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1. RESUMEN

El modelo actual de la neurodegeneracion propone a la muerte neuronal como el origen de las
disfunciones conductuales y cognitivas. Sin embargo, algunos estudios muestran, que pacientes con
enfermedad de Parkinson o Alzheimer presentan deterioro cognitivo en ausencia de muerte neuronal.
Estos datos sugieren que, durante las fases iniciales e intermedias de la neurodegeneracion, la muerte
neuronal podria no ser el origen de la sintomatologia. Un mecanismo alterno para explicar la disfuncion
observada en etapas tempranas de la neurodegeneracion, en ausencia de muerte neuronal, es la
senescencia celular. Una célula en estado senescente se caracteriza por ser resistente a apoptosis,
secretar factores proinflamatorios y favorecer el decline del potencial regenerativo. Por lo tanto, la
acumulacion de células senescentes en los circuitos neuronales podria favorecer un mal
funcionamiento de las células vecinas, promoviendo asi una disfuncion generalizada en el sistema
nervioso central. Es conocido que el proceso neurodegenerativo ocurre de manera asincronica en la
corteza cerebral, siendo las cortezas entorrinal y motora las méas afectadas durante las etapas
tempranas de este proceso. De manera interesante, las células que integran ambas cortezas durante
la etapa adulta, son aquellas que se originaron de forma mas temprana durante el desarrollo
embrionario. Por el contrario, la corteza somatosensorial, la cual es poco sensible a dafio por
neurodegeneracion, esta integrada por células que se originaron en los ultimos dias embrionarios.
Tomando en cuenta lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue establecer si las neuronas de origen
embrionario temprano expresan de manera anticipada el fenotipo senescente en la etapa adulta. De
esta forma, el patrén de neurodegeneracion asincrénico de la corteza cerebral, podria explicarse por
la cronoarquitectura celular que se establece desde el periodo embrionario y hasta la etapa adulta.

Para fechar el nacimiento e identificar la ubicacion anatdmica de las neuronas en las cortezas
somatosensorial, entorrinal y motora, a 4 ratonas gestantes se les administr6 un marcador de
proliferacion celular (5-bromo-2°-desoxiuridina) entre los dias embrionarios 11 y 14, cuando la
neurogénesis esta activa para formar la corteza cerebral. Las crias fueron sacrificadas a los 60 dias
posnatales. Al mismo tiempo, para determinar silas areas corticales que alojan neuronas con un origen
embrionario mas temprano, eran mas susceptibles a poseer células con fenotipo senescente, se
evaluo cualitativamente la presencia en el citoplasma celular de la enzima (3-galactosidasa asociada
a senescencia (SA-B-gal). En contra de lo esperado, los resultados sugieren que las areas corticales
que alojan neuronas de origen mas temprano no acumulan una mayor cantidad de células
senescentes en ratones adultos jovenes. Esta caracteristica parece ocurrir independientemente del
sexo. Es de notar que la distribucion de células senescentes es heterogénea entre individuos y
regiones cerebrales, lo que sugiere que no existe una correlacion entre la senescencia y la muerte
neuronal, cuando estos parametros son evaluados en edades adultas jovenes. En el futuro, se debera
implementar el uso de técnicas, que permitan evaluar con mayor precision el dia de nacimiento de las
celulas senescentes, su estirpe celular y su microambiente. Asi como establecer una correlacion entre
la acumulacion de células senescentes y el desempefio cognitivo de los sujetos.



2. ABSTRACT

The prevailing neurodegeneration model proposes neuronal death as the origin of behavioral and
cognitive dysfunctions. Nevertheless, some studies have shown that patients with Parkinson's and
Alzheimer's disease exhibit cognitive impairment in the absence of neuronal death. These data suggest
that during the initial and intermediate phases of neurodegeneration, neuronal death may not be the
origin of the symptoms. An alternative mechanism to explain the dysfunction observed in the early
stages of neurodegeneration, in neuronal death absence, is cellular senescence. A cell in a senescent
state is characterized by being resistant to apoptosis, secreting pro-inflammatory factors, and favoring
the decline of regenerative potential. Therefore, the accumulation of senescent cells within neuronal
circuits could favor a malfunction of neighboring cells, promoting a generalized dysfunction in the
central nervous system. It's known that the neurodegenerative process occurs asynchronously in the
cerebral cortex, the entorhinal and motor cortices being the most affected during the early stages of
this process. Interestingly, the cells that make up both cortices during adulthood are those cells that
originated early during embryonic development. On the contrary, the somatosensory cortex, which isn’t
very sensitive to damage by neurodegeneration, is mainly made up of cells that originated in the last
embryonic days. Taking the foregoing into account, the main goal of this study was to establish whether
neurons of early embryonic origin express the senescent phenotype in advance in adulthood. In this
way, the asynchronous neurodegeneration pattern of the cerebral cortex could be explained by the
cellular chronoarchitecture that’s established from the embryonic period to the adulthood.

To date the birth and identify the anatomical location of the neurons in the somatosensory, entorhinal,
and motor cortices, 4 pregnant females mice were administered with a cell proliferation marker (5-
bromo-2'-deoxyuridine) between 11-14 embryonic day, when neurogenesis is active to form the
cerebral cortex. The mice pups were sacrificed at 60 postnatal days. At the same time, to determine if
the cortical areas that have neurons with an earlier embryonic origin were more susceptible to having
cells with a senescent phenotype expressing the senescent phenotype, the presence in the cell
cytoplasm of the senescence-associated - galactosidase (SA-B-gal) activity, was qualitatively
evaluated. Contrary to expectations, the results suggest that cortical areas that have neurons of earlier
origin do not accumulate a greater number of senescent cells in young adult mice. This feature appears
to occur regardless of sex. It is noteworthy that the distribution of senescent cells is heterogeneous
between individuals and brain regions, which suggests that there is no correlation between senescence
and neuronal death, when these parameters are evaluated in young adults. In the future, the use of
techniques that allow a more accurate evaluation of the day of birth of senescent cells, their cell lineage
and their microenvironment should be implemented. As well as establishing a correlation between the
accumulation of senescent cells and the cognitive performance of the subjects.



3. INTRODUCCION
3.1. Neurodegeneracion

La neurodegeneracion se caracteriza por un deterioro progresivo de la funcién neuronal,
presuntamente ocasionado por la degeneracion de las sinapsis, los axones, y en Ultima instancia, la
muerte de las células nerviosas (Andreone et al., 2019). La pérdida de poblaciones neuronales ocurre
en el sistema nervioso central y periférico, es caracteristica de enfermedades como Parkinson y
Alzheimer, y conduce al deterioro cognitivo y a la demencia (Braak et al., 2003a; Braak et al., 2006).

3.2. Mecanismos iniciadores de la muerte neuronal

La muerte neuronal es un proceso que ocurre de manera normal durante el desarrollo, esta altamente
regulado y permite conservar la homeostasis de los tejidos, eliminando células que fungen como
blancos transitorios, supernumerarias, propensas a errores o defectuosas (Buss et al., 2006; Miura,
2012; Yamaguchi & Miura, 2015). Sin embargo, se ha propuesto que la muerte neuronal en la etapa
adulta conduce a un declive funcional, y que es dicha muerte la que subyace a la progresion de la
enfermedad neurodegenerativa (Andreone et al., 2019).

La pérdida neuronal, caracteristica del proceso neurodegenerativo, es antecedida por una serie de
mecanismos iniciadores que incluyen la disfuncion mitocondrial, el estrés oxidativo, la
neuroinflamacion, la agregacion de proteinas y las fallas en el sistema de degradacion proteosomal
(Andreone et al., 2019). Estos mecanismos, son la base del deterioro funcional y cognitivo asociado a
la neurodegeneracion, pueden ocurrir en paralelo y presuntamente dan paso a la muerte neuronal.

Una caracteristica distintiva de la neurodegeneracion es la agregacion de proteinas consideradas
como toxicas. En la enfermedad de Alzheimer, los agregados estan conformados por placas
extracelulares de 3-amiloide y ovillos neurofibrilares intracelulares de tau. Por su parte, la enfermedad
de Parkinson se caracteriza por la presencia de inclusiones intracelulares de a-sinucleina, conocidas
como cuerpos de Lewy (Schwartz & Ciechanover, 2009; McKinnon & Tabrizi, 2014).

3.2.1. Agregacion toxica de proteinas y respuesta a proteinas desplegadas

El mecanismo por el cual la agregacion de proteinas conduce a la muerte neuronal no esta claro. Sin
embargo, una de las principales hipétesis sugiere que el plegamiento incorrecto de las proteinas
mencionadas conduce a su agregacion intracelular, circunstancia que estresa al reticulo endoplasmico
(RE) (Andreone et al., 2020). Dicho estrés activa mecanismos que permiten reestablecer la
proteostasis de la célula suprimiendo transitoriamente la tasa de sintesis de proteinas, induciendo la
expresion de genes que codifican chaperonas y foldasas, eliminando proteinas mal plegadas a través
de la degradacion lisosomal (Smith & Mallucci, 2016; Hetz & Saxena, 2017; Read & Schrdder, 2021).
Estos eventos aumentan la capacidad de plegamiento del RE, limitan la entrada de proteinas recién
sintetizadas y facilitan la eliminacion de las proteinas que se han acumulado (Maurel et al., 2014). Si
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el mecanismo activado, conocido como respuesta a proteinas desplegadas (UPR por sus siglas en
inglés), es insuficiente para reestablecer la homeostasis del RE, se desencadena un programa de
muerte celular (Coelho & Domingos, 2014; Maurel et al., 2014).

La UPR es orquestada principalmente por tres proteinas transmembranales del RE: IRE1
(o, B), ATF6 y PERK (Hetz & Saxena, 2017; Read & Schrdder, 2021). Todas ellas son mantenidas
en estado inactivo por su asociacion con la proteina BiP en el lumen del reticulo endopléasmico. Cuando
se acumulan proteinas desplegadas o mal plegadas, BiP se disocia y las tres proteinas adquieren su
estado activo (Smith & Mallucci, 2016).

