1-2.

Los lipidos de la matriz nuclear, considerados como endonuclea-
res (ya que la matriz se obtuvo eliminando la doble membrana nu-
clear con Triton X-100), representan el 0,03% de los lipidos totales
presentes en el homogenado de higado. Los lipidos conforman el 1%
de los componentes. En la matriz nuclear se localizan sélo el 6% de
los lipidos nucleares ya que el resto es corresponde a los componentes
de la membrana nuclear. Los lipidos endonucleares estan compuestos
en un 60% por lipidos polares y un 40% por LN. Estos ultimos estan
compuestos por TAG, Cy CE en la siguiente proporcion: 54, 17 y 29%,
respectivamente (Ibid., 2013).

Es interesante observar que una gran proporcion del CE (60%) y
una baja del C (16%) son recuperadas en la matriz nuclear respecto
del nucleo, esto se debe a que el C es un componente importante de
la membrana nuclear que es removido durante la obtencién de las
matrices; mientras que el CE es altamente hidrofobico y es excluido de
las membranas con lo cual se aloja en dominios resistentes al Triton
X-100 dentro del nucleo.
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Siguiendo el mismo razonamiento, para los TAG es logico esperar
un comportamiento analogo al CE y de hecho se recupera la totalidad
en la matriz (117%). Hay que notar lo cuantitativamente pequefio que
es el pool nuclear de TAG, representando tan so6lo el 0,07% de los TAG
totales del homogenado de higado.

En conclusién, los lipidos nucleares se localizan en dos pooles
principales, la doble membrana nuclear compuesta de glicerofosfo-
lipidos, esfinfosfolipidos y colesterol; y dentro del nucleo, los lipidos
endonucleares estan enriquecidos en TAG y CE.

Composicion y localizacion de los acidos grasos nucleares

En la Figura 3 se representa la proporcion de AG esterificada en cada
clase de lipidos nucleares y endonucleares. Estos datos se calcularon
a partir de la composicién lipidica del nucleo y de la matriz nuclear
(Layerenza et al., 2013) y considerando que los GPL, SL, TAG y CE
poseen 2, 1, 3y 1 AG esterificado, respectivamente.

En el nucleo el principal pool de AG lo constituyen los LP, y en
particular los GPL: fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE)
y fosfatidilinositol (PI) en orden decreciente, que son los principales
componentes de la EN (compuesta por LP y C) y como ya se presen-
tara en la Figura 1; representan el 96 % de los lipidos nucleares; y en
menor proporcion fosfatidilserina (PS) y esfingomielina (SM) y los
LN: TAGy C.

En el interior nuclear los principales pooles de AG estan constitui-
dos mayoritariamente por TAG y PC y en mucha menor proporcion
por el resto de los LP (PE, PI, PSy SM) y los CE.

En el nicleo los lipidos se encuentran en dos pooles contrastantes,
la EN constituida mayoritariamente por LP y C y PUFA, y en la ma-
triz nuclear por LN (TAG y CE) enriquecidos en AG saturados y AG
monoenosicos (MUFA). Como se observa en la Tabla 1, los principales
AG esterificados en LP son 20:4n-6 (dcido araquidénico) y 18:0 (acido
estedrico); por otro lado, entre los LN (TAG y CE) los principales AG
son 16:0 (acido palmitico), 16:1n-7 (dcido palmitoleico), 18:2n-6 (aci-
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do linoleico) y 18:1n-9 (acido oleico). En este ultimo grupo podemos
encontrar caracteristicas distintivas entre los TAG y los CE, ya que
los TAG poseen mayor proporcion de 18:1n-9 y los CE de 16:1n-7 y
18:2n-6.

En conclusion, los LP nucleares se caracterizan por contener ma-
yoritariamente 20:4n-6 y 18:0 y éstos se localizan en la DMN, mien-
tras que los LN poseen mayor proporcioén de 16:0, 16:1n-7, 18:2n-6 y
18:1n-9 y se localizan en el interior nuclear.

Topologia y composicion de las poblaciones de gotas

lipidicas celulares

Para evaluar la hipotesis de trabajo que sostiene que los LN nuclea-
res se organizan en gotas lipidicas (nLD), la primera estrategia fue
intentar visualizar las gotas lipidicas en nucleos a partir de células en
cultivo primario de hepatocitos de rata en condiciones control. Como
se observa en la Figura 4A, mediante microscopia de epifluorescencia,
se observan dos poblaciones de gotas lipidicas, una en el citoplasma
(cLD) y otra mas pequena dentro del ntcleo (nLD) (Layerenza et al.,
2013).

Posteriormente se aislaron las nLD y se determino su composicion
como se presenta en la Figura 2. Las nLD se componen de un 38% de
lipidos y un 62% de proteinas; los lipidos y proteinas de éstas repre-
sentan tan solo el 0,002% de los respectivos componentes celulares.
Los lipidos de las nLD estan formados en un 85% por lipidos neutros
y un 15% por lipidos polares. Las nLD poseen una composicion par-
ticular de lipidos neutros rica en CE (45%), C (32%) y TAG (23%)
(Figura 2). Esta composicion es muy diferente de la observada en ho-
mogenato total de higado, ntcleo entero, matriz nuclear y cLD.

Se propone un modelo estructural de las nLD comparable a las
cLD, en el que las gotas lipidicas estan constituidas por un core hidro-
fobico de lipidos neutros (TAG, CE y C) rodeados de una monocapa
de LP, Cy proteinas, como se muestra en la Figura 4B.
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Clase lipidicaala que se esterifican los acidos grasos

Nucleares

Endonucleares

Figura 3. Pooles nucleares y endonucleares de dcidos grasos
Teniendo en cuenta la composicién lipidica del niicleo y de la matriz nuclear, se
calculé la proporcion relativa de dcidos grasos en cada clase lipidica. Para hacer
el calculo se considerd que los LB, SM, TAG y CE poseen 2, 1, 3 y 1 dcido graso,
respectivamente. La figura fue adaptada del trabajo de Tesis doctoral del Dr. JP
Layerenza (UNLP, 2013).

A Gotas Lipidicas Nucleares (nLD)
Hepatocito )
en CUltiVO Core hidrofébico
TAG
CE W
Monocapa lipoproteica
.
L ¥ /

Wi Proteinas

Adaptado de Guo Y y col (2009)

Figura 4. Topologia y modelo estructural de las poblaciones de Gotas lipidicas
celulares
A: Andlisis mediante microscopia de epifluorescencia de cLD y nLD en cultivo
primario de hepatocitos de rata en condiciones control. En azul se observa la
tincion de los niicleos con DAPI y en verde, de las LD con BODIPY 493/503. Las
flechas indican las cLD y las amarillas nLD. La figura fue adaptada del trabajo de
Tesis doctoral de la Dra. LC Lagrutta (UNLPE, 2015).
B: Modelo estructural propuesto para las nLD adaptado del de las cLD, presentado
portunamente por Guo y col, 2009.
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Se determiné ademas, que las nLD constituyen un dominio nuclear
dindmico, y coordinado con las cLD, cuyas caracteristicas morfolo-
gicas se modifican en forma reversible por el acido oleico, mediante
mecanismos que involucran sintesis y degradacion de los lipidos que
las constituyen, y fusion y fision de LD (Lagrutta et al., 2017).

Discusion

Los lipidos en el nucleo, al igual que en el resto de la célula, son molé-
culas muy versatiles que poseen un activo metabolismo e importantes
funciones bioldgicas que abarcan roles estructurales, energéticos, y en
la regulacién celular, en procesos de sefializaciéon actuando como se-
gundos mensajeros.

Los lipidos nucleares se encuentran en dos localizaciones muy
contrastantes, la envoltura nuclear, mas fluida que el interior nuclear
y compuesta de GPL, SLy C; y dentro del nicleo, en las nLD, donde se
encuentran concentrados todos los TAG y CE nucleares, organizados
en un core hidrofébico rodeado de una monocapa de LP, C y protei-
nas asociadas. Existe ademds, un remanente de LP en la matriz nu-
clear formando complejos con la cromatina (Albi et al., 1994). Los LP
nucleares participan activamente como segundos mensajeros en dife-
rentes vias de sefializacion que involucraran a GPL y SL (14, 15). Los
LP nucleares se caracterizan por contener mayoritariamente 20:4n-6
y 18:0 en sus especies moleculares, mientras que los LN poseen en su
mayoria 16:0, 16:1n-7, 18:2n-6 y 18:1n-9 esterificados en sus molécu-
las (Layerenza et al., 2013; Mate, Brenner y Ves Losada, 2004).

En este trabajo se determiné que las nLD constituyen un dominio
nuclear dindmico, que responde a estimulos celulares externos en for-
ma reversible y coordinada con las cLD (Lagrutta et al., 2017).

El metabolismo lipidico nuclear de LN esta coordinado con el
citosdlico. Los LN celulares se localizan mayoritariamente en el ci-
toplasma, en las cLD. Esta documentado que las cLD participan en
numerosos procesos celulares a través de interacciones con el RE y el
Golgi (rutas anabdlicas), con mitocondrias y peroxisomas (rutas ca-
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tabolicas), con endosomas tempranos, caveolas y autofagosomas (vias
endociticas), VLDL y exosomas (vias exociticas), pardsitos y virus, y
finalmente con el citoesqueleto, a través de microttibulos y de protei-
nas motoras (Sahini y Borlak, 2014).

Los LN nucleares que se localizan y organizan en las nLD corres-
ponden a una proporciéon muy pequeia de los LN celulares, pero
estan estratégicamente localizados dentro del ntcleo habilitando un
dominio hidrofébico con caracteristicas muy diferentes a las de las
membranas nucleares y los demas dominios nucleares.

Las nLD estarfan involucradas en la homeostasis lipidica, y en el
interior nuclear servirian como un sistema buffer capaz de aportar o
incorporar en forma rapida proteinas y lipidos involucrados en vias
de senalizacién, aportando ligandos (AG, DAG, etc.) para factores
de transcripcidn, sustratos, y enzimas del metabolismo lipidico y de
otros procesos que se desarrollan dentro del ntcleo.

Los procesos nucleares de senalizacion deben encenderse y apa-
garse, y las nLD podria actuar proveyendo AG, liberados a partir de
la hidrolisis de sus lipidos, que movilizados unidos a la FABP (Mate,
Layerenza y Ves Losada, 2007), se unirian a factores de transcripcion
como los PPARs, y luego, finalizado el “encendido” el proceso se apa-
garia cuando los AG, liberados de los factores de transcripcion, se es-
terifiquen en los lipidos de las nLD y/o de la membrana nuclear.
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