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Enhanced activity of exportin-1/ CRM1 in neurons contributes to 
autophagy dysfunction and senescent features in old mouse 

brain. 
 
 
 
 

Abstract  
 
 

Aging affects all living species at different rates and seems to be a consequence of 
a combined action of a set of different molecular and cellular mechanisms, including 
autophagy failure and cellular senescence. In the brain, dysfunctional autophagy is related 
with loss of cognitive abilities. While autophagy can either promote or suppress cellular 
senescence in proliferating cells, in postmitotic cells such as neurons, autophagy impairment 
promotes cellular senescence. Exportin-1/CRM1 (Chromosomal region Maintenance 1) 
regulates nucleocytoplasmic traffic of hundreds of proteins, including TFEB, the principal 
transcription factor involved in autophagy and lysosomal genes expression, as well as 
STAT3, another modulator of autophagy. Accordingly, reduction of CRM1 expression 
promotes autophagy, extends lifespan in worms and protects from neurodegeneration in 
flies, via TFEB nuclear enrichment. Interestingly, enhanced CRM1 activity is observed in 
skin fibroblast from Hutchingson-Gilford progeria syndrome patients and old healthy 
individuals, and its overexpression induces cellular senescence in normal fibroblasts. 

In this work we tested the hypothesis that impaired autophagic flux during brain aging 
could be due to an Exportin-1/CRM1 accumulation, and hence cytoplasmic localization of 
autophagy promoting transcription factors such as TFEB and STAT3. We found enhanced 
Exportin-1/CRM1 activity concomitant with an increase of cytoplasmic TFEB and STAT3 in 
senescent neurons having autophagic flux impairment in old mice brains. We demonstrated 
that CRM1 inhibition on an in vitro model of neuronal senescence restored nuclear TFEB 
localization, improved autophagic flux and reduced a senescent marker in neurons. 
Collectively, our data suggest that enhanced CRM1-mediated export of proteins during brain 
aging contributes to autophagy impairment and triggers neuronal senescence.  
 

 

Key words: Autophagy, TFEB, CRM1/EXPORTIN-1/XPO1, Neuronal Senescence, Aging, 
mammalian brain.  
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Aumento en la actividad de la exportina 1/CRM1 en neuronas 
contribuye con la disfunción autofágica y el establecimiento de la 

senescencia neuronal en el envejecimiento 
 

 
 

Resumen  
 
 

El envejecimiento afecta a todos los organismos en diferentes grados y tazas, y es 
caracterizado por diversos cambios celulares y moleculares que en conjunto se conocen 
como “signos” del envejecimiento, entre ellos una autofagia disfuncional y senescencia 
celular. En el cerebro, la disfunción autofágica se relaciona con la pérdida de las 
capacidades cognitivas. Mientras que la autofagia puede promover o evitar la senescencia 
celular en células mitóticas, en células postmitóticas como las neuronas las fallas en la 
autofagia promueven la senescencia celular. La exportina-1/CRM1 (Chromosomal region 
Maintenance 1) transporta del núcleo al citoplasma cientos de proteínas, incluyendo TFEB, 
el principal factor de transcripción involucrado en la expresión de genes de proteínas 
lisosomales y de la autofagia. De igual forma, transporta STAT3 del núcleo al citoplasma, 
otro modulador de la autofagia. Consistentemente, reducir la expresión de CRM1 activa el 
flujo autofágico, extiende la esperanza de vida en nemátodos y evita la neurodegeneración 
en moscas, todo vía el enriquecimiento nuclear de TFEB. De forma interesante, fibroblastos 
de piel de pacientes con progeria de Hutchinson-Gilford y fibroblastos de donadores 
saludables de edad avanzada muestran un aumento en los niveles y la actividad de CRM1; 
además, la sobreexpresión de CRM1 induce senescencia celular en fibroblastos de piel de 
personas jóvenes.  

En este trabajo, probamos la hipótesis de que las fallas en la autofagia durante el 
envejecimiento del cerebro podrían ser causadas por la acumulación de CRM1, que altera 
la localización subcelular de factores de transcripción necesarios para el inicio de la 
autofagia como TFEB y STAT3. Encontramos que, en el cerebro de ratones viejos, el 
incremento en la actividad de CRM1 es acompañada por un incremento en la localización 
citosólica de TFEB y STAT3 en neuronas senescentes que tienen alterado el flujo 
autofagico. Demostramos que la inhibición farmacológica de CRM1 en un modelo in vitro 
de senescencia neuronal restaura la localización nuclear de TFEB, mejora el flujo 
autofagico y reduce una de las características de senescencia en las neuronas. En 
conjunto, nuestros datos confirman un aumento en la actividad de CRM1 en el 
envejecimiento y sugieren que esto promueve el exporte de proteínas pro-autofágicas, con 
lo que contribuye a la disfunción autofágica y la inducción de la senescencia neuronal.  

 
 

 

Palabras clave:  Autofagia, TFEB, CRM1/EXPORTINA-1/XPO1, senescencia neuronal, 
envejecimiento, cerebro de mamífero.   
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Abreviaturas  

 

AD  Enfermedad de Alzheimer (del inglés Alzheimer´s disease)  
ALS   Esclerosis lateral amiotrófica (del inglés Amyotrofic lateral sclerosis) 
ALR  Regeneración autofágica de los lisosomas (del inglés Autophagic lysosome        

reformation)  
AP1   Proteína activadora 1 (del inglés Activator protein 1)  
ATG   Gen relacionado a autofagia (del inglés Autophagy related genes) 
ATM   Ataxia telangiectasia mutado (del inglés Ataxia-telangiectasia mutated) 
ATR  Ataxia telagiectasia RAD3 relacionada (del inglés Ataxia telangiectasia and 

Rad3-related protein) 
BSA   Albúmina de suero bovino (del inglés Bovine serum albumin)  
CA3   Cuerno de Amón 3   
CCF  Fragmentos de cromatina en el citoplasma (del inglés Cytoplasmic   

chromatin fragments)  
CDK   Cinasa dependiente de ciclina (del inglés Cyclin dependent protein kinase)  
CMA  Autofagia mediada por chaperonas (del inglés Chaperon mediated 

autophagy) 
CRM1  Proteína de mantenimiento cromosómico 1 (del inglés Chromosomal region 

maintenance 1)  
CLEAR  Red de expresión y regulación coordinada de lisosomas (del inglés 

Coordinated lysosomal expression and regulation) 
CQ   Cloroquina  
DIV   Días in vitro  
FIP200  Proteína de interacción focal (del inglés Focal interacting protein of 200 kD) 
GEF   Factor intercambiador de guanina (del inglés Guanine exchange factor) 
GFP   Proteína verde fluorescente (del inglés Green fluorescent protein) 
H3k9me  Histona 3 trimetilada en lisina 9  
HGPS  Progeria de Hutchinson-Gilford (del inglés Hutchinson-Gilford progeria 

syndrome) 
HP1   Proteína de heterocromatina 1 (del inglés Heterochromatin protein 1) 
Hsc   Proteína de choqué térmico citosólica (del inglés Heat shock cognate) 
IL6   Interleucina 6  
IL8   Interleucina 8  
LAMP2  Proteína de membrana asociada a lisosoma tipo 2 (del inglés Lysosome-

associated membrane protein 2) 
LC3   Proteína de cadena ligera 3 asociada a microtúbulos  
LMB   Leptomicina B  
MAPK   Proteínas cinasas activadas por mitógenos  
NES   Señal de exporte nuclear (del inglés Nuclear export signal) 
NLS                Señal de importe nuclear (del inglés Nuclear localization signal) 
NPC   Complejo del poro nuclear (del inglés Nuclear pore complex) 
NTRs   Receptores nucleares (del Inglés Nuclear transport receptors) 
Nup  Nucleoporina 
mHTT   Huntingtina mutante (del inglés Mutant Huntingtin) 
mTOR  Blanco de la rapamicina  
NF-κB   Factor nuclear kappa B  
PD   Enfermedad de Parkinson (del inglés Parkinson´s disease)   
PI3KC3  Fosfatidil-inositol-3-cinasa clase 3  
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P53BP  Proteína de unión a p53  
PE   Fosfatidiletanolamina  
PFA   Paraformaldehido  
PLL   Poli-L-lisina  
PBS   Tampón fosfato salino (del inglés Phosphate-buffered saline) 
PP2A   Fosfatasa 2  
PRC1   Complejo represor polycomb 1 (del inglés Polycomb represor complex 1) 
PRh   Perirhinal  
ROS   Especies reactivas de oxígeno (del inglés Reactive Oxygen species)  
SA-β-gal β-galactosidasa asociada a senescencia  
SAHF  Focos de heterocromatina asociados a senescencia (del inglés Senescence 

associated heterochomatin foci) 
SASP  Fenotipo de secreción asociado a senescencia (del inglés Senescence 

associated secretory phenotype)  
SNARE  Receptor de la proteína unida a NSF soluble  
STX17  Sintaxina 17  
TFEB   Factor de transcripción EB  
TUJ-1   Anticuerpo anti-beta-III-tubulin  
ULK   Cinasa tipo UNC-51 
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1. Introducción  
 

1.1. Envejecimiento 

 
El envejecimiento se define como la pérdida progresiva de las funciones biológicas, 

que afecta a todos los organismos en diferentes grados y que aumentan la probabilidad de 

muerte. El proceso de envejecimiento se caracteriza por diversos cambios moleculares y 

celulares que en conjunto se denominan “signos del envejecimiento”.  Entre ellos se 

encuentran la inestabilidad genómica, acortamiento y daño a los telóremos, cambios 

epigenéticos, perdida de proteostasis, alteraciones en la regulación de nutrimentos, 

disfunción mitocondrial, senescencia celular, agotamiento de células troncales y 

comunicación intracelular alterada [1]. Además, estudios recientes demuestran que durante 

el envejecimiento hay una disminución en la permeabilidad de la membrana nuclear y 

aumento en el transporte núcleo-citoplasma [2–4], apuntando a nuevos marcadores 

asociados con el envejecimiento.  

Aunque el envejecimiento no es considerado una enfermedad, si es el principal 

factor de riesgo para padecer diversas enfermedades crónicas como el cáncer, 

enfermedades cardiovasculares, metabólicas como la diabetes y enfermedades 

neurodegenerativas [5]. En la actualidad, la esperanza de vida de las personas sigue en 

aumento, aunque no se acompaña por un aumento en la esperanza de vida saludable. Esto, 

favorece que las personas mayores padezcan varias enfermedades de manera simultánea, 

por más de una década. En este sentido, comprender los mecanismos celulares y 

moleculares que subyacen al proceso de envejecimiento resulta de particular relevancia 

para el desarrollo de estrategias terapéuticas que permitan reducir o retrasar dichos 

cambios.  

El cerebro, al igual que otros órganos es afectado por el envejecimiento. La pérdida 

de las habilidades cognitivas que incluyen la disminución en la capacidad de aprendizaje y 

la memoria, se asocian con fallas en la proteostasis, en especial con una macroautofagia 

disfuncional, así como con la acumulación de células senescentes. Esta relación ha sido 

observada tanto en el envejecimiento fisiológico como patológico del cerebro [6,7]. En este 

contexto, diversas estrategias experimentales que activan la autofagia o eliminan células 

senescentes en el cerebro, aumentan la esperanza de vida [8] y mejoran la memoria 

[7,9,10].   

El mecanismo que desencadena las fallas en la autofagia y la senescencia celular 

durante el envejecimiento del cerebro, sigue bajo estudio. Sin embargo, el aumento en el 

transporte núcleo-citoplasma se ha propuesto como un candidato que podría explicar las 

fallas en la autofagia y el establecimiento del fenotipo senescente [2,11]. 
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1.1.1. Autofagia 

  
La autofagia es un proceso catabólico altamente conservado que dirige la degradación de 

componentes intracelulares dentro del lisosoma. De acuerdo al mecanismo utilizado para 

llevar los cargos hasta el lumen del lisosoma, la autofagia en mamíferos se ha clasificado 

en: microautofagia, autofagia mediada por chaperonas y macroautofagia [12].  

 

1.1.2. Microautofagia 

 
La microautofagia es la forma menos estudiada de autofagia y en mamíferos se refiere a la 

degradación de componentes intracelulares que son engullidos directamente en 

endosomas tardíos y cuerpos mutivesiculares en lugar de lisosomas [12,13]. En cambio, en 

hongos y plantas la microautofagia ocurre en la vacuola, organelo equivalente a los 

lisosomas.  

 

1.1.3. Autofagia mediada por chaperonas  

 
Durante la autofagia mediada por chaperonas (CMA por sus siglas en inglés de chaperon 

mediated autophagy), las proteínas seleccionadas para su degradación son asistidas por 

un complejo de chaperonas. Una vez identificados los cargos, estos son translocados a 

través de la membrana lisosomal y degradados. La CMA puede dividirse en 3 pasos: 1) 

reconocimiento, 2) translocación y desdoblamiento y 3) degradación [14] .  

Para que se lleve a cabo el reconocimiento, las proteínas blanco deben ser identificadas 

por la chaperona citosolica Hsc70 en un motivo de 5 aminoácidos conocido como KFERQ 

(Lys-Phe-Glu-Arg-Gln). Este motivo, incluye un residuo de glutamina (Q), un residuo 

cargado positivamente como lisina (K) o arginina (R), un aminoácido hidrofóbico que puede 

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

negativamente como ácido glutámico (E) o ácido aspártico (D). Una vez que el cargo es 

reconocido, se forma un complejo proteína/Hsc70. Este complejo se une a la proteína de 

membrana asociada a lisosoma (LAMP2, por sus siglas en inglés de lysosome associated 

membrane protein 2) y como resultado de esta unión, LAMP2 se multimeriza formando un 

canal a través del cual las proteínas cargo serán desplegadas e importadas al lumen 

lisosomal. Finalmente, el cargo es degradado por el contacto con las hidrolasas 

lisosomales. Es interesante que el motivo KFERQ se puede crear por modificaciones post-

traduccionales que incorporen cargas negativas por ejemplo a través de la fosforilación o 

acetilación. Esto aumenta el número de proteínas que pueden ser degradadas por esta vía 

[13,15].  

Este tipo de autofagia también se atrofia con el envejecimiento, y podría estar 

relacionada a la inducción de la senescencia celular, como proponemos en la revisión que 

se presenta en el anexo 1  [15].  
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1.1.4. Macroautofagia  

 
Este es el tipo de autofagia mejor caracterizado. En esta, los componentes intracelulares 

seleccionados para degradación son engullidos y dirigidos al lisosoma por una vesícula de 

doble membrana llamada autofagosoma [12]. Al inicio, se pensó que la macroautofagia era 

un proceso catabólico que solo se activaba en respuesta a la falta de nutrimentos y que 

tenía como función proporcionar a la célula biomoléculas esenciales a partir de la 

degradación de componentes intracelulares. Sin embargo, actualmente sabemos que la 

macroautofagia está involucrada en la regulación de diversos procesos celulares como el 

recambio de proteínas, la degradación de organelos dañados, la respuesta inflamatoria, la 

secreción no convencional [16], la integración del metabolismo [17] y el desarrollo de 

sinapsis en el caso del sistema nervioso [18,19]. 

 

1.1.5. Mecanismo molecular de la macroautofagia 

 
La macroautofagia (en adelante autofagia) es un proceso complejo que requiere de la 

participación de diversas proteínas conocidas como ATG (gen relacionado a autofagia, por 

sus siglas en inglés). Cuando una señal de activación se presenta, estas proteínas trabajan 

en complejos y son reclutadas a una localización subcelular específica para dirigir la 

formación del autofagosoma y su eventual fusión con el lisosoma. Para comprender este 

proceso a detalle, se ha divido en 4 etapas [20,21]:  

 

1. Inicio: Para que el proceso de la autofagia comience, es necesaria la activación 

del complejo ULK1/2. Este complejo, está formado por las proteínas ATG13, 

ATG101 y FIP200. En condiciones en las que la célula tiene nutrimentos y factores 

de crecimiento, el complejo mTORC1 está activo e inhibe por fosforilación al 

complejo ULK. Pero, en respuesta a estímulos como el estrés nutricional, ULK1/2 

puede activarse por autofosforilacion, esto genera un cambio conformacional que 

permite la disociación del complejo mTORC1 y la defosforilación en sitios 

represores. Una vez que ULK se encuentra activo, puede fosforilar y activar al 

complejo de la fosfatidilinositol 3 cinasa de clase III (PI3KC3), esta proteína 

pertenece a su vez a un complejo formado por las proteínas PI3KC3, BECN1, 

AMBRA1 y ATG14. Cuando está activo, el complejo PI3KC3 produce 

fosfatidilinositiol 3-fosfato [PI(3)P] en la superficie de la membrana y recluta a 

proteínas de la familia WIPI que dan lugar a la formación del fagóforo (Figura 1).  

 

2. Elongación: Para promover la elongación del fagóforo alrededor del cargo 

seleccionado para degradación, dos complejos tipo ubiquitina son necesarios. El 

primero, es el complejo ATG5-ATG12. Para que este complejo se forme se requiere 

la unión covalente de ATG12 a ATG5 y esta reacción es catalizada por una enzima 

tipo E1, la ATG7 y una enzima tipo E2, la ATG10.  El complejo ATG5-ATG12, se 

forma constitutivamente después de la traducción de ATG5 y ATG12. Sin embargo, 

cuando se presenta un estímulo que activa la autofagia, ATG12-ATG5 interactúan 

con ATG16L formando un complejo multiproteico que es reclutado al fagóforo. El 

complejo ATG5-ATG12-ATG16L recién formado actúa como una enzima ligasa E3 
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y permitirá la segunda reacción de conjugación para lipidar a LC3-II. Por su parte, 

la proteína pro-LC3, es cortada por la proteasa de cisteína ATG4, produciendo la 

isoforma LC3-I. Cuando la autofagia se activa, la proteína LC3-I se une 

covalentemente a la fosfatidiletanolamina (PE), es decir se lipida en la superficie de 

la membrana del fagóforo. La forma lipidada de la proteína LC3-I es conocida como 

LC3-II y esta conjugación es catalizada primero por la enzima tipo E1, ATG7, luego 

por la enzima tipo E2, ATG3 y finalmente por el complejo ATG5-ATG12-ATG16L 

que actúa como una E3 ligasa. La proteína LC3-II es de relevancia particular para 

monitorear la vía autofágica porque se queda anclada a la membrana interna y 

externa del autofagosoma, de tal forma que su abundancia nos brinda información 

sobre la formación de nuevos autofagosomas (Figura 1). De hecho, la proteína 

verde fluorescente (GFP), fusionada a LC3 es usada ampliamente para el análisis 

de la formación de autofagosomas que se detectan como puntos en la célula. Como 

se mencionó anteriormente, el reconocimiento de cargos sucede durante la 

elongación del fagóforo. La proteína LC3 tiene un dominio de unión a receptores 

autofágicos como la proteína p62/SQSTM1. Por su parte, estos receptores 

autofágicos reconocen alguna marca molecular en el material a degradar, por 

ejemplo, proteínas ubiquitinadas, funcionando como un puente entre LC3 y los 

cargos a degradar. El papel de los receptores autofágicos es por tanto favorecer el 

reconocimiento de cargos y el crecimiento del fagóforo alrededor de ellos.  Una vez 

que los extremos de esta doble membrana se cierran, se completa la formación del 

autofagosoma y la proteasa ATG4 remueve LC3-II de la membrana externa del 

autofagosoma, permitiendo la fusión con el lisosoma.  

 

3. Fusión: La fusión del autofagosoma maduro con el lisosoma, requiere primero que 

estos se movilicen dentro de la célula para estar cerca físicamente. El transporte 

sucede a través de los microtúbulos y es mediado por la dineína. Mutaciones en la 

dineína que impiden el transporte resultan en una disminución en la fusión 

autofagosoma-lisosoma [22].  Pero, cuando autofagosoma y el lisosoma se 

encuentran en el mismo espacio, la fusión es mediada por RAB7, HPOS y proteínas 

Q-SNARE como sintaxina 17  (STX17) [23]. 

 

4. Degradación y reciclaje: Al completarse la fusión, el contenido del autofagosoma 

incluyendo el cargo, los receptores autofagicos como p62/SQSTM1 y LC3-II entran 

en contacto con las hidrolasas del lisosoma y son degradados. Los productos de la 

degradación incluyendo aminoácidos, azucares y ácidos grasos son transportados 

fuera del autolisosoma y liberados al citosol para ser reciclados en caso de que el 

estímulo inductor sea la falta de nutrimentos. Los autolisosomas son estructuras 

que se desintegran una vez que la autofagia ha terminado, a este paso se le conoce 

como ALR (regeneración autofagica de los lisosomas por sus siglas en inglés de 

autophagic lysosome reformation). Durante la ALR, la membrana del lisosoma es 

reciclada a través de la formación de estructuras tubulares compuestos de la 

membrana originalmente lisosomal; a partir de estas estructuras, los lisosomas se 

forman nuevamente a través de un proceso de escisión/gemación asistido por 

proteínas como clatrina que promueve la gemación, KIF5B que dirige la elongación 

y dinamina 2 cuya función es promover la escisión del proto-lisosoma (Figura 2) 

[24]. Inicialmente, estos nuevos lisosomas no son funcionales y su maduración 
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depende de la síntesis de nuevas enzimas lisosomales. Para este paso la actividad 

del factor de trascripción EF (TFEB) es determinante [25].  

 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

             

  

               Figura 1. Mecanismo molecular de la macroautofagia. (tomado de Acevo-Rodríguez et al., 2020)                

 

1.1.6. Regulación transcripional de la autofagia   

 
El factor de transcripción EB (TFEB) es un miembro de la familia de factores de trascripción 

asociados a microftalmia (familia MiT). Es un regulador maestro que controla la expresión 

de genes lisosomales y asociados a la autofagia. En presencia de nutrientes, mTORC1 

regula negativamente a TFEB. Cuando el complejo mTORC1 fosforila a TFEB en los 

residuos de serina 142 (S142) y serina 211 (S211), lo retiene en el citoplasma. La 

fosforilación en S211 es reconocida como un sitio de unión para proteínas 14-3-3 (unión 

que evita su transporte al núcleo),  pero aún no está claro como la fosforilación en S142 

retiene a TFEB en el citosol [26]. Sin embargo, la falta de nutrimentos o el estrés lisosomal, 

inhiben a mTORC1 y permiten que TFEB sea desfosforilado por la proteína fosfatasa 2A 

(PP2A). La forma desfosforilada de TFEB puede entonces ser importada al núcleo en donde 

lleva a cabo su actividad transcripcional [27,28]. 

En el núcleo, TFEB se une al motivo CLEAR (siglas en inglés que hacen referencia 

a la red de expresión y regulación coordinada lisosomal), favoreciendo la expresión de 

diversos genes lisosomales incluyendo hidrolasas y proteínas de la membrana lisosomal. 

Además, genes de la autofagia como secuestrosoma 1, Becn1 y Map1lc3a son blancos de 

TFEB [29,30]. Otras modificaciones postraduccionales de TFEB como la acetilación y 
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desacetilación también regulan su actividad transcripcional. Cuando TFEB está en el 

núcleo, SIRT1 promueve su desacetilación en el residuo de lisina 116 (K116R) y esto 

aumenta la unión de TFEB a sus genes blanco [31].  

 En cuanto al mecanismo de degradación, no está claro si esta ocurre en el núcleo o 

únicamente en el citoplasma. Sin embargo, sabemos que en el citoplasma la forma 

fosforilada de TFEB (inactiva) es ubiqutinada por STUB1, una proteína E3 ligasa que 

promueve su degradación vía proteasoma [32]  

El potencial terapéutico de TFEB como inductor de autofagia está en exploración y 

estrategias experimentales que aumentan su localización nuclear y por lo tanto promueven 

su actividad transcripcional, resultan en un aumento del flujo autofágico y mayor 

degradación de agregados proteicos tanto en modelos in vivo como in vitro [33,34]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                          Figura 2. Reciclaje de lisosomas (tomando de Chen & Yu., 2017)                

 

1.1.7. Funciones de la autofagia 

 
La autofagia es un proceso constantemente activo en las células, identificado como 

autofagia basal y de particular relevancia para las células mitóticas y post-mitoticas porque 

favorece la homeostasis celular. Por ejemplo, se encarga de la degradación de organelos 

dañados como las mitocondrias, a esta forma de autofagia se le conoce como mitofagia 

[35]. La disfunción mitocondrial, es un signo del envejecimiento y se asocia con 

enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson (PD por Parkinson´s 

disease) y Alzheimer (AD por Alzheimer´s disease) [36]. Aumentar la mitofagia en modelos 

de la AD, disminuye el estrés oxidante y mejora las habilidades cognitivas [37]. Por otro 

lado, la autofagia es un mecanismo con el que cuentan las células eucariontes para 

degradar agregados proteicos, a esta forma de autofagia se le denomina agrefagia y 

cuando es deficiente, los agregados se acumulan y resultan tóxicos para la célula. En 

particular, las células postmitoticas como las neuronas son susceptibles a la disfunción 
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autofagica en general, porque al no poder diluir insultos a través de la división celular, 

dependen totalmente de este mecanismo para mantener la homeostasis y evitar el daño 

[38]. Además, la autofagia también es relevante en el desarrollo y envejecimiento del 

cerebro. Una autofagia activa y funcional es necesaria para la formación de nuevas 

memorias. De hecho, su activación farmacológica en el hipocampo de ratones envejecidos, 

revierte los déficits cognitivos en parte, promoviendo la formación de nuevas espinas 

dendríticas (sitios postsinápticos de las neuronas) [7].  

Las fallas en la autofagia en modelos experimento, se asocian a enfermedades 

neurodegenerativas (PD y AD), enfermedades metabólicas y cáncer. Aumentar el flujo 

autofagico tiene un efecto benéfico sobre la esperanza de vida en estos modelos [39].  En 

este sentido, Fernández et al., 2018 mostraron que al inhibir la formación del complejo 

BECN1-BCL-2 en ratones, la forma libre de BECN1 aumenta la autofagia basal, 

extendiendo la esperanza de vida y la vida saludable de machos y hembras [40]. Además, 

al analizar el transcriptoma de 76 centenarios (personas mayores de 100 años con vida 

saludable), se encontró un aumento en la expresión de genes asociados a la vía autofágica 

[41]. Estos resultados demuestran que mantener la autofagia basal tiene un potencial papel 

anti-envejecimiento y se sugiere que, en parte, este efecto benéfico es el resultado de 

mantener la homeostasis y retrasando así el establecimiento del fenotipo senescente [42]. 

 

1.2. Senescencia celular  

 
La senescencia celular es un fenotipo que se ha descrito en el contexto del envejecimiento, 

el desarrollo embrionario y la cicatrización. En el desarrollo embrionario, la senescencia 

programada contribuye a la diferenciación y la muerte celular programada, favoreciendo por 

ejemplo el desarrollo de la medula espinal [43].Por otro lado, durante envejecimiento las 

células adquieren el fenotipo senescente en respuesta a diferentes estímulos dañinos y se 

caracterizan por la falta de respuesta a estímulos mitóticos y apoptoticos que es 

acompañada por la detención del ciclo celular y el desarrollo de un fenotipo secretor 

asociado a la senescencia conocido como SASP, por sus siglas en inglés. En condiciones 

fisiológicas, las células senescentes son retiradas del tejido por el sistema inmune. Sin 

embargo, durante el envejecimiento hay una acumulación perdurable de estas células que, 

al continuar secretando moléculas que modifican el tejido circundante, promueven un 

ambiente proinflamatorio y reducen la capacidad regenerativa de los tejidos [44]. 

El mecanismo molecular que dirige el desarrollo del fenotipo senescente durante el 

envejecimiento no se entiende del todo, pero diversos tipos de estrés como el daño al DNA, 

el estrés oxidante, la activación de oncogenes, el daño a los telómeros y las fallas en la 

autofagia, promueven este fenotipo. Las características que definen a las células 

senescentes se describen a continuación:  

1. Expresión de inhibidores del ciclo celular. Las cinasas dependientes de ciclinas 

involucradas en el arresto del ciclo celular durante la senescencia son: p16INK4a y 

p21CIP/WAFI, codificadas por los genes Cdkn2a y Cdkn1a respectivamente.  p16INK4a, 

se utiliza como un marcador de senescencia celular y su expresión puede ser 

regulada por cambios epigenéticos y por factores de transcripción como Sp1, ETS 

y AP1. Adicionalmente, la degradación de PRC1 (complejo represor Polycomb 1), 
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que secuestra al promotor de Cdkn2a, también aumenta su expresión [45]. Por su 

parte, la expresión de Cdkn1a puede estar regulada por la actividad de p53 y la 

respuesta de daño al DNA, así como por otros factores de transcripción como SP1 

y TNF-β. De forma interesante, se ha confirmado que tanto la expresión de p16INK4a 

como la de p21CIP/WAFI aumentan en células mitóticas y también en celulas 

postmitóticas cuando éstas desarrollan el fenotipo senescente  [46,47]. 

 

2. Incremento del contenido lisosomal y aumento de la actividad β-galactosidasa 
asociada a senescencia (SA-β-gal). Las células senescentes exhiben un aumento 

del contenido lisosomal, en particular la actividad de la enzima β-galactosidasa 

aumenta de tal suerte que puede ser detectada a un pH suboptimo de 6.0, que se 

conoce como actividad β-galactosidasa asociada a senescencia (SA-β-gal, del 

inglés senescente associated). Aunque la detección de la actividad SA-β-gal se 

utiliza como un marcador de senescencia, esta no es determinante para el 

establecimiento de este fenotipo, pues células que tiene mutación nula en el gen 

que codifica para ella pueden establecer el fenotipo senescente [48]. 

 

3. Alteraciones nucleares. Uno de los cambios comúnmente observados en la 
senescencia celular, es la desestabilización de la integridad nuclear. Esto, debido a 
cambios en las proteínas de la envoltura nuclear como lamina B1, el receptor de 
lamina B1 (LBR) y lamina A/C. La reducción de la lamina B1 y su receptor se asocia 
con la reorganización de la cromatina, específicamente con la pérdida de 
heterocromatina constitutiva y con aumento de fragmentos de cromatina en el 
citoplasma (CCFs por cytoplasmic chromatin fragmets) [49]. En el caso de lamina 
A/C, se ha observado que cuando p53 aumenta en el núcleo, este interactúa 
físicamente con la lamina A/C. Esta interacción  estabiliza a la lamina A/C, 
favoreciendo la degradación de PRC1 y en consecuencia aumentando la expresión 
de Cdkn2a (p16INK4a) [45].  

 
4. Resistencia a la apoptosis. Las células senescentes son resistentes a la 

apoptosis. Cuando estas células son tratadas con inductores de la apoptosis, no 
regulan a la baja a la proteína anti-apoptotica BCL-2. Otros miembros de la familia 
BCL-2 como BCL-XL y BCL-W, también confieren resistencia a la apoptosis. Por 
otro lado, se ha descrito que cuando la proteína p21CIP/WAFI se encuentra en el 
citoplasma, protege a las células senescentes de la apoptosis al restringir la 
señalización de las caspasas cuando hay daño persistente al DNA [50,51]. 
 

5. Focos de heterocromatina.  La senescencia celular está asociada a cambios 
globales en la organización de la cromatina. Dichos cambios corresponden a una 
inversión en la localización de la heterochromatina y eucromatina. Normalmente, la 
heterochromatina se ubica en la periferia del núcleo y se encuentra en contacto con 
la lamina B1, mientras tanto la eucomatrina se ubica al centro del núcleo. Sin 
embargo, en las células senescentes y sin importar el estímulo que las induzca a 
este fenotipo, la heterochomatina y eucromatina se invierten [52]. Adicionalmente, 
las células que entran en senescencia forman focos de heterocromatina visibles al 
microscopio, a estos se les conoce como SAHF (Senescence associated 
heterochromatin foci).  Los focos están enriquecidos en marcadores de 
heterocromatina como H3K9me3 (la historia h3 tri-metilada en la lisina 9) y la histona 
macroH2A, una variante de histona asociada con el silenciamiento de genes. Se 
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piensa que los SAHF representan regiones que son transcripcionalmente inactivas, 
pero no todas las células senescentes presentan estos focos [53]. 
 

6. Fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP). Las células senescentes se 
caracterizan por desarrollar en fenotipo secretor. Estas pueden secretar todo un set 
de moléculas que alteran el microambiente circundante, por ejemplo, citocinas, 
quimiocinas, factores de crecimiento, proteasas e incluso especies reactivas de 
oxígeno. Si el efecto de la secreción de estas moléculas es positivo o negativo, 
dependerá del contexto en el que se secretaron. En algunos casos estas favorecen 
la remodelación de tejidos y el cierre de heridas, pero en el caso del cáncer, podrían 
favorecer la progresión y durante el envejecimiento, promueven la inflamación.  El 
SASP es un programa transcripcional mediado por la activación del factor de 
transcripción NF-κB, como resultado del daño al DNA. Otros factores de 

transcripción involucrados en el desarrollo del SASP como GATA4 y C/EBPβ ya 

fueron descritos. Además, se propone que el SASP puede depender también de 
cambios epigenéticos que incluyen la reducción de la H3K9me en promotores de 
genes como IL6 e IL8, dos componentes importantes del SASP [54].  

 
7. Daño al DNA y respuesta de daño al DNA. El daño al DNA es uno de los 

principales inductores del fenotipo senescente. El acortamiento de telómeros y las 
rupturas de doble cadena, desencadenan una respuesta rápida de daño al DNA. 
Los principales mediadores de esta respuesta de daño al DNA son las proteínas 
ATM, ATR, CHK1, CHK2, que fosforilan y activan proteínas de ciclo celular 
incluyendo p53. Cuando p53 se activa, favorece la expresión de proteínas como 
p21CIP/WAFI. Las células senescentes se caracterizan por tener una respuesta 
sostenida de daño al DNA que puede ser evaluada a través de la fosforilación de la 
histona H2AX (γH2AX) [55].  

 
 

8. Acumulación de lipofuscina. Durante el envejecimiento y la senescencia celular, 
se ha observado que las células acumulan lipofuscina, un material autofluorescente. 
Esta lipofuscina se acumula en los lisosomas y se forma por el entrecruzamiento de 
proteínas oxidadas, lípidos y metales que no pueden ser degradados por las 
hidrolasas, afectando la capacidad degradativa del lisosoma [56].   

 
No se cuenta con un marcador único y específico para detectar a las células senescentes. 
De hecho, se requiere la detección simultánea de diversas características descritas arriba 
para definir que una célula ha adquirido dicho fenotipo [54,57–59]. 

 

1.2.1. Senescencia celular y envejecimiento  

 
Aunque la senescencia celular tiene un papel benéfico durante el desarrollo y la  
regeneración de tejidos [60], en el envejecimiento, la acumulación de estas células es 
deletérea porque altera la estructura y función de los tejidos. Esta idea fue demostrada al 
remover selectivamente células senescentes, cuando se desarrolló una línea de ratones 
transgénicos con la construcción INK-ATTAC que expresa una variante de la caspasa 8 
bajo el control del promotor de Cdkn2a (que codifica para p16INK4a), permitiendo así la 
eliminación selectiva de células que expresan p16INK4a. Como resultado, en los ratones en 
que se eliminaron células senescentes, se observó un retraso en el desarrollo de tumores, 
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preservación la funcionalidad del glomérulo, extensión en la esperanza de vida saludable y 
un aumento en la esperanza de vida [61,62]. Además, el uso de senolíticos como navitoclax 
(moléculas pequeñas que promueven la muerte de las células senescentes), previene la 
perdida de la capacidad cognitiva asociada a la muerte neuronal en un modelo de 
neurodegeneración. Ratones con la mutación MAPT P301S desarrollan marañas 
neurofibrilares formadas por la proteína Tau hiperfosforilada, así como acumulación de glía 
senescente y gliosis reactiva. El tratamiento con navitoclax, reduce la astrogliosis, 
microgliosis y la formación de marañas neurofibrilares, disminuyendo la muerte neuronal 
[6]. Estas evidencias demuestran que las células senescentes tienen un papel importante 
promoviendo la perdida de función y estructura de los tejidos, durante el envejecimiento. 
Por ello, actualmente se siguen investigando estrategias que eviten la senescencia celular 
o favorezcan la eliminación de células con este fenotipo.   
 
 

1.3. Autofagia y senescencia celular  

 
La relación entre la autofagia disfuncional y la conversión al fenotipo senescente se ha 
descrito de manera amplia. Por ejemplo, el silenciamiento de los genes ATG12, ATG7 y 
LAMP2, en fibroblastos humanos, promueven un fenotipo senescente, caracterizado por el 
aumento en la actividad SA-β-gal, acumulación de lipofuscina, arresto del ciclo celular, 

morfología alargada y aumento del contenido lisosomal y mitocondrial. En este modelo, las 
fallas en la autofagia promueven la acumulación de mitocondrias dañadas, que a su vez 
aumentan la producción de ROS y el estrés oxidante. El daño oxidante en consecuencia 
promueve la activación de p53 y el aumento en la expresión de p16INK4a y p21CIP/WAFI [63]. 
Por otro lado, activar el flujo autofagico en células satélite musculares de ratones 
envejecidos, evita la transición de quiescencia a senescencia, un fenómeno característico 
de la sarcopenia y que limita la capacidad regenerativa del musculo [64]. Esta evidencia 
apunta a que la disfunción autofagica promueve la senescencia en células mitóticas y 
postmitoticas.  
 
En el caso del cerebro, sabemos que neuronas y astrocitos muestran aumento de 
características senescentes durante el envejecimiento. Por ejemplo, las células de Purkinje 
de ratones viejos exhiben aumento de lipofuscina, actividad SA-β-gal y una respuesta 
sostenida de daño al DNA [65]. Además, cerebros post-mortem de pacientes con esclerosis 
lateral amiotrófica (ALS, por amyotrofic lateral sclerosis), mostraron un aumento de p16INK4a 
y p21CIP/WAFI en el núcleo de astrocitos, así como incremento de p21CIP/WAFI en el citoplasma 
de las neuronas [66]. Las neuronas son células con una autofagia basal alta y al igual que 
en otras células, una autofagia disfuncional caracterizada por una baja degradación y 
acumulación de autofagosomas, favorece la senescencia neuronal en modelos in vitro. 
Acorde, el tratamiento con inductores de autofagia como la rapamicina (inhibidor de mTOR) 
y la trehalosa (un inductor de autofagia independiente de mTOR), previenen el fenotipo 
senescente en neuronas [46,47].  
 

Si bien, se ha demostrado que mantener activa la autofagia basal es una estrategia 
que previene la senescencia tanto en células mitóticas como postmitoticas, la pregunta de 
¿Por qué falla la autofagia en el envejecimiento?, sigue vigente. Algunas hipótesis apuntan 
al aumento en la actividad de mTORC1 durante el envejecimiento, como el factor más 
importante en la regulación de la autofagia. Sin embargo, evidencia reciente demuestra que 
el aumento en el exporte nuclear del factor de trascripción EB, podría ser un elemento clave 
en la disfunción autofagica observada durante el envejecimiento  [11].  
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1.4. Transporte núcleo-citoplasma  
 

Las células eucariontes están compartamentalizadas, pero han desarrollado sistemas de 

transporte que permiten la comunicación intracelular. El transporte núcleo-citoplasma es un 

sistema que conecta funcionalmente los procesos que ocurren en el núcleo con los del 

citoplasma, por ejemplo, la transcripción y traducción. La importación y exportación nuclear 

ocurre a través de un complejo de proteínas llamado el complejo del poro nuclear (NPC, 

por sus siglas en inglés de nuclear pore complex). Este complejo atraviesa la membrana 

nuclear y permite el transporte activo y pasivo de proteínas. Cuando las proteínas son 

menores a 40 kDa (kilodaltones) pueden atravesar por difusión el NPC, pero cuando son 

mayores a 40 kDa requieren un transporte activo que involucra la actividad de receptores 

nucleares (NTRs, por sus siglas en inglés de nuclear transport receptors) [67]. 

Los NTRs, son proteínas solubles que pertenecen a la familia de receptores nucleares 

carioferinas-β, y se encargan de transportar diferentes proteínas y algunos tipos de RNAs 

a través del NPC. Los receptores a cargo del importe se conocen como importinas e 

interactúan con sus cargos a partir del reconocimiento de una señal de importe nuclear 

conocida como señal de localización nuclear (NLS, por sus siglas en inglés de nuclear 

localization signal) que es una secuencia corta de 1 a 8 aminoácidos, rica en lisinas (K) y 

argininas (R). Por su parte, los receptores que facilitan el exporte, se conocen como 

exportinas y reconocen sus cargos a partir de una señal de exporte nuclear llamada NES 

(por sus siglas en inglés de nuclear export signal), rica en residuos hidrofóbicos como 

Leucina. La exportina mejor descrita hasta el momento es la exportina-1/CRM1  [67,68].  

Para que el transporte activo se lleve a cabo, se requiere de la interacción transitoria 

de los NTRs con el NPC, esta interacción facilita el transporte a través de la envoltura 

nuclear y necesita la participación de pequeñas proteínas G monoméricas llamadas 

GTPasas Ran. Las proteínas Ran, son un “switch” molecular que puede existir en dos 

estados conformacionales unidos a GDP o GTP. La conversión Ran-GTP/Ran-GDP se 

promueve por las proteínas GAP (proteínas activadoras de GTPasas) que dirigen la 

hidrólisis del GTP y comúnmente se localizan en el citoplasma. Por otro lado, la conversión 

Ran-GDP/Ran-GTP es regulada por las proteínas GEF (factor intercambiador de nucleótido 

de guanina), localizadas en el núcleo.  

El gradiente de Ran-GTP/Ran-GDP favorece el importe y el exporte nuclear. Cuando 

se ha formado el complejo importina-cargo-Ran-GDP, este alcanza el núcleo y una vez ahí, 

las proteínas GEF intercambian GDP por GTP provocando un cambio conformacional que 

libera al cargo. En contraste, el exporte requiere la formación del complejo Ran GTP-

exportina- cargo. Cuando este complejo alcanza el citoplasma, se hidroliza el GTP unido a 

Ran-GTP y esto produce un cambio conformacional que libera al cargo de la exportina 

(figura 2), permitiendo así que el ciclo de exporte e importe continúe [68].  
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Figura 3. Esquema del transporte núcleo-citoplasma (tomada de Fu et al., 2018). Detalles en el texto.  

 

1.4.1. Alteraciones del transporte núcleo-citoplasma durante el envejecimiento  

 
¿Por qué cambia el exporte y el importe nuclear en el envejecimiento? Es una pregunta tan 

reciente como lo son las observaciones que nos llevaron a plantearla. Aunque los 

mecanismos moleculares son desconocidos, se ha encontrado evidencia de un transporte 

núcleo-citoplasma alterado tanto en el envejecimiento fisiológico como patológico. Por 

ejemplo, en el cerebro y en fibroblastos de donadores de diferentes edades, se identificó 

que la proteína RanBp17 (importina-β) disminuye en donadores viejos respecto a los 

jóvenes  [4]. Mientras que en el cerebro de ratas viejas al menos 7 proteínas mostraron 

cambios en su localización subcelular, entre ellas la exportina-5 con una mayor abundancia 

en el citoplasma [69]. Estos datos surgieren que durante el envejecimiento las proteínas 

encargadas del transporte núcleo-citoplasma podrían tener una función alterada.  

Por otro lado, en modelos in vitro y murinos de esclerosis lateral amiotrofica (ALS), 

la expansión anormal del hexanucleótido G4C2 en el gen C9orf72, se asocia con un 

transporte núcleo-citoplasma deficiente, caracterizado por la acumulación citosolica de la 

proteína TDP-43 (proteína de unión a RNA), y la nucleoporina 205 o NUP205 (una proteína 

del poro nuclear que favorece el transporte activo de proteínas). Además, se observa la 

pérdida del gradiente de Ran, causado por la acumulación citosolica de RanGAP1 [70–72]. 

Estas observaciones fueron confirmadas en cerebros post mortem de pacientes con ALS 

[71,73]. Por su parte, la sobreexpresión de la Huntingtina mutante (mHTT), inhibe el exporte 

de RNAs mensajeros a través del secuestro de RanGAP1 y Gle1 (un componente clave en 

el exporte del mRNA) [74]. Mientras tanto, NUP62 una proteína relevante en el control de 

la permeabilidad nuclear y el tráfico de macromoléculas al núcleo, se acumula en el citosol 

de neuronas, en un modelo murino de la enfermedad de Huntington [75].  

De forma interesante, el uso de inhibidores selectivos de la exportina-1/CRM1, 

llamados compuestos SINE, han mostrado tener efectos neuroprotectores en diferentes 
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condiciones. En este aspecto, KPT-335 (Verdinexor), reduce la muerte neuronal causada 

por la sobrexpresion de TDP-43  [70] y  el tratamiento con KTP-276  retrasa la 

neurodegeneración en un modelo de ALS en Drosophila melanogaster [72]. Por su parte,  

KPT-350 reduce de manera significativa la muerte de neuronas corticales transfectadas con 

mHTT, restaurando el trafico núcleo-citoplasma [75]. Se ha especulado que los efectos 

neuroprotectores de los compuestos SINE son el resultado de inhibir el exporte de factores 

de transcripción con funciones neuroprotectoras como NRF2 [76] o TFEB [11].  

 

1.5.  Antecedentes  

 
El papel de CRM1 durante el envejecimiento fue confirmado en el nematodo C. elegans. 

Distintas cepas mutantes de C. elegans que muestran extensión en la esperanza de vida 

comparten como característica el enriquecimiento nuclear de la proteína HLH-30 ortólogo 

de TFEB [77]. En la búsqueda de nuevos blancos que pudieran regular la localización 

subcelular de HLH-30/TFEB se identificó que al silenciar a CRM1, no solo se favorece la 

localización nuclear de HLH-30/TFEB, sino que se observa un aumento en la actividad 

autofágica y en la esperanza de vida; estos efectos son independientes de la actividad de 

mTOR. Además, en un modelo de ALS en moscas, se observó que el silenciamiento de 

CRM1 restaura el flujo autofágico aumentando la transcripción de genes blanco de 

MITF/TFEB. De forma interesante, sobreexpresar Mitf/TFEB no es suficiente para aliviar las 

fallas en la autofagia causadas por el hexanucleótido G4C2 [78]. Resultados similares se 

han observado en células Hela al inhibir farmacológicamente a CRM1, sugiriendo que esta 

vía está conservada [11]. 

Otros reguladores de la autofagia como proteínas de la familia FOXO y STAT3 también se 

han identificado como blancos de CRM1. La localización nuclear de las proteínas FOXO 

promueve la autofagia porque favorecen la expresión de genes como Ulk1/2, Atg4 y Atg14 

[79]. En contraste, la localización citoplasmatica de STAT3 inhibe la autofagia porque se 

une a PKR, que interfiere con la fosforilación eIF2α, un paso necesario para el inicio de la 

autofagia [80].   

De forma interesante, García-Aguirre et., 2019 observaron que los niveles y la 

actividad de la proteína CRM1 aumentan en los fibroblastos humanos de pacientes con 

progeria Hutchinson-Gilford (HGPS, una condición genética caracterizada por la expresión 

de una proteína llamada progerina y envejecimiento acelerado), y en fibroblastos de 

personas de 80-90 años. En este estudio, además se identificó que la expresión ectópica 

de progerina en fibroblastos humanos jóvenes es suficiente para aumentar la unión del 

factor de transcripción NF-YA con el promotor de CRM1, aumentando así su expresión. Sin 

embargo, el mecanismo que regula el aumento de CRM1 durante el envejecimiento 

fisiológico, sigue bajo investigación. Además, el aumento en CRM1 es una característica 

observada en diferentes células cancerosas. En este contexto el aumento en su actividad 

se asocia con supresores tumorales y oncoproteinas localizadas de manera aberrante [81]. 

El mecanismo que induce un aumento en la expresión de CRM1 en el cáncer no está claro 

pero se ha propuesto que está relacionado con factores de transcripción como p53, cMyc y 

Sp1 [82].  
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¿Cómo afecta a las células el aumento de CRM1?, este hecho no está claro, pero 

la sobrexpresión de CRM1 en fibroblastos jóvenes promueve el desarrollo de la 

senescencia celular. Por el contrario, al inhibir la actividad de CRM1 en fibroblastos HGPS 

que desarrollan senescencia de forma prematura, se reducen características del fenotipo 

senescente incluyendo la actividad SA-β-gal y se previene la pérdida de la lamina B1 [2].    

                En conjunto, estos datos sugieren que las alteraciones en el flujo autofágico 

típicamente observadas en el envejecimiento, podrían deberse a un incremento en la 

actividad de CRM1. Trabajo previo de nuestro laboratorio describió que las disfunciones en 

el flujo autofágico favorecen la senescencia en neuronas en un modelo in vitro [47]. Sin 

embargo, el papel de CRM1 en el envejecimiento neuronal aún no ha sido explorado, ni el 

rol de esta exportina en la regulación de la autofagia y el fenotipo senescente en neuronas. 

Por tanto, en este trabajo nos enfocamos en explorar el papel de CRM1 en el 

envejecimiento neuronal.  

 

2. Justificación  
 

El presente proyecto de investigación está encaminado a dilucidar los mecanismos 

moleculares que participan en el establecimiento de la senescencia neuronal. Si 

encontramos una relación inversa entre la actividad de CRM1 y el flujo autofágico, 

contribuiremos a la búsqueda de blancos terapéuticos dirigidos a mantener funcional la 

autofagia basal en las neuronas y así prevenir el establecimiento de la senescencia 

neuronal que conlleva la pérdida de las capacidades cognitivas asociadas al 

envejecimiento.  

3. Hipótesis  

 
El aumento de CRM1 en neuronas, disminuye el flujo autofágico y promueve la senescencia 

durante el envejecimiento.  

 

4. Objetivo general   

 
Analizar si los niveles de la proteína CRM1 correlaciona con la disfunción autofágica 

durante el envejecimiento neuronal y determinar si la reducción farmacológica de la 

actividad de CRM1 restaura el flujo autofágico y disminuye la senescencia neuronal.  
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5. Objetivos particulares 

 
 Evaluar el flujo autofagico en neuronas jóvenes y envejecidas de corteza e 

hipocampo. 

 Estudiar marcadores de senescencia en neuronas 

 Evaluar el papel de CRM1 en el flujo autofagico y el establecimiento de la 

senescencia neuronal.  

 

6. Materiales y métodos  

6.1. Animales  

 
1) Ratas de la cepa Wistar obtenidas en el vivario del Instituto de Fisiología Celular de 

la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) y fueron alojadas con un ciclo 

de luz/obscuridad de 12 horas a 22°C y con acceso libre a agua y comida. 

2) Ratones de la cepa C57BL/6J [ ratón internacional, fuente (IMSR) catalogo 143 # 

JAX:000664, RRID:IMSR_JAX:000664], fueron obtenidos de Laboratorios Jackson 

y mantenidos en la Universidad Mayor de Chile. Los ratones transgénicos C57BL/6J, 

con el gen reportero GFP-LC3 fueron amablemente donados por la Dra. Sandra 

Cabrera y mantenidos en el vivario del Instituto de Fisiología Celular de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). Todos los animales fueron 

alojados con un ciclo luz/obscuridad de 12 horas a 22°C y con acceso libre a agua 

y comida.  

Los animales usados en este estudio fueron manejados y cuidados de acuerdo a la 

legislación ética de cuidado animal. Todos los procedimientos fueron aprobados por el 

Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de Fisiología 

Celular (IFC-SCO51-18), al igual que por el SAG de Chile (RUP: 13.1.07.0018). 

 

6.2. Cultivos corticales primarios, tratamiento con Leptomicina B y 

cloroquina. 

 
Los cultivos celulares se realizaron de acuerdo al protocolo estandarizado y publicado [47]. 

La corteza de embriones de ratas de la cepa Wistar de 17 días de gestación, fue disectada 

evitando tomar las meninges. Una vez aislado el tejido, este fue disgregado utilizando 

Tripsina-EDTA al 0.005% (15400054, Invitrogen/Gibco, Grand Island, NY, USA) y pipeta 

Pasteur. La suspensión fue filtrada utilizando una malla para disociar PGC Scientifics Cat. 

34-1800-01 a fin de eliminar agregados y se centrifugó a 300 rpm por 3 minutos. Se desechó 

el sobrenadante y el pellet fue suspendido en medio Neurobasal (21103049, 

Invitrogen/Gibco Grand Island, NY, USA) suplementando con 2% de B27 (17504044, 

Invitrogen/Gibco, Grand Island NY, USA), GlutamaMax TM  200 mM (35050061, Gibco Life 

Technologies, Grand Island, NY, USA) y 0.02mg/ml de Gentamicina (15710064, 

Invitrogen/Gibco, Grand Island, NY, USA).  
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Las células fueron contadas utilizando una cámara de Neubauer y sembradas en cajas de 

12 pozos a una densidad de 100,000 células por cm2 o en cajas Petri de 10 cm. Las cajas 

de cultivo deben ser pre-incubadas durante 24 horas con XPoly-L-lisina (0.01 mg/ml) 

(P1524,Sigma-Aldrich St. Louis, Mo, USA). Las células son cultivadas por 26 días in vitro 

(26 DIV) a 37°C y 5% CO2. La mitad del medio de cultivo se cambió cada 6 días. Las células 

fueron tratadas con 5 nM de Leptomicina, cuyo vehículo es etanol (LMB; Sigma-Aldrich) por 

24 horas (comenzando en 25 DIV) o 4 días (comenzando a 23 DIV). Para corroborar el flujo 

autofagico las células fueron tratadas con 20 μM Cloroquina (C-6628 Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) por 4 horas. El medio de cultivo contiene los suplementos necesarios para 

mantener los cultivos neuronales a largo plazo.  

 

6.2.1. 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. 
Las imágenes fueron obtenidas en el microscopio invertido Nikon ECLIPSE Ti-U y el 
programa de análisis de imágenes NIS Elements. Cinco imágenes por experimento fueron 
analizadas. Se realizaron 3 experimentos independientes por condición. 
 
 

6.3. Western blot  

6.3.1. Lisado completo  

 
Los animales fueron tratados por eutanasia usando utilizando una sobredosis de 
pentobarbital sódico (90 mg/kg).  Se extrajeron el hipocampo y la corteza cerebral de 6 
ratones silvestres jóvenes (3 a 6 meses), 6 adultos (14 a 17 meses) y 6 viejos (24 a 28 
meses), estas áreas cerebrales se homogenizaron en buffer de lisis (Tris-HCl pH 8.0 mM, 
NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, Desoxicolato de sodio 0.5% y SDS 2% e inhibidor de 
proteasas Complete).  Se utilizaron 30 µg de muestra para los ensayos de electroforesis en 

geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), los cuales fueron transferidos utilizando membranas 
de polivinilideno (PDVF) (Milipore). Las membranas fueron bloqueadas utilizando leche 
descremada (Bio-Rad Cat. #170-6404) al 3% en TTBS (Trizma 50 mM pH 7.6, NaCl 150 
mM, Tween 0.1%) por una hora a temperatura ambiente (TA). Los siguientes anticuerpos 
primarios fueron incubados toda la noche a 4°C, conejo anti-CRM1 (1:1000, Novus 100-
79802, Centennial-CO, USA), conejo anti-Lamina B1 (1:1000, Abcam 32454, Cambrigde, 
MA, USA), ratón anti-Lamina A/C (1:1000, Santa Cruz Biotechnology 376248, Dallas, Tx, 
USA) y ratón anti-β-actina (1:5000, Sigma A3682, Saint, Louis, USA), en una solución 

TTBS/BSA 3%.  Después de 3 lavados de 5 minutos cada uno con TTBS, los siguientes 
anticuerpos secundarios se incubaron por 1 hora a TA; cabra anti-ratón IgG (1:5000, Sigma 
A0545, Saint, Louis, USA), o cabra anti-conejo IgG (1:5000, Sigma A0545, Saint, Louis, 
USA). Los anticuerpos secundarios fueron preparados en una solución TTBS/leche 3%. 
Después de 3 lavados de 5 minutos con TTBS, las membranas fueron reveladas utilizando 
sustrato quimioluminiscente de HRP (Milipore Cat. WBKLS0100, Billerica, Ma, USA) y la 
señal fue escaneada en el equipo C-Digit Blot (LI-COR). 
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6.3.2.  Fracciones celulares  

 
Para las fracciones celulares, el tejido fue disectado y homogenizado usando un buffer 
hipotónico (Hepes 10 mM, MgCl2 1.5 mM, KCl 10 mM, pH 7.4 e inhibidor de proteasas 
Complete). Después de ser homogenizados, los tejidos fueron incubados por 5 minutos a 
4°C y centrifugados a 11,000 rpm por 1 minuto a 4°C. El sobrenadante (proteínas 
citosólicas) fue recolectado y se centrifugó a 4,000 rpm por 10 minutos a 4°C. El pellet fue 
descartado y el sobrenadante recuperado, las proteínas citosólicas fueron precipitadas 
agregando una mezcla metanol/cloroformo (5:1) en una proporción 1:1 y centrifugando a 
14,000 rpm por 5 minutos a 4°C. El pellet fue posteriormente resuspendido en buffer de lisis 
(Tris-HCl pH 8.0 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, Desoxicolato de sodio 0.5% y SDS 
2%). El pellet obtenido en la primera centrifugación (proteínas nucleares) fue re-suspendido 
en buffer de lisis. Se utilizaron 30 µg de la fracción nuclear y de la citosólica para la 

electroforesis en geles de poliacrilamida. Los geles se transfirieron en membranas de 
polivinilideno (PVDF) (Milipore). Las membranas fueron bloqueadas utilizando leche sin 
grasa (Bio-Rad Cat. #170-6404) al 3% en TTBS (Trizma 50 mM pH 7.6, NaCl 150 mM, 
Tween 0.1%) por una hora a temperatura ambiente (TA). Los siguientes anticuerpos 
primarios fueron incubados toda la noche a 4°C; conejo anti-TFEB (1:1000, Mybiosure 
MBS716265, San Diego, CA, USA), conejo anti-GADPH (1:8000, Cell Signaling 
Technology, Mab2128, MA, USA), conejo anti-Fibrilarina (1:1000, Abcam 5821 Cambridge, 
MA, USA). Todos los anticuerpos primarios fueron preparados en una solución TTBS/BSA 
3%. Después de 3 lavados de 5 minutos cada uno con TTBS, las membranas fuero 
incubadas con anticuerpo secundario por 1 hora a TA. cabra anti-ratón IgG (1:5000, Sigma 
A0545, Saint, Louis, USA), o cabra anti-conejo IgG (1:5000, Sigma A0545, Saint, Louis, 
USA). Los anticuerpos secundarios fueron preparados en una solución TTBS/leche 3%. 
Después de 3 lavados de 5 minutos con TTBS, las membranas fueron reveladas utilizando 
sustrato quimioluminiscente de HRP (Milipore Cat. WBKLS0100, Billerica, Ma, USA) y la 
señal fue escaneada en el equipo C-Digit Blot (LI-COR). 

 

6.3.3. Cultivo primario 

  
Las células fueron lisadas en un buffer de extracción que contiene 62.5mM Tris, 2% SDS y 
2 mg/ml de inhibidor de proteasas Complete. 30 µg de proteína fueron utilizados para la 

electroforesis en geles de poliacrilamida. Las proteínas fueron transferidas en membranas 
PVDF-FL (Millipore).  Después de secar las membranas por una hora a TA, protegidas del 
polvo, reactivadas utilizando metanol y lavadas con agua destilada. Posteriormente, las 
membranas fueron incubadas con anticuerpo primario a 4°C durante toda la noche.  Los 
anticuerpos primarios conejo anti-LC3 (1:2000, MBL PD014, Nagoya, Japan), conejo anti-
Lamina B1 (1:1000, Abcam 32454, Cambridge, MA, USA), ratón anti-Lamina A/C (1:1000 
Santa Cruz Biotechnology 376248, Dallas, Tx, USA) y ratón anti-β actina fueron diluidos en 

TTBS/BSA 3%. Después de 3 lavados con TTBS, los siguientes anticuerpos secundarios 
fueron incubados TA por 1 hora; IRDye® 680RD cabra anti-conejo (925-68071, LI-COR) o 
IRDye® 800CW cabra anti-ratón (925-32210, LI-COR), utilizando una dilución de 1:5000 en 
TTBS. Las membranas fueron escaneadas usando el escáner Clx de LI-COr y las imágenes 
fueron analizando utilizando Image Studio Software 5.2.5.  
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6.4. Inmunofluorescencia  

6.4.1. Rebanadas de cerebro  

 
Las ratas o ratones transgénicos GFP-LC3 fueron anestesiados utilizando pentobarbital 39 
mg/kg y perfundidos transcardialmente con PBS y paraformaldehido (PFA) al 4%. Los 
cerebros fueron post-fijados con PFA al 4% por 24 horas a 4°C y crioprotegidos con 30% 
sacarosa disuelta en PBS por 48 horas. Se realizaron cortes coronales de 40 µm del 

hipocampo y la corteza perirhinal (PRh) y posteriormente se montaron en laminillas.  Las 
rebanadas de hipocampo o PRh fueron lavadas 3 veces por 10 minutos con PBS, incubadas 
por 15 minutos con glicina 0.01% /PBS para apagar la fluorescencia causada por el proceso 
de fijación. El proceso de permeabilización y bloqueo se realizó de manera simultánea 
incubando las rebanadas con PBS/Tween 0.5%/ BSA 5% por 30 minutos a TA. Después de 
un lavado de 10 minutos con PBS/ Tween 0.5%, el anticuerpo primario fue incubado toda 
la noche a 4°C en PBS/Tween 0.5%/Triton 0.1%. Después de 3 lavados de 10 minutos con 
PBS/Tween 0.5% las rebanadas fueron incubadas con anticuerpo secundario a TA durante 
2 horas o 12 hrs a 4°C. El anticuerpo secundario AlexaFlour anti-ratón IgG, anti-conejo IgG 
o anti-cabra IgG (1:400 Life Technologies, Oregon, USA) fue preparado en PBS/Tween 
0.5%/Triton 0.1%/BSA 2%; los núcleos fueron teñidos con DAPI (1µg/ml). Al terminar la 

inmunofluorescencia y para apagar la señal autofluorescente causada por la lipofuscina, las 
rebanadas fueron incubadas con Sudan Black B por 3 minutos. Se utilizaron los siguientes 
anticuerpos: conejo anti-CRM1 (1:500,Novus NB100-79802, Centennial-CO, USA), conejo 
anti-TFEB (1: 400, Mybiosure MBS716265, San Diego, CA, USA), ratón anti-p62 (1:300, 
Abcam 56416,  Cambridge, MA, USA), ratón anti-Lamin A/C (1:1000, Santa Cruz 
Biotechnology 376248, Dallas, Tx, USA), conejo anti-p21 (1:200, abcam 109199 
Cambridge, MA, USA), ratón anti-p16 (1:200, Santa Cruz Biotechnology sc1661, Dallas, Tx, 
USA), ratón anti- β-Tubulina clase III (1:1000, Abcam 14545, Cambridge, MA, USA), conejo 
anti-  β-Tubulina class III (1:1000, abcam 18207, Cambridge, MA, USA) y  conejo anti-MAP2 
(1:500 abcam 32454 Cambridge, MA, USA), ratón anti-GFAP (1:400, SIGMA-ALDRICH 
G3893, St. Louis, MO, USA), ratón anti-STAT3 (1:100 Santa Cruz Biotechnology 482, 
Dallas, Tx, USA). La adquisición de las imagines se llevó a cabo en un microscopio confocal 
Zeiss LSM 800; y en todos los casos las imágenes fueron procesadas y cuantificadas 
utilizando el software Fiji, asignándoles pseudolores. Para cada individuo se obtuvieron de 
3 a 4 imágenes por región, para cada una de las fotos la intensidad de fluorescencia 
corregida se obtuvo restando la fluorescencia del fondo a la fluorescencia total. El promedio 
de la intensidad de fluorescencia de 3 o 4 imágenes por región por individuo fue 
representado en los gráficos como un punto.  
 

6.4.2. Cultivos primarios  

 
Las células fueron fijadas con 100% metanol en hielo por 20 minutos y luego enjuagadas 
con PBS y permeabilizadas con PBS/Tritón 0.5% por 5 minutos y se bloquearon con 
PBS/BSA 5% por 30 minutos. Los anticuerpos primarios fueron incubados durante toda la 
noche a 4°C. Después de 3 lavados con PBS, las células se incubaron con anticuerpo 
secundario por una hora a TA. Los anticuerpos secundarios Alexa Fluor (1:1000 Life 
Technologies, Oregón, USA) fueron diluidos en PBS/BSA 2%. los núcleos fueron teñidos 
con DAPI (1µg/ml). Los anticuerpos primarios se usaron como se describe a continuación: 

Conejo anti-CRM1 (1:400, Novus NB100-79802, Centennial-CO, USA), conejo anti-TFEB 
(1: 500, Mybiosure MBS716265, San Diego, CA, USA), ratón anti-p62 (1:500, Abcam 
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56416, Cambridge, MA, USA), conejo anti-LAMP1 (1:1000, SIGMA-ALDRICH L1418, St. 
Louis, MO, USA), ratón anti-Lamin A/C (1:1000, Santa Cruz Biotechnology 376248, Dallas, 
Tx, USA), conejo anti-Lamin B1 (1:1000, Abcam 32454, Cambridge, MA, USA), ratón anti 
p16INK4a (1:1000, Santa Cruz Biotechnology sc1661, Dallas, Tx, USA), ratón anti β-Tubulina 
clase III (1:1000, Abcam 14545, Cambridge, MA, USA) y conejo anti β-Tubulina clase III 
(1:1000, abcam 18207, Cambridge, MA, USA). Las imágenes fueron adquiridas utilizando 
un microscopio confocal Zeiss LSM 800 y procesadas utilizando el Software Fiji. Al menos 
300 células fueron cuantificadas, 100 células por experimento, 3 experimentos 
independientes fueron realizados cada célula es representada como un punto en los 
graficos.  
 
 

6.5. Cuantificación de lisosomas pequeños o alargados 

 
Las imágenes de inmunofluorescencia de LAMP1 fueron binarizadas en el software Fiji y 
sometidas al análisis de partículas. Utilizando el plugging de Fiji, se contaron las partículas 
con un área de 10 μm2 o menor, el índice de circularidad se estableció en 0.60. Los 
lisosomas con estas características fueron considerados lisosomas pequeños o 
funcionales. Las partículas con un tamaño mayor a 10 μm2 de área o un índice de 
circularidad de 1 fueron considerados lisosomas alargados o no funcionales. El área 
ocupada por los lisosomas alargados y los pequeños es considerada el área total 
equivalente al 100 %. Este análisis explica qué porcentaje del área total está siendo 
ocupada por lisosomas pequeños o alargados.  
 
 

6.6. Tinción SA-β-galactosidasa  

6.6.1. Rebanadas de Cerebro  

 
El protocolo para la tinción SA-β-galactosidasa se realizó de acuerdo al método 

previamente publicado [83]. El cerebro fue fijado utilizando paraformaldehido al 4% y 

crioprotegido con sacarosa al 30% (disuelta en PBS) por 48 horas. Se realizaron cortes 

coronales que fueron lavados con PBS por 10 minutos e incubados con una solución que 

contiene 20 mg/ml de X-gal (IBI SCIENTIFIC, IB02260), diluido en dimetilformamida. La 

solución X-gal es posteriormente diluida en un buffer de ácido cítrico/fosfato de sodio 0.2 M 

(a pH=6 importante), ferrocianuro de potasio 100 mM, ferricianuro de potasio 100 mM, 

cloruro de sodio 5 M y cloruro de magnesio 1 M. El pH fue ajustado a 6, como indica el 

protocolo para detectar actividad β-galactosidasa asociada a senescencia. Al asegurarse 

que las rebanadas están completamente sumergidas en la solución x-gal se incubaron por 

16 h a 37 °C sin CO2. Posteriormente, se realizó un lavado de 5 minutos con PBS y se 

detuvo la reacción incubando las rebanadas con 1ml de metanol por 1 minuto.  Se retiró el 

metanol y después de un lavado de 5 minutos con PBS, se montaron las laminillas. Las 

imágenes de hipocampo y Prh se obtuvieron utilizando el microscopio confocal Zeiss LSM 

800, un objetivo 40x e iluminación con luz trasmitida.  
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6.6.2. Cuantificación de la señal SA-β-galactosidasa 

 

Después de adquirir las imágenes, estas fueron cuantificadas utilizando IsoData como 

umbral y el análisis de partículas del software Fiji. Para obtener el porcentaje del área SA-

β-gal positiva, primero se cuantificó el área total ocupada por las partículas SA-β-gal positiva 

y finalmente el área total de la foto. Partículas SA-β-gal positivas fueron consideradas a 

partir de una circularidad 0.20 y un tamaño de 10 μm2. El porcentaje del área positiva a la 

señal SA-β-galactosidasa fue cuantificada usando imágenes del hipocampo y la PRh de 

ambos hemisferios cerebrales de 3 animales diferentes por grupo.  

 

6.6.3. Cultivo celular  

 
El protocolo para la tinción SA-β-galactosidasa se realizó de acuerdo al método publicado 

[83]. 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 X-gal descrita arriba. Los 

cubreobjetos con células fueron incubados por 16 horas a 37°C sin CO2.  Las células 

positivas a la tinción de X-gal se detectaron utilizando un microscopio confocal LSM 800 y 

el objetivo de 63x de acuerdo al método descrito por Levistsky et al., 2013 [84].   

Para la cuantifiación de la señal SA-β-galactosidasa se obtuvieron imágenes de 3 

experimentos independientes y se cuantificó el porcentaje de área positiva a la tinción SA-

β-galactosidasa después de binarizar las imágenes, aplicar el umbral (treshold) IsoData y 

utilizar el puggling análisis de partículas del software Fiji. Para normalizar el grafico, se 

dividió el área SA-β-gal positiva entre el número total de núcleos para cada experimento.  

 

 

6.7. Análisis Estadístico  

 

Todos los datos fueron analizados y graficados utilizando el programa Prisma 6 (GraphPad 
Software Inc. La Jolla, CA, USA). Los análisis estadísticos se realizaron de acuerdo a cada 
experimento y se indican en el pie de figura correspondiente. 
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7. Resultados  
 

7.1. Neuronas con autofagia atrofiada se acumulan en el hipocampo y 

corteza de ratas viejas.  
 

Tomando en cuenta que las alteraciones en el flujo autofagico favorecen la senescencia 

celular tanto en células mitóticas como postmitoticas [47], nosotros nos preguntamos si las 

neuronas de ratas viejas (25 meses) que mostraban alteraciones en el flujo autofagico 

también mostraban marcadores de senescencia, indicando así una correlación in vivo. 

Analizamos las neuronas de la región CA3 del hipocampo y la corteza entorrinal que forman 

parte de la vía perforante. Esta vía es la principal entrada de información del hipocampo y 

dichas estructuras fueron seleccionadas porque tienen un papel relevante en los procesos 

de aprendizaje y memoria y muestran alteraciones funcionales y estructurales tanto en el 

envejecimiento fisiológico como patológico, tal es el caso de la enfermedad de Alzheimer 

[85,86]Confirmamos que las neuronas de la región CA3 del hipocampo y la corteza, en los 

cerebros de ratas de 25 meses mostraron acumulación de la proteína LC3 indicativa de 

autofagosomas (Figura 4a,b,c). De igual forma, los puntos de p62/SQSTM1 por célula 

incrementan comparadas con sus controles jóvenes (Figura 4a,b,d). Estos resultados 

sugieren, que el flujo autofágico está disminuido en neuronas de hipocampo y corteza en 

ratas viejas.  

 

 

 

 

 

Figura 4. LC3 y p62/SQSTM1 se acumulan en las células durante el envejecimiento del cerebro de rata. 
(a,b) Inmunofluorescencia de LC3 (verde) y p62/SQSTM1 (rojo) en células de las regiones del cerebro indicadas 

CA3 (cuerno de Amón 3) y Cx (Corteza entorrinal). La barra representa 15 µm. (c,d)  Las gráficas muestran la 

cuantificación de los puntos de LC3 y p62/SQMST1 por célula en la región CA3 del hipocampo. Las barras 

corresponden a la media ± SEM de tres experimentos independientes. t- Student; *p <0.05. Tres o cuatro 

campos por región por edad fueron analizados. A la derecha se muestra una célula representativa con barra de 

escala correspondiente a 5 µm. 
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7.2. Disminución de TFEB en neuronas de hipocampo y corteza de ratas 

envejecidas.  
 

Fallas en el flujo autofágico son asociadas a una disminución en la actividad transcripcional 

de TFEB en diversos modelos de neurodegeneración [87]. Para determinar si TFEB está 

relacionado con las fallas en la autofagia durante el envejecimiento fisiológico, evaluamos 

su abundancia y localización subcelular. Observamos, que las neuronas de 25 meses de la 

región CA3 del hipocampo de rata mostraron una disminución de TFEB total, así como una 

menor localización nuclear en comparación con neuronas jóvenes (Figura 5a,c). De 

acuerdo con estos datos, sugerimos que la disminución del flujo autofágico está asociada 

a una disminución en la actividad de TFEB en el hipocampo. No se observaron cambios en 

la corteza (Figura 5b,d). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Las neuronas de la región CA3 del hipocampo muestran una disminución de TFEB nuclear. 
(a,b) Detección de TFEB por inmunofluorescencia en neuronas (células que expresan TUJ1) en las regiones 

indicadas. La barra de escala corresponde a 15 µm y una neurona representativa se muestra a la derecha. (c,b) 

Las gráficas muestran la densidad de pixeles de TFEB en el núcleo de neuronas. Las barras corresponden a la 

media ± SD de tres experimentos independientes. Tres o cuatro campos por región por edad fueron analizados. 
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7.3. Neuronas senescentes se acumulan en el hipocampo y corteza  

durante el envejecimiento.  
 

Demostramos (anexo 3) que la disfunción autofágica promueve el fenotipo senescente en 

neuronas en un modelo in vitro de senescencia neuronal. De acuerdo con esta observación, 

encontramos que las neuronas de ratas de 25 meses de la región CA3 del hipocampo y de 

la corteza muestran fallas en la autofagia y también exhiben marcadores típicos de la 

senescencia celular, tales como un aumento de la actividad SA- β-gal (Figura 6a, b, d, e) y 

acumulación de lipofuscina (Figura 6a, b, c, f) (datos publicados en referencia 45). Los 

resultados aquí obtenidos, asemejan a aquellos encontrados en ratones viejos [88], 

sugiriendo que tanto las fallas en la autofagia como la senescencia celular son fenómenos 

propios del envejecimiento del cerebro sin importar la especie y los datos que a continuación 

se presentan sugieren que la relación mecanistica entre las fallas en la autofagia y la 

senescencia podrían estar mediadas por CRM1. Para abordar esta hipótesis, evaluamos 

los niveles de CRM1 en neuronas de la región CA3 (Figura 6g) y encontramos que las 

neuronas de ratas de 25 meses muestran un aumento de la proteína CRM1, en 

comparación con neuronas de ratas de 4 meses. De forma interesante, observamos que 

las neuronas jóvenes muestran a CRM1 en una localización perinuclear mientras que, en 

las neuronas de 25 meses, CRM1 se concentra al interior del núcleo.  
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Figura 6. Neuronas con características senescentes se acumulan en el hipocampo y corteza de ratas de 
25 meses.  (a,b,d,e)  Se muestra el porcentaje de área SA-β-gal positiva en el hipocampo y la corteza de ratas 

de 4 y 25 meses. Las barras corresponden a la media ± SD de tres experimentos independientes, las diferencias 

significativas se determinaron usando t-Test Student *p <0.05. La barra de escala representa 500 µm en ambos 

casos. (c,f) La acumulación de lipofuscina fue determinada a partir de la señal obtenida a 560nm en el 

microscopio confocal en células TUJ1 positivas. La grafica muestra la cuantificación de la intensidad de 

autofluorescencia obtenida y las barras corresponden a la media ± SD de tres experimentos. (g) Detección de 

CRM1 en neuronas (Tuj1 positivas), en la región CA3 del hipocampo, la barra de escala corresponde a 15 µm 

y se muestra una neurona representativa a la derecha.  
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7.4. CRM1 se acumula en neuronas del hipocampo y corteza perirhinal de 

ratones viejos.  
 

Para establecer si los niveles de la exportina-1/CRM1 también cambian durante el 
envejecimiento fisiológico del cerebro de ratones, comparamos la expresión de esta 
proteína en el hipocampo y corteza de ratones jóvenes, adultos y viejos. Estas regiones 
fueron seleccionadas por la importancia de la vía perforante en los procesos de memoria y 
aprendizaje y mostraron cambios relevantes en el modelo de envejecimiento fisiológico de 
rata. Para corroborar que estos cambios asociados al envejecimiento podrían mantenerse 
en diversos modelos murinos, evaluamos dichas regiones en un modelo de ratón. El análisis 
por Western blot de lisados totales mostró que existe un aumento significativo de CRM1 en 
el hipocampo de ratones viejos (24-28 meses) y en la corteza de ratones adultos (14-17 
meses), en comparación con ratones jóvenes (3-6 meses) (Figura 7 a,b) tanto para el 
hipocampo de ratones viejos (24-28 meses) como para la corteza de ratones adultos (14-
17 meses). Al analizar por inmunofluroescencia regiones específicas del hipocampo (CA3 
e Hilus) y corteza perirhinal (PRh), confirmamos que la acumulación de CRM1 ocurre en 
las neuronas de ratones viejos comparado con sus controles, y tal como se observó 
previamente para ratas de 25 meses, CRM1 pierde su localización perinuclear para 
concentrarse en el núcleo. Además, se observa un aumento de la localización citosolica de 
CRM1. En particular, las neuronas de la región CA3 del hipocampo mostraron que CRM1 
aumenta significativamente, mientras que en el Hilus y la PRh únicamente encontramos 
una tendencia (Figura 7c, d, e). Nos preguntamos si otros tipos celulares, además de las 
neuronas también muestran cambios en la expresión de CRM1 y encontramos que, los 
astrocitos de 25 meses exhiben un aumento significativo de CRM1 (Figura 7f) en 
comparación con astrocitos de 4 meses. Para corroborar que el aumento de CRM1 no 
estaba relacionado con cambios en el tamaño de las neuronas, evaluamos el área de los 
núcleos y citoplasma de las neuronas. No se observamos diferencias significativas (Figura 
8a, b).  
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Figura 7. CRM1 se acumula en las neuronas durante el envejecimiento del cerebro. (a,b) El análisis por 

Western Blot  muestra  que la expresión de la proteína CRM1 aumenta en el hipocampo y corteza de ratones 

silvestres en las edades avanzadas. Se analizaron 6 animales por grupo, las gráficas representan la media ± 

SEM, Anova de una vía y Dunnet como post hoc test *p <0.05. (c) Diagrama anatómico para localizar las 

regiones analizados en este trabajo. La grafica representa la densidad de pixeles de CRM1 en el núcleo de las 

neuronas de ratones de acuerdo a la edad indicada, detectado por inmunofluorescencia. Las barras representan 

la media ± SEM de 3 experimentos independientes, las diferencias significativas fueron determinadas por t-

Student para datos no pareados, *p <0.05. Tres o cuatro campos por región fueron analizados. Para cada región 
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se consideraron de 70 a 100 neuronas por edad: para CA3, n=300 neuronas por cada edad; Hilus, n=274 

neuronas de 3 meses y n=263 neuronas de 24 meses; para la corteza PRh, n=115 neuronas de 3 meses y n= 

139 neuronas de 24 meses. (e) Imágenes representativas de la inmunofluorescencia para detectar CRM1 en 

neuronas (identificadas por la expresión de TUJ1) en el hipocampo (CA3 e Hilus) y en la corteza perirhinal (PRh) 

de ratones jóvenes (3 meses) y viejos (24 meses). La barra de escala representa 30 µm. (f) Coinmunodetección 

de CRM1 en astrocitos (células GFAP positivas) en el hipocampo. La grafica muestra la densidad de pixeles de 

CRM1 en los núcleos de los astrocitos. Las barras representan la media ± SEM de 3 experimentos. Las 

diferencias significativas se determinaron usando t-Test Student *p <0.05. Los núcleos fueron teñidos con Dapi. 

Los cuadros amarillos muestran una amplificación de neuronas representativas.  

 

 

 

 

Figure 8. El tamaño de las neuronas no cambia con el envejecimiento.  (a) El área del núcleo y (b) 

citoplasma expresada en µm2 es similar en las neuronas (identificadas por MAP2) que fueron cuantificadas en 

el hipocampo y corteza de ratones de 3 y 24 meses. Las gráficas representan la media ± SEM. No se observaron 

diferencias significativas al realizar el análisis t-Test para muestras no pareadas. El total de neuronas analizadas 

por región corresponde a: CA3, n= 248 de 3 meses y n= 203 de 24 meses, Hilus, n= 248 de 3 meses y n=132 

de 24 meses; PRh, n= 133 de 3 meses y n=133 de 24 meses. Neuronas representativas de la región CA3 se 

muestran con una barra de escala de 15 µm. 
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7.5. Las neuronas que tienen CRM1 aumentado también muestran un 

aumento en el exporte nuclear de TFEB y STAT3 en ratones viejos. 
 
Para determinar si el aumento en los niveles de CRM1 acompaña un aumento en su 
actividad, estudiamos la localización subcelular de TFEB y STAT3. El exporte de estos 
factores de transcripción depende de la actividad de CRM1 y cuando su ubicación es 
citosólica, contribuyen a la inhibición del flujo autofagico [11,89,90]. Como se muestra en la 
figura 8a, b, las neuronas de la región CA3 del hipocampo de ratones viejos muestran una 
disminución significativa en la localización nuclear de ambas proteínas, TFEB y STAT3. 
Esto sugiere que en la región CA3 el aumento de CRM1 también involucra un aumento en 
su actividad. Sin embargo, en el caso del Hilus y la PRh no se observaron diferencias 
significativas en la abundancia en el núcleo con respecto al citoplasma para estas proteínas. 
Al analizar los niveles totales de las proteínas TFEB y STAT3, encontramos que la 
abundancia de ambas disminuyó en las neuronas de ratones viejos, en las regiones 
estudiadas (Figura 9a, b). Para corroborar la distribución intracelular de estas proteínas, 
analizamos por Western blot las fracciones celulares correspondientes a núcleo y 
citoplasma del hipocampo y la corteza. Efectivamente, encontramos una disminución 
significativa de TFEB en el núcleo, así como una disminución en los niveles totales de la 
proteína (Figura 9c). En conjunto, estos datos sugieren un aumento en la actividad de la 
proteína CRM1 en la región CA3 del hipocampo. Estudios adicionales se requieren para 
identificar si otros blancos de CRM1 que regulan también la autofagia, como las proteínas 
FOXO, también son exportados del núcleo al citoplasma.  
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Figura 9. Aumentó el exporte nuclear de TFEB y STAT3 en neuronas de la región CA3 en el 
envejecimiento de ratones. (a,b) Detección de TFEB y STAT3 por inmunofluorescencia en neuronas 

(identificadas por la expresión de TUJ1), en la región CA3, hilus y PRh de ratones de 3 y 24 meses. La barra 
de escala representa 15 µm. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. La densidad de pixeles de TFEB o STAT3 
fue cuantificada en el núcleo y citoplasma de las células TUJ1 positivas, de acuerdo a como lo indican las líneas 
blancas. Las gráficas de la izquierda representan la relación núcleo/citoplasma encontrada en cada región para 
cada edad; las gráficas de la derecha representan el total de la señal (núcleo más citoplasma); las barras 
representan la media ± SEM. Tres o cuatro campos por región, por animal fueron cuantificados. El número de 
neuronas contadas fue: CA3, n=150 neuronas de 3 meses y n=120 neuronas de 24 meses; Hilus, n=86 
neuronas de 3 meses, n= 70 neuronas de 24 meses; corteza PRh, n=75 neuronas de 3 meses y n=77 neuronas 
de 24 meses. Las diferencias significativas fueron determinadas con un análisis t-Test Student *p <0.05. (c) 
Distribución subcelular de TFEB analizada por Western blot en el hipocampo y corteza de ratones en las edades 
indicadas. GADPH y fibrilarina (FBL) se usaron como controles de carga para la fracción citoplásico o nuclear, 
respectivamente. Las gráficas representan la media ± SEM obtenida en el análisis de la densitometria de la 
banda de 75 kDa de tres experimentos independientes. Las diferencias significativas fueron determinadas con 
un análisis t-Test Student; *p <0.05. Los niveles totales de la proteína TFEB y STAT3 fueron obtenidos sumando 
la fracción nuclear y citosolica de los lisados totales, como lo indican las gráficas de la derecha. 
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7.6. La acumulación de p62/SQSTM1 en neuronas de ratones 

envejecidos, indicativo de interrupción del flujo autofágico, 

correlaciona con el aumento de CRM1.  
 
Debido a que el aumento de TFEB y STAT3 en el citoplasma de neuronas viejas podría 
llevar a alteraciones en el flujo autofágico  [91], analizamos a la proteína p62/SQSTM1 cuya 
acumulación es indicativa de un flujo autofágico. De manera consistente, observamos que 
p62/SQSTM1 se acumula en el cerebro de ratones de 24 meses, siendo significativa en las 
neuronas de la corteza PRh (Figura 10a, b). Analizamos si las mismas células que 
acumulan p62/SQSTM1 también tienen mayor cantidad de CRM1. La detección simultanea 
de p62/SQSTM1 y CRM1 mostró una correlación positiva entre el aumento de CRM1 y la 
acumulación de puntos de p62/SQSQTM1 en las neuronas de la región CA3 (Figura 10 c). 
Sin embargo, cuando analizamos la distribución intracelular de GFP-LC3 no encontramos 
una mayor acumulación de GFP-LC3 punteada (indicativo de acumulación de 
autofagosomas) con diferencias significativas con la edad, en las regiones evaluadas 
(Figura 10 d). 
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Figura 10. La acumulación de p62/SQSTM1 correlaciona con el aumento en CRM1 nuclear en las 
neuronas de la región CA3 de ratones envejecidos.  (a.b) Inmunofluorescencia de p62/SQSTM1 en neuronas 

(identificadas porque expresan MAP2), en las regiones del cerebro indicadas. La barra representa 15 µm y las 

gráficas muestran la cuantificación de los puntos de p62/SQMST1 por neurona. Las barras corresponden a la 
media ± SEM de tres experimentos independientes. t-Test Student; *p <0.05. Tres o cuatro campos por región 
por edad fueron analizados. El número total de neuronas contadas fue: CA3, n=187 de 3 meses, n=201 de 24 
meses; Hilus, n=161 de 3 meses y n=285 de 24 meses; Corteza PRh, n=113 de 3 meses y n=124 de 24 meses. 
Abajo a la derecha se muestra una amplificación de las neuronas de la región CA3. (c) Detección simultanea 
de p62/SQSTM1 y CRM1 en la región CA3 del hipocampo de ratones de 3 y 24 meses. La barra de escala 
representa 30 µm. El grafico muestra un análisis de regresión lineal con una correlación positiva entre los niveles 

de CRM1 nuclear y los puntos de p62/SQSTM1 por célula (r= 5985, n=100 neuronas de 3 meses y n=102 
neuronas de 24 meses.  p<0.0001). (d)  Imágenes confocales que muestran la señal GFP-LC3 en neuronas del 

hipocampo y PRh de ratones GFP-LC3 transgénicos de 3 y 24 meses. La grafica muestra la densidad de pixeles 
de GFP-LC3, las barras representan la media ± SEM. 
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7.7. El aumento en la expresión de CRM1 correlaciona con un aumento de 

neuronas senescentes en ratones viejos.    
 
En fibroblastos de personas jóvenes, la sobrexpresión de CRM1 promueve el fenotipo 
senescente, caracterizado por una disminución de la lamina B1 y H3k9m3 (marca de 
heterochromatina) [2]. Ya que la disfunción del flujo autofágico contribuye al establecimiento 
del fenotipo senescente en neuronas [15,92], nosotros nos preguntamos si el aumento en 
los niveles y la actividad de CRM1 observados en el cerebro de ratones viejos podría 
contribuir a la senescencia neuronal durante el envejecimiento fisiológico. Para responder 
esta pregunta, evaluamos la presencia de neuronas senescentes en el cerebro de ratones 
jóvenes y viejos. Observamos que la actividad SA-β-gal aumentó en el hipocampo y corteza 

de ratones de 24 meses comparado con ratones de 4 meses (Figura 11a). Otra 
característica de las células senescentes es que adquieren una morfología nuclear 
aberrante, resultado de alteraciones en las proteínas que conforman la envoltura nuclear; 
de acuerdo con esta idea, encontramos que lamina B1 disminuye en la corteza, mientras 
que la lamina A/C aumenta en el hipocampo (Figura 11b,c). Sin embargo, el análisis por 
Western blot no mostró cambios significativos para la lamina B1 en el hipocampo o lamina 
A/C en la corteza. Al cuantificar los niveles de lamina AC específicamente en las neuronas 
de la región CA3, Hilus y corteza PRh, observamos un aumento en las neuronas excepto 
para el hilus (Figura 11d). En células senescentes el aumento de la proteína p53 en el 
núcleo también favorece la estabilización de la lamina A/C a través de la interacción entre 
estas proteínas. A su vez, el aumento en la lamina A/C favorece la degradación del complejo 
PCR1 y en consecuencia la expresión de p16INK4a [45]. Por ello, estudiamos si los animales 
viejos mostraban cambios en la expresión de este inhibidor de ciclo celular.  
Consistentemente, encontramos un aumento en la expresión de p16INK4a en células de la 
región CA3 y de la corteza PRh en el cerebro de ratones de 24 meses (Figura 12a, b). Si 
bien encontramos en la región CA3 estás células que expresan p16INK4a en ratones jóvenes, 
tienen una intensidad menor a la encontrada en células que son positivas a los 24 meses 
(Figura 12c). Además, la detección simultanea de CRM1 y p16INK4a mostró que los niveles 
de expresión de CRM1 correlacionan con los niveles de expresión de p16INK4a (Figura 12d). 
La expresión de p16INK4a fue confirmada en neuronas a través de una doble 
inmunofluorescencia para detectar a MAP2 (Figura 12e). Estos resultados nos permitieron 
especular que el aumento en el nivel de CRM1 podría estar relacionada con la senescencia 
neuronal. Aunque más estudios se requieren para determinar la causalidad, nosotros 
proponemos que CRM1 podría promover la senescencia al generar fallas en la autofagia, 
al exportar al citoplasma proteínas como TFEB y STAT3.  
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Figura 11. Neuronas con características 
senescentes se acumulan en el hipocampo y corteza perirhinal en ratones de 24 meses.  (a) La actividad 

SA-β-gal fue cuantificada en el hipocampo y corteza de ratones de 3 y 24 meses como se indica en los métodos. 

Las gráficas muestran el porcentaje de área SA-β-gal positiva en cada región analizada. Las barras 

corresponden a la media ± SEM de tres experimentos independientes, las diferencias significativas se 
determinaron usando t-Test Student *p <0.05. (b, c) Western blot para detectar la expresión de lamina B1 y 
lamina A/C en el hipocampo y corteza de ratones de las edades indicadas. Las gráficas representan el análisis 
de la densitometría de 5 ó 6 experimentos independientes. Las barras representan la media ± SEM, las 
diferencias significativas se calcularon con Anova de una vía y Dunnet´s como test post hoc; *p <0.05, **p<0.01. 
(d.) Inmunofluorescencia para detectar lamina A/C en neuronas (identificadas porque expresan MAP2) en las 
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áreas indicadas de ratones de 3 y 24 meses. Las gráficas muestran la densidad de pixeles de lamina A/C en 
las áreas del cerebro indicas. Las barras presentan la media ± SEM de tres experimentos independientes, con 
diferencias significativas calculadas con Anova de dos vías y Sidak como test post hoc, * p <0.05. 
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Figura 12. Un aumento en la expresión de p16INK4a en células de la región CA3 y la corteza PRh de ratones 
de 24 meses correlaciona con el aumento de CRM1 nuclear.  (a.)  Inmunofluorescencia para detectar a 

p16INK4a y CRM1 en la región CA3, hilus y corteza perirhinal (PRh), de ratones jóvenes (3 meses) y de ratones 
viejos (24 meses). Los cuadros amarillos muestran una célula representativa (b) Las gráficas representan el 
porcentaje de células con núcleos p16INK4a positivos, o la densidad de pixeles de la señal p16INK4a nuclear como 
se indica. n=3. Las barras representan la media ± SEM, t-Test Student *p <0.05. (c) El gráfico presenta la 
densidad de pixeles de p16INK4a nuclear, el resultado se expresa como la media ± SEM, t-Test Student *p <0.05. 
Para (b) y (c) el número de células contadas fue: CA3, n=233 para 3 meses y n=221 para 24 meses; Hilus, 
n=134 de 3 meses y n=159 de 24 meses; corteza PRh, n=168 de 3 meses y n=151 de 24 meses. (d) Imagen 
representativa de la doble inmunotinción p16INK4a-CRM1; la barra de escala representa 5µm.  La cuantificación 

de la densidad de pixeles de p16INK4a fue graficada contra la densidad de pixeles nuclear de CRM1 en la región 
CA3, n=190 de 3 meses y n=200 de 24 meses y corteza PRh, n=125 de 3 meses y n=132 de 24 meses. (e) 
Iinmunofluorescencia representativa de p16INK4a en neuronas identificadas por su expresión de MAP2 en la 
región CA3 del hipocampo de 3 y 24 meses 
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7.8. La inhibición farmacológica de CRM1 incrementa TFEB nuclear y 

promueve el flujo autofágico en un modelo de senescencia neuronal 

in vitro.  
 
Para evaluar la relación entre el aumento de CMR1 y las alteraciones del flujo autofágico, 
trabajamos con un modelo de senescencia neuronal in vitro. Como se muestra en Moreno-
Blas et al.,2019, neuronas corticales embrionarias que son cultivadas durante 26 días in 
vitro (26 DIV), desarrollan un fenotipo senescente acompañado por una autofagia 
disfuncional. En este modelo, las neuronas de 26 DIV logran recapitular características de 
la senescencia neuronal observada in vivo en el envejecimiento fisiológico que mostramos 
arriba [47]. Observamos que a 26 DIV las neuronas muestran acumulación de CRM1 
comparadas con sus controles jóvenes de 6 DIV (Figura 13a, b). Además, la mitad de las 
neuronas también presentaron invaginaciones nucleares enriquecidas de CRM1 (Figura 
13a, c). De manera interesante, la presencia de estas estructuras intranucleares ha sido 
reportada en senescencia inducida por radiación. Sin embargo, no está claro cuál es el 
papel de estas estructuras durante la senescencia [93]. Consistente con los resultados 
observados in vivo, encontramos una disminución de TFEB nuclear en neuronas 
senescentes de 26 DIV (Figura 13d, e). Para saber si la actividad de CRM1 causa el exporte 
de TFEB del núcleo, tratamos a las células con leptomicina B, una molécula que se une 
covalentemente a un residuo de cisteína en la región central conservada de CRM1, 
inhibiendo así su actividad [94]. Observamos un aumento significativo en los niveles de 
TFEB nuclear después de 24 horas de tratamiento, este efecto se conserva tanto en 
neuronas de 6 DIV (jóvenes) como en neuronas de 26 DIV (viejas) (Figura 13f, g). El 
aumento de TFEB nuclear reduce la acumulación de p62/SQSTM1 y LC3 observada en 
células de 26 DIV, después de 4 días de tratamiento, sin afectar la viabilidad celular (Figura 
14a-c). Con el fin de confirmar el aumento en el flujo autofágico, las células fueron tratadas 
con LMB en presencia de cloroquina (CQ), un fármaco que reduce el flujo autofágico 
evitando la fusión del autofagosoma con el lisosoma [95]. Observamos que el tratamiento 
con CQ aumenta la cantidad de puntos de p62/SQMST1 por célula y la señal de LC3; dicho 
aumento supera los niveles de los controles de 26 DIV, sugiriendo que el tratamiento con 
LMB aumenta el flujo autofágico (Figura 14a-c). Adicionalmente, estudiamos la morfología 
de los lisosomas como una evidencia complementaria de un flujo autofágico activo. Cuando 
los lisosomas tienen una tasa de degradación baja, se alargan (crecen) y acumulan 
agregados protéicos; esta es una característica de las células senescentes [96–98]. 
Identificamos que los lisosomas de neuronas de 26 DIV (neuronas senescentes), muestran 
un aumento significativo de los lisosomas alargados (Figura 14d-f). Acorde a nuestra 
hipótesis, en respuesta al tratamiento con LMB la morfología de los lisosomas se recuperá, 
aumentando parcialmente el porcentaje de lisosomas pequeños o funcionales. Estos 
resultados muestran que la inhibición farmacología de CRM1 es capaz de aumentar los 
niveles de TFEB nuclear y en consecuencia aumentar el flujo autofágico en neuronas 
senescentes.  
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Figura 13. CRM1 se acumula en neuronas senescentes in vitro y la inhibición farmacológica de CRM1 
aumenta la localización nuclear de TFEB. (a.) Inmunofluorescencia para detectar CRM1 en neuronas 

(identificadas por expresar TUJ1) en un cultivo primario de corteza por los días indicados. Las flechas indican 
que CRM1 está enriquecido en invaginaciones de la envoltura nuclear. La barra de escala representa 25 µm 
(b.)  La gráfica muestra la densidad de pixeles de CRM1 en el núcleo, cada punto representa una célula, 100 
células por condiciones fueron incluidas(c.) La gráfica representa el porcentaje de neuronas con invaginaciones 
nucleares enriquecidas en CRM1 sobre el total de células, fueron cuantificadas al menos 100 células por grupo, 

de 3 experimentos independientes; t-Student **** p<0.0001. (d) Inmunofluorescencia para detectar TFEB en las 

neuronas (identificadas por expresar TUJ1); la barra de escala representa 30 µm. (e) Las gráficas muestran la 

densidad de pixeles de TFEB nuclear en neuronas corticales incubadas durante los días indicados. Las barras 
representan la media ± SD (n=100 células por experimento, por grupo, de tres experimentos independientes), 
t-Student ***p<0.001. (f) Células corticales cultivadas por 6 o 26 DIV y tratadas por 24 hrs con leptomicina (LMB) 

a una concentración de 5nM o vehículo para detectar TFEB. (g) Las gráficas representan la densidad de pixeles 
de TFEB nuclear, las barras corresponden a la media ± SD (n=100 células por grupo, por experimento de tres 
experimentos independientes), con diferencias significativas determinadas con t-Student, ****p<0.0001. 
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Figura 14. La inhibición de CRM1 restaura el flujo autofágico en neuronas de 26 DIV. Neuronas corticales 

de 26 DIV fueron tratadas LMB 5 nM durante 4 días (empezando en 22 DIV) y con CQ 20 µM o vehículo durante 

4 horas. (a) Inmunofluorescencia para detectar p62/SQSTM1; la barra de escala representa 30µm, una 

amplificación de una célula representativa se muestra a la derecha. (b) Las gráficas muestran la cuantificación 

de los puntos de p62/SQSTM1 por célula, las barras muestran la media ± SD de tres experimentos 

independientes, las diferencias significativas fueron evaluados utilizando Anova de una vía y comparación 

múltiple de Tuckey, ***p<0.001, **** p<0.0001. (c) Western blot para detectar LC3 y ACTINA. Las gráficas 

muestran el análisis de densitometría de LC3-II normalizado con ACTINA; las barras representan la media ± 

SEM. El análisis Anova de dos vías seguida por comparación múltiple de Holm-Sidak; *p <0.05, ns=no. (d) 

Inmunofluorescencia para LAMP1. (e) Se muestra el número de lisosomas alargados por célula. (f) Se muestra 

el número de lisosomas pequeños por célula. El método de cuantificación se describe la sección de métodos. 

Las barras representan la media ± SD, con diferencias significativos calculadas por Anova de una vía seguida 

por comparación múltiple de Sidak, *p<0.05, **** p<0.0001. 
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7.9. Inhibir a CRM1 reduce la actividad SA-β-gal, pero no recupera las 
alteraciones de la envoltura nuclear  

 

La actividad aumentada de CRM1 durante el envejecimiento disminuye la localización 
nuclear de TFEB y altera el flujo autofágico. Una autofagia deficiente promueve el 
establecimiento de la senescencia celular en neuronas [46,47], por ello exploramos la 
posibilidad de que este aumento en la proteína CRM1 también correlaciona con la 
senescencia neuronal. Evaluamos cuatro marcadores de senescencia: la estabilización de 
la lamina A/C, expresión de p16INK4a, reducción de la lamina B1 y la actividad SA-β-gal. Tal 

como se observó en el cerebro in vivo, encontramos un aumento en la expresión de p16INK4a 
en neuronas de 26 DIV, además este aumento correlaciona de forma positiva con el 
incremento en los niveles de CRM1 (Figura 15a). En el caso de las laminas, observamos 
que lamina A/C aumenta y este aumento también correlaciona con el incremento en la señal 
de CRM1 (Figura 15b). Por su parte, la lamina B1 disminuye en neuronas de 26 DIV (Figura 
15c). En conjunto, estos datos sugieren que las células corticales de 26 DIV muestran 
características del fenotipo senescente que podrían estar asociadas con el aumento en la 
expresión de CRM1. Para corroborar esta idea, los cultivos fueron tratados durante 4 días 
(de 23 DIV a 26 DIV) con LMB. La viabilidad celular fue corroborada utilizando una tinción 
de calceina y homodímero de etidio. No se observó una disminución significativa en la 
viabilidad celular tal como se muestra en la Figura 16a. Notablemente, la inhibición de 
CRM1 durante 4 días previo a la evaluación redujo significativamente la actividad SA-β-gal 

(Figura 17a). Sin embargo, no encontramos cambios en los niveles de lamina A/C o Lamina 
B1 en respuesta al tratamiento con LMB (Figura 17b, c).  
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Figura 15. Un aumento en los niveles de CRM1 nuclear correlacionan con marcadores de senescencia 
neuronal in vitro. (a) Inmunofluorescencia para identificar p16INK4a y CRM1 en cultivos primarios corticales de 
6 o 26 DIV. La barra de escala representa 30 µm. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. Las gráficas a la 
izquierda muestran la densidad de pixeles de p16INK4a en el núcleo de células corticales; el grafico a la derecha 
muestra la correlación entre los niveles de expresión de p16 INK4a y CRM1. Las barras representan la media ± 
SD de tres experimentos independientes con diferencias significativas determinadas por t-Student ****p<0.0001. 

Las células de 26 DIV muestran mayor expresión de CRM1 y de p16 INK4a comparadas con las células de 6 DIV. 

(b) Doble inmunofluorescencia para detectar CRM1 y lamina A/C. La barra de escala representa 5 µm. El gráfico 
muestra la cuantificación de la intensidad de la lamina A/C versus la intensidad de CRM1. Las barras 
representan la media ± SD de 3 experimentos independientes. (c) Inmunodetección de lamina B1 en neuronas 
(identificadas por expresar TUJ1) de 6 o 26 DIV. La barra de escala representa 30µm. Los cuadros amarillos 

sobre las imágenes, muestran una amplificación. La gráfica representa la intensidad de fluorescencia de la señal 
de la lamina B1 nuclear. Las barras muestran la media ± SD de 3 experimentos independientes con diferencias 
significativas determinadas por t-Student, ****p<0.0001. Cada punto en la gráfica representa una célula y se 

incluyen 3 experimentos independientes. (d) Western blot de lisados totales de células corticales cultivas por el 
tiempo indicado. La relación CRM1 sobre lamina B1 (ambas previamente normalizadas con actina), es 
comparada la gráfica, n=2.  
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Figura 16. Las células corticales son viables después del tratamiento con leptomicina (LMB). (a) La 

viabilidad celular fue evaluada utilizando el kit LIVE/DEAD. Las células vivas fueron teñidas con calceina (verde) 
y las células muertas con homodímero de etidio (rojo). La barra de escala representa 500 μm. La gráfica 
representa el número total de células por cm2 después del tratamiento con LMB o vehículo por 4 días. Se 
realizaron 3 experimentos independientes, el punto representa el promedio de 5 imágenes por experimento. 
Anova de una vía y comparación múltiple de Tukey como prueba post hoc.  
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Figura 17. La inhibición de CRM1 reduce la actividad SA-β-gal, pero no revierte las alteraciones de la 
envoltura nuclear en neuronas senescentes in vitro. (a.) Detección de la actividad SA-β-gal (por microscopia 

confocal) en neuronas (identificadas por expresar TUJ1) de cultivos corticales de 26 DIV tratadas por 4 con 5µM 

LMB o vehículo. La barra de escala representa 30 µm. Las gráficas muestran el porcentaje del área SA-β-gal 

positiva. Cinco campos de tres experimentos independientes fueron cuantificados. Las barras representan la 
media ± SD de 3 experimentos independientes con diferencias significativas determinadas por Anova de una 
vía, con Comparación mutiple de Holm-Sidak, test *p <0.05; **p <0.01; ****p <0.0001. El tratamiento con LMB 

reduce significativamente el porcentaje de área SA-β-gal positiva. (b)  Inmunofluorescencia para detectar 
Lamina AC en neuronas corticales de 6 y 26 DIV, tratadas con 5 nM LMB o vehículo por 4 días. La gráfica 

muestra la intensidad de lamina A/C en neuronas de 6 y 26 DIV, t-Student ****p<0.0001. (c.) Análisis por Western 

blot para detectar la expresión de lamina A/C o lamina B1 en cultivos primarios de células corticales de 6 y 26 
DIV, tratadas o no con LMB, n=3. Las barras representan la media ± SEM. Anova de una vía y comparación 

múltiple de Holm-Sidak, *p <0.05. 
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8. Discusión  

 
Durante el envejecimiento del cerebro, alteraciones en el flujo autofágico y la senescencia 
celular se relacionan con la pérdida de las habilidades cognitivas en mamíferos. El objetivo 
de este trabajo fue determinar si en el cerebro de ratas y ratones ocurren fallas en la 
autofagia que favorecen el establecimiento de la senescencia neuronal, y de ser así, si son 
causadas por un aumento en la actividad de la exportina-1/CRM1. El tráfico de proteínas 
entre el núcleo y el citoplasma es regulado por el complejo del poro nuclear (NPC), las 
importinas y las exportinas. De forma interesante, cambios en la actividad de estas 
proteínas se relacionan con el envejecimiento [4]. Por su parte, la proteína CRM1 es la 
exportina mejor estudiada y entre sus blancos se encuentran factores de transcripción 
necesarios para el buen funcionamiento de la autofagia, como TFEB [11,99] Debido a esta 
relación, nosotros nos preguntamos si el aumento en la actividad de CRM1 en neuronas 
podría dirigir las fallas en la autofagia y en consecuencia promover la senescencia neuronal 
que efectivamente encontramos en corteza e hipocampo de cerebros viejos. De forma 
consistente, observamos que la proteína CRM1 aumenta en neuronas del hipocampo y 
corteza en ratones de 24 meses y este cambio es acompañado por una disminución en la 
localización nuclear de TFEB, sugiriendo un aumento en su exporte. El aumento de CRM1 
media la disminución de TFEB en el núcleo y promueve una autofagia disfuncional en la 
región CA3 del hipocampo de ratones de 24 meses, tal como sugiere la acumulación de 
p62/SQSTM1 en neuronas que correlaciona positivamente con el aumento de CRM1. 
Fortaleciendo nuestra hipótesis, la inhibición farmacológica de CRM1 en un modelo in vitro, 
aumenta la localización nuclear de TFEB en neuronas, y este cambio es acompañado por 
el aumento del flujo autofágico caracterizado por la disminución de p62/SQSTM1 y LC3. 
Adicionalmente, observamos disminución de la morfología alargada de los lisosomas en 
neuronas de 26 DIV. Estos resultados son consistentes con los datos obtenidos en un 
modelo de ALS, en el que se observan alteraciones en el flujo autofágico  relacionados con 
la disminución de TFEB en el núcleo [78].  

Trastornos genéticos que causan envejecimiento prematuro como el síndrome de 
Hutchinson-Gilford y el síndrome de Weber, se caracterizan por presentar alteraciones en 
proteínas de la envoltura nuclear. Dichas alteraciones se asocian con inestabilidad 
genómica y defectos en el transporte núcleo-citoplasma [2,100]. Recientemente, se ha 
observado que estos cambios también ocurren en enfermedades neurodegenerativas y en 
el envejecimiento fisiológico. Por ejemplo, en las demencias causadas por hiper-
fosforilación de Tau y en modelos de la enfermedad de Huntington y ALS se presentan 
disfunciones en el transporte núcleo-citoplasma [72,75,78,101,102] mientras que en 
cerebros post mortem de pacientes con la enfermedad de Alzheimer se encuentran 
alteradas las laminas nucleares [103]. Por nuestra parte, nosotros observamos que CRM1 
está enriquecido en neuronas senescentes tanto in vivo como in vitro. De forma interesante 
observamos que CRM1 pierde su localización perinuclear en neuronas senescentes tanto 
in vivo como in vitro. Dado que CRM1 tiene un papel relevante en mantener la estructura y 
organización del genoma [104], es posible que los cambios en su localización estén 
relacionados con la reorganización del genoma reportada en células senescentes. Además, 
in vitro observamos que la acumulación de CRM1 ocurre especialmente en invaginaciones 
nucleares, que podrían estar relacionadas con la compartamentalización del NPC, 
aumentado la cinética de exporte de CRM1, tal como se ha observado para el exporte del 
mRNA a través de las invaginaciones nucleares causadas por Tauopatías [105]. 
Adicionalmente, en senescencia celular inducida por oncogenes se observa un incremento 
en la transcripción de rRNA inmediatamente después de la inducción a senescencia. De 
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forma interesante la proteína CRM1 regula el exporte de rRNA [106,107].  Por otro lado, las 
fallas en la autofagia durante el envejecimiento contribuyen a la formación de agregados 
proteicos que son característicos de enfermedades neurodegenerativas y que son 
conocidos por dañar el NPC, la permeabilidad del núcleo y por tanto el tráfico de proteínas 
a través del NPC. El aumento en la actividad de CRM1 observado en fibroblastos de piel 
de pacientes con HGPS es el resultado de un aumento en la expresión de CRM1 que es 
dirigido por el factor de transcripción NF-YA [2]. Además, la expresión de CRM1 también 
aumenta en diversos tipos de cáncer, en este contexto p53 y el factor de transcripción SP1, 
también activan su expresión [108]. Sin embargo, más estudios son necesarios para 
determinar si el aumento de CRM1 en neuronas durante el envejecimiento está asociado a 
un aumento en su expresión o fallas en su degradación.  
 

Intervenciones farmacológicas o genéticas que reducen la actividad de CRM1 
demuestran ser eficientes reduciendo la muerte neuronal y restaurando el transporte 
núcleo-citoplasma tanto en modelos de la enfermedad de Huntington [75], como de 
esclerosis lateral amiotrofica [78], demencias frontotemporales [72] y en un modelo de 
taupatias en moscas [105]. En este trabajo, observamos que el tratamiento con Leptomicina 
B que reduce la actividad de CRM1, también mejora el flujo autofagico a través del 
enriquecimiento de TFEB en el núcleo. Esta evidencia nos permite especular que la 
inhibición de CRM1 favorece la actividad transcripcional de TFEB tal como se ha observado 
en otros modelos [11,78]. Otras proteínas blanco de CRM1 como STAT3, podrían también 
contribuir a promover la autofagia y retrasar la senescencia. De forma interesante, 
encontramos que el tratamiento con Leptomicina B parece prevenir la aparición de algunas 
características del fenotipo senescente, como es el caso de la actividad SA-β-gal. Sin 
embargo, nosotros no observamos cambios en los niveles de lamina B1 o lamina A/C en 
respuesta al tratamiento con LMB, lo cual sugiere que las alteraciones en la envoltura 
nuclear no pueden ser revertidas en estas células, una vez que se han establecido.  Estos 
resultados parecen ser contrarios a aquellos observados en fibroblastos HGPS 
senescentes [2]. Pero, sugerimos que la reducción en el número de fibroblastos 
senescentes después del tratamiento con LMB podría ser explicado por la naturaleza 
proliferativa de estas células, en contraste con las neuronas. En este sentido, es posible 
que una subpoblación de fibroblastos que no han adquirido el fenotipo senescente en el 
momento en que son tratados con LMB, prolifere y que, al mismo tiempo, el tratamiento con 
LMB prevenga la geroconversion de estas células proliferativas. Adicionalmente, trabajo 
previo de nuestro laboratorio observó que el tratamiento con trehalosa, un inductor de 
autofagia que promueve la localización nuclear de TFEB, reduce las invaginaciones 
nucleares de lamina A/C, en neuronas de 26 DIV cuando son tratadas en ventanas 
temporales más largas a las usadas en el presente trabajo. Por ello, más experimentos son 
necesarios para comprender si el efecto de inhibir CRM1 está relacionado con la prevención 
o con la reversión del fenotipo senescente.  

En conjunto, nuestros datos demuestran que los niveles de la proteína CRM1 y su actividad 
aumentan en las neuronas y este aumento es dependiente del envejecimiento. La actividad 
aumentada de CRM1 es un mecanismo que podría perturbar la homeostasis neuronal 
contribuyendo a las fallas en la autofagia que, a su vez, favorecen la senescencia neuronal. 
Por lo tanto, CRM1 representa un blanco terapéutico y disminuir su actividad podría tener 
efectos benéficos en el envejecimiento fisiológico del cerebro y diferentes enfermedades 
neurodegenerativas.  
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9. Conclusión  
 

El desarrollo de este trabajo nos permitió aportar información nueva al campo del 

envejecimiento neuronal. Descubrimos que en la corteza e hipocampo de ratas y ratones 

envejecidos se acumulan neuronas senescentes con la autofagia atrofiada. Comprendimos 

que una parte del mecanismo involucrado en las fallas de la autofagia se asocia con el 

aumento en los niveles y actividad de la proteína CRM1. Además, proponemos que el 

aumento en el exporte nuclear dirigido por CRM1 altera la homeostasis neuronal durante el 

envejecimiento. Por lo tanto, es relevante considerar a las fallas en el transporte núcleo-

citoplasma como una nueva característica del envejecimiento en el sistema nervioso 

central, de tal forma que se impulse la identificación de estrategias terapéuticas para evitar 

los efectos deletéreos asociados al aumento de CRM1, con el objetivo de retrasar el 

envejecimiento neuronal.  

 

Perspectivas  

 

1. Evaluar si el tratamiento con inhibidores de CRM1 menos tóxicos que permitan modular 

su actividad de manera que se restablezca la localización nuclear de los factores de 

transcripción pro-autofágicos. 

En este proyecto implementamos el uso de las ventanas temporales de 7 días 

comenzando con el tratamiento de 19 a 26 DIV. Sin embargo, en esta condición 

observamos que LMB es tóxica y disminuye la viabilidad celular. La alta citotoxicidad de la 

LMB es resultado de la permanente inhibición de CRM1 mediada por una unión covalente. 

 Proponemos como alternativa implementar el uso de Selinexor (KTP-330) como 

inhibidor de CRM1, en un esquema de tratamiento similar al usado con trehalosa [47], tal 

como se muestra en la figura 18c. Selinexor pertenece a una serie de compuestos de 

segunda generación diseñados para inhibir a CRM1. Estas moléculas conocidas como 

compuestos SINE muestran una menor toxicidad. El mecanismo por el cual Selinexor inhibe 

la actividad de CRM1 involucra una unión de naturaleza covalente pero que es reversible, 

razón por la cual este compuesto es menos toxico. Además, KTP-330 promueve la 

degradación de la proteína CRM1 [109]. De forma interesante este compuesto y otros 

compuesto SINE, se encuentran en fases clínicas como auxiliar en el tratamiento de cáncer. 

Si el uso de KTP-330 no disminuye la viabilidad neuronal en respuesta a un tratamiento 

prolongado, se sugiere evaluar la potencia de este compuesto como un agente en la 

prevención de la senescencia neuronal. Adicionalmente, es importante considerar que 

CRM1 regula el exporte de alrededor de 200 proteínas y rRNAs de tal forma que es 

importante buscar otras vías relacionadas con el establecimiento de la senescencia 

neuronal que puedan ser reguladas por CRM1, además de las fallas en la autofagia ya 

evaluadas.  
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Figura 18. Esquemas de tratamiento para la inhibición de CRM1 y el aumento del flujo autofágico en 
neuronas, un modelo in vitro.  (a.) Ventanas de tratamiento utilizadas para inhibir CRM1 con LMB 5nM, 

durante 24 horas y 4 días según se indica. La inducción de la autofagia y características del fenotipo senescente 
fueron evaluadas a 26 DIV en todos los casos. (b) Esquema de tratamiento desarrollado por Moreno-Blas et al., 
2019 para el uso de trehalosa como inductor de autofagia. Las ventanas de tratamiento corresponden a 7 días 
y cada una de ellas aumenta la actividad autofagia y previene el establecimiento de la senescencia neuronal 
evaluada a 26 DIV. (c) Modelo de tratamiento sugerido para el compuesto Selinexor en el modelo de 

senescencia neuronal in vitro. Se sugiere un tiempo de 7 días para cada ventana temporal, así como la 
evaluación de la viabilidad celular, inducción de autofagia y características del fenotipo senescente en neuronas 
de 26 DIV. 
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11. Publicaciones  
 

11.1. Anexo 1. Connecting chaperon-mediated autophagy dysfunction to 

cellular senescence  
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11.2. Anexo 2 . Cortical neurons develop a senescence-like phenotype 

promoted by dysfunctional autophagy  
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11.3. Anexo 3. Enchanced activity of exportin-1/CRM1 in neurons 

contributes to autophagy dysfunction and senescent features in old 

mouse brain.  
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