IRE1 posee dominios cinasa y endoribonucleasa (Hetz & Saxena, 2017). Tras adquirir su estado
activo, IRE1a se dimeriza y se autofosforila, induciendo la activacion de su dominio endoribonucleasa
para iniciar la edicion del pre- RNAm que codifica el factor de transcripcion XBP1s, dando lugar a una
proteina capaz de activar la transcripcion de genes relacionados con el plegamiento de proteinas
(Read & Schroder, 2021), incluyendo la induccidn de chaperonas, la biogénesis de membranas vy el
control de calidad del RE (Coelho & Domingos, 2014). IRE1p participa en un mecanismo de
descomposicion de RNA conocido como RIDD, cuya funcion es mantener la homeostasis de RE. Sin
embargo, durante el estrés cronico, RIDD degrada al RNAm que codifica a proteinas promotoras del
crecimiento y la supervivencia celular (Maurel et al., 2014; Read & Schrdder, 2021). Aunado a lo
anterior, bajo condiciones irreversibles de estrés, IRE13 también regula la apoptosis y la autofagia. El
dominio citosdlico de IRE1p interactiia con Traf2 (factor 2 asociado a TNFR) y activa ASK1 (cinasa
reguladora de la sefal de apoptosis1), lo que desencadena la via JNK (quinasa terminal cJun-N),
activando asi el mecanismo de apoptosis (Coelho & Domingos, 2014).

El estrés en el RE permite que ATF6 se trasloque al aparato de Golgi, en donde las endopeptidasas
S1Py S2P lo escinden, y liberan un fragmento denominado ATF6f, éste se trasloca al nucleo e induce
la expresion de XBP1y de genes relacionados con el plegamiento de proteinas (Hetz & Saxena, 2017).

Cuando el estrés en el RE desencadena la activacion de PERK (proteina cinasa activada con RNA),
éste se dimeriza y se autofosforila (Smith & Mallucci, 2016). Una vez activado PERK, fosforila la
subunidad o del factor de iniciacion 2 (elF2a.) en el citoplasma, inhibiendo asi la sintesis de proteinas
y previniendo una carga adicional sobre el RE (Smith & Mallucci, 2016; Hetz & Saxena, 2017). A su
vez, la fosforilacion de elF2a. conduce a la sintesis selectiva del factor de transcripcion ATF4 (factor
de transcripcion activador 4), encargado de regular al alza la produccién de proteinas implicadas en
el control redox, el metabolismo de aminoacidos y el plegamiento y sintesis de proteinas, permitiendo
una restauracion de la homeostasis celular (Smith & Mallucci, 2016; Hetz & Saxena, 2017). Cuando el
estrés en el RE no es resuelto, ATF4 activa vias de muerte celular mediante la induccion del factor de
transcripcion CHOP (proteina homologa del factor proapoptético C/EBP), de especies reactivas de
oxigeno y de miembros de la familia de reguladores de apoptosis Bcl-2 (proteina 2 de linfoma de

células B) (Hetz & Saxena, 2017; Read & Schrdder, 2021).



3.2.2. Neuroinflamacion

La neuroinflamacion es considerada como un componente clave en la progresion de la enfermedad
neurodegenerativa y es promovida en primera instancia por la microglia, una poblacién de células
inmunitarias innatas residentes del sistema nervioso central (SNC) (Voet et al., 2019; Andreone et al.,
2020).

Aunque se reconoce que la microglia lleva a cabo funciones de reparacion en el SNC mediante la
eliminacion fagocitica de depdsitos de -amiloide, la acumulacidn constante de éstos puede provocar
el cebado de las células microgliales, disminuyendo su eficiencia fagocitica (Voet et al., 2019). Se ha
demostrado que los agregados de a-sinulceina y B-amiloide actian como una sefial endogena de
estrés celular, activando asi el inflamasoma NLRP3 (Andreone et al., 2020), un complejo citosolico
multiproteico que al ensamblarse, activa la caspasa 1 proinflamatoria, responsable de la maduracion
y secrecion de las citocinas inflamatorias IL-1(3 e IL-18 (Codolo et al., 2013; Voet et al., 2019).

La neuroinflamacion crénica favorece la muerte neuronal de multiples formas. En primer lugar, la
caspasa 1 provoca una forma proinflamatoria de muerte celular: la piroptosis. En este proceso es
fundamental la proteina GSDMD (proteina ejecutora gasdermina D), un sustrato de la caspasa 1, que
tras la escision de su dominio amino terminal, se oligomeriza y perfora la membrana plasmatica,
induciendo la lisis celular (Voet et al., 2019). En segundo lugar, la presencia de la IL-1f3 induce la
fosforilacion del receptor NMDA, activando el flujo de Ca2* intracelular y promoviendo eventos de
excitotoxicidad (Viviani et al., 2003). Por ultimo, como parte de la respuesta inmune en el SNC, la
microglia libera especies reactivas de oxigeno (ROS), cuando éstas se secretan de manera
prolongada, se puede inducir el dafio y la muerte neuronal (Shi & Holtzman, 2018).

3.2.3. Estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio que favorece la produccion de ROS sobre las
defensas antioxidantes (Ott et al., 2007). La mitocondria es el organelo encargado de regular la
produccion de ATP vy la respiracion celular (Valko et al., 2004). La sintesis de ATP ocurre en la
membrana mitocondrial interna mediante la generacion de flujos de electrones que corren a lo largo
de la denominada cadena respiratoria, formada por un complejo de proteinas enzimaticas. El aceptor
final del electron es el oxigeno molecular (O2) (Van Houten et al., 2006).

Incluso en condiciones ideales, una porcion significativa de electrones puede escapar de la cadena de
transporte de electrones en forma de aniones superdxido (O2*), los principales precursores de las ROS
(Valko et al., 2004; Van Houten et al., 2006; Ott et al., 2007). La dismutacion de aniones superoxido
por la superoxido dismutasa da como resultado la produccion de H20, (Ott et al., 2007). El H20-
normalmente se descompone en las mitocondrias por la glutation peroxidasa. Sin embargo, el
agotamiento del glutation o la produccion excesiva de H20- facilitan la escision de H.O2 impulsada por
el Fe?, produciéndose asi radicales hidroxilo (OH-) altamente reactivos capaces de dafar las
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macromoléculas dentro de las mitocondrias (Van Houten et al., 2006; Ott et al., 2007). En este
contexto, la respiracion mitocondrial es una de las principales fuentes de estrés oxidativo (Islam, 2017).

La sobreproduccion de ROS puede causar la activacion del factor nuclear kB (NF-xB), una vez
activado éste se trasloca al nucleo y promueve la expresion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-
6, IL-1p e IL-18), y del inflamasoma NLRP3. Una vez que NLRP3 esta activado, la pro- caspasa 1 se
escinde para formar la caspasa 1 bioactiva, dando paso a la muerte celular (Yarmohammadi et al.,
2020). Otro efecto potencialmente nocivo de la produccidén de ROS en las mitocondrias es la pérdida
de la homeostasis intracelular de Ca2*, las mitocondrias pueden captar y retener CaZ*. Sin embargo,
si el Caz* acumulado supera cierto umbral de concentracién, es liberado de las mitocondrias. La salida
de Ca?* interrumpe la homeostasis de solutos, y provoca cambios drasticos en la estructura y funcién
mitocondriales (Ott et al., 2007). El Ca?* es importante para el mecanismo de neurotransmision y la
plasticidad neuronal, por lo tanto, cualquier alteracion en la homeostasis de Ca?* potencia la
excitotoxicidad (Islam, 2017).

Por ultimo, cuando las ROS inducen una disfuncion en el DNA mitocondrial (mtDNA), las mitocondrias
agotan su eficiencia para reparar el dafo, debido a la oxidacion de las proteinas involucradas en los
mecanismos de reparacion y a la capacidad comprometida para importar, desde el nucleo hacia la
matriz mitocondrial, proteinas de reparacion recién formadas. Asi, la disfuncién mitocondrial inducida
por estrés oxidativo, ocasiona un dafio persistente en el mtDNA, provocando una produccion
ineficiente de ATP, comprometiendo la viabilidad y supervivencia celular (Van Houten et al., 2006).

3.2.4. Sistema ubiquitina-proteosoma

El plegamiento eficiente de polipéptidos recién sintetizados y la eliminacion rapida de proteinas mal
plegadas son fundamentales para el mantenimiento de la proteostasis celular. Esta homeostasis es
posible mediante la participacion conjunta de chaperonas moleculares y sistemas de eliminacion
proteolitica, entre las que se incluye al sistema ubiquitina-proteosoma (UPS por sus siglas en inglés)
(McKinnon & Tabrizi, 2014). La ruta proteolitica de la ubiquitina, es una via altamente conservada y
desempefia un rol fundamental en la degradacion de la mayoria de las proteinas celulares, incluidas
las de vida corta, mal plegadas y desnaturalizadas. Por consiguiente, es importante en una variedad
de procesos celulares béasicos entre los que destacan: la regulacion del ciclo celular, la respuesta
celular al estrés y la reparacion del DNA (Schwartz & Ciechanover, 2009).

Las proteinas se marcan para la degradacion proteosomal mediante la conjugacion covalente de
ubiquitina, en una cascada de reacciones de tres pasos. Inicialmente, la ubiquitina se activa a través
de la formacién de un enlace tioéster de alta energia ubicado entre el sitio activo de cisteina de la
enzima activadora de ubiquitina (E1) y el extremo carboxilo de la ubiquitina; es una reaccion
dependiente de ATP (Gong et al., 2016). El resto de la ubiquitina activada, es posteriormente
transportado de E1 a E2, una enzima conjugadora de ubiquitina, creando un segundo intermediario
de tioéster de alta energia. Una tercera clase de enzima, las ligasas de ubiquitina E3, median la unién



covalente de cadenas de poliubiquitina. Las proteinas poliubiquitinadas son reconocidas y
posteriormente degradadas por el proteosoma 26S, un complejo proteolitico dependiente de ATP
(McKinnon & Tabrizi, 2014).

Deficiencias en la eliminacion de proteinas mal plegadas, como consecuencia de un mal
funcionamiento en los mecanismos de degradacion proteosomal, conducen a la agregacion de
proteinas intracelulares, citotoxicidad y muerte celular (Gong et al., 2016). Debido a que el mecanismo
de degradacion proteosomal es dependiente de ATP, fallas en el funcionamiento mitocondrial
promueven deficiencias en la actividad proteosomal, y con ello favorecen la agregacion toxica de
proteinas (Yarmohammadi et al., 2020).

En resumen, el enfoque predominante en investigacion se ha concentrado en describir una serie de
mecanismos que dan paso a la muerte celular, la cual se ha planteado para explicar la etiologia y
progresion de la enfermedad neurodegenerativa. Sin embargo, aun cuando el modelo sefiala a la
muerte neuronal como la manifestacidn final del proceso neurodegenerativo, existe una desconexion
entre los mecanismos iniciadores y la activacion posterior de la muerte celular (Andreone et al., 2019).
Si bien es cierto que las neuronas se enfrentan a una amplia variedad de estimulos que pueden
conducirlas a la muerte, incluyendo estrés oxidativo, agregados tdxicos de proteinas y estrés
metabolico, la evidencia experimental sugiere que las etapas iniciales e intermedias de la
neurodegeneracion progresan en ausencia de muerte neuronal. Estudiar los eventos que anteceden
a esta ultima, por tanto, se torna fundamental para entender la naturaleza de la enfermedad
neurodegenerativa. Este trabajo evalud una de las posibles alternativas.



4. ANTECEDENTES
4.1. El nimero de neuronas no predice el deterioro cognitivo

Las enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer se caracterizan por el deterioro
progresivo de la funcion cognitiva, presuntamente ocasionado por la pérdida y disfuncion generalizada
de las células neuronales. Sin embargo, la primera falla que emana del planteamiento de la muerte
celular, es que de hecho, la pérdida de poblaciones celulares se ha reportado en individuos sin
antecedentes de deterioro cognitivo y demencia.

West et al. (1994) evaluaron el numero de neuronas en cinco subdivisiones de la regidn hipocampal:
la capa de células granulares del giro dentado, el hilus, la capa de células piramidales de los campos
CA2-3, la capa de células piramidales del campo CA1 y las capas celulares del subiculum. Las
estimaciones fueron hechas a un grupo de 7 pacientes con diagnéstico clinico y patolégico de
Alzheimer. Como puede observarse en la figura 1, el area con menor nimero de células en funcidn
del avance de la edad fue la region CA1, en donde pacientes con Alzheimer mostraron en promedio
un 68% menos de células que el grupo control y el grupo control pareado por edad. Por lo que respecta
a las subdivisiones restantes de la regién hipocampal, se observa que las poblaciones neuronales de
los tres grupos muestran un numero de neuronas similar entre grupos de edad, independientemente
de la presencia 0 ausencia de deterioro cognitivo o enfermedad neuroldgica. Lo anterior significa que
el numero de neuronas en las subregiones clave en el procesamiento de memoria, como los campos
CA2-3 y el giro dentado, no muestra una caida significativa en algunos grupos de pacientes con
enfermedad de Alzheimer. Ademas, es importante sefialar que individuos jovenes sin deterioro
cognitivo, muestran nimeros poblacionales parecidos a los pacientes con presencia de enfermedad
neurodegenerativa. Esta evidencia, sefiala el hecho de que el niumero de neuronas hipocampales no
predice el nivel de deterioro cognitivo.
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Figura 1. El nimero absoluto de neuronas no predice el nivel de deterioro cognitivo al paso del tiempo. Gréficas
de dispersion que muestran el nimero de neuronas en distintas regiones del hipocampo en individuos de edad creciente.
Modificada de West et al., 1994.



4.2. Las neuronas de pacientes con enfermedad neurodegenerativa avanzada expresan
marcadores antiapoptoticos

Una de las principales limitaciones que supone el planteamiento de la muerte celular como sostén
para explicar la neurodegeneracion, es que los mecanismos propuestos requieren de tiempos cortos
para conducir a la célula hacia la muerte. Esta circunstancia los hace incompatibles con la progresion
lenta de la degeneracion neuronal y con la larga latencia clinica de las diferentes enfermedades
neurodegenerativas. Esta disyuncion temporal, aunada a la evidencia experimental que muestra la
expresion de marcadores antiapoptéticos en neuronas de pacientes con enfermedad
neurodegenerativa, pone en duda que la muerte celular dé origen al proceso neurodegenerativo.

Jellinger & Stadelmann (2001) evaluaron postmortem el tejido cerebral de 9 pacientes con diagnostico
neuropatolégico de Alzheimer, 5 casos confirmados de Parkinson y un grupo control de 7 individuos
pareados por edad sin presencia de enfermedad cerebral. La cuantificacion del numero de neuronas
en el hipocampo de los pacientes con Alzheimer mostro que de 4,000 células contabilizadas una sola
celula fue positiva para la caspasa 3 activa. Por el contrario, en la misma regidn se contabilizaron una
gran cantidad de células positivas a Bcl-2 y Bcl-X, ambos marcadores antiapoptéticos. Un resultado
similar fue observado en la sustancia nigra de pacientes con enfermedad de Parkinson, quienes
presentaron numerosas neuronas positivas a Bcl-X, no asi para la caspasa 3 activa, molécula que no
se expresd en ninguna de las neuronas evaluadas.

En concordancia con estas observaciones, Zhu et al. (2004) reportaron que la proteina Bcl-w, actua
como un promotor de la sobrevivencia celular en la neurodegeneracion. Asi lo reveld una serie de
experimentos en los que se reportd un incremento significativo en la expresion de Bcl-w en neuronas
piramidales del hipocampo en pacientes con Alzheimer, en comparacion con el grupo control en los
cuales la expresion de la proteina fue baja. Es de relevancia enfatizar que la expresion de Bcl- w se
incrementd en asociacion con ovillos neurofibrilares y placas neuriticas. Para confirmar la participacion
de Bcl-w como protector contra la muerte neuronal, se gener6 una linea celular que sobre expresaba
Bcl-w. El primer experimento consistié en exponer a las células durante 24 horas a estaurosporina
(100 nM), un agente inductor de apoptosis. EI 90% de las células no transfectadas murieron, mientras
que Unicamente el 15% de las células con sobreexpresion Bel-w murieron. En el segundo experimento,
las células transfectadas con Bcl-w fueron expuestas a una concentracion de 10 uM de Ap- fibrilada
(--Ap). Después de un periodo de 48 horas, la muerte observada fue significativamente menor en las
neuronas capaces de sobre producir Bcl-w que en el grupo de células no trasfectadas.

Tomados juntos, estos resultados sugieren que las neuronas afectadas por los acimulos de proteinas
procuran sobrevivir movilizando un mecanismo de proteccion mediado por proteinas anti-apoptéticas
(Zhu et al., 2004). Este hecho, disminuiria la posibilidad de observar muerte neuronal durante las
etapas tempranas e intermedias del proceso neurodegenerativo.



4.3. La acumulacién generalizada de agregados toxicos de proteinas no correlaciona con el
déficit cognitivo, ni con marcadores de muerte celular

La acumulacién anormal de agregados toxicos de proteinas y la muerte neuronal son el principal
marcador histopatolégico de las enfermedades neurodegenerativas. No obstante, para el caso de la
enfermedad de Alzheimer, se ha documentado que algunos individuos conservan la funcion cognitiva
pese a la presencia de ovillos neurofibrilares (Zolochevska et al., 2018).

Zolochevska et al. (2018) documentaron la historia clinica de 24 individuos en un rango de edad de
los 76 a los 89 afos. Aun estando vivos, todos los casos incorporados al estudio fueron evaluados
anualmente neurol6gica y neuropsicolégicamente, y diagnosticados con demencia clinica (CDR) por
un médico experimentado. Dicha escala va de 0-3. Puntuaciones <1 indican ausencia de pérdida de
memoria. Mientras que puntuaciones >1 indican pérdida de memoria grave. Tanto el grupo control,
como el grupo de individuos sin demencia con neuropatologia de Alzheimer (NDAN) tuvieron
examenes cognitivos y funcionales normales con CDR <1. Por su parte, los sujetos que conformaron
el grupo Alzheimer, cumplieron con los criterios diagnosticos para la enfermedad y una puntuacién
CDR de més de 1. Cada individuo fue asignado en un estadio de Braak (0-6, siendo 6 el mas grave;
Braak et al, 2003b), indicativo del nivel y la ubicacion anatémica de los ovillos hiperfosforilados de tau.
En promedio, el grupo control (n=8) se ubicd en la etapa 2.4 de Braak. Por el contrario, el grupo de
pacientes diagnosticados con Alzheimer (n=8) y el grupo NDAN (n=8) en promedio se ubicaron en la
etapa 4y 4.5, respectivamente (Tabla 1).
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Tabla 1. Relacién entre la ubicacién de agregados neurofibrilares y el deterioro cognitivo en cerebros de cadaveres
de individuos que fueron diagnosticados o no con enfermedad de Alzheimer. La presencia de ovillos neurofibrilares
no predice el deterioro cognitivo. Modificada de Zolochevska et al., 2018. Tabla realizada en biorender.com.
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= >89 M 1
>89 F 3
>89 F 3
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o NDAN = N ¥
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+
>89 F 4
v >89 M 4
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Esta evidencia expone otra limitacion del modelo actual de neurodegeneracion: el principal
biomarcador histopatoldgico de la enfermedad neurodegenerativa, no predice en todos los casos la
presencia ni el desarrollo del deterioro cognitvo. Mas importante aun es la evidencia de que la mayoria
de las neuronas que contienen los ovillos neurofibrilares, no fueron positivas para marcadores de
muerte celular. Asi lo mostraron los datos publicados por de Calignon et al. (2009). Los autores del
trabajo utilizaron un modelo animal de Alzheimer, ratones rTg4510 de 7 a 9 meses de edad (n=6). A
los animales se les realizd una craneotomia con el objetivo de seguir in vivo durante 24 horas, la
patologia fibrilar en la corteza cerebral, caracteristica de estos ratones. Para estudiar el papel de la
muerte celular asociada a la formacion de los ovillos neurofibrilares, se administrd directamente en el
cerebro un indicador fluorescente de activacion de caspasay yoduro de propidio (Pl). El Pl es excluido
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de las células que mantienen sus membranas intactas, pero puede acceder a las células muertas o
moribundas.

El analisis reveld que del total de células con presencia de ovillos neurofibrilares, unicamente el 6%
tuvo nucleos positivos para P, denotando la falta de integridad de la membrana. De estas ultimas
células, aproximadamente el 80% fueron positivas al indicador de caspasa activa. En otras palabras,
una minoria de neuronas conteniendo ovillos fibrilares es la que parece estar muriendo (Calignon et
al., 2009).

Para investigar la integridad de nucleo celular de las neuronas con ovillos marcadas con P, se aplico
una solucion de Hoechst 33342 sobre la superficie del cerebro, utilizado como colorante supravital.
Debido a que es un colorante lipofilico, Hoechst penetré el tejido cerebral y atraveso las membranas
celulares intactas. Después de 24 horas los animales fueron sacrificados. Se obtuvieron rebanadas
coronales del cerebro que fueron utilizados para realizar un conteo estereoldgico que permitiera
conocer el porcentaje de neuronas positivas a ovillos neurofibrilares que contenian un nucleo positivo
para Hoechst. Se observé que las células con ovillos neurofibrilares asociadas con marcadores de
muerte en el primer dia, contenian nucleos positivos para Hoechst. El analisis post mortem de los
cerebros mostrd que 233 neuronas de 234 contuvieron ovillos neurofibrilares y nucleos positivos de
Hoechst. Esto significa que contrario a lo esperado, las neuronas tefiidas con Pl no murieron durante
las 24 horas previas al procedimiento de tincidn supravital. Ademas, la presencia de nucleos positivos
para Hoechst en ellas al dia siguiente indica que la pérdida de integridad de la membrana asociada a
ovillos neurofibrilares, y la activacion de caspasa, no conducen a la muerte inmediata de las neuronas.

Podemos concluir que el modelo predominante que propone a la muerte celular como la causa de la
la neurodegeneracion tiene tres limitaciones fundamentales: 1) la muerte celular no predice la
presencia del deterioro cognitivo y la demencia; 2) las neuronas con placas de -amiliode expresan
proteinas antiapoptoticas; y 3) la presencia de agregados de proteinas no conduce a la muerte celular,
incluso ante la pérdida de integridad de la membrana y en presencia de caspasa activa. En adicion a
estas deficiencias de prediccidn en el modelo, debemos considerar que las medidas terapéuticas
propuestas a la fecha, no han logrado resolver la progresion de las enfermedades neurodegenerativas.
Por consiguiente, el conjunto de evidencia sugiere que dichas explicaciones son insuficientes para
proveer de un esclarecimiento satisfactorio del problema cientifico que pretenden modelar.

4.4. Senescencia celular

Un proceso biologico alternativo que permitiria unificar la evidencia que contradice el mecanismo de
muerte neuronal en el modelo de neurodegeneracion es la senescencia celular. La senescencia celular
fue descrita por Hayflick & Moorhead en 1961. Los experimentos realizados por estos investigadores
mostraron que los fibroblastos tienen una capacidad finita para dividirse en cultivo. Actualmente, la
senescencia celular puede definirse como un proceso homeostatico que reduce la proliferacion y
ayuda a prevenir la propagacion de células dafiadas. De acuerdo con su duracion, la senescencia se
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ha categorizado en aguda y crénica. La primera se ha implicado en el desarrollo embrionario y la
reparacion del tejido, mientras que la senescencia cronica contribuye al envejecimiento y la
neurodegeneracion (Martinez-Cué & Rueda, 2020).

4.4.1. Fenotipo senescente

Diferentes tipos de células en el SNC pueden adquirir el fenotipo senescente: astrocitos,
oligodendrocitos, neuronas y células troncales neurales (Martinez-Cué & Rueda, 2020). Con
frecuencia las células senescentes son resistentes a sefiales de muerte celular (Campisi & d’Adda di
Fagagna, 2007), mediante la expresion de numerosas proteinas antiapoptéticas como Bcl-2, Bel-w y
Bel-xL (Si et al., 2021). Las células senescentes expresan un fenotipo distintivo que incluye dafio
persistente en el DNA, fenotipo secretor asociado a senescencia y cambios en el metabolismo celular.
El fenotipo senescente se resume en la figura 2.

4.4.1.1. Dafo persistente en el DNA

Diferentes factores intrinsecos y extrinsecos en la célula pueden ocasionar rupturas de doble cadena
del DNA (DSB) (Kumari & Jat, 2021). Cuando el dafio al DNA es grave las células sufren muerte celular
por apoptosis. Sin embargo, las células pueden optar por un destino adicional e iniciar la senescencia
celular, inducida por la sefializacion del mecanismo de respuesta al dafio en el DNA (DDR) (d’Adda di
Fagagna, 2008). Aunque no esta claro qué determina la eleccion entre apoptosis y senescencia, la
decisidn podria estar en funcion de la intensidad, duracion y naturaleza del dafio (d’Adda di Fagagna,
2008).

El DNA monocatenario y las DSB son detectados por complejos especializados que activan a ATR
(Ataxia Telangiectasia y relacionada con Rad 3) y ATM (Ataxia Telangiectasia Mutada),
respectivamente. El reclutamiento de estas cinasas en el sitio de lesion provoca la fosforilacion local
de la histona H2AX. La forma fosforilada de H2AX (gH2AX) recluta complejos adicionales ATM para
asi propagar los focos nucleares de gH2AX a lo largo de la cromatina. Las proteinas MDC1'y 53BP1,
facilitan el reclutamiento de complejos ATM para aumentar el nivel de fosforilacion y reclutar factores
de reparacion del DNA. Cuando el dafio en el DNA induce que la actividad local de ATM y ATR
aumenten por encima de cierto umbral, el punto de control cinasa CHK2 se activa por la fosforilacion
de ATM. De forma similar, CHK1 (cinasa de punto de control 1) se activa principalmente por la
fosforilacién de ATR. Estos a su vez activan mediante la fosforilacién a p53, el encargado de inducir
la transcripcion de p21, un inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas, dando como resultado un
paro estable del ciclo celular (d’Adda di Fagagna, 2008; Di Mico et al., 2021).

Los estimulos que desencadenan la DDR también pueden participar en la via p16- pRB. Sin embargo,

esto generalmente ocurre de forma secundaria a la participacion de la via p53. Tanto p16 como p21
son inhibidores de las cinasas dependiendes de ciclinas (CDKI). Por lo tanto, pueden mantener a pRB
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en una forma hiperfosforilada activa, evitando asi que E2F transcriba genes que son necesarios para
la proliferacion (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007, Kumari & Jat, 2021).

4.4.1.2. Modificaciones epigenéticas

La mayoria de las células senescentes muestran cambios en su epigenoma y en la organizacion de la
cromatina, dichos cambios incluyen un desequilibrio en las marcas de histonas, la formacion de focos
heterocromaticos asociados a la senescencia (SAHF), alteraciones en el patrén de metilacion del DNA
y cambios en la organizacion espacial del genoma (Martinez-Cué & Rueda, 2020; Di Mico et al., 2021).

Modificaciones especificas en las histonas se han correlacionado con estados de cromatina activos o
reprimidos, la trimetilacion de la lisina 4 y 27 en la histona H3 (H3K4me3 y H3K27me3),
respectivamente, son modificaciones epigenéticas con controles opuestos en la transcripcion
relacionada con la regulacion de la longevidad. H3K4me3 es una modificacién activadora que impulsa
la transcripcion. Por el contrario, H3K27me3 es una modificacién represiva que marca la
heterocromatina facultativa. El desequilibrio de estas marcas de histonas activadoras y represoras son
observables en la senescencia y el envejecimiento (Yang & Sen, 2018).

El cambio epigenético méas notable en la senescencia es la formacion de SAHF. Estos son
reordenamientos espaciales a gran escala de la cromatina, y se forman por la condensacion de
cromosomas en un solo foco SAHF (Yang & Sen, 2018; Si et al., 2021). Los SAHF se caracterizan por
la presencia de proteinas y marcas represivas de la cromatina (e.g., H3K9me3), de proteinas
heterocromaticas HP1, y por la exclusion de marcas eucromaticas (e.g., H3K9ac, H3K4me3 vy la
histona enlazadora H1; Yang & Sen, 2018; Di Mico et al., 2021).

En el espacio gendmico, los SAHF coinciden con regiones de replicacion tardia (Yang & Sen, 2018).
Sin embargo, no son marcadores universales de senescencia ya que se han asociado principalmente
a la senescencia celular inducida por la activacion de oncogenes (Di Mico et al., 2021).

4.4.1.3. Fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP)

Otra caracteristica importante de la senescencia celular es el desarrollo de un fenotipo secretor
asociado a senescencia (SASP), caracterizado por la sintesis y liberacion de quimiocinas, citocinas,
factores de crecimiento, ROS y metaloproteinasas, todas ellas responsables de los procesos
neuroinflamatorios (Martinez-Cué & Rueda, 2020; Si et al., 2021).

El SASP se ha planteado como un mecanismo que pudo originarse para ayudar a las células
senescentes dafiadas a comunicarse con las células vecinas sobre su estado comprometido, para
iniciar la reparacion del tejido. Sin embargo, la secrecion cronica de componentes proinflamatorios
como IL-6 e IL-8 tienen el potencial de alterar el microambiente, provocando efectos nocivos asociados
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con la exacerbacion de la proliferacion, la angiogénesis y la inflamacion celulares (Lopes-Paciencia et
al., 2019; Kumari & Jat, 2021).

La expresion del SASP se ha asociado con un dafio persistente en el DNA. El dafio del DNA y la DDR
no inducen la secrecidn de citocinas inflamatorias cuando la célula repara eficientemente el dafio. Sin
embargo, cuando se inducen de manera persistente focos de dafio en el DNA y se activa la
sefalizacion DDR, aumenta la secrecion de IL-6 e IL-8 (Rodier et al., 2009). Se sabe que diferentes
elementos de la DDR como ATM, NBS1 y CHK2 preparan a los genes SASP para la activacion; el
agotamiento de estos reguladores DDR disminuye la produccién de citocinas en respuesta al estrés
genotoxico. Por el contrario, la inhibicidn de p53 aumenta la expresion de SASP, lo que puede
contribuir a la generacion de un microambiente inflamatario (Rodier et al., 2009; Di Mico et al., 2021).

Debido a que los niveles del factor de transcripcion GATA4 aumentan después de la activacién de la
DDR en las células senescentes, ha sido implicado en el establecimiento del SASP. GATA4 activa la
transcripcion de una multitud de genes implicados en la respuesta inmune y en la inflamacion,
incluyendo aquellos que codifican a IL-6 e IL-8 y proteasas de la matriz extracelular (Di Mico et al.,
2021). GATA4 actua como un vinculo molecular entre la sefializacion DDR y la posterior activacion de
NF-kxB para el establecimiento completo de SASP. NF-xB regula la transcripcién de proteinas
inflamatorias como IL-1a., IL-6 e IL-8, las cuales a su vez regulan positivamente la actividad de NF-
kB, mejorando asi la sefializacion SASP (Di Mico et al., 2021, Kumari & Jat, 2021).

4.4.1.4. Alteracion lisosomal

Los lisosomas son los organelos catabélicos mas importantes de la célula. Su capacidad de
degradacion depende de una condicion altamente acida (pH 4- 4.5). Cuando el pH no se mantiene en
el rango Optimo la actividad enzimatica se reduce, y genera productos de digestion tdxicos y/o
productos intermedios parcialmente digeridos (Park et al., 2018). En las células senescentes los
lisosomas aumentan en numero y tamafio, cambios que han sido atribuidos principalmente a un
aumento en el nimero de lisosomas que contienen materiales no digeribles como las lipofuscinas.
Estos organulos también incrementan en nimero como un mecanismo compensatorio para equilibrar
el exceso de lisosomas disfuncionales (Park et al., 2018; Si et al., 2021). La actividad de la enzima [3-
galactosidasa asociada a senescencia (SA-3-gal) es considerada como un biomarcador de disfuncidn
lisosomal asociado con la senescencia (Matjusaitis et al., 2016; Park et al., 2018; Si et al., 2021).

Por su parte, la autofagia es un proceso catabolico conservado evolutivamente, que permite la
degradacion de componentes intracelulares como proteinas, lipidos y organelos a través de los
lisosomas (Park et al., 2018; Moreno et al., 2019). La fusidn de los lisosomas con los autofagosomas,
es dependiente del pH lisosomal. Por lo tanto, un pH alterado modifica la actividad de las enzimas
lisosomales y ocasiona un deterioro en la degradacion autofégica, reduciendo asi la degradacion de
sustratos dependientes de autofagia (Park et al., 2018). Como se menciond previamente, las
mitocondrias son organelos altamente dinamicos que generan la mayor parte del ATP celular. La
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autofagia y los lisosomas desempefian un papel importante en la homeostasis mitocondrial. Las
celulas senescentes, con fallas en los sistemas de degradacion lisosomal y autofagica, son incapaces
de degradar a las mitocondrias dafiadas y de facilitar el recambio de éstas, situacion que conduce a
un aumento en la produccién de ROS y de los dafios celulares asociados al consecuente estrés
oxidante (Si et al., 2021).

4.4.2. Senescencia en células postmitdticas

Aunque inicialmente la senescencia celular fue un término asignado a las células mitoticas, la
observacion de que las células diferenciadas pueden acumular dafio persistente en el DNA y
marcadores DDR, planteé la posibilidad de que la sefializacion persistente de dafio en el DNA podria
conducir a la expresion de inhibidores del ciclo celular, y al establecimiento del fenotipo senescente
en células diferenciadas (Di Micco et al., 2021).

Jurk et al. (2012) estudiaron la senescencia en neuronas. Se detectaron marcadores de sefializacidn
DDR, induccién de heterocromatina y activacion de SASP, incluida la secrecion de IL-6 y la
acumulacion de SA-B-gal, en diferentes tipos de neuronas en ratones con el avance de la edad. La
pérdida de p21 redujo la expresion de estos marcadores, indicando que p21 es un transductor
necesario entre la DDR y el establecimiento del fenotipo senescente. Con base en esta evidencia, los
autores propusieron que el dafio acumulado en el DNA puede inducir una DDR que conduce a las
neuronas a expresar un fenotipo senescente. Estas neuronas podrian ser una fuente de estrés
oxidativo e inflamatorio, y contribuir al envejecimiento.

Fenotipo senescente

Figura 2. Esquema que ilustra la cascada de eventos, denominada respuesta al dafio del DNA (DDR), que
sobrevienen al dafio extenso y crénico del DNA. Una activacion prolongada de la DDR desencadena la senescencia.
La activacion prolongada de DDR se acompaiia de la detencion del ciclo celular (detectada por un aumento en la
expresion de inhibidores del ciclo celular p21 y p16), el dafio oxidativo (niveles elevados de ROS), la regulacion
positiva de la familia Bcl-2 de proteinas antiapoptdticas, cambios metabélicos (incluida la acumulacion de B-
galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-gal)), focos de heterocromatina asociados a la senescencia (SAHF)
y, un fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP). Figura realizada en biorender.com.
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4.4.3. Participacion de la senescencia celular en los procesos neurodegenerativos

Debido a que el fenotipo senescente puede expresarse en diferentes tipos celulares residentes del
SNC, la senescencia celular ha sido abordada como un proceso involucrado en la neurodegeneracion
(Si et al., 2021). Evidencia obtenida en humanos y animales experimentales sugiere que la
senescencia celular puede estar relacionada con enfermedades neurodegenerativas como Parkinson,
Alzheimer y Huntington (Bhat et al., 2012; Bussian et al., 2018; Musi et al., 2018). Sin embargo, debido
a la complejidad de ambos fendmenos, se requiere mas evidencia cientifica que permita dilucidar el
papel de la senescencia en las enfermedades neurodegenerativas.

De acuerdo con las caracteristicas descritas como parte del fenotipo senescente, las células en este
estado podrian contribuir al proceso neurodegenerativo, principalmente de tres formas:

1. Debido a que las células senescentes son resistentes a apoptosis, la senescencia podria
promover la retencion de neuronas envejecidas y/o favorecer la conservacion de neuronas en
numeros mayores a los requeridos en los circuitos neuronales.

2. Las células senescentes son una fuente de estimulos proinflamatorios y prooxidantes, lo que
podria modificar el microambiente del cerebro, asi como su estructura y funcion.

3. Las células en estado senescente podrian afectar a otras células en su entorno, induciendo
un fenotipo senescente en células circundantes.

Si analizamos las limitaciones del modelo actual de neurodegeneracion en funcion de la senescencia
celular, podemos proponer que:

1. La senescencia celular podria explicar por qué pacientes con deterioro cognitivo y demencia
no muestran, en todos los casos, pérdida de poblaciones neuronales. Las células podrian
estar presentes en estado senescente, y no funcionar correctamente en los circuitos
neuronales.

2. La senescencia celular explicaria por qué la muerte celular no es observable en todos los
casos. Una célula en estado senescente puede ser contabilizada, aunque se encuentre en un
estado disfuncional.

De esta forma, la disfuncion observada en etapas tempranas e intermedias de la neurodegeneracion
podria explicarse como el resultado de la acumulacion de células disfuncionales en estado
senescente, y no como una consecuencia de la muerte celular.

4.5. Heterocronia de los procesos neurodegenerativos en la corteza cerebral

Tomando en cuenta que la senescencia celular se ha relacionado con el envejecimiento y la
neurodegeneracion, y que dafios sostenidos en el DNA han sido propuestos como el origen de este
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fenotipo, es probable que la senescencia opere como un mecanismo de envejecimiento celular
asociado a la edad cronoldgica de las células. Es decir, células mas viejas que han estado sometidas
durante mas tiempo a diferentes factores de estrés ambientales intrinsecos y extrinsecos, seran mas
susceptibles de acumular dafio en su DNA, promoviendo una DDR sostenida y favoreciendo que se
establezca el fenotipo senescente.

Utilizando un trazador radioactivo de DNA (SH-timidina), administrado durante el desarrollo
embrionario, Bayer (1980) y Bayer & Altman (1991) estudiaron la citoarquitectura de la corteza
cerebral. Para evaluar el destino celular, los animales fueron sacrificados a los 60 dias posnatales. De
acuerdo con el dia de origen, las células se clasificaron en: viejas, células nacidas entre el dia
embrionario 13 y el dia embrionario 15; edad intermedia, nacidas entre los dias embrionarios 16y 17;
y jovenes, aquellas células que se originaron entre los dias embrionarios 18 y 20. El analisis de los
gradientes neurogénicos indica que las cortezas somatosensorial, entorrinal y motora muestran un
patrdn de organizacion asincronico que proporciona una edad celular diferente a cada corteza.

Las cortezas entorrinal y motora estan integradas en su mayoria por células viejas (40% y 51%,
respectivamente). Sin embargo, la corteza motora posee el doble de células nuevas (12%) que la
corteza entorrinal (6%). Por el contrario, la corteza somatosensorial se constituye por un bajo
porcentaje de células viejas (14%), y un porcentaje de células nuevas mayor al doble con respecto al
observado en las cortezas entorrinal y motora (29%). Por lo tanto, la organizacion de las células de
acuerdo con su dia de origen, indican que la corteza entorrinal es mas vieja que las cortezas
somatosensorial y motora. La corteza motora tiene una edad intermedia y la corteza somatosensorial
es la mas joven (Figura 3-A). Mas interesante aun, es el hecho de que esta cronoarquitectura
diferencial se correlaciona con el proceso neurodegenerativo asincronico que ha sido descrito
previamente (Braak et al., 2003a, 2003b).

Con base en analisis neuropatologicos realizados en tejido postmortem de pacientes con enfermedad
de Parkinson y Alzheimer, Braak et al. (2003a, 2003b & 2006) identificaron patrones estereotipados
de degeneracion neuronal que se desarrollan secuencialmente en el SNC y periférico, y que son
coincidentes con la gravedad clinica de la enfermedad. De acuerdo con la progresion de la misma,
estos patrones se han clasificado en seis etapas. Hablando especificamente de la corteza cerebral, la
degeneracion neuronal comienza en la etapa 4 con la corteza entorrinal. En la etapa 6, el proceso
patoldgico se extiende a la corteza motora y en raras ocasiones, se observa en la corteza
somatosensorial (Figura 3-B). En resumen, la corteza entorrinal en la cual la patologia
neurodegenerativa ocurre antes, esta conformada por células cronoldgicamente mas viejas. Por el
contrario, la corteza somatosensorial que rara vez sufre degeneracion neuronal, esta conformada
preferentemente por células jovenes.

Si consideramos que células viejas son mas susceptibles a expresar el fenotipo senescente debido a

la acumulacion de dafio en su DNA, aquellas cortezas configuradas por un numero mayor de células
viejas, senesceran antes que aquellas cortezas celularmente mas jovenes. Por lo tanto, hipotetizamos
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que la corteza entorrinal tendra una acumulacion mayor de células senescentes con respecto a las
cortezas motora y somatosensorial. En virtud de la evidencia que sefiala a la corteza somatosensorial
como una regién poco susceptible a dafio por neurodegeneracion, y a su conformacion con un bajo
porcentaje de células viejas, proponemos que esta region acumulara un numero escaso de células en
estado senescente (Figura 3-C). Llevado al proceso neurodegenerativo, este hecho podria explicar la
sintomatologia caracteristica de las etapas iniciales e intermedias en ausencia de la muerte neuronal,
y la progresion temporal de los procesos neurodegenerativos. Considerando lo anterior, el objetivo del
presente trabajo fue establecer si las neuronas de origen embrionario temprano expresan de manera
anticipada el fenotipo senescente. De esta forma, el patrén asincronico de neurodegeneracion de la
corteza cerebral, podria explicarse por la cronoarquitectura celular que se establece desde el periodo
embrionario y hasta la adultez temprana.

A

Corteza entorrinal Corteza motora Corteza somatosensorial

@ Células viejas
@@ Células edad intermedia
@l Células nuevas

B
Etapa IV Etapa VI Etapa VI
Degeneracion neuronal en la corteza Degeneracion neuronal en la corteza Degeneracién neuronal en la corteza
entorrinal motora somatosensorial ocurre en raras ocasiones
Progresion de la enfermedad neurodegenerativa en la corteza cerebral

Cx entorrinal Cx motora mﬂ\

Senescencia celular

Figura 3. A. Graficas de pastel que muestran el porcentaje de neuronas viejas, intermedias y nuevas (i.e.,
cronoarquietctura) en las cortezas entorrinal, motora y somatosensorial a los 60 dias posnatales en rata. Realizada
con datos de Bayer (1980) y Bayer & Altman (1991). B. Esquema de la linea de tiempo en la que se observa el orden
de progresion del proceso neurodegenerativo en la corteza cerebral humana. C. Esquema de la linea de tiempo en
la que se representa el modelo propuesto de la acumulacion esperada de neuronas senescentes en las cortezas
entorrinal, motora y somatosensorial de ratones adultos jévenes.
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5. HIPOTESIS

Las regiones corticales mas susceptibles a dafio por degeneracion estan constituidas por células
cronoldgicamente mas viejas y acumulan un numero mayor de células senescentes.

6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Establecer si las regiones corticales mas susceptibles a dafio por degeneracion estan constituidas por
células cronolégicamente mas viejas y proclives a desarrollar fenotipos senescentes.

6.2. Objetivos especificos

1. Establecer la cronoarquitectura de las cortezas entorrinal, somatosensorial y motora, regiones
cerebrales con diferente susceptibilidad a la neurodegeneracion.

2. Establecer si las regiones cerebrales cronologicamente mas viejas acumulan un nimero
mayor de células senescentes.

7. METODOLOGIA
7.1. Animales

Para el presente trabajo se manipularon 17 ratones de la cepa CD-1 (6 machos, 11 hembras) con
edad embrionaria de 11, 12, 13 y 14 dias al inicio del experimento. Los ratones provinieron de la
Unidad de Modelos Biologicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIB) de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM). Al nacimiento, los ratones fueron mantenidos con su madre,
hasta el destete en el dia posnatal 21. Una vez destetados, los animales se dividieron de acuerdo con
el sexo, y se alojaron en cajas de policarbonato transparente (37x27x15cm) de manera comunal (5
ratones por caja), con un ciclo luz- obscuridad 12-12 horas. Los animales dispusieron de agua y
comida ad libitum. La manipulacion experimental y los procedimientos de eutanasia fueron evaluados
por la Comision de Etica para el uso y manejo de Animales de Experimentacion del I1B, UNAM.

7.2. Administracion de 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU)

Con el objetivo de fechar el nacimiento de las neuronas que integrarian a las cortezas motoras,
somatosensorial y entorrinal de 17 ratones adultos marcados durante la gestacion, se suministro via
intraperitoneal BrdU (50mg/Kg) a cuatro hembras gestantes, tres veces al dia, cada ocho horas, entre
los dias gestacionales 11y 14; etapas en las que la neurogénesis cortical esta activa. Debido a que
cada hembra gestante fue administrada en un solo dia, originamos cuatro grupos de edad (Tabla 2).
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Tabla 2. Grupos de animales empleados en el disefio experimental, divididos de acuerdo con el dia de administracion
de 5-bromo-2"-desoxiuridina (BrdU).

Grupo Administracion BrdU | Hembras | Machos
Grupo 1 (n=4) E11 2 2
Grupo 2 (n=3) E12 3 0
Grupo 3 (n=5) E13 3 2
Grupo 4 (n=5) E14 3 2

7.3. Tejido cerebral

Los ratones se sacrificaron por perfusion intracardiaca a los 60 dias posnatales (dpn). Los cerebros
fueron fijados con paraformaldehido 4%, deshidratados en pasos sucesivos de sacarosa al 20% y
30%, congelados con 2-metilbutano, y almacenados a -80°C. Posteriormente, se realizaron cortes
coronales de los cerebros en criostato a -20°C a un grosor de 40 um. En total, fueron seleccionados
36 cortes por animal en los cuales se representaba la totalidad de las areas de interés. Cortes
contiguos se emplearon para realizar la inmunohitoquimica BrdU y la histoquimica SA-B3-gal. Para
cada animal 18 cortes se utilizaron para la inmunohistoquimica contra BrdU, y 18 cortes para la tincion
SA-B-gal.

7.4. Inmunohistoquimica BrdU

Para analizar el destino y la organizacion celular de las cortezas somatosensorial, entorrinal y motora,
cortes coronales de cerebro fueron procesados por medio de inmunohistoquimica contra BrdU. La
inmunohistoquimica se realizd con ayuda del protocolo de peroxidasa. Brevemente, después de la
eliminacion de la actividad de la peroxidasa endogena mediante la incubacion con perdxido de
hidrogeno al 3% durante 15 minutos, los cortes se mantuvieron durante 30 minutos a 70°C en
inmunoretriever 1x (Bio SB, Cat. No. BSB 0020). Posteriormente, los cortes se trataron con HCI 2N a
37°C durante 30 minutos. Los cortes se incubaron toda la noche a temperatura ambiente con
anticuerpos policlonales inmunoafines a BrdU (Oveja anti-BrdU, Abcam. Cat. No. ab1893). El
anticuerpo primario se utilizé a una concentracion 1:600 disuelto en suero de caballo al 5% y PBT
(Triton X-100, 0.3%). Al dia siguiente, los cortes se conservaron durante 2 horas en anticuerpo
secundario biotinilado (Burro anti-oveja biotinilado, Millipore. Cat. No. AP184B), a una concentracion
de 1:750 en suero de caballo al 5% y PB. Se utiliz6 tetrahidrocloruro de 3-3 diaminobencidina (DAB)
como cromogeno (Vector, Cat. No. SK-4100). Finalmente, los cortes se colocaron en portaobjetos, y
se empleo cytoseal 60 (Thermo Scientific, Cat. No. 8310-4) como medio de montaje.
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7.5. Histoquimica para 3- galactosidasa asociada a senescencia (SA-{3-gal)

La actividad de la SA-B-gal se analiz6 siguiendo el protocolo descrito por Debacqg-Chainiaux et al.
(2009). Las rebanadas de cerebro se lavaron con PB y se tifieron con una solucién que contenia los
siguientes reactivos: 1 mg/ml x-gal (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Cat. No. B1690) disuelto
en dimetilformamida, amortiguador &cido citrico/fosfato de sodio 40 mM (pH 6.0), ferrocianuro de
potasio 5 mM, ferricianuro de potasio 5 mM, cloruro de sodio 150 mM y cloruro de magnesio 2 mM.
Los cortes se incubaron durante 16 horas a 37°C sin CO». Pasado este tiempo las rebanadas fueron
lavadas con PB y se incubaron durante 2 horas en metanol. Por ultimo, los cortes se colocaron en
portaobjetos y se empled un medio de montaje acuoso (VectaMount Aqueous Mounting Medium,
Vector. Cat. No. H-5501).

El disefio experimental se resume en la figura 4-A.

7.6. Analisis de fotografias

Las fotografias de los cortes procesados para inmnohistoquimica contra BrdU se realizaron en un
microscopio LEICA EZ4E. Por su parte, las fotografias de los cortes marcados con SA-B-gal fueron
capturadas con dos microscopios. En 7 sujetos, las fotografias se adquirieron con un microscopio
Leica EZ4E. En los 10 sujetos restantes se emple6 un microscopio Olympus BX51-WI acoplado a
unidad de disco giratorio (DSU). La reconstruccion del tejido completo se realizé a una magnificacion
de 10x. Aproximadamente 300 cortes marcados con anticuerpo BrdU, y 300 cortes marcados para SA-
[-gal fueron fotografiados para realizar la evaluacion cualitativa posterior de las imagenes. En
promedio se evaluaron 9 cortes por sujeto para cada una de las regiones de interés. Los cortes se
encontraban en las siguientes coordenadas: corteza entorrinal Bregma: [-1.31mm, -3.63mm]; corteza
motora Bregma: [2.09mm, -1.31mm]; corteza somatosensorial Bregma: [1.53mm, -1.31mm] (Franklin
& Paxinos, 2007). En la figura 4-B se muestra un esquema representativo de la ubicacion de las
regiones analizadas.

La evaluacion realizada tuvo como objetivo comparar la distribucidn espacial de las células marcadas
con BrdU a distintas edades gestacionales, con aquella de las células marcadas para SA-$-gal en las
cortezas somatosensorial, entorrinal y motora a los 60 dpn.

La evaluacion cualitativa de ambas marcas se realizo considerando la distribucion y densidad espacial
de las células en cada una de las regiones corticales evaluadas. Dentro de la escala, las regiones con
mayor densidad celular fueron aquellas en las que las células se distribuyeron de manera homogénea
y prominente por toda la regidn. Las regiones consideradas con una menor densidad celular, fueron
aquellas en las que la localizacion de las células marcadas fue muy especifica y/o cuando se
observaban esporadicamente dentro de las areas evaluadas.
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Figura 4-A. Disefio experimental. La 5-bromo-2'- desoxiuridina (BrdU) fue administrada perinatalmente durante los
dias embrionarios 11, 12, 13 6 14 para fechar el dia de nacimiento de los distintos grupos de neuronas que conforman
a las cortezas somatosensorial, entorrinal y motora. Una vez nacidos los animales, fueron destetados a los 21 dias
de vida, y dejados crecer hasta los 60 dias postnatales. La caracterizacion del fenotipo senescente se realizo
mediante la deteccion de la actividad de la enzima B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-gal). Figura
realizada en biorender.com.
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Figura 4-B. Esquema representativo de la ubicacion de las cortezas motora (M, rojo), somatosensorial (S, verde) y
entorrinal (E, amarillo). Modificada de Franklin & Paxinos, 2007.
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8. RESULTADOS
8.1. Cronoarquitectura de la corteza entorrinal

Mediante el uso de un marcador de proliferacion celular, establecimos el destino de las células nacidas
entre los dias embrionarios 11y 14. Esta metodologia, nos permiti6 inferir la edad cronolégica de cada
una de las areas corticales de interés, de acuerdo con su organizacion celular.

Como se puede observar en la figura 5, la corteza entorrinal a los 60 dias posnatales esta constituida
por un numero importante de células nacidas en el dia embrionario 11 (Bregma: [-1.31, -2.69mm)). El
andlisis revel6 que en el 100% de los cortes, las células se distribuyen de forma abundante por las
capas II-VI. Sin embargo, pueden enfatizarse tres patrones. En el 21% de los cortes, la inmunotincién
para BrdU se distribuye homogéneamente a lo largo de las capas II-VI. Este patréon se observa
unicamente en los cortes correspondientes a la porcion anterior de la corteza entorrinal (Fig. 5A). En
el 58% de los cortes la inmunotincion para BrdU esta acentuada en la capa VI, indicando un mayor
numero de células. Este patron se localiza principalmente en la porcion medial-posterior (Fig. 5A). El
21% restante presenta células positivas a BrdU acentuadas en la capa Il. Es de importancia sefialar
que este porcentaje representa la totalidad de cortes analizados en uno de los sujetos (Fig. 5B). Por
esta razdn, este patrén abarca a la porcidn anteroposterior de la corteza entorrinal. Diferencias en el
plano ventral-dorsal fueron observadas en 2 de 4 sujetos analizados. Sin embargo, parece que estas
diferencias son consecuencia del procesamiento de las muestras.

La evaluacion de las células originadas en el dia E12 (Bregma: [-1.31, -2.69mm]), mostro la existencia
de dos patrones principales. El 100% de los cortes muestra una inmunotincion para BrdU homogénea
en el plano ventral-dorsal, distribuida a lo largo de las capas II-VI. Este patron corresponde a la parte
anterior de la corteza entorrinal. En un 50% del total de los cortes evaluados se observo una densidad
célular mayor en la capa VI, con respecto a las capas II-V. Este patrdn es caracteristico de la porcién
medial-posterior de la corteza entorrinal (Fig. 5C).

Por lo que respecta a las células que se originaron en el dia E13 (Bregma: [-1.31, -3.63mm]), el 100%
de los cortes muestran células positivas a BrdU en las capas II-VI, sin diferencias en el plano ventral-
dorsal. Sin embargo, en el 26% de los cortes, la mayor parte de las células se ubicaron en la capa Il.
Las células localizadas en las capas IlI-VI se distribuyeron de forma difusa. Este patron se observé en
2 de los 5 sujetos analizados, y corresponde a la porcion anterior de la corteza entorrinal. En el 74%
de cortes restantes, las células positivas a BrdU se ubican preferentemente en las capas Il y lll. Las
células localizadas en las capas IV-VI son pocas y muestran una distribucion dispersa. Este patron
abarca la region anteroposterior de la corteza entorrinal (Fig. 5D).
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Finalmente, en el 100% de los cortes analizados para las células originadas en el dia E14 (Bregma: [-
1.31, -3.15mm]) se observo una distribucion homogénea de las células positivas a BrdU en el plano
ventral-dorsal. Las células que nacieron en el dia E14 se ubican mayoritariamente en la capa |I.
Esporadicamente se localizan células en el resto de las capas. Este patrdn se identifica en la porcion
anteroposterior de la corteza entorrinal (Fig. 5E).

Si consideramos el destino de las células que se originan entre el dia E11-E14, podemos concluir que
alos 60 dias posnatales, la corteza entorrinal esta constituida principalmente por células nacidas entre
los dias embrionarios 11 y 12. El gradiente neurogénico radial, reportado previamente en la literatura
(Bayer & Altaman, 1991), sugiere que las neuronas mas profundas (capa VI), se originan antes que
las células superficiales (capa Il) cercanas a la capa |. Nuestros resultados indican que en el dia
embrionario 11y 12 un porcentaje >50% de los cortes sigue este gradiente neurogénico, evidenciado
por la presencia de un mayor numero de células ubicadas en la capa VI (Fig. 5A, C). Sin embargo,
existen dos gradientes adicionales. En el primero de ellos, uno de los sujetos analizados para el dia
E11 muestra un patron inverso, con un mayor numero de células en la capa Il (Fig. 5B). En el segundo,
se observa una distribucion homogénea a lo largo de las capas. Los cortes analizados para E13 y E14
estan en concordancia con el gradiente radial, conforme avanza el desarrollo el patrén se invierte y
las células se observan acentuadas ahora, en las capas externas Il y lll, y disminuyen en el resto de
las capas (Fig. 5D, E). Las células nacidas el dia E13 son escasas en la capa IV-VI, y para el dia E14
las células son practicamente inexistentes en estas mismas capas, contrario a lo observado en el dia
embrionario 11y 12.

En las figuras 6 y 7, se observan cortes representativos con células positivas a BrDU en la corteza
entorrinal, de animales de 60 dias de edad, administrados en los dias embrionarios 11 a 14.
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Corteza entorrinal 60 dias posnatales
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Figura 5. La corteza entorrinal estda poblada por neuronas que nacen mayoritariamente entre los dias
gestacionales 11y 12. Esquemas que ilustran cortes coronales representativos de la cronoarquitectura de la corteza
entorrinal en ratones de 60 dias de vida, después de haber captado 5'-bromo-deoxiuridina a los 11 (A'y B), 12 (C),
13 (D) y 14 (E) dias de gestacion. En cada esquema se muestra el nivel anterior a la izquierda y el posterior a la
derecha. La escala de color indica la densidad relativa estimada cualitativamente de las células marcadas con BrdU;
blanco menor densidad (-), rojo mayor densidad (+). Se indican las coordenadas entre las cuales se obtuvieron los
cortes a lo largo del plano anteroposterior (A—P) con referencia a Bregma. Figura realizada en biorender.com.
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Bregma: [-1.31, -3.15mm]

E11

Dia de administraciéon BrdU
E12
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Figura 6. Corteza entorrinal a los 60 dias posnatales. Fotomicrografias de cortes coronales representativos
inmunotefiidos para 5-bromo-2’-desoxiuridina, obtenidos a lo largo de la corteza entorrinal (recuadro) de ratones de
60 dias de vida. A la izquierda se indican las edades gestacionales en la que sus células fueron marcadas.
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Figura 7. Corteza entorrinal a los 60 dias posnatales. Fotomicrografias de cortes coronales representativos
inmunotefiidos para 5-bromo-2’-desoxiuridina, obtenidos a lo largo de la corteza entorrinal (recuadro) de ratones de
60 dias de vida. A la izquierda se indican las edades gestacionales en las que sus células fueron marcadas.

8.2. Cronoarquitectura de la corteza motora

Por su parte, en el 100% de los cortes evaluados para describir la cronoarquitectura de la corteza
motora a los 60 dpn, indican que las células de origen embrionario 11 (Bregma: [1.77, -1.31mm]) se
distribuyen a lo largo de las capas II-VI. Sin embargo, pueden distinguirse dos patrones. En el primero
de ellos la inmunotincion para BrdU esta acentuada en la parte mas profunda de la capa VI (VI-b). En
el resto de las capas las células positivas a BrdU son escasas, especialmente en las capas Il y Il (Fig.
8A). Este patrén corresponde al 50% de los cortes analizados, esta presente Unicamente en 2 de 4
sujetos, y es observable a lo largo del plano anteroposterior. El segundo patrén se observa en los dos
sujetos restantes y corresponde al otro 50% de los cortes analizados. En éstos la inmunotincién para
BrdU esta acentuada en la regién a y b de la capa VI. En el resto de las capas se observa un patron
de marca abundante y homogénea en el plano anteroposterior (Fig. 8B).

La evaluacion para las células nacidas en el dia E12 (Brega: [1.77, -1.31mm]) mostré que, en el 100%
de los cortes, las células positivas para BrdU se distribuyen en las capas II-VI. Sin embargo, en las
capas Il y lll son escasas. En el 30% de estos cortes, la inmunotincién para BrdU que se distribuye
entre las capas IV y VI, es homogénea y abundante. Este patron se localiza en la porcion anterior de
la corteza motora (Fig. 8C). En el 70% restante, las células se ubicaron primordialmente en la region
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aybdelacapaVl. Enlas capas IV y V se observan escasas células marcadas. Este patrdn se ubica
en porciones anteroposteriores de la corteza motora (Fig. 8D).

En lo concerniente a las células de origen embrionario 13 (Bregma: [1.93, -1.31mm]), en el 80% de los
cortes analizados, las células positivas a BrdU presentan un patron de distribucion homogéneo y
abundante entre las capas II-VI. Este patron se extiende a lo largo de plano anteroposterior de la
corteza motora (Fig. 8E). El 20% restante, muestra un patron de distribucion muy disperso a lo largo
de las capas II-VI, que se extiende en el plano anteroposterior (Fig. 8F). No obstante, en este segundo
bloque de cortes la inmunotincion para BrdU fue irregular quizas debido a factores técnicos, por lo que
la descripcion comentada requerird de ser corroborada posteriormente.

En el 100% de los cortes analizados para el dia de nacimiento E14 (Bregma: [1.77, -1.31mm]), las
células se localizaron primordialmente en las capas Il y Ill. En el 82% de los cortes las células
ocupaban la totalidad de la capa Il, y aproximadamente el 50% de la capa Ill. En el 18% restante las
células positivas a BrdU ocupaban cerca del 100% de la capa Ill. Para ambos patrones, o que resta
de la capa lll y en la capa IV-VI, las células se observan de forma esporadica. Las células que se
ubican en la capa Il y Il son abundantes (Fig. 8G).

Finalmente, podemos concluir que las células que integran la corteza motora a los 60 dias posnatales
siguen un gradiente neurogénico radial. Las células que nacieron en los dias 11y 12 de gestacion
ocupan preferencialmente la capa VI (Fig. 8A, B y D). Las células de origen embrionario 13 se
distribuyen homogéneamente por toda la corteza motora (Fig. 8E), y para el dia E14 se observa un
patrdn invertido con respecto a los dias E11 y E12, con el mayor nimero de células ubicadas en las
capas mas externas (Fig. 8G). Esto significa, que las células de la capa VI son las primeras en formarse
seguidas de las capas intermedias V'y IV. Por ultimo, se forman las capas externas Il y lll. Sin embargo,
aunque los cortes analizados siguen el gradiente radial, es de relevancia destacar que, entre individuos
de la misma edad, las células se organizan diferencialmente. Por ejemplo, un gradiente casi idéntico
se observa para el 50% de los cortes cuyas neuronas fueron marcadas en el dia gestacional E11 (Fig.
8A), y para 70% de aquellos cuyas células fueron marcadas en el dia gestacional E12 (Fig. 8D). Este
hecho, enfatiza la variabilidad en la tasa de desarrollo en individuos de la misma edad. Aunque la
corteza motora contiene neuronas nacidas en los dias gestacionales E11'y E14, la mayor cantidad de
neuronas que la ocupan nacen entre los dias embrionarios 12y 13. Esto significa que la corteza motora
es relativamente mas joven que la corteza entorrinal.
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Corteza motora 60 dias posnatales
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Figura 8. La corteza motora esta poblada por neuronas que nacen mayoritariamente entre los dias
gestacionales 12 y 13. Esquemas que ilustran cortes coronales representativos de la cronoarquitectura de la corteza
motora en ratones de 60 dias de vida, después de haber captado 5-bromo-2"-desoxiuridina a los 11 (Ay B), 12 (C y
D), 13 (Ey F) y 14 (G) dias de gestacién. En cada esquema se muestra el nivel anterior a la izquierda y el posterior
a la derecha. La escala de color indica la densidad relativa estimada cualitativamente de las células marcadas con
BrdU; blanco menor densidad (-), rojo mayor densidad (+). Se indican las coordenadas entre las cuales se obtuvieron
los cortes a lo largo del plano anteroposterior (A—P) con referencia a Bregma. Figura realizada en biorender.com.

8.3. Cronoarquitectura de la corteza somatosensorial

En el 100% de los cortes analizados para el dia E11 (Bregma: [1.53, -1.31mm]), las células positivas
a BrdU se distribuyen a lo largo de las capas II-VI. En el 55% de estos cortes la ubicacion de las células
esta acentuada en la region b de la capa VI. La tincion celular disminuye progresivamente conforme
se avanza hacia las capas mas superficiales (Fig. 9A). En el 45% restante de los cortes la
inmunotincién para BrdU se observa acentuada en la region a y b de la capa VI. Sin embargo, en el
resto de las capas la marca es abundante y homogénea (Fig. 9B). Ambos patrones se distribuyen a lo
largo de plano anteroposterior de la corteza somatosensorial.

El 100% de los cortes analizados para células de origen embrionario 12 (Bregma: [1.53, -1.31mm])
mostré una distribucion de las células positivas a BrdU a lo largo de las capas I-VI. En el 46% de los
cortes las células estan abundante y homogéneamente distribuidas entre las capas IV-VI. En la capa
Il'y IIl, las células son escasas (Fig. 9C). En el 54% restante de los cortes la marca de BrdU esta
acentuada en la capa VI (a y b); en el resto de las capas la marca es dispersa. Las células son escasas
en la capa Il y IIl (Fig. 9D). Ambos patrones se distribuyen a lo largo de la porcién anteroposterior de
la corteza somatosensorial.

En lo que respecta a las células nacidas en el dia embrionario 13 (Bregma: [1.53, -1.31mm]) el analisis
revel6 que en el 100% de los cortes las células se localizan de manera abundante en la capa Il, y en
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aproximadamente el 50% del area de la capa lll. En lo que resta de la capa lll, y en las capas V-Vl la
marca es escasa. El patron se repite a lo largo del plano anteroposterior de la corteza somatosensorial
(Fig. 9E).

Finalmente, el 100% de los cortes analizados para las células nacidas en el dia E14 (Bregma: [1.41, -
1.31mm]) mostrd que las células se localizan casi exclusivamente en la capa Il y Il (aproximadamente
el 50% de la porcion dorsal). Son escasas las células marcadas en las capas Il y IV, y virtualmente
ausentes en las capas V'y VI (Fig. 9F).

En las figuras 10 y 11 se observan cortes representativos con células positivas a BrDU en las cortezas
somatosensorial y motora de animales de 60 dias de edad, administrados en los dias embrionarios 11
a14.

En conclusidn, en la corteza somatosensorial, las células que nacen el dia E11 se posicionan en la
capa VI (Fig. 8A, B). Las nacidas en E12 y E13 se ubican preferentemente entre las capas VI- IV (Fig.
9C-E). Para el dia E14 se observa un mayor numero de células en las capas mas externas (Fig. 9F).
En conjunto, nuestro analisis sugiere que la corteza somatosensorial sigue un gradiente neurogénico
radial, en el que las células ubicadas en la parte mas profunda se originan primero y aquellas en las
capas mas externas se originan al final. Al igual que lo observado en las cortezas entorrinal y motora,
se observa una tasa de desarrollo y organizacidn variable entre individuos de la misma edad. Esto se
evidencia principalmente al observar que el 46% de los cortes correspondientes al dia E12 tienen un
patron de organizacion casi idénticos. Asi, los datos presentados muestran que las cortezas
somatosensorial y motora tienen una edad relativa cronolégica similar. Por ello consideramos que la
corteza entorrinal esta constituida por un mayor numero de células nacidas en el dia embrionario 11y
12, mientras que las cortezas somatosensorial y motora estan contienen neuronas que nacen entre
los dias 13 y 14, predominantemente.
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Corteza somatosensorial 60 dias posnatales
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Figura 9. La corteza somatosensorial esta poblada por neuronas que nacen mayoritariamente entre los dias
gestacionales 12 y 13. Esquemas que ilustran cortes coronales representativos de la cronoarquitectura de la corteza
somatosensorial en ratones de 60 dias de vida, después de haber captado 5-bromo-2"-desoxiuridina a los 11 (A'y
B), 12 (Cy D), 13 (E) y 14 (F) dias de gestacion. En cada esquema se muestra el nivel anterior a la izquierda y el
posterior a la derecha. La escala de color indica la densidad relativa, estimada cualitativamente de las células
marcadas con BrdU; blanco menor densidad (-), rojo mayor densidad (+). Se indican las coordenadas entre las cuales
se obtuvieron los cortes a lo largo del plano anteroposterior (A—P) con referencia a Bregma. Figura realizada en
biorender.com.
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Figura 10. Cortezas motora y somatosensorial a los 60 dias posnatales. Fotomicrografias de cortes coronales
representativos inmunotefiidos para 5-bromo-2"-desoxiuridina, obtenidos a lo largo de las cortezas motