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“I work to cure aging, and I think you should too, because I feel that saving 

lives is the most valuable thing anyone can spend their time doing, and 

since over 100, 000 people die every single day of causes that young 

people essentially never die of, you’ll save more lives by helping to cure 

aging than in any other way”.  
 
 
 

- Aubrey de Grey 
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Role of autophagy during neuronal senescence 

 

Abstract 

 

 Cellular senescence is a phenotype characterized by a cell cycle arrest and 

molecules that influence surrounding tissue due to the secretion of growth factors, 

metalloproteinases and pro-inflammatory molecules. Cellular senescence is induced by 

different stimuli, including telomere shortening, reactive oxygen species, DNA damage, 

oncogene activation and developmental cues. While senescent cells have a transient 

physiological role, in aging, they are not efficiently cleared by the immune system 

leading to their accumulation in old tissues. Persistent senescent cells contribute to 

aging and age-related diseases since they modify the cell’s microenvironment, promote 

local inflammation and induce paracrine senescence, spreading the senescent phenotype 

along old tissues; therefore, it is fundamental to understand the molecular mechanisms 

of cellular senescence establishment and maintenance. To date, most of the knowledge 

related to cellular senescence has been collected through the study of mitotic cells, and 

it has been theorized that post-mitotic cells are incapable of entering into a senescent 

state. Nevertheless, neurons with several senescent features have been observed in old 

mice and human brain, although the molecular mechanisms that induce neuronal 

senescence are unknown. Since alterations in autophagic flux have been observed 

during brain aging and neurodegenerative disorders, we hypothesized that autophagy 

dysfunction could contribute to neuronal senescence establishment. 

 In this study, we developed an in vitro model of neuronal senescence in long-

term primary culture of rat cortical cells, in which we observed neurons with several 

senescence-related features, together with a deficient autophagic degradation. In 

agreement with our hypothesis, we found that autophagy induction decreased the 

number of senescent neurons, whereas autophagy inhibition increased them, supporting 

the notion that autophagy dysfunction induces neuronal senescence. 

 

Key words: Neurons; Autophagy; Cellular senescence; Aging 
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Papel de la autofagia durante la senescencia neuronal 

Resumen 

 

 La senescencia celular es un proceso que fenotípicamente se caracteriza por la 

detención del ciclo celular y la secreción de moléculas que influyen en el tejido 

circundante, debido a la secreción de factores de crecimiento, metaloproteinasas de 

matriz y moléculas pro-inflamatorias. La senescencia celular puede ser inducida por 

diferentes estímulos, como: el acortamiento de los telómeros, aumento de especies 

reactivas de oxígeno, daño al DNA, activación oncogénica y señales durante el 

desarrollo embrionario. Si bien las células senescentes tienen un papel fisiológico 

transitorio, en el envejecimiento no son eficientemente eliminadas por el sistema 

inmune, dando lugar a su acumulación en los tejidos viejos. Ahí, estas células pueden 

modificar el microambiente, promover una inflamación local, inducir senescencia 

parácrina y propagar el fenotipo senescente a lo largo de todo el tejido. La acumulación 

de células senescentes contribuye al envejecimiento y a las enfermedades asociadas al 

envejecimiento, por ello, es fundamental entender los mecanismos moleculares 

implicados en el establecimiento y el mantenimiento de la senescencia celular. Hasta la 

fecha, la mayor parte del conocimiento relacionado con la senescencia celular ha sido 

obtenido a través de estudios en células mitóticas y se piensa que las células 

postmitóticas son incapaces de entrar en un estado senescente. A pesar de ello, se han 

observado neuronas con varias características senescentes en cerebros viejos de ratones 

y humanos. Sin embargo, el mecanismo molecular que activa la senescencia neuronal 

aún se desconoce. Debido a que se han encontrado alteraciones en el flujo autofágico 

durante el envejecimiento del cerebro y en enfermedades neurodegenerativas, nosotros 

hipotetizamos que el fallo en la autofagia podría contribuir al establecimiento de la 

senescencia neuronal. 

 En este trabajo, desarrollamos un modelo in vitro de senescencia neuronal a 

partir de cultivos primarios de células corticales de rata, en el cual, observamos 

neuronas con varias características del fenotipo senescente, junto con una deficiente 

degradación autofágica. De acuerdo con nuestra hipótesis, encontramos que la 

inducción de autofagia disminuye el número de neuronas senescentes, mientras que su 

inhibición aumenta la cantidad de dichas células. Estos resultados sugieren que las 

alteraciones en la actividad autofágica podrían actuar como un posible inductor de la 

senescencia neuronal. 

 

 

Palabras Clave: Neuronas; Autofagia; Senescencia Celular; Envejecimiento.  
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1. Introducción 

Durante el envejecimiento ocurre un conjunto de cambios a nivel de órganos, 

tejidos, células y moléculas, que disminuye la capacidad del organismo para adaptarse 

ante diversos estímulos y aumenta la probabilidad de morir. Además, el envejecimiento 

es el principal factor de riesgo para muchas condiciones patológicas como sarcopenia, 

enfermedades cardiovasculares, cáncer, enfermedades neurodegenerativas, osteoporosis, 

obesidad, depresión, diabetes, entre otras1. 

 Algunos de los cambios celulares y moleculares que ocurren durante el 

envejecimiento son: el acortamiento de los telómeros, agotamiento de las células 

troncales, alteraciones epigenéticas, pérdida de la regulación de proteostasis, disfunción 

mitocondrial, senescencia celular e inestabilidad genómica2. Varias de estas 

características pueden ser consecuencia del mal funcionamiento de un mismo proceso 

celular: la autofagia. 

La autofagia es una vía catabólica que degrada componentes intracelulares a través 

de los lisosomas, convirtiéndolos en biomoléculas básicas que después serán recicladas 

en el citosol o secretadas por la célula3. Esta característica permite a la autofagia influir 

en procesos celulares como proliferación, diferenciación y muerte celular4–6. Sin 

embargo, con el envejecimiento la actividad autofágica disminuye en muchos tejidos, 

haciendo más susceptible a un organismo de adquirir enfermedades como cáncer o 

enfermedades neurodegenerativas7–10. 

La restricción calórica aumenta la longevidad en todas las especies en las que se ha 

probado o evaluado. Dado que la restricción calórica es el principal inductor de 

autofagia, es razonable considerar que la autofagia sea uno de los procesos involucrados 

en dicho incremento en la longevidad. De hecho, también en diversas especies, la 

inducción de la autofagia por otros estímulos (distintos a la restricción calórica o déficit 

de nutrientes) aumentan la longevidad (ej. Rapamicina, resveratrol)8. No es de 

sorprender, entonces, que la eficiencia de la autofagia disminuya con el 

envejecimiento7. Deficiencias de la autofagia en el SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

(SNC) llevan a la acumulación de agregados proteicos y a la muerte neuronal11. Sin 

embargo, aún no es claro cómo y por qué suceden estos cambios en la autofagia durante 

el envejecimiento. 

 

1.1. Senescencia Celular 

  

 La senescencia celular es un fenotipo que puede ser adquirido por cualquier tipo 

celular (hasta la fecha no se han encontrado excepciones) y está caracterizada por la 

detención del ciclo celular y la secreción de moléculas que pueden afectar el tejido 

circundante. Tiene funciones fisiológicas y patológicas. En condiciones patológicas, una 

gran variedad de tipos de estrés, tanto extrínsecos como intrínsecos, pueden inducir 

senescencia celular, incluyendo daño al DNA, estrés oxidante, acortamiento de 

telómeros, exposición a agentes genotóxicos, hipoxia, activación de oncogenes, 

inactivación de supresores de tumor, estrés epigenético, entre otros12. Actualmente, no 

existe un marcador específico de senescencia celular, sin embargo las células 

senescentes exhiben una gran variedad de características fenotípicas que en conjunto 

definen al estado senescente (Figura 1) y se resumen a continuación (revisado en 13–17): 

 

 Detención del ciclo celular 
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Comúnmente involucra la inhibición de la actividad de cinasas dependientes de 

ciclina (cdk) por la acción de las proteínas p21CIP/WAF1, p16INK4A o ambas. 

p21CIP/WAF1 inhibe a la CDK2 y p16INK4A inhibe al complejo CDK4/6, lo cual 

bloquea la inactivación de la proteína RB, resultando en represión continua de 

los genes blanco del factor de transcripción E2F, necesarios para la síntesis del 

DNA y la transición a la fase S17.  

 

 Fenotipo Secretor Asociado a Senescencia (SASP)  

Las células senescentes son metabólicamente activas y además capaces de 

afectar al microambiente circundante mediante la secreción de una amplia gama 

de factores que colectivamente se conoce como secretoma o SASP (por su siglas 

en inglés que se traduce Fenotipo secretor asociado a senescencia)18–20. Entre 

estos factores se encuentran numerosas citocinas, quimiocinas, factores de 

crecimiento, proteasas y especies reactivas de oxígeno18. Las funciones del 

SASP se han descrito en cuatro áreas: (1) una función autócrina, que refuerza el 

fenotipo senescente de la célula secretora; (2) una función parácrina, que induce 

senescencia a células vecinas sanas; (3) un efecto inflamatorio, mediado por la 

infiltración de componentes del sistema inmune capaces de eliminar a las células 

senescentes; y (4) un efecto pro-oncogénico sobre células transformadas o 

premalignas20. Uno de los principales reguladores del SASP es la cinasa 

p38MAPK, la cual se encuentra activa en células senescentes21. Al inhibir a 

p38MAPK se disminuye la secreción de casi todos los componentes del SASP, 

entre ellos interleucina 6 (IL6) y 8 (IL8). El factor de transcripción NF-kB es el 

efector de la señalización de p38MAPK, ya que regula la expresión de varios 

componentes del SASP como IL6, IL8, IL1β, entre otros y su activación 

depende de la actividad de p38MAPK21. 

 

 
Figura 1. Características de las células senescentes. El fenotipo senescente puede desencadenarse por 

la acción de distintos tipos de estímulos como, el acortamiento de telómeros, estrés replicativo, estrés 

oxidante activación oncogénica y en condiciones fidiológicas por señales durante el desarrollo 

embrionario. Las células senescentes exhiben una persistente respuesta de daño al DNA (DDR, en 

inglés), focos de heterocromatina, acumulación de lipofuscina, aumentan la actividad de la enzima β-

galactosidasa (SA-β-gal) y la expresión de inhibidores del ciclo celular como p21CIP/WAF1 y p16INK4A. 

Además secretan una gran cantidad de factores como interleucinas, quimiocinas, factores de 
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crecimiento, metaloproteinasas, entre otros. A esta caracteística se le conoce como fenotipo secretor 

asociado a senescencia (SASP, por sus siglas en inglés). 

 

 

 Actividad de la enzima β-galactosidasa asociada a senescencia (SA-β-gal). 

El incremento en la actividad de esta enzima se ha usado como marcador de 

senescencia ya que es una característica común en casi todos los tipos celulares 

que se han estudiado. Sin embargo, no parece tener una función fisiológica en la 

adquisición y establecimiento del fenotipo senescente, ya que su inhibición no 

reduce la senescencia22. 

 

 Formación de focos de heterocromatina asociados a senescencia. 

Estos focos de heterocromatina están enriquecidos por marcas epigenéticas de 

represión como H3K9 tri-metilada, HP1 y macroH2A. Están involucrados en la 

inactivación de genes que codifican para proteínas con función proliferativa 

(genes del ciclo celular) y por otro lado en la activación de genes que 

contribuyen a senescencia como genes del fenotipo secretor senescente (SASP, 

se describe adelante)23  

 

 Daño en el DNA 

El daño al DNA ya sea por rompimiento de cadena o por acortamiento de los 

telómeros, activa lo que se conoce como respuesta al daño al DNA (DDR, por 

sus siglas en inglés) que se ha asociado a la senescencia por inducir detención 

del ciclo celular y la activación de las vías p53, p21CIP/WAF1 y la MAPK p38. 

Esta última a su vez, aumenta la actividad del factor de transcripción NF-kB, el 

cual regula la expresión de una gran cantidad de genes, entre ellos citocinas 

proinflamatorias como IL6 e IL824. La respuesta al daño del DNA puede ser 

visualizada por marcadores específicos como 53BP1 y la histona fosforilada 

γH2AX23.  

 

 Acumulación de lipofuscina 

La lipofuscina es material intralisosomal polimérico inespecífico, que contiene 

proteínas, lípidos, oligosacáridos, metales como zinc, manganeso y cobre, que 

no puede ser degradado por las hidrolasas de los lisosomas, ni ser secretado. 

Durante el envejecimiento y en la senescencia celular, las células acumulan 

grandes cantidades de lipofuscina que no puede ser eliminada25,26. Una de las 

características de la lipofuscina es su autofluorescencia. 

 

 Alteraciones nucleares 

En las células senescentes ocurren numerosos cambios fenotípicos en el núcleo, 

por ejemplo, la pérdida de proteínas de la envoltura nuclear como la lamina B1, 

la lamina A, el receptor de la lamina B (LBR) y la proteína de la membrana 

nuclear interna MAN1. La pérdida de estas proteínas resulta en alteraciones en 

la estructura de la envoltura nuclear, caracterizadas por la presencia de 

invaginaciones nucleares y residuos intranucleares de laminas que dan la 

apariencia de un núcleo arrugado27,28. 
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 Sin embargo, ninguna característica es completamente específica para el estado 

senescente, por lo tanto, para definir una célula como senescente es necesario considerar 

múltiples marcadores en combinación (se resumen en la Tabla 1). 

Tabla 1. Lista de algunos marcadores de senescencia celular 

Carencia de proliferación celular 

Morfología celular larga y aplanada 

Actividad β-galactosidasa asociada a senescencia (SA-β-gal) 

Marcadores de heterocromatina (HP1, H3K9me3, macroH2A) 

Focos inducidos por disfunción de telómeros (TIF) 

Expresión de inhibidores de CDKIs (p21CIP/WAF1 y p16INK4A, etc.) 

Respuesta de daño al DNA (ATM, 53BP1, γH2AX) 

Componentes del SASP (IL6, IL8, MMPs, etc.) 

Activación de p53 

Reducción de lamina B1 

Actividad transcripcional de NF-kB 

Activación de p38MAPK 

Acumulación de lipofuscina (autofluorescencia o tinción con Sudán Black) 

 

 

Senescencia Fisiológica 

  

 El proceso de senescencia celular presenta una gran relevancia fisiológica. Por 

ejemplo, se han identificado células con características senescentes en muchas 

estructuras anatómicas transitorias durante el desarrollo embrionario y parecen jugar un 

papel muy importante en la remodelación tisular durante la organogénesis. Estas células 

expresan SA-β-gal, la detención de su ciclo celular depende de p21CIP/WAF1 y no de p53, 

ni de p16INK4A, no muestran daño en el DNA y además secretan un grupo de citocinas 

específico que difiere de las citocinas típicas del SASP. Así, este tipo de senescencia 

corresponde a un mecanismo celular programado con un papel fisiológico que 

contribuye al desarrollo embrionario29,30.  

 Las células senescentes también contribuyen a la cicatrización, ya que se ha 

observado la aparición de características senescentes, como la expresión de p16INK4A, la 

activación de NF-kB y la expresión de citocinas del SASP en sitios de heridas y la 

eliminación de células que expresan a p16INK4A retrasa dicha cicatrización31,32. Además 

y de manera muy interesante, se ha observado inducción de senescencia celular durante 

la regeneración de extremidades de las salamandras y del pez cebra, asociada con la 

reparación y la regeneración de tejidos33,34.  

 El proceso de senescencia celular es conocido ampliamente como un mecanismo 

celular que evita la progresión tumoral y el cáncer35,36. La activación de oncogenes, 

como Ras o BRAF, desencadenan un tipo de senescencia celular conocido como 

senescencia celular inducida por oncogenes (OIS, por sus siglas en inglés). Este tipo de 

senescencia está caracterizado por la presencia de focos de heterocromatina asociados a 

senescencia (SAHF, por sus siglas en inglés), expresión de p16INK4A y p53, así como 

una activada y persistente respuesta de daño al DNA12,37,38. 
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Senescencia Patológica 

  

 Una característica de los organismos viejos es la acumulación de células 

senescentes debido a que no son eliminadas eficientemente por el sistema inmune39. La 

excesiva acumulación de células senescentes afecta negativamente la función tisular, 

debido en gran parte a la secreción de los componentes del SASP que afecta las 

capacidades regenerativas y crea un ambiente pro-inflamatorio favorable para el inicio y 

la progresión de muchas de las enfermedades asociadas al envejecimiento como ciertos 

tipos de neurodegeneración y el cáncer16,40–42. En este sentido, que una expresión 

elevada de p16INK4 (generalmente asociada con los cambios epigenéticos que ocurren 

durante el establecimiento del fenotipo senescente, los cuales permiten su des-represión 

transcripcional43–45) se observe en la mayoría de las células senescentes permitió 

demostrar el papel de la senescencia en el envejecimiento del organismo. Lo anterior se 

demostró al eliminar selectivamente a las células senescentes en el ratón transgénico 

INK-ATTAC que expresa una variante de la caspasa 8 bajo el control del promotor de 

p16INK4. Dicha variante de la caspasa 8 se activa solo cuando se induce su dimerización 

con la adición de una droga sintética. Al eliminar de forma inducible células 

senescentes, se logró retrasar en el ratón la disfunción asociada a la edad en tejido 

adiposo, músculo esquelético y ojo46.  

 Estos hallazgos llevaron al desarrollo de moléculas pequeñas conocidas como 

senolíticos, que tienen la capacidad de eliminar células senescentes y que están siendo 

actualmente investigadas para usarlas como estrategia terapéutica contra enfermedades 

asociadas al envejecimiento47,48. Por ejemplo, la eliminación de células senescentes 

usando senolíticos disminuyó la fosforilación y los agregados de Tau en un ratón 

modelo de neurodegeneración dependiente de Tau49. Asimismo, el uso de senolíticos 

redujo el desarrollo de osteoartritis en ratones. Usando explantes y cultivos in vitro 

obtenidos de pacientes con osteoartritis se confirmaron estos efectos ya que los 

senolíticos disminuyeron la expresión de marcadores de senescencia, de inflamación y 

además aumentaron la expresión de proteínas de la matriz extracelular en el tejido 

cartilaginoso50. Estos datos muestran la relevancia clínica del potencial uso de 

senolíticos contra enfermedades asociadas al envejecimiento. 

  

1.2. Autofagia 

 

 La autofagia es una vía de degradación lisosomal que realizan las células 

eucariontes, que en general degrada componentes intracelulares en biomoléculas 

básicas, las cuales son después recicladas en el citosol o secretadas por la célula3. 

Basado en las diferentes maneras para introducir el material citoplásmico al lumen del 

lisosoma, se han descrito tres principales mecanismos de autofagia en células de 

mamíferos: autofagia mediada por chaperonas, microautofagia endosomal y 

macroautofagia51 (Figura 2). 
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Figura 2. Representación esquemática de los distintos tipos de autofagia (Tomada de Muciño-

Hernández et al., en preparación). 

 

1.2.1. Autofagia Mediada por Chaperonas  

 

 La autofagia mediada por chaperonas (“CMA” por sus siglas en inglés) es un 

tipo de autofagia, activada por diferentes tipos de estrés, tales como estrés nutricional, 

exposición a compuestos tóxicos y estrés oxidante. Bajo estas condiciones, las proteínas 

dañadas son dirigidas selectivamente al lisosoma después de interactuar con un 

complejo de varias proteínas, entre ellas una chaperona citosólica, Hsc709,52,53. La 

interacción de la chaperona con la proteína blanco ocurre a través de un motivo de 5 

aminoácidos conocido como KFERQ. Este motivo está compuesto generalmente de un 

residuo de glutamina (Q) ya sea al inicio o al final del motivo, un residuo cargado 

positivamente que puede ser lisina (K) o arginina (R), un aminoácido hidrofóbico, ya 

sea fenilalanina (F), valina (V), leucina (L) o isoleucina (I) y un residuo cargado 

negativamente, ya sea ácido glutámico (E) o ácido aspártico (D). La secuencia puede 

variar, pero las propiedades fisicoquímicas deben mantenerse. Aproximadamente 40 % 

de las proteínas del proteoma de mamíferos contiene un motivo canónico tipo KFERQ y 

además por modificaciones postraduccionales como fosforilación y acetilación se 

pueden generar motivos tipo KFERQ, aumentando así el número potencial de sustratos 

de CMA54. 

 La degradación se produce a continuación, tras la interacción de la proteína 

blanco con la proteína de membrana asociada al lisosoma tipo 2A (LAMP-2A). Esta 

unión promueve la oligomerización de LAMP-2A para formar junto con otras proteínas, 

un complejo de translocación. Después, la proteína blanco se despliega, cruza la 

membrana lisosomal a través del complejo de translocación formado por los múltiples 

segmentos transmembranales de LAMP-2A y con ayuda de una chaperona que reside 

normalmente en el lumen del lisosoma, Hsc70 (lys-Hsc70), donde la proteína es 

finalmente degradada por enzimas hidrolíticas9,52 (Figura 2). 
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1.2.2. Microautofagia endosomal 

 

 Existe poca información acerca de los mecanismos y componentes moleculares 

que participan en la microautofagia endosomal. En esta vía, las proteínas citosólicas son 

transportadas e internalizadas en los endosomas tardíos, ya sea de manera no selectiva o 

internalizando proteínas específicas que contienen un motivo tipo KFERQ con ayuda de 

la chaperona citosólica Hsc70 (Figura 2), donde finalmente son degradadas en el lumen 

endosomal55,56. 

 

1.2.3. Macroautofagia  

 

 La macroautofagia es el tipo de autofagia más estudiado y es la vía de 

degradación de proteínas y componentes intracelulares a gran escala, incluyendo 

organelos y algunos patógenos57. En respuesta a varios estímulos, como por ejemplo, 

reducción de nutrientes, factores de crecimiento, hormonas, niveles de ATP, hipoxia, 

acumulación de proteínas mal plegadas y muchos más una membrana de aislamiento 

(también conocida como fagóforo) se elonga gradualmente para secuestrar 

constituyentes citoplásmicos4,58. Posteriormente, los extremos de esta membrana se 

fusionan para formar una estructura de doble membrana denominada autofagosoma. El 

autofagosoma se fusiona con los lisosomas (autolisosoma) y el contenido citoplásmico 

atrapado junto con la membrana interna del autofagosoma es degradado por las enzimas 

hidrolíticas del lisosoma58 (Figura 3). 

 

 
Figura 3. Representación esquemática del mecanismo de macroautofagia (Tomada de Khaminets et al., 

2016). 

1.2.4. Maquinaria Central de la Macroautofagia  

  

 Las etapas que ocurren durante el proceso de la macroautofagia son complejos y 

aún falta mucho por entender, sin embargo, para su comprensión la macroautofagia se 

divide en cuatro etapas4,59 (Figura 4): 

 

1. Inicio. La inducción de la macroautofagia está controlada por el complejo de 

activación ULK, este complejo está formado por las proteínas ULK1, ATG13, ATG101 

y RB1CC1. En condiciones basales (factores de crecimiento y nutrientes presentes) la 

enzima fosfatidilinositol 3 cinasa clase 1 (PI3KC1) mantiene activo a mTORC1, el cual 

bloquea la autofagia por unión y fosforilación de ULK1 y ATG13 dentro del complejo 

de activación ULK (Figura 4). Sin embargo, durante un estrés celular y metabólico (por 

ejemplo, disminución de nutrientes) mTORC1 se inactiva y se disocia del complejo 

ULK, permitiendo la defosforilación en sitios represores y autofosforilación de ULK en 
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sitios de activación que le permiten fosforilar y activar a RB1CC1. ULK1 fosforila 

también a AMBRA1, la cual se encuentra unida al complejo PI3KC3 (llamado así 

porque contiene a la enzima fosfatidilinositol 3 cinasa clase 3 (PI3KC3), además de 

otras proteínas como BECN1) y a la dineína asociada al microtúbulo. Esta fosforilación 

libera a AMBRA1 y al complejo PI3KC3 de los microtúbulos permitiendo su 

relocalización al retículo endoplásmico (Figura 4), el cual es considerado uno de los 

principales organelos que contribuyen a la formación del autofagosoma. 

 

2. Nucleación. Una vez liberado el complejo PI3KC3, este se une a la proteína 

ATG14L. La actividad enzimática de PI3KC3 genera fosfatidilinositol 3 fosfato (PI3P), 

el cual recluta más proteínas ATG al sitio de formación del autofagosoma (WIPI1, 

ATG2, DFCP1) (Figura 4).  

 

3. Elongación. En esta etapa son necesarios dos sistemas de conjugación tipo 

ubiquitina. Primero, ATG12 es activado por una enzima tipo E1, ATG7, después 

ATG12 es transferido a ATG10 (enzima tipo E2) y luego covalentemente ligado a 

ATG5. Este complejo ATG12-ATG5 interacciona con ATG16L1 para formar un 

trímero el cual consecuentemente homo-multimeriza para formar un complejo que se 

transloca al fagóforo para promover su elongación. Este complejo ATG12-ATG5-

ATG16L1 actúa como una enzima ligasa E3 permitiendo la segunda reacción de 

conjugación. En esta segunda reacción de conjugación tipo ubiquitina, LC3-I (que se 

sintetiza como un precursor llamado pro-LC3, el cual es constitutivamente cortado por 

la proteasa de cisteína ATG4) se une covalentemente a fosfatidiletanolamina (PE) en la 

superficie de la membrana del fagóforo, para formar LC3-PE (también llamado LC3-II) 

por la acción combinada de ATG7, ATG3 (enzima tipo E2) y el complejo ATG12-

ATG5-ATG16L1 (ligasa E3) (Figura 4). LC3-II se queda anclado en la membrana de 

los autofagosomas y por lo tanto es comúnmente utilizado como marcador de la 

formación de autofagosomas. Una vez completada la formación del autofagosoma, 

ATG4 remueve a LC3-II de la membrana externa autofagosomal (proceso llamado 

desconjugación) reconstituyendo a LC3-I y permitiendo la fusión del autofagosoma con 

el lisoma; la fracción de LC3-II que quedó asociada con la membrana interna del 

autofagosoma, se degrada por las hidrolasas lisosomales. La maduración de pro-LC3 a 

LC3-I sucede inmediatamente posterior a la traducción de LC3, mientras que la 

lipidación de LC3-I para generar LC3-II ocurre solo en respuesta una inducción de 

autofagia. La conjugación de ATG12 con ATG5 también ocurre de manera constitutiva. 

En cambio, su multimerización con ATG16L y translocación al sitio de elongación del 

fagóforo ocurre en respuesta a la inducción de autofagia. 

 

4. Maduración-degradación-reciclaje. Una vez formado el autofagosoma se dirige a 

través de microtúbulos a los lisosomas, en donde la membrana externa del 

autofagosoma se fusiona con la membrana del lisosoma, liberando la membrana interna 

y su contenido dentro del lumen lisosomal. Varias proteínas están involucradas en este 

evento de fusión incluyendo RAB, HOPS, SNAREs, entre otras (Wirawan et al., 2012). 

Una vez dentro del lisosoma, el contenido es degradado por hidrolasas lisosomales. 

Subsecuentemente, los aminoácidos, ácidos grasos y nucleósidos son liberados al 

citosol a través de permeasas para ser reciclados. Esto sucede cuando la inducción de la 

autofagia fue estimulada por la falta de nutrientes. Sin embargo, bajo otros inductores, 
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el material digerido puede ser secretado, como por ejemplo la secreción de la proteína 

citosólica IL-1β, una citocina proinflamatoria con funciones biológicas muy importantes 

en mamíferos60,61. De esta manera la autofagia participa en diversas funciones. 

 

 
Figura 4. Maquinaría Central de la macroautofagia (tomada de Acevo-Rodríguez et al., 2020). Ver el 

texto para los detalles. 

 

1.2.5. Funciones de la Autofagia 

 

 Nuestro estudio se centra en la macroautofagia, por lo que de ahora en adelante 

me referiré a este como autofagia. Generalmente, una de las funciones primarias de la 

autofagia es la adaptación celular a la disminución de nutrientes. Si no hay alimento 

disponible, la célula se ve obligada a degradar parte de sus propias reservas para 

mantenerse con vida hasta que las condiciones mejoren62. Sin embargo, se han descrito 

una gran variedad de funciones adicionales para la autofagia, ya que interviene en la 

proliferación, crecimiento, diferenciación y muerte celular4,6,63. Además, funciona como 

una vía de defensa y eliminación de agentes infecciosos como bacterias y virus que 

entran al citosol ya sea directamente a través de la membrana plasmática o por 

internalización mediante vesículas (fagosomas) y como un mecanismo de control de 

calidad de organelos y proteínas disfuncionales64,65. Alteraciones en el flujo de la 

autofagia que llevan a la acumulación de autofagosomas (en algunos casos se debe a la 

disminución de la fusión de los autofagosomas con los lisosomas) contribuyen al 

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades de Alzheimer, 

Parkinson y Huntington66, así como en la progresión del cáncer, en el proceso de 

envejecimiento y en la senescencia celular7,8,62,65,67.  

 

La disminución del flujo autofágico en distintos tejidos está asociada con el 

envejecimiento, mientras que su estimulación puede tener potentes efectos 

antienvejecimiento8. En este sentido, una de las consecuencias más inminentes de la 
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deficiente degradación autofágica está relacionada con la acumulación de “desechos 

celulares” (estructuras dañadas) dentro de células postmitóticas de larga vida como 

neuronas y fibras del músculo esquelético7. Esta acumulación de desperdicios 

(agregados de proteínas y organelos dañados) resulta en un aumento de especies 

reactivas de oxígeno (ROS), daño al DNA y defectos en procesos biológicos, lo cual 

eventualmente afecta la funcionalidad autofágica/lisosomal y da lugar a un círculo 

vicioso pro-envejecimiento7. 

 

1.3. Autofagia y Senescencia Celular 

 

 Está bien documentado que el proceso autofágico está asociado a la senescencia 

celular68. Por un lado, Kang y su grupo (2011) usando RNAs de interferencia para 

silenciar a los genes ATG7, ATG12 Y LAMP2 en fibroblastos diploides humanos 

(HDF), observaron que dicho silenciamiento provocó la detención del ciclo celular, el 

incremento en la actividad β-galactosidasa asociada a senescencia (SA-β-gal) y la 

acumulación de lipofuscina, todos estos considerados marcadores del fenotipo 

senescente. Estos resultados sugieren que la inhibición de la autofagia induce 

senescencia celular en fibroblastos de humano (Kang et al., 2011). 

 Por otro lado, Young y col. (2011) reportaron un incremento en la actividad 

autofágica en un modelo de senescencia inducido por la expresión del oncogén Ras 

(RIS, del inglés Ras-induced senescence). En comparación con células control no 

senescentes, observaron acumulación de autofagosomas en células senescentes 

inducidas por Ras. Además, usando una tinción conocida como lysoTracker, marcaron 

los compartimentos lisosomales y encontraron que la señal de LC3 colocaliza con los 

lisosomas, sugiriendo la formación de autolisosomas. Adicional a esto, silenciaron a los 

genes Atg5 y Atg7 (genes esenciales para la formación de autofagosomas) usando RNAs 

de interferencia. Este grupo encontró que el silenciamiento de estos genes disminuyó el 

porcentaje de células positivas a la actividad SA-β-gal. Por lo tanto, con estos datos 

concluyeron que la senescencia inducida por Ras (RIS) requiere de una elevada 

actividad autofágica.  

 En resumen, es necesario estudiar el papel de la autofagia en la senescencia 

celular. Si bien la actividad de la autofagia mediada por chaperonas también disminuye 

con el envejecimiento, su contribución en el establecimiento de la senescencia celular 

está poco estudiada. Sin embargo, una revisión crítica de la literatura nos permitió 

proponer que la pérdida de la función de la autofagia mediada por chaperonas también 

promueve la senescencia celular69. En el anexo 5 se presenta la revisión. 

 

2. Antecedentes  

 

2.1. Senescencia Neuronal y Autofagia  

 

 Casi toda la información sobre senescencia celular se ha obtenido a partir de 

experimentos en células mitóticas como, por ejemplo, en modelos de senescencia 

inducidos por oncogenes (OIS)70 o a partir de fibroblastos en cultivo71. Sin embargo 

¿Qué se sabe de la senescencia en células post-mitóticas, particularmente en neuronas? 

Generalmente se había descartado la presencia del fenotipo senescente en células post-

mitóticas, debido a que una de las característica de las células senescentes es el bloqueo 
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permanente de la proliferación13. No obstante, recientemente se demostró por primera 

vez que neuronas corticales y neuronas de Purkinje de ratones viejos (32 meses de edad) 

expresan varios marcadores de senescencia como son: actividad SA-β-gal, expresión de 

IL6, p38 fosforilada (p-p38), autofluorescencia (indicativo de acumulación de 

lipofuscina), γH2AX, entre otros, concluyendo que las neuronas también expresan un 

fenotipo senescente, similar al que presentan las células mitóticas72. Además, este 

mismo grupo observó que la restricción de nutrientes en los ratones viejos redujo 

significativamente el número de neuronas de Purkinje positivas a los marcadores de 

senescencia (actividad SA-β-Gal, IL6, p-p38, autofluorescencia, γH2AX)72. Esto nos 

hace suponer que la autofagia podría influir en la adquisición del fenotipo senescente en 

neuronas. 

 Sin embargo, se desconoce si las neuronas senescentes también desarrollan un 

fenotipo secretor (SASP neuronal). Menos aún se conoce si se altera la autofagia 

durante la senescencia neuronal y si participa en el establecimiento de dicho fenotipo. 

Una desventaja de estudiar animales viejos, además de que necesitan mantenerse por 

muchos meses en el bioterio bajo condiciones controladas para después ser estudiados, 

es que se complica analizar los mecanismos moleculares que participan in vivo.  De 

acuerdo con lo anterior, varios grupos han observado distintas características del 

fenotipo senescente en cultivos primarios de neuronas derivados de modelos murinos y 

mantenidos in vitro por largo tiempo15. 

 En modelos de cultivo de neuronas de 25 a 30 DIV, se ha reportado una elevada 

actividad de SA-β-gal, aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), altos niveles de p21CIP/WAF1, focos de la histona fosforilada γH2A.X. y aumento 

de la interleucina-6 (IL-6)73–78. Estos datos sugieren que neuronas cultivadas in vitro por 

periodos prolongados de tiempo pueden modelar la senescencia neuronal que ocurre in 

vivo en cerebros viejos15. Además de las características senescentes, las neuronas 

mantenidas in vitro por largo tiempo presentan alteraciones fenotípicas adicionales 

como por ejemplo, alteraciones en la homeostasis de calcio79, disfunción mitocondrial76 

y reducida actividad de la maquinaria de reparación del DNA73, las cuales están muy 

relacionadas con el fenotipo senescente. 

 Con base en estos antecedentes, en nuestro laboratorio nos enfocamos en 

desarrollar un modelo de senescencia neuronal in vitro en cultivos primarios de corteza 

de rata que reproduce las características descritas en cerebros viejos. Este modelo 

permite observar y manipular la autofagia para estudiar su papel en el proceso de 

senescencia celular. 

  

3. Justificación 

 

 Este trabajo contribuirá al conocimiento de las bases moleculares de la 

senescencia neuronal. Si demostramos que ocurren cambios en la autofagia que 

contribuyen al establecimiento del fenotipo senescente, se podría tratar de corregir 

dichos cambios, con la expectativa de revertir el fenotipo senescente y detener el 

deterioro cerebral. 
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 Durante el envejecimiento neuronal ocurre una deficiente actividad autofágica 

que promueve el establecimiento del fenotipo senescente, el cual puede ser disminuido 

al promover la actividad autofágica. 

 

 

5. Objetivos  

 

1. Desarrollar un modelo de senescencia neuronal in vitro que nos permita 

investigar las bases moleculares de la senescencia neuronal. 

2. Analizar el papel de la autofagia en el establecimiento de la senescencia 

neuronal in vitro. 

6. Material y Métodos 

 

6.1. Cultivo de neuronas corticales de rata Wistar 

Se extrajeron fetos de ratas Wistar de 17 días de gestación, se aisló la corteza cerebral y 

se disoció con tripsina-EDTA 10%, se disgregó el tejido pipeteando varias veces con 

una pipeta Pasteur y las células se sembraron a una densidad de 1.05 x 105 células/cm2 

en cajas de 12 pozos sobre cubreobjetos para realizar inmunofluorescencia y en cajas 

Petri de 10 cm para Western blot. Las cajas de cultivo y los cubreobjetos se cubrieron 

con poly-L-lisina (PLL) 1X 24 h antes de la siembra. Las células se sembraron con 

medio Neurobasal (Life Technologies) suplementado con B27(50X) 2% (Life 

Technologies), 300 µM de L-glutamina (Sigma-Aldrich), 25 µM de β-mercaptoetanol y 

gentamicina (0.02 mg/ml). Cada 6 días se cambió la mitad de medio por medio nuevo. 

El medio de cultivo contiene los requerimientos necesarios para la viabilidad y el 

mantenimiento de las neuronas en cultivo sin la necesidad de tener una capa de 

astrocitos. Los cultivos se mantuvieron en estas condiciones por 40 días in vitro (40 

DIV). Los experimentos se realizaron a los 6 días in vitro DIV (cultivo joven), así como 

26 DIV y 40 DIV (cultivo senescente).  

Ver Anexo 1 para conocer el protocolo completo. 

 

6.2. Conteo celular y edición de imágenes 

Se usó el microscopio invertido Nikon ECLIPSE Ti-U junto con el programa de análisis 

de imágenes NIS Elements, Basic Research, Version 3.13 para conteo celular y edición 

de imágenes. 

 

6.3. Viabilidad celular 

La viabilidad celular fue estimada por tinción con LIVE/DEAD viability/cytotoxicity 

kit (INVITROGEN/GIBCO, Grand Island, NY, USA). Las células vivas se tiñeron con 

calceína, mientras que las células muertas fueron teñidas con homodímero de etidio, 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Solo se cuantificaron las células con 

morfología nuclear sana (núcleos no apoptóticos). 

 

6.4.  Actividad SA-β-gal 

La actividad β-galactosidasa se analizó siguiendo el protocolo de Dimri y colaboradores 

(1995). Las células se fijaron con 2% de formaldehído + 0.2 % de glutaraldehído 

durante 5 min, se lavaron con PBS y se tiñeron con la solución de tinción que contenía: 

sony
Máquina de escribir
4. Hipótesis
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20 mg/ml de X-gal (IBI SCIENTIFIC, IB02260) en dimetilformamida, buffer de ácido 

cítrico/fosfato de sodio 0.2M (a pH=6 importante), ferrocianuro de potasio 100 mM, 

ferricianuro de potasio 100 mM, cloruro de sodio 5M y cloruro de magnesio 1M. Las 

células se incubaron por 16 h a 37 °C80 y se observaron en el microscopio invertido 

Nikon ECLIPSE Ti-U, se contó el número de células positivas a SA-β-gal de un total de 

500 células. Ver Anexo 2 para conocer el protocolo completo. 

 

6.5. Detección de lipofuscina 

Se detectó la acumulación de lipofuscina por autofluorescencia usando el microscopio 

invertido Nikon ECLIPSE Ti-U, así mismo se usó la tinción con Sudan Black B el cuál 

es capaz de detectar lipofuscina (Georgakopoulou et al., 2013). 

 

6.5.1 Tinción con Sudan Black B (SBB) 

Preparación de la solución SBB: Se disolvieron 0.07 g de Sudan Black B (Sigma-

Aldrich #199664) en 10 ml de etanol al 70%, se cubrió el recipiente con Parafilm y se 

agitó con mosca toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente se filtró en papel 

filtro Whattman y se almacenó a temperatura ambiente. NOTA: Se debe evitar la 

evaporación de la solución en todos los pasos. 

Procedimiento de tinción: Las células se sembraron en cubreobjetos se lavaron con PBS 

1X y se fijaron con paraformaldehído 4% por 30 min. Después se lavaron 3 veces con 

PBS 1X y se incubaron con etanol 70 % por 2 min. Posteriormente se dejó caer sobre el 

portaobjetos una gota de la solución de SBB recién preparada, y se colocó el 

cubreobjetos boca abajo sobre la gota de la solución SBB y se incubó por 10 s para 

evitar la posible precipitación. Se levantó el cubreobjetos y se limpiaron los bordes con 

un papel suave, después se lavó el cubreobjetos en etanol al 50% por 1 min para 

remover suciedad y luego se lavó en agua destilada 1 min. Se eliminó el agua y se dejó 

en PBS 1X para su examinación o se montó con una gota de medio de montaje 

(VectaShield, Vector Laboratories #H-1000) sellando las orillas con barniz de uñas 

transparente y se guardaron a 4 °C. 

 

6.6. Inmunofluorescencia 

Las células se fijaron con paraformaldehído 4 %, se permeabilizaron con PBS/Tritón 

0.5 % por 5 min, se bloquearon con PBS/suero de cabra 4 %/ BSA 4% y se incubaron 

toda la noche (14-16 h) a 4 °C con el anticuerpo primario. Después se incubaron 30 min 

a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario acoplado al fluoróforo que se 

necesite, diluido en PBS/BSA 2%. Después se incubaron por 2 min con DAPI 1 µg/ml, 

se lavaron con PBS y se montaron los cubreobjetos con una gota de medio de montaje 

(VectaShield, Vector Laboratories #H-1000) sellando las orillas con barniz de uñas 

transparente y se guardaron a 4 °C protegidos de la luz. La lista completa de anticuerpos 

primarios y secundarios y el protocolo completo se detallan en el Anexo 3. 

 

6.7. Detección de autofagosomas con Cyto ID kit (ENZ-51031:K200) y tinción con 

Lysotracker 

Este protocolo se realizó en células sembradas en cajas de 35 mm. Primero se preparó el 

reactivo de detección con 1.5µl de la solución de Cyto ID y 1.5µl de Hoechst en 1.5 ml 

de medio neurobasal previamente calentado. Luego, se removió todo el medio de la caja 

de 35 mm y se agregó el reactivo de detección previamente preparado, se incubó 30 min 

a 37 °C, 5% de CO2. Una vez terminada la incubación se eliminó el reactivo de 

detección, se lavó una vez con 1.5 ml de medio neurobasal, se agregó 1.5 ml de medio 
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neurobasal nuevo y se observó al microscopio de epifluorescencia Nikon ECLIPSE Ti-

U lo más rápido posible, usando el filtro verde. Las células se incubaron con 

Lysotracker (DND-99 LIFE TECHNOLOGIES, Oregon, USA) por 20 min a 37 °C, 5% 

de CO2 y después se observaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon 

ECLIPSE Ti-U. 

 

6.8. Obtención de medio condicionado 

Para el cultivo de tejido cortical con medio de cultivo senescente, se realizó una 

dilución de 750 µl de medio senescente más 250 µl de medio fresco (relación 3:1). 

Se extrajo el tejido cortical de fetos de rata Wistar se sembraron las células en cajas de 

12 pozos con medio nuevo (0 DIV) y al día siguiente se agregaron las distintas 

diluciones a sus respectivos pozos (3 pozos por tratamiento) y se mantuvieron por 6 días 

in vitro (6 DIV) para después detectar actividad SA-β-gal a los 6 DIV. 

 

6.9. Tratamiento de células corticales con Spautin-1 

La administración de Spautin-1 se llevó a cabo en células sembradas en cajas de 12 

pozos. Primero se preparó la solución de Spautin-1 en medio neurobasal para que cada 

pozo quedara a una concentración final de Spautin-1 de 2µM en 1 ml de medio 

neurobasal. Se removieron 500 µl de medio de cada pozo y se agregaron 500 µl de la 

solución de Spautin-1 previamente preparada y las células se regresaron a la incubadora. 

La administración de Spautin-1 se realizó a los 6, 13, 19 y 25 DIV. El medio fue 

cambiado normalmente cada 6 días sin renovar la dosis de Spautin-1. A los 26 DIV se 

detectó la actividad SA-β-gal para determinar el efecto deSpautin-1. 

 

6.10. Western blot 

Las células fueron sembradas en presencia o ausencia de cloroquina [20 µM] (C-6628 

SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA) por 4 h. Se homogenizaron en un buffer de 

lisis que contiene (Tris 25 mM, NaCl 50 mM, Igepal 2%, SDS 0.2% y 2 mg/ml de 

inhibidores de proteasas 18 (Complete, Roche, pH 7.4). Se utilizaron 30 µg de muestra 

para los ensayos de electroforesis en geles de acrilamida en condiciones 

desnaturalizantes. Los geles fueron transferidos utilizando membranas de PVDF-FL 

(Millipore). Las membranas se bloquearon con TTBS (Trizma 50 mM pH 7.5, NaCl 

150 mM, Tween 0.1 %) en leche Biorad 5% durante 1 h. Se incubaron durante toda la 

noche con el anticuerpo primario a 4oC, rabbit anti-LC3 (1:1000, MBL PD014, Nagoya, 

Japan), rabbit anti-p62 (1:500, CELL SIGNALING 5114S, Beverly, MA, USA), mouse 

anti-TUBULIN (1:10000, CELL SIGNALING 3873, Beverly, MA, USA). Se realizaron 

3 lavados con TTBS de 10 min cada uno y se incubaron con el anticuerpo secundario 

IRDye® 680RD goat anti-rabbit (925-68071, LI-COR) o IRDye® 800CW goat anti-

mouse (925-32210, LI-COR) anti-conejo usando una dilución 1:10000 en TTBS. Las 

membranas se revelaron en el equipo Odyssey® IR scanner y las imágenes se 

analizaron con el Odyssey® Image Studio software 5.2.5. 

 

6.11. Microscopía electrónica  

Las células corticales se fijaron en glutaraldehído 3%. Después, se llevó a cabo la 

deshidratación de las muestras con un gradiente de etanol: 30-40-50-60-70-80-90-100 

% a 4°C. Luego, las células se embebieron en la resina LR White y la polimerización se 

llevó a cabo a 50 °C. Se cortaron secciones ultradelgadas de 70-80 nm usando un 
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Ultracut-Recheirt-Jung y los cortes se colocaron en gradillas de níquel para el posterior 

ensayo de inmunogold. 

Se lavaron las muestras con agua desionizada dos veces y otras dos veces con 

PBS/tween20 0.005%. Después, se incubaron las muestras por 30 min con solución de 

bloqueo (50 mM glycine, 0.005 % Tween20, 0.01 % Triton X-100 and 0.1 % BSA en 

PBS)81. Después del bloqueo, las secciones se incubaron con el anticuerpo primario: 

rabbit anti-LC3 (1:500, MBL PD014, Nagoya, Japan). Las secciones se lavaron 3 veces 

con PBS/tween20 0.005% y se incubaron toda la noche a 4 °C con el anticuerpo 

secundario: donkey anti-rabbit 25-nm gold conjugate (Electron Microscopy Science 

Aurion #25708) diluido en 25 mM de glicina, 0.005 % Tween20 y 0.01 % Triton X-100 

en PBS. Las muestras se lavaron 3 veces con PBS/Tween 20 0.005% y se post-fijaron 

en PBS/glutaraldehido 2% por 10 min. Después, se lavaron con agua destilada por 5 

min y contra-tiñeron con acetato de uranilo 2%, se lavaron con agua, se secaron y se 

observaron en el microscopio JEOL JEM 1200 EXII electron microscope. 

 

6.12. Análisis de expresión genética 

El RNA total se extrajo utilizando TRIzol™ reagent (Life Technologies), y se sintetizó 

cDNA a partir de 1 μg of RNA usando el High Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit (Thermo Fisher Scientific #4368814). La reacción de PCR cuantitativa (qPCR) se 

realizó con SYBR green mix (Kapa SYBR® Fast Universal #KK4602) usando el 

equipo Rotor-Gene Qthermocycler (Qiagene, Germantown, MD, USA). Todas las 

reacciones se realizaron por cuadriplicado y la expresión fue normalizada usando el 

mRNA de glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh). Las secuencias de los 

oligos usados fueron las siguientes: 

Cdkn1a F 5′-CCGAGAACGGTGGAACTTTGAC-3′; 

Cdkn1a R 5′-GAACACGCTCCCAGACGTAGTTG-3′ 

Ccl2 (Mcp-1) F, 5′- ATGCAGTTAATGCCCCACTC; 

Ccl2 (Mcp-1) R, 5′-TTCCTTATTGGGGTCAGCAC-3′ 

Gapdh F, 5′-CTCATGACCACAGTCCATGC-3′ 

           Gapdh R, 5′-TTCAGCTCTGGGATGACCTT-3′ 

 

6.13. Ensayo cometa 

Las células fueron resuspendidas en PBS frío a una densidad de 103 células/μL. Esta 

suspensión se mezcló en una proporción 1:5 con 0.75% de agarosa de bajo punto de 

fusión (BIO RAD Certified™ Low Melt Agarose #1613111, Hercules, California, 

USA) a 37°C. Se colocaron aproximadamente de 50-100 μL de la mezcla en laminillas 

recubiertas con 1% de agarosa de punto de fusión normal, se distribuyó la mezcla 

colocando el cubreobjetos y se incubó a 4° C por 2 min y 10 min más a temperatura 

ambiente. Se retiró el cubreobjetos y las laminillas se cubrieron con solución de lisis 

previamente enfriada (0.03 M EDTA, 1% SDS) y se incubó a 4°C por 1 h. Después, se 

lavaron las laminillas y se cubrieron con buffer de electroforesis (Tris 60 mM, acetic 

acid 90 mM, EDTA 2.5 mM, pH 9.0) durante 1 h. La electroforesis se llevó a cabo a 25 

V por 20 min. Inmediatamente los portaobjetos se enjuagaron y se incubaron por 10 min 

en buffer de neutralización (Tris-HCl 500 mM, pH 7.5) 3 veces. Finalmente, el DNA 

fue teñido con SYBR green (SYBRTM green I Nucleic Acid Gel Stain, 

INVITROGENTM, Eugene, Oregon, USA) 1:10000 en PBS. Para cada grupo se 
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cuantificaron 50 imágenes de cometas usando un microscopio de epifluorescencia 

Nikon ECLIPSE Ti-U. La longitud y el área del DNA roto se cuantificó usando el NIS 

Elements Basic Research software (NIKON INSTRUMENTS Inc ®, NY, USA).  

 

6.14. Análisis del SASP de células corticales 

Medio condicionado fue colectado de cultivos corticales de 6, 26 y 40 días in vitro 

(DIV) y congelado a -20 ᵒC hasta su uso. El medio condicionado se concentró usando 

las unidades de filtración Amicon Ultracel-3 kDa (Millipore # UFC800324) y un total 

de 50 μL del medio condicionado concentrado fue usado para medir la concentración  

(pg/mL) de G-CSF, GM-CSF, IFN gamma, IL-1α, IL-1β, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-

17A, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNF alpha, Eotaxin, Gro α, IP-10, MCP-1, MCP-3, MIP-

1α, MIP-2 y RANTES usando el ProcartaPlex® Multiplex Immunoassay (BIO RAD # 

171K1002M). Los datos se obtuvieron usando el analizador Luminex Instrument y la 

concentración de los analitos fue medida calibrando con una curva estándar para cada 

citocina proporcionada por el fabricante. 

 

6.15.  Análisis estadísticos 

Todos los datos fueron analizados y graficados usando Prism 6 (GraphPad Software Inc. 

La Jolla, CA, USA). Se realizaron pruebas específicas para cada diseño experimental y 

se indican en cada figura. 

 

7. Resultados  

 

7.1.  Las neuronas corticales mantenidas in vitro por largo tiempo adquieren 

características senescentes 

 

 Para establecer el modelo de senescencia neuronal in vitro se realizaron cultivos 

primarios de células corticales de ratas Wistar, que fueron mantenidos en cultivo hasta 

40 días in vitro (40 DIV). Durante los primeros días del cultivo (6 DIV), las neuronas 

(positivas a βIII-TUBULIN) representaron el 96.8 % de las células con muy poca 

presencia de células gliales (positivas a GFAP); debido a la proliferación de las células 

gliales (a pesar de que el medio de cultivo no contiene suero) y a la muerte de neuronas, 

a los 26 DIV, hubo 51 % de neuronas y 31 % de glía; y a los 40 DIV, 73% de las células 

sobrevivientes fueron glía (Figura 5). Experimentos futuros serán necesarios para 

determinar específicamente el tipo de muerte celular (ya sea apoptosis, necroptosis u 

otro tipo de muerte) que sufren las neuronas cultivadas en estas condiciones y a los 

tiempos indicados. Por otro lado, sin algún tipo de estímulo estresante adicional, se 

detectó señal de la actividad SA-β-gal y acumulación de lipofuscina, detectada por 

autofluorescencia y por tinción con Sudan Black B (SBB), un colorante lipofílico26 en 

las células corticales desde los 26 DIV (Figura 6). 
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Figura 5. Cultivo primario de corteza es viable hasta 40 días in vitro. Inmunofluorescencia usada para cuantificar 
neuronas (βIII-TUBULIN) y células gliales (GFAP) a los 6, 26 y 40 DIV. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. La barra 
de escala representa 25 µm. La gráfica representa el porcentaje de neuronas o células gliales a lo largo del cultivo. 
La barra representa SEM, n=3. (Tomado de Moreno-Blas et al., 201982). 

Otra de las características de la senescencia celular es la presencia de daño en el 

DNA, comúnmente detectada por focos de la variante de histonas γH2A.X. Como se 

muestra en la figura 7, el cultivo presenta un mayor número de neuronas con focos de 

γH2A.X a los 26 DIV (Figura 7A y B), así como un incremento de rupturas en el DNA, 

detectadas por ensayo cometa (Figura 7C y D). Aunque no es posible distinguir entre 

neuronas y glía con el ensayo cometa, pensamos que los núcleos con DNA roto 

pertenecen a neuronas, ya que observamos que principalmente las neuronas muestran 

los focos de γH2A.X. Estos resultados sugieren que las neuronas acumulan daño en el 

DNA a lo largo del tiempo de cultivo lo cual podría asociarse a un mayor daño en el 

DNA. Tanto a los 26 como a los 40 DIV, solo una pequeña proporción de células gliales 

(GFAP positivas) presentaron focos de γH2A.X (Figura 7B). Está observación sugiere 

que las neuronas adquieren características senescentes antes que las células gliales. 

 

Figura 6. Células corticales cultivadas por largo tiempo muestran elevada actividad SA-β-gal y acumulación de 
lipofuscina. (A) La actividad SA-β-gal y la acumulación de lipofuscina detectada por autofluorescencia o tinción con 
Sudán Black B (SBB) fueron analizadas en el cultivo primario de células corticales de rata a los días in vitro indicados. 
La barra de escala representa 100 µm. (B-C) Porcentaje de células positivas a SA-β-gal o SBB en células corticales 
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incubadas a los días in vitro indicados. Las barras en las gráficas representan SEM, n=3. Two-way RM ANOVA 
analysis, seguido de la prueba de comparación múltiple Dunnett. **** p< 0.0001 en comparación con 6 DIV. 
(Tomado de Moreno-Blas et al., 201982).  

La persistente activación de la respuesta al daño en el DNA induce la 

fosforilación de p53, lo cual aumenta la posibilidad de que esta proteína active la 

transcripción de varios genes, entre ellos p21CIP1/WAF 116. De hecho, se ha reportado a 

p21CIP1/WAF1 como un regulador clave de la senescencia neuronal en cerebros de ratones 

viejos72. Por esta razón, decidimos analizar su expresión a los diferentes tiempos del 

cultivo. Como se muestra en la figura 3, las neuronas de 26 DIV, pero no la glía, 

expresaron altos niveles de p21CIP1/WAF1. El número de células gliales con elevada 

expresión de p21CIP1/WAF1 aumentó hasta los 40 DIV (Figura 7F). Interesantemente la 

señal de p21CIP1/WAF1 a los 26 DIV está ligeramente enriquecida en la periferia nuclear, 

lo cual podría estar relacionado con los recientes trabajos donde proponen al exporte 

nuclear alterado como una característica del envejecimiento y de la senescencia 

celular83. También confirmamos que la expresión de p21CIP1/WAF1 es inducida a nivel 

transcripcional en células corticales a los 26 DIV por qRT-PCR (Figura 7G). 

 

El fenotipo senescente también está caracterizado por la pérdida de la expresión 

de proteínas de la envoltura nuclear, que resulta en una alterada morfología nuclear27. 

Por lo tanto, nos preguntamos si las neuronas senescentes también muestran 

deformaciones nucleares. Como se muestra en la Figura 8, las neuronas senescentes de 

26 DIV muestran una morfología nuclear irregular con pliegues de la envoltura nuclear 

formando estructuras intranucleares de lamina A/C que invaginan hacia el 

nucleoplasma. Muy pocos astrocitos mostraron una distribución anormal de lamina A/C 

a los 26 DIV, fortaleciendo la idea de que las neuronas se vuelven senescentes antes que 

las células gliales en este modelo. 

Figura 7. Células corticales cultivadas por largo tiempo muestran daño en el DNA y elevada expresión de 
p21CIP1/WAF1. (A) Inmunofluorescencia para detectar focos de γH2A.X en neuronas (βIII-TUBULIN) 
incubadas a los días in vitro indicados. Las flechas indican neuronas positivas a focos de γH2A.X. La barra 
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de escala representa 25 µm. (B) Cuantificación del porcentaje de neuronas o células gliales (GFAP) con 
focos de γH2A.X a lo largo del cultivo. Las barras en las gráficas representan SEM, n=3. Análisis de RM 
ANOVA de dos vías, seguido de la prueba de comparación múliple Dunnett´s. **** p< 0.0001 26 DIV vs. 6 
DIV; * p<0.05 40 DIV vs. 6 DIV. (C) Ensayo cometa usado para detectar rupturas de doble cadena de DNA 
de células colectadas a los días indicados. La barra de escala representa 100 µm. (D) Gráfica de la longitud 
de las colas de los cometas, como indicativo del nivel de daño en el DNA, se contaron 50 núcleos por cada 
grupo y fueron analizados con RM one-way ANOVA seguido de la prueba de comparación múltiple 
Dennett. **** p< 0.0001 entre 26 DIV o 40 DIV en comparación con 6 DIV. (E) Inmunofluorescencia para 
detectar p21CIP1/WAF1 en neuronas (βIII-TUBULIN) incubadas a los días in vitro indicados. La barra de escala 
representa 25 µm. (F) Porcentaje de neuronas o células gliales expresando p21CIP1/WAF1 a lo largo del 
cultivo. Las barras en las gráficas representan SD, n=3. Two-way RM ANOVA analysis, seguido de la prueba 
de comparación múltiple Tukey. **** p<0.0001. (G) qRT-PCR de RNA total purificado del cultivo primario 
cortical durante los días indicados. La expresión relativa de mRNA de Cdkn1a fue normalizada con mRNA 
de Gapdh. Las barras en las gráficas representan SD. * p=0.039 by unpaired t test two tailed. n=4. 
(Tomado de Moreno-Blas et al., 201982). 

 

Figura 8. Las células corticales cultivadas durante un largo tiempo presentan defectos en la morfología nuclear. 
Inmunofluorescencia para detectar Lamin A/C en neuronas (βIII-TUBULIN) o astrocitos (GFAP) en cultivo primario de 
células corticales incubadas durante los días in vitro indicados. La barra de escala representa 25 µm. La gráfica 
representa el porcentaje de neuronas o astrocitos con morfología nuclear aberrante. Las barras en las gráficas 
representan SEM, n=3; two-way RM ANOVA analysis, *** p< 0.001 en comparación con 6 DIV. (Tomado de Moreno-
Blas et al., 201982). 

7.2. Las neuronas corticales senescentes desarrollan un fenotipo secretor (SASP 

neuronal) 

 Para determinar si las neuronas senescentes presentan un fenotipo secretor 

asociado a senescencia, primero analizamos la expresión de GATA4, uno de los 

principales factores de transcripción que promueve la expresión de moléculas del 

SASP84. Como se muestra en la Figura 9A-B, GATA4 se acumuló en neuronas 

cultivadas por 26 DIV, sugiriendo la presencia de un SASP neuronal. Vale la pena notar 

el enriquecimiento de GATA4 en la periferia nuclear, semejante al patrón de 

localización de p21CIP1/WAF1.  

Para tener una idea de las citocinas que las células corticales senescentes podrían 

estar secretando, colectamos el medio condicionado del cultivo de 6, 26 y 40 DIV y 

analizamos la presencia de las citocinas IFNγ, IL-1α, IL-1β, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-

17A, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNFα, de las quimiocinas EOTAXIN, MCP-1, MCP-3, 

MIP-1α, MIP-2, GRO-α, IP-10, RANTES y de los factores de crecimiento G-CSF, GM-

CSF. Solamente MCP-1, RANTES, MIP-2, GRO-1, MCP-3 y EOTAXIN fueron más 

abundantes en los medios condicionados de los cultivos corticales senescentes, aunque 

únicamente MCP-1 mostró diferencia estadísticamente significativa a los 26 y 40 DIV 
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comparado con el cultivo de 6 DIV (Figura 9C). Los demás factores no fueron 

detectados en el medio condicionado de ninguno de los grupos.  

Para corroborar si existía un incremento en la expresión de MCP1, evaluamos 

por qRT-PCR la expresión del gen Ccl2 (gen que codifica a MCP-1) en células 

corticales senescentes a los 26 y 40 DIV, y observamos un aumento significativo a nivel 

de mRNA (Figura 9D). Ya que se ha demostrado que MCP-1 induce senescencia 

paracrina85 y GATA4 regula la expresión de MCP-1 durante la senescencia inducida por 

defectos en la Lamin A86, pensamos que las neuronas senescentes podrían adquirir un 

SASP funcional. Así que, para probar esta hipótesis, analizamos si el medio 

condicionado de células corticales senescentes podría inducir senescencia paracrina. 

Para ello, el medio condicionado de 6, 26 y 40 días de cultivo fue colectado y 

adicionado a células corticales jóvenes de 1 DIV y después de 6 DIV de tratamiento, 

varios de los marcadores de senescencia descritos anteriormente fueron evaluados (se 

presenta un esquema del diseño experimental en la figura 9E). Sin embargo, no 

observamos expresión significativa en alguno de los marcadores de senescencia en 

neuronas jóvenes. Esta observación nos lleva a proponer que las neuronas podrían ser 

más resistentes a la senescencia paracrina que las células mitóticas. 

Interesantemente el medio condicionado de células corticales cultivadas por 26 y 

40 DIV indujo abundante proliferación de células gliales (Figura 5F-G) sugiriendo que 

las neuronas senescentes podrían afectar la organización del tejido. Adicionalmente, en 

nuestro grupo se encontró que el medio condicionado de neuronas senescentes induce 

senescencia paracrina en fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs) (Alexander 

Pommer, tesis de maestría), apoyando la idea de que las neuronas senescentes 

desarrollan un SASP funcional capaz de inducir proliferación glial y senescencia 

paracrina en otros tipos celulares.  

 En conjunto, nuestros resultados confirman que en nuestro modelo in vitro las 

neuronas adquieren características senescentes, incluyendo un SASP funcional, antes 

que las células gliales. Esto sugiere que las neuronas podrían afectar la función de 

células circundantes, tales como los astrocitos y afectar la función del cerebro durante el 

envejecimiento. 
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Figura 9. Neuronas senescentes incrementan la expresión de GATA4 y desarrollan un SASP neuronal. (A) 
Inmunofluorescencia para detectar GATA4 en neuronas (βIII-TUBULIN) en cultivo primario de células corticales 
incubadas durante los días in vitro indicados. (A) La gráfica representa el número de neuronas con elevada 
expresión de GATA4, n=3, cada uno realizado por duplicado. La barra horizontal de la gráfica representa el 
promedio. (C) Cuantificación de las citocinas y quimiocinas indicadas en los medios condicionados del cultivo 
primario de 6, 26 y 40 DIV. Se gráfica el valor máximo y mínimo, la barra representa el promedio de tres 
experimentos independientes. Los datos fueron analizados con two-way ANOVA seguido de la prueba de 
comparación múltiple Tukey, **** p<0.0001 en comparación con 6 DIV. (D) qRT-PCR de RNA total purificado del 
cultivo primario cortical durante los días indicados. La expresión relativa de mRNA de Ccl2 fue normalizada con 
mRNA de Gapdh. Las barras en las gráficas representan SD. * p=0.0106 by unpaired t test two tailed. n=4. (E) Diseño 
Experimental para evaluar la presencia de moléculas secretadas por las células corticales senescentes. El medio 
condicionado fue colectado de células corticales de 6, 26 y 40 DIV. Células corticales de 1 DIV fueron cultivadas por 
24 h antes de agregar el medio condicionado; los marcadores de senescencia fueron evaluados 6 días después. (F) 
Inmunofluorescencia para detectar GFAP en células corticales. Las células fueron incubadas con medio 
condicionado colectado de células corticales que había sido incubado durante los días in vitro indicados. FM= medio 
fresco. La barra de escala representa 500 µm. (G) La gráfica representa la cuantificación del número de células 
expresando GFAP en tres experimentos independientes. Los datos fueron analizados con one-way ANOVA, seguido 
de la prueba de comparación múltiple Dunnett. ** p<0.01; ****p<0.0001 comparado con FM. (Tomado de 
Moreno-Blas et al., 201982). 

7.3. Las alteraciones en el flujo autofágico contribuyen al desarrollo del fenotipo 

senescente en neuronas corticales 

Considerando la abundante evidencia que demuestra que el envejecimiento, la 

neurodegeneración y la senescencia celular son procesos biológicos caracterizados por 

defectos en la autofagia, nos preguntamos si la disfunción autofágica contribuiría al 

establecimiento de la senescencia neuronal en nuestro modelo. Por ello, analizamos 

primero si las neuronas presentan un flujo autofágico reducido, reflejado por la 

acumulación de autofagosomas y proteínas relacionadas a estas vesículas, como LC3 y 

p62/SQSTM1. Como se muestra en la Figura 10A, las células corticales de 26 DIV, 

tiempo en el que las neuronas muestran características senescentes, presentaron también 

una mayor cantidad de autofagosomas detectados por una tinción especifica conocida 
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como CytoID® y por inmunofluorescencia para detectar a LC3. Además, confirmamos 

la acumulación de autofagosomas en neuronas senescentes por microscopía electrónica, 

marcándolos con inmuno-oro anti-LC3 (Figura 10A).   

 

Figura 10. Deficiente degradación autofágica acompaña al proceso de senescencia neuronal. (A) Fila superior, los 
autofagosomas fueron teñidos con CYTO ID y los núcleos con Hoechst en el cultivo de células corticales incubadas 
durante los tiempos indicados. La barra de escala representa 100 µm. Filas del medio, inmunofluorescencia para 
detectar LC3 en neuronas (βIII-TUBULINA) en cultivo primario de células corticales incubadas durante los días in 
vitro indicados. La barra de escala representa 50 µm. Fila inferior, micrografías electrónicas mostrando la 
acumulación de autofagosomas en células corticales de 26 DIV, detectados por inmuno-oro anti LC3 (flechas). (B) 
Inmunofluorescencia para detectar acumulación de p62/SQSTM1 en neuronas (βIII-TUBULIN) durante los días in 
vitro indicados. (C-D) Western blot de extractos totales de proteína de células corticales de 6 y 26 DIV sin (C) o con 
cloroquina (CQ) 20 µm por 4 h. Las gráficas representan el promedio del análisis densitométrico de 4 experimentos 
independientes. Las barras en las gráficas representan SEM. Two-way RM ANOVA seguido de la prueba de 
comparación multiple Sidak. *p<0.001. (Tomado de Moreno-Blas et al., 2019). 

Ya que el receptor de autofagia, p62/SQSTM1 se degrada junto con el cargo, este 

se acumula cuando el flujo autofágico está interrumpido. Nosotros analizamos la 

presencia de p62/SQSTM1 por inmunofluorescencia (Figura 6B) y Western blot (Figura 

10D) y encontramos que también se acumula en neuronas de 26 DIV. Estos resultados 

sugieren una deficiente degradación autofágica en neuronas senescentes de 26 DIV. 

Para verificar que la acumulación de autofagosomas se debe a un flujo autofágico 

alterado, incubamos a las células corticales en presencia de cloroquina (CQ), un agente 

que impide la fusión de los autofagosomas con los lisosomas87. Como se muestra en la 

Figura 10C-D, la presencia de CQ no aumentó la cantidad de LC3-II o p62/SQSTM1 a 

los 26 DIV, indicando que el flujo autofágico ya se encuentra interrumpido en neuronas 

senescentes. 
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Con la finalidad de estudiar si el flujo autofágico está fallando por alteraciones en 

los lisosomas, analizamos su morfología, primero mediante una tinción con Lysotracker 

red, un compuesto fluorescente que tiñe vesículas ácidas. Como se muestra en la Figura 

11A, las células de 26 DIV exhiben una señal roja fluorescente intensa y con la forma de 

unas vesículas de gran tamaño en contraste con el patrón punteado discreto que se 

observa en las células de 6 DIV. Para confirmar estos resultados, realizamos una 

inmunofluorescencia contra una proteína de membrana lisosomal conocida como 

LAMP1. Los resultados muestran la presencia de lisosomas de gran tamaño con una 

morfología aberrante muy cerca del núcleo de las neuronas de 26 DIV, comparado con 

el patrón punteado de neuronas de 6 DIV (Figura 11B). Posiblemente esta morfología 

lisosomal aberrante impida la fusión del autofagosoma con el lisosoma, causando el 

bloqueo del flujo autofágico que observamos en neuronas senescentes de 26 DIV. 

 

 
Figura 11. Morfología lisosomal aberrante en neuronas senescentes. (A) Tinción de Lysotracker para detectar 

lisosomas en células corticales de 6 y 26 DIV. Los núcleos se tiñeron con Hoechst. (B) Inmunofluorescencia para 

detectar LAMP1 en neuronas (βIII-TUBULIN) en cultivo primario de células corticales incubadas durante los días in 

vitro indicados. La barra de escala representa 25 µm. 

 

Si defectos en la degradación autofágica contribuyen a la senescencia, entonces 

esperaríamos más células senescentes cuando la autofagia es inhibida. Por lo tanto, 

tratamos a las células corticales a distintas ventanas de tiempo (Figura 12A) con 

Spautin-1, un inhibidor de la formación de autofagosomas, ya que indirectamente 

induce la degradación de BECN1 y fosfatidilinositol-3-cinasa tipo 3/VPS34 
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(PI3KC3)88. Como se muestra en la Figura 12B, encontramos que el número de células 

con actividad SA-β-gal aumentó cuando la autofagia fue inhibida durante la segunda o 

tercera semana del cultivo. Sin embargo, cuando Spautin-1 fue agregado a la 4 semana 

del cultivo o después, no tuvo un efecto incrementando el número de células con 

actividad SA-β-gal, sugiriendo que la autofagia ya se encuentra alterada a este tiempo. 

Por otro lado, activando a la autofagia con trehalosa, un disacárido que mimetiza 

la restricción calórica evitando la ingesta de glucosa89, redujo el número de células 

corticales con actividad SA-β-gal, sin importar la ventana de tiempo a la que fueron 

expuestas, aunque una protección más notable fue observada durante la segunda y 

tercera semana del cultivo (Figura 12B). Para confirmar que la inducción de autofagia 

con trehalosa reduce el fenotipo senescente y no solo la actividad SA-β-gal, repetimos 

el mismo experimento, pero ahora detectamos a la lamina A/C para evaluar si las 

invaginaciones nucleares fueron reducidas también. Como se muestra en la Figura 12C, 

la adición de trehalosa disminuyó las invaginaciones nucleares de lamina A/C. Estos 

resultados sugieren que la inducción de autofagia evita la conversión de senescencia y 

potencialmente revierte el fenotipo senescente, aunque se requiere de más experimentos 

para confirmar este punto. 
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Figura 12. La modulación de la autofagia altera la senescencia de células corticales. (A) Diseño experimental. (B) 
Spautin-1 o trehalosa fueron añadidos durante periodos de varios días a los intervalos de tiempo de cultivo 
indicados. Después de 26 DIV todos los grupos (incluyendo el control sin tratamiento) fueron fijados para cuantificar 
el porcentaje de células con elevada actividad SA-β-gal. La barra de escala representa 500 µm. Las barras en las 
gráficas representan el promedio de tres experimentos independientes, hechos por triplicado cada uno. Tres 
campos de cada replica fueron registrados (9 campos por experimento), cada punto representa el porcentaje de 
células positivas a SA-β-gal por campo. Los datos fueron analizados con two-way RM ANOVA, seguido por el análisis 
de comparación múltiple de Dunnett´s. ***p<0.001 Spautin1 agregado durante los 6-13 DIV en comparación con el 
control; **** p< 0.0001 Spautin1 agregado durante los 13-19 DIV en comparación con el control y tratamientos de 
trehalosa en comparación con el control. (C) La trehalosa fue añadida durante los intervalos de tiempo de cultivo 
indicados. Después de 26 DIV todos los grupos (incluyendo el control sin tratamiento) fueron fijados para detectar 
la Lamin A/C por inmunofluorescencia. La barra de escala representa 5 µm. Se muestra las imágenes 
representativas de al menos tres experimentos independientes. Al menos 60 células por tratamiento fueron 
cuantificadas. Las barras en la gráfica representan el promedio. Los datos fueron analizados con two-way RM 
ANOVA, seguido por el análisis de comparación múltiple de Dunnett. ***p<0.001; **** p< 0.0001 con respecto al 
control. (Tomado de Moreno-Blas et al., 2019). 
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8. Discusión 

 

Las células senescentes se acumulan con la edad en tejidos humanos y se ha 

descrito también en modelos murinos y su acumulación está asociada con la aparición 

de muchas enfermedades relacionadas con el envejecimiento14. Sin embargo, la 

participación de la senescencia celular en el envejecimiento cerebral es un campo de 

investigación que está siendo recientemente explorado. A pesar de los trabajos recientes 

que reportan la presencia de neuronas con características senescentes en cerebros viejos 

de rata y de humano72,84,90, se cree que los astrocitos son el principal tipo celular del 

cerebro que sufre senescencia celular durante el envejecimiento91. En este trabajo 

hemos caracterizado un modelo in vitro de senescencia neuronal, útil para estudiar las 

bases moleculares de la senescencia celular en neuronas, así como su fenotipo secretor 

(SASP neuronal). 

Bajo estas condiciones, demostramos que las neuronas, a pesar de ser células post-

mitóticas, adquieren muchas de las características del fenotipo senescente como 

aumento en la actividad SA-β-gal, acumulación de lipofuscina, aumento en la expresión 

de p21CIP/WAF1, activación de la respuesta de daño al DNA, así como deformaciones 

nucleares, detectadas por alteraciones en el patrón de la lamina A/C de la envoltura 

nuclear que le da una apariencia arrugada al núcleo de las neuronas senescentes. Este 

resultado es interesante, ya que dicha morfología nuclear también está presente en 

células senescentes en progeria83,92, en senescencia replicativa y en senescencia 

inducida por oncogenes27. Además, estas deformaciones nucleares también son 

observadas en neuronas de pacientes con enfermedades neurodegenerativas93,94 y en 

modelos de neurodegeneración95, siendo las responsables de alterar el transporte núcleo-

citoplasma de las neuronas, lo cual puede contribuir a la neurodegeneración. Sin 

embargo, aún se desconoce de qué manera las invaginaciones nucleares podrían estar 

participando en la senescencia neuronal. Adicional a esta característica senescente, 

también encontramos que las neuronas desarrollan un fenotipo secretor, capaz de afectar 

otras células, de lo cual no hay ningún reporte hasta el momento. En este sentido, 

observamos que el medio condicionado de neuronas senescentes (26 DIV) induce 

proliferación de células gliales. Este dato es interesante porque probablemente la 

proliferación de astrocitos y la astrogliosis observada comúnmente durante el 

envejecimiento del cerebro96,97 se deba en parte, a la secreción de los factores del SASP 

de las neuronas senescentes. Sin embargo, faltaría investigar cuales componentes del 

SASP neuronal son los responsables de promover dicho fenómeno. Una de las 

quimiocinas mayormente secretadas por las células corticales senescentes fue MCP-1. 

Está proteína también fue reportada recientemente como uno de los componentes del 

SASP de neuronas dopaminérgicas con fenotipo senescente debido a la deficiencia de 

SATB1, una proteína de unión al DNA98. MCP-1 también es secretada por células 

troncales mesenquimales humanas senescentes y lo proponen como el factor 

responsable de inducir senescencia paracrina en estas células99.  Probablemente, en 

nuestro modelo la secreción de MCP-1 sea uno de los componentes del SASP neuronal 

que está involucrado en la inducción de senescencia paracrina que observamos en 

MEF’s tratados con medio condicionado de neuronas corticales senescentes, pero se 

requieren de más experimentos para probar dicha hipótesis.  
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En resumen, la aparición y acumulación de neuronas senescentes en el cerebro 

facilitaría la secreción de una gran cantidad moléculas, que podrían contribuir al 

desarrollo de un estado de inflamación crónica local y senescencia paracrina en células 

vecinas saludables como la microglía o células endoteliales, lo cual contribuiría al 

envejecimiento cerebral y exacerbaría la neurodegeneración. 

Junto con la adquisición del fenotipo senescente en las neuronas de nuestro modelo 

in vitro, encontramos una deficiente degradación autofágica. Estos datos concuerdan 

con la gran cantidad de trabajos donde reportan que alteraciones en el flujo autofágico 

contribuyen al establecimiento de la senescencia celular28,71,100–103. Sin embargo, 

nuestros resultados son los primeros que demuestran alteraciones en la actividad 

autofágica asociadas con la senescencia celular de neuronas. 

El bloqueo del flujo autofágico en neuronas senescentes de 26 DIV quizá se deba a 

la morfología aberrante que adoptan los lisosomas de las neuronas cultivadas por largo 

tiempo, lo cual impide la fusión y degradación de los autofagosomas, ocasionando la 

acumulación de estas vesículas autofágicas. Otros grupos también han observado 

anormalidades similares en los lisosomas de neuronas con características 

senescentes98,104, apoyando la idea de que la disfunción lisosomal podría ser una de las 

principales razones por las que se impide el flujo autofágico durante la senescencia 

neuronal. 

Los defectos en el flujo autofágico podrían ayudar a la estabilización y acumulación 

de sustratos que normalmente son degradados por autofagia y que potencialmente 

podrían contribuir al establecimiento del fenotipo senescente. El factor de transcripción 

GATA4 es un ejemplo de tales sustratos. Normalmente GATA4 es degradado por 

autofagia, pero esta degradación se ve disminuida durante la senescencia celular, 

ocasionando la acumulación de este factor de transcripción que a su vez activa al factor 

de transcripción NF-kB para iniciar la expresión del SASP y facilitar el proceso de 

senescencia celular101. En este sentido, nosotros también encontramos acumulación de 

GATA4 en neuronas senescentes, lo cual, además de ser una marca de senescencia 

celular y del desarrollo de un fenotipo secretor, es indicativo de una deficiente 

degradación autofágica. GATA4 regula la expresión de una variedad de genes, entre 

ellos p21CIP/WAF1 105 y MCP-186, por lo tanto, el aumento en la expresión, tanto de 

p21CIP/WAF1 como de MCP-1 que observamos durante la senescencia neuronal en 

nuestro modelo, posiblemente se deba a la acumulación de GATA4, como resultado de 

un flujo autofágico defectuoso. 

De acuerdo con esta idea, nosotros logramos inducir el flujo autofágico en las 

células corticales de nuestro modelo usando trehalosa. Dicho tratamiento redujo el 

número de neuronas senescentes, probablemente como resultado de la degradación de 

GATA4, que llevo a una menor expresión de p21CIP/WAF1 y MCP-1 y por consiguiente a 

una disminución en el número de células senescentes. No obstante, es necesario realizar 

experimentos para probar esta hipótesis. Apoyando esta idea, la adición de resveratrol, 

un conocido inductor de autofagia, también disminuyó las características senescentes en 

un co-cultivo de neuronas y glía mantenido in vitro por largo tiempo77. Por lo tanto, los 

tratamientos que promuevan el flujo autofágico y/o eviten la disfunción lisosomal 

podrían prevenir el inicio de la senescencia neuronal.     
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En este trabajo caracterizamos un modelo in vitro útil para estudiar el proceso de 

senescencia neuronal y algunos de los mecanismos moleculares involucrados en su 

desarrollo. Demostramos que las neuronas corticales mantenidas in vitro por 26 días, sin 

algún tipo de estrés adicional, adquieren características senescentes antes que las células 

gliales. Además, demostramos que las células corticales senescentes desarrollan un 

SASP funcional que secreta componentes capaces de inducir la proliferación de células 

gliales. Asimismo, encontramos que el flujo autofágico se encuentra alterado durante la 

senescencia neuronal, contribuyendo potencialmente a mantener el fenotipo senescente 

en neuronas. Por lo tanto, la identificación de la autofagia disfuncional como un 

mecanismo clave en la senescencia neuronal es un importante primer paso para el 

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para evitar o reducir el envejecimiento 

fisiológico del cerebro y la neurodegeneración. 

 

10. Perspectivas 

 

Los resultados de este trabajo sugieren que las alteraciones en el flujo autofágico 

contribuyen al establecimiento del fenotipo senescente en neuronas in vitro. Sin 

embargo, la causa del fallo del flujo autofágico en neuronas senescentes continúa sin 

respuesta. En este sentido, nosotros hemos observado fragmentación del citoesqueleto 

axonal en neuronas senescentes de 26 DIV. La fragmentación del citoesqueleto axonal 

es considerada una de las características del proceso de degeneración axonal y ha sido 

observada también en muchas enfermedades neurodegenerativas106.  

Dado que los autofagosomas se mueven a lo largo de los axones para fusionarse 

con los lisosomas107,108, suena razonable pensar que cualquier factor que interrumpa el 

transporte axonal como lo es en este caso la degeneración axonal, daría lugar a una 

ineficiente maduración y degradación de autofagosomas y por consiguiente a la 

acumulación de estas vesículas autofágicas en las neuronas senescentes. De acuerdo con 

esto y en colaboración con el grupo del Dr. Felipe Court de la Universidad Mayor en 

Santiago, Chile, realizamos algunos experimentos preliminares con el objetivo de 

caracterizar el proceso de degeneración axonal en nuestro modelo de senescencia 

neuronal in vitro. Al analizar la integridad del citoesqueleto de las neuritas de neuronas 

de 6, 19 y 26 DIV por inmunofluorescencia contra neurofilamentos intermedios (NF-M) 

encontramos que las neuronas senescentes muestran una mayor fragmentación de estos 

filamentos comparando con las neuronas jóvenes de 6 DIV (Figura 13). 

De manera interesante, el grupo del Dr. Felipe Court ha demostrado que la 

degeneración axonal inducida por distintos estímulos, ya sea por insultos químicos o 

mecánicos es desencadenada por la activación de la maquinaria de necroptosis109–111. 

Quizá la degeneración axonal que observamos en neuronas senescentes es iniciada por 

la vía de transducción de la necroptosis, aunque las neuronas senescentes están vivas. 

Para probar esta hipótesis, analizamos por inmunofluorescencia los niveles de la cinasa 

fosforilada RIPK3, una de las principales proteínas involucradas en la activación de 

necroptosis111,112. Encontramos una abundante señal de pRIPK3 a lo largo de los axones 

de las neuronas senescentes en contraste con la señal nuclear de pRIPK3 en neuronas 

jóvenes (Figura 14), sugiriendo la posible activación de esta cinasa en el citoplasma de 

las neuronas senescentes.  
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Figura 13. La fragmentación axonal aumenta en neuronas de 19 y 26 DIV. Análisis por inmunofluorescencia de 

neurofilamentos intermedios (NF-M) en cultivo primario de células corticales incubadas durante los días in vitro 

indicados. La gráfica representa el porcentaje de neuritas obtenido con ayuda del análisis de partículas del software 

Image J. Se usaron los siguientes parámetros para partículas fragmentadas: tamaño 0-100 µm y circularidad de 0.3-

1.0. Para partículas intactas: tamaño 100-infinity µm y circularidad de 0.0-0.3. % neuritas fragmentadas = partículas 

fragmentadas x 100/área total. n=1. 

 

Figura 14. La señal citosólica de pRIPK3 aumenta en neuronas de 19 y 26 DIV. Análisis por inmunofluorescencia de 

neurofilamentos intermedios (NF-M) y pRIPK3 en cultivo primario de células corticales incubadas durante los días in 

vitro indicados. Las flechas indican señal de pRIPK3 en los axones de las neuronas.  n=1. 

Adicional a estos resultados, observamos señal citoplásmica de pRIPK3 en 

neuronas de 19 DIV, pero no señal de la γH2A.X (marcador de senescencia celular), 

sugiriendo que la activación de pRIPK3 precede al establecimiento de la senescencia 

neuronal (Figura 15). Por lo tanto, para confirmar la participación de pRIPK3 en la 
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senescencia neuronal, tratamos a las células corticales desde los 6 DIV con necrostatin-1 

(nec-1), un inhibidor de la cinasa RIPK1, la cual activa a RIPK3. El tratamiento de 

neuronas con nec-1 retrasó la degeneración de neuritas y disminuyó el número de 

células positivas a la actividad SA-β-gal (Figura 16). Estos resultados preliminares 

sugieren la activación de RIPK3 como un mecanismo río arriba de la degeneración 

axonal en neuronas senescentes y como un posible inductor de senescencia celular en 

neuronas. Sin embargo, se requiere de mayor investigación para descifrar cuáles de las 

funciones de pRIPK3 en el citoplasma podrían estar involucradas en el establecimiento 

del fenotipo senescente neuronal. 

 

 

Figura 15. Señal citoplásmica de pRIK3 precede a la activación de la respuesta al daño al DNA en neuronas 

senescentes. Análisis por inmunofluorescencia de neurofilamentos intermedios (NF-M), pRIPK3 y la histona γH2A.X 

en cultivo primario de células corticales incubadas durante los días in vitro indicados. n=1. 

Resulta interesante la observación de la señal citoplásmica de pRIPK3 en 

neuronas senescentes (Figura 14), ya que la exportación de RIPK3 del núcleo hacia el 

citoplasma se debe a la actividad de la exportina-1, también conocida como CRM1113. 

Se reportó recientemente un aumento en los niveles y en la actividad de CRM1 en 

fibroblastos senescentes de individuos con envejecimiento prematuro (Hutchinson-

Gilford progeria síndrome-HGPS), así como en fibroblastos de individuos de más de 70 

años de edad, y que ese aumento en la actividad de CRM1 induce senescencia celular83. 

Sin embargo, se desconoce si la expresión o la actividad de CRM1 aumentan durante la 

senescencia neuronal y mucho menos se sabe si CRM1 participa en la exportación de 

RIPK3 que observamos en neuronas senescentes. Por lo tanto, analizamos la presencia 

de CRM1 por inmunofluorescencia en neuronas de 6 y 26 DIV y sorprendentemente 

encontramos enriquecimiento de CRM1 en las invaginaciones nucleares que le dan la 

apariencia arrugada al núcleo de las neuronas senescentes de 26 DIV (Figura 17).  
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Figura 16. El tratamiento con nec-1 reduce la degeneración axonal y disminuye la actividad SA-β-gal en neuronas 

de 26 DIV. (A) Análisis por inmunofluorescencia de neurofilamentos intermedios (NF-M) en neuronas de 26 DIV, 

después del tratamiento con nec-1 (inhibidor de RIPK1). (B) Actividad SA-β-gal en células corticales de 26 DIV 

después del tratamiento con nec-1. n=1. 

 

 

Figura 17. Enriquecimiento de CRM1 en invaginaciones nucleares de neuronas senescentes. Inmunofluorescencia 

para detectar CRM1 en neuronas (βIII-TUBULIN) en cultivo primario de células corticales incubadas durante los días 

in vitro indicados. La barra de escala representa 25 µm. La gráfica representa el porcentaje de neuronas con 

invaginaciones nucleares positivas a la señal de CRM1. Las barras en las gráficas representan SD, n=3; unpaired t 

Test Student ****p< 0.01. 

 

Teniendo en cuenta que CRM1 tiene como blancos a más de 200 proteínas y 

además está encargado de la exportación de RNAs no codificantes, probablemente el 

enriquecimiento de CRM1 en las invaginaciones nucleares promueva la exportación de 

proteínas involucradas en el establecimiento y/o mantenimiento del fenotipo senescente 

en neuronas como, por ejemplo, la exportación de RIPK3. Si esto es cierto, la inhibición 
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de CRM1 afectaría el número de neuronas senescentes, así que tratamos a células 

corticales de 19, 22 y 25 DIV con leptomicina B (LMB), un inhibidor de CRM1. 

Después del tratamiento, analizamos por actividad SA-β-gal el número de células 

senescentes a los 26 DIV. Los resultados muestran que el tratamiento con LMB a los 19 

y 25 DIV redujo el número de células positivas a SA-β-gal (Figura 18), sugiriendo que 

la actividad de CRM1 podría estar involucrada en la adquisición del fenotipo senescente 

en neuronas. Sin embargo, estos son resultados preliminares y se requieren de más 

experimentos para confirmar la participación CRM1 en la senescencia neuronal. 

 

 

Figura 18. Inhibición de CRM1 altera el número de células corticales positivas a SA-β-gal. Actividad SA-β-gal en 

células corticales de 26 DIV después del tratamiento con Leptomicina B (LMB) a los tiempos indicados. La gráfica 

representa el porcentaje de células positivas a SA-β-gal a los 26 DIV después del tratamiento con leptomicina B 

(LMB). n=1. 
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ANEXO 1 

Cultivo Primario de Neuronas Corticales 

 

Método para sembrar (para un cultivo/8 o 10 fetos)  

Materiales: 

 Matraz Erlenmeyer de 50 ml 

 Vaso de precipitados de 30 ml 

 Pipetas serológicas y micropipetas 

 Probeta de 100 ml 

 Parafilm 

 Cajas de 35 mm 

 Rata Wistar de 17 días de gestación 

 Estuche de disección 

 Cajas Petri 

 Pirinolas con filtro 0,22 µm MILLEX-GSMILLIPORE 

 Guillotina 

 Periódico 

 Microscopio estereoscópico 

 Choper o navaja de bisturi o de rasurar. 

 Tubos falcón 15 ml 

 Jeringa de 20 ml 

 Gradilla para tubos falcón 

 Pipeta Pasteur 

 Malla para disociar PGC Scientifics Cat. 34-1800-01, liga y tubito de jeringa 

para dispositivo filtrador. 

 

Nota: Todo estéril. 

 

Reactivos: 

 

 NaCl 

 KCl 

 KH2PO4 

 NaHCO3 

 Glucosa 

 Rojo Fenol 

 Agua estériles 

 BSA (albúmina de bovino) 

 MgSO4 (Sulfato de magnesio) 

 Tripsina-EDTA 10X 

 DNAsa 

 SBT (inhibidor de tripsina) 

 CaCl2.2H2O (Cloruro de calcio) 

 Medio de cultivo neurobasal sin glutamina (Life Technologies) 

 B27 (50X) (Life Technologies) 
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 Gentamicina (0.02 mg/ml) (Life Technologies) 

 L-glutamina 

 Poly-L-Lisina (PLL) 

 Filtros de 500 ml Cat. 430513 Corning 

 Glutamax 10X 200 mM 

 Etanol 

 

 KRB 10X 

Preparar 500 ml con agua estéril y almacenar en el refrigerador a 4 oC. 

 

 100 ml 250 ml 500 ml 

NaCl 7.07 g  17.67 g 35.35 g 

KCl 0.36 g 0.9 g 1.8 g 

KH2PO4 0.166 g 0.415 g 0.83 g 

NaHCO3 2.14 g 5.35 g 10.7 g 

Glucosa 2.57 g 6.42 g 12.85 g 

Rojo Fenol 0.015 g 0.037 g 0.075 g 

 

 Solución 1 

100 ml de KRB 1X (10 ml del stock KRB 10X + 90 ml de agua estéril) + 0.3 g de BSA 

(Albúmina de bovino) + 0.8 ml del stock de Mg al 3.8 % (3.8 g de Mg en 100 ml de 

agua estéril). 

 

 Solución 2 

10 ml de solución 1 + 5 µl de Tripsina-EDTA 10X.  

Nota: la tripsina se agrega al momento del experimento, para que no disminuya su 

acción. 

 

 Solución 3 

10 ml de solución 1 + 0.8 mg de DNAsa + 5.2 mg de SBT (Inhibidor de tripsina) + 100 

µl del stock de Mg al 3.8 %. 

 

 Solución 4 

10.5 ml de solución 1 + 2 ml de solución 3. 

 

 Solución 5 

12.5 ml de solución 1 + 15 µl del stock de Ca2+ al 1.2% (1.2 g de CaCl2.2H2O en 100 ml 

de agua estéril) + 100 µl del stock de Mg al 3.8 %. 

 

Nota: Preparar las soluciones un día o hasta 3 días antes de sembrar, pero no más de 

una semana. Se pueden preparar en tubos falcón marcados con 1, 2, 3, 4, 5 o en 

matraces Erlenmeyer chicos y estériles para no gastar tubos falcón cada vez que se 

preparen nuevas soluciones. Una vez terminadas las soluciones se tapan con 

parafilm y se guardan en el refrigerador a 4 oC. 
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 Medio de Cultivo Neurobasal (hipocampo y corteza) 

Suplementado con: 

BS27 (50X) 2% 1.5 ml 2 ml 

Gentamicina (10 mg/ml) 1.5 ml 2 ml 

Glutamax 200 mM 112.5 µl 150 µl 

Aforar con medio 

neurobasal 

75 ml 100 ml 

 

 XPoly-L-Lisina (PLL) 1X 

Agregar 5 mg de PLL en 20 ml de agua destilada y disolver, luego aforar a 500 ml 

con agua destilada. Posteriormente filtrar en filtros de 500 ml Cat. 430513 Corning. 

 

Agregar a cada pozo de caja de 12 pozos 1ml de PLL 1X y se dejan incubando 24 h 

en la incubadora o al menos 2 h antes de sembrar. Con 15 min de incubación es 

suficiente pero es recomendable incubar las 24 h. 

 

Ratas Wistar de 17 días de gestación  

 

Nota: de 15 a 18 días también se puede trabajar, más grandes no. 

 

1. Calentar las soluciones a 37 oC. 

2. En la campana antes de extraer los fetos, colocar 10 ml de la solución 1 (37 
oC) en un tubo Falcon de 15 ml. Repartir 8 ml de la sol. 1 en 4 tapas de cajas 

Petri, filtrando con pirinola. 

Nota: La sol.1 se filtra en una pirinola con filtro de 0,22 µm MILLEX-65 MILLIPORE, 

antes de agregar a los tubos Falcon o cajas Petri. 

 

3. Llevar una tapa con solución 1 a donde está la rata porque es ahí donde se 

van a colocar los fetos. 

4. Sacar la guillotina y poner una cama de periódico al lado. 

5. Cortar la cabeza de la rata con ayuda de la guillotina (no está anestesiada) y 

ponerla boca abajo en la tarja y esperar a que se desangre. 

6. Colocar a la rata boca arriba en una cama de periódico, limpiar el vientre con 

alcohol y abrir el vientre con tijeras para sacar los fetos. 

7. Extraer el útero con los fetos con pinzas y colocarlos en la caja de Petri que 

contiene la solución 1. 

8. Envolver a la rata en periódico y guardar a -30 grados para después llevarla 

al bioterio. Limpiar la sangre de la guillotina y la tarja con agua. 

9. Llevar la caja Petri con los fetos a la campa de flujo laminar. 

10. Sacar a los fetos de sus bolsitas con ayuda de las pinzas y colocarlos uno por 

uno en otra de las tapas Petri. 

11. Tomar a los fetos y colocarlos hacia el frente hacia ti y quitarles el cerebro 

cortando a la mitad de la cabeza.  

12.  Colocar los cerebros en otra tapa Petri. 

13. Poner la caja Petri con los cerebros en un microscopio estereoscópico dentro 

de la campana. 
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14. Desdoblar los bulbos del cerebro con pinzas y extraer solo la corteza 

cortando y evitando llevarse las meninges y el hipocampo. 

15. Colocar la corteza en otra tapa petri que contiene la solución 1. 

16. Cortar/filetear con un aparato choper. Si no se tiene el aparato, filetear el 

tejido con una navaja o con un bisturí. 

17.  Transferir el tejido fileteado al tubo falcón que contiene los 10 ml de la sol. 

1 previamente filtrada con pirinola. 

18. Centrifugar 3000 rpm x 3 min.  

19. Eliminar el sobrenadante con la bomba de vacío dejando un poco de medio 

para evitar llevarse la pastilla de células. 

20. Agregar la solución 2 utilizando una jeringa y acoplándole la pirinola para 

filtrar la solución hasta que llegue a 7 ml en el tubo falcón. 

21. Después se agregan 5 µl de tripsina-EDTA y agitar vigorosamente con la 

mano e inmediatamente poner otros 7 ml pero de sol. 4 (filtrada). 

22. Agitar vigorosamente con la mano y centrifugar a 3000 rpm x 3 min. 

23. Eliminar el sobrenadante con la bomba dejando poco medio y agregar 5 ml 

de la sol. 3 filtrándola con la pirinola. 

24. En otro tubo falcón de 15 ml, colocar 5 ml de la sol. 5 filtrándola con la 

pirinola. Y dejarlo en una gradilla. 

25. Se disgregan las células del tubo que contiene la pastilla pipeteando arriba y 

abajo muchas veces con una pipeta Pasteur estéril. 

26. Tomar las células disgregadas y el medio con la misma pipeta Pasteur y 

transferirlas a un tubito con malla de acuario que se coloca dentro de un vaso 

de precipitados chico (todo estéril). 

27. Pipetear varias veces con la pipeta Pasteur dentro del tubo con malla hasta 

disgregar y filtrar todo el tejido. 

28. El filtrado del vaso de precipitados se transfiere al tubo de la sol. 5 y se 

centrifuga a 3000 rpm x 3 min. 

29. Succionar el sobrenadante y agregar 10 ml de medio neurobasal 

suplementado filtrándolo también con ayuda de la pirinola. 

30. Agitar el tubo vigorosamente y luego contar las células en la cámara de 

Neubauer. Agregando 10 µl de la suspensión de células y 10 µl del azul de 

tripano en un tubo Eppendorf de 0.6 ml. Mezclar y colocar en la cámara de 

Neubauer. 

31. Sacar las cajas con la PLL de la incubadora y succionar la PLL con la bomba 

de vacío sin tocar el fondo. Sembrar el número deseado de células en cada 

pozo deslizándolas por la pared para no romper la PLL. 

 

Sembrar: 

 Sembrar 400 mil células por pozo en cajas de 12 pozos. En 1 ml de medio 

neurobasal. 

 Sembrar 1 millón de células en cajas de 35mm. En 3 ml de medio neurobasal. 

 Sembrar 3.5 millones de células en cajas de 10 cm. En 10 ml de medio 

neurobasal. 

 

El medio neurobasal se filtra con la pirinola y se agregan 60 µl de gentamicina por cada 

10 ml de medio neurobasal. 
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ANEXO 2 

 

Protocolo de detección de actividad de la enzima β-galactosidasa asociada a 

senescencia 

Día 1 

1. Eliminar todo el medio de los pozos 

2. Lavar las células con PBS 1X dos veces. 

3. Fijar 5 min a temperatura ambiente con formaldehido 2% + glutaraldehído 

0.2% en PBS. 

4. Succionar la solución de fijación. 

5. Lavar las células con PBS 1X dos veces.  

6. Agregar la solución de tinción (1 ml por pozo de caja de 12 pozos) 

7. Incubar de 12 a 16 h a 37°C. NO en incubadora de CO2. 

NOTA: El color azul es detectable en algunas células dentro de 2 horas, pero la tinción 

máxima se alcanza de 12 a 16 h. 

Día 2 

1. Eliminar la solución de tinción de los pozos. 

2. Lavar las células con PBS 1X dos veces. 

3. Lavar 1 vez con 500 µl de metanol y dejar secar al aire libre. 

4. Teñir con 500µl de Ioduro de propidio (1 mg/ml) durante 10 min. 

5. Remover el Ioduro de propidio, lavar con PBS 1X una vez. 

6. Almacenar con 1ml de PBS 1X por pozo a 4°C. 

Solución de tinción: 

Componentes Volumen (ml) Concentración final 

20mg/mlX-gal en 

dimetilformamida 

1 1 mg/ml 

Buffer de fosfato de 

sodio/ácido cítrico, 0.2 M 

pH=6 (importante) 

4 40 mM 

Ferrocianuro de potasio 

100 mM 

1 5 mM 

Ferricianuro de potasio 

100 mM 

1 5 mM 

Cloruro de sodio 5 M 0.6 150 mM 

Cloruro de magnesio 1M 0.04 2 mM 

Agua 12.4 20 ml vol. total 

 

Buffer de fosfato de sodio/ácido cítrico, 0.2 M (100 ml): 

36.85 ml de solución de ácido cítrico 0.1 M 

63.15 ml de solución de fosfato de sodio dibásico 0.2 M 

Verificar pH=6. 
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Solución de ácido cítrico (0.1 M)= 2.1 g/100 ml de monohidrato de ácido cítrico 

(C6H8O7.H20). 

Solución de fosfato de sodio (0.2 M)= 2.84 g/100 ml de fosfato de sodio dibásico 

(Na2HPO4). 

 

NOTA: Almacenar la solución X-gal a -20 °C. El buffer y las sales pueden ser 

preparadas varios días o semanas antes de tiempo. Sin embargo, X-gal no es estable en 

solución acuosa, así que adicionarlo el día del ensayo, no antes. 
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ANEXO 3 

Inmunofluorescencia 

Soluciones 

 

Paraformaldehído 4% en PBS (10 ml) 

Agregar 20 µl de NaOH 5N a 4.5 ml de agua bidestilada y calentar a 65° C en tubo 

Falcon de 15 ml. 

Agregar 400 mg de Paraformaldehído, agitar hasta disolverlo. 

Dejar enfriar y añadir 5 ml de PBS 2X. 

Ajustar el pH a 7.2 con HCl. 

Aforar a 10 ml con agua bidestilada. 

Filtrar con membrana de 0.22 µm. 

Guardar a 4° C hasta 1 semana, o en alícuotas congelar a - 20° C. 

Usar guantes, cubrebocas y bata al pesar el paraformaldehído, pues es muy tóxico. 

 

PBS/Tritón 0.5% (10 ml) 

50 μl de Tritón X-100 

9.950 ml de PBS en tubo Falcon de 15 ml. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

 

PBS/ suero de oveja 4%/ BSA 4% (10 ml) 

Disolver 400 mg de BSA en 9 ml de PBS en tubo Falcon de 15 ml. 

Agregar 400 μl de suero de oveja sin inactivar. 

Aforar a 10 ml con PBS. 

Almacenar a 4° C hasta 1 mes. 

 

PBS/ BSA 2% (10 ml) 

Disolver 200 mg de BSA en 9 ml de PBS. 

Aforar a 10 ml con PBS. 

Almacenar a 4° C hasta 1 mes. 

 

DAPI 1 mg/ml (1000x) 

Disolver 1 mg de DAPI (SIGMA D 9542) en 1 ml de agua bidestilada. 

 

DAPI 1 μg/ml 

Disolver 1 μl de DAPI (1 mg/ml) en 1 ml de PBS 1X 

 

Procedimiento 

 

Día 1 

1. Retirar el medio, sacar los cubreobjetos con ayuda de pinzas y colocarlos en una 

superficie de parafilm. Lavar con 130 μl PBS 1X, un cubre a la vez. 

2. Fijar las células con 130 μl por cubre de PFA 4%, durante 30 min a temperatura 

ambiente. 

3. Retirar el PFA y lavar con PBS 1X 3 veces. 

4. Permeabilizar con 130 μl por cubre de PBS/Tritón 0.5% por 5 min a temperatura 

ambiente. 

5. Lavar con PBS 1X 2 veces 

6. Bloquear durante 30 min con PBS/ suero de oveja 4%/ BSA 4%. 
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7. Diluir el anticuerpo primario en 130 μl de PBS/BSA 2% y una vez concluido el 

bloqueo incubar con el anticuerpo primario durante toda la noche (14-16 h) a 4° C en 

cámara húmeda. 

 

Tabla 1. Lista de anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de 

inmunofluorescencia. 

Anticuerpo Dilución Fuente 

Anti-Tuj-1 1:1000 abcam ab14545, mouse 

Anti-GFAP 1:1000 Dako Z0334, rabbit 

Anti-p21 1:25 abcam ab7960, rabbit 

Anti-IL6   abcam ab52915, rabbit 

Anti-γH2A.X 1:500 abcam ab26350, mouse 

Anti-LC3 1:500 MBL PD014, rabbit 

Anti-LAMP2 1:250 (c-20) sc8100, goat 

Anti-mTOR 1:200 CST (7C10) 2983,  rabbit 

Anti-Tuj-1 1:500 MRB-435P-100, rabbit 

Anti-GFAP 1:1000 Invitrogen 13-0300, rat 

Anti-p62 1:500 Cell signalling 5114S, 

rabbit 

Anti-BECN1 1:2000 Sigma PRS3613, rabbit 

 

Día 2 

8. Lavar con 130 μl de PBS 1X 3 veces 10 min cada lavado en agitación. 

9. Diluir el anticuerpo secundario acoplado al fluoróforo en 130 μl PBS/BSA 2% e 

incubar 30 min a temperatura ambiente. 

 

Tabla 2. Lista de anticuerpos secundarios utilizados en los ensayos de 

inmunofluorescencia. 

Anticuerpo Dilución Fuente 

Anti-rabbit 488 1:500 Alexa Fluor, A11034, goat 

Anti-mouse 488 1:500 Alexa Fluor, A11029, goat 

Anti-rabbit 594 1:500 Alexa Fluor, A11037, goat 

Anti- mouse 594 1:500 Alexa Fluor, A11032, goat 

Anti-rabbit 594 1:500 Alexa Fluor, A21442, 

chiken 

Anti-goat 488 1:500 Alexa Fluor, A11055, 

donkey 

Anti-rat 488 1:500 Alexa Fluor, A21208, 

donkey 

Anti- rabbit 1:1000-5000 Jackson immuno 

Research, III-035-003 

10. Lavar con 130 μl de PBS 1X. 

11. Incubar por 2 min a temperatura con 130 μl DE DAPI 1 μg/ml. 

12. Lavar con 130 μl PBS1X 2 veces. Se puede dejar en PBS a 4oC en cámara húmeda 

para su observación posterior. 

13. Montar con una gota de medio de montaje (VectaShield, Vector Laboratories #H-

1000), dejando caer el cubre objetos de lado cuidando que no se hagan burbujas ni se 

embarre. Sellar las orillas con barniz de uñas transparente. Guardar protegidos de la luz 

a 4oC. 
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ANEXO 4 

 

Publicaciones generadas durante el desarrollo del proyecto de investigación 

 

1. Moreno-Blas, D., Gorostieta-Salas, E. and Castro-Obregón, S. (2018). 

Connecting chaperone-mediated autophagy dysfunction to cellular senescence. 

Ageing Research Reviews 41: 34–41.  doi: 10.1016/j.arr.2017.11.001. Anexo 5 

 

2. Moreno-Blas, D., Gorostieta-Salas, E., Pommer-Alba, A., Muciño-Hernández, 

G., Gerónimo-Olvera, C., Maciel-Barón L.Á., Königsberg M., Massieu, L. and 

Castro-Obregón, S. (2019). Cortical neurons develop a senescence-like 

phenotype promoted by dysfunctional autophagy. Aging (Albany NY) 11(16): 

6175-6198. doi: 10.18632/aging.102181. Anexo 6 

 

3. Elisa Gorostieta-Salas, Daniel Moreno-Blas, Cristian Gerónimo-Olvera, 

Bulmaro Cisneros, Felipe A Court & Susana Castro-Obregón. (2019). CRM1 

overexpression in neurons correlates with autophagy dysfunction and neuronal 

senescence during brain aging. Aging Cell (In preparation). 

 

4. Elisa Gorostieta-Salas, Daniel Moreno-Blas, Bulmaro Cisneros, Federico 

Bermudes-Rattoni & Susana Castro-Obregón. (2019). Autophagy induction 

reduces senescent features in hippocampal neurons of old rats. (In preparation). 

 

5. Gorostieta-Salas, E., Moreno-Blas, D. and Castro-Obregón, S. (2019). 

Regulation of autophagy by non-coding RNAs in neurodegeneration. Mol 

Neurobiol (In preparation). 

 

6. Muciño-Hernández, G., Moreno-Blas, D. and Castro-Obregón, S. (2020). 

Molecular implications and pathophysiological consequences of nucleophagy. 

Autophagy (In preparation). 

Capítulo de libro 

 

1. Moreno Blas D. (2017). Regeneración y rejuvenecimiento ¿Será posible? Libro: 

¿Por qué envejecemos? y otras historias... Volumen 1, 265-276. 

 

 

Publicaciones generadas en colaboración 

 

1. Maciel-Barón L.A., Moreno-Blas D., Morales-Rosales S.L., González-Puertos 

V.Y., López-Díazguerrero NE., Torres C., Castro-Obregón S. & Königsberg M. 

(2018). Cellular senescence, neurological function and redox state. Antioxid 

Redox Signal 28(18): 1704-1723.  doi: 10.1089/ars.2017.7112. 

 

2. Diener C., Garza Ramos Martínez G., Moreno-Blas D., Castillo González D.A., 

Corzo G., Castro Obregon S. & Del Rio G. (2016). Effective Design of 
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Multifunctional Peptides by Combining Compatible Functions. PLoS Comput 

Biol. 12(4):e1004786. doi: 10.1371/journal.pcbi.1004786. 

 

3. Erika A. Peláez Coyotl, Jacqueline Barrios, Gabriel Muciño, Daniel Moreno 

Blas, Miguel Costas, Teresa Montiel Montes, Salvador Uribe, Lourdes Massieu 

Trigo, Susana Castro-Obregón, Dulce Mata Espinosa, Jorge Barrios Payan, Juan 

Carlos Leon Contreras, Rogelio Hernandez-Pando, Gabriel Del Rio. (2020). 

Autophagy induced by an antimicrobial peptide in mammalian cells as an 

effective treatment for tuberculosis (Sometido). 
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ANEXO 5 
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ANEXO 6 
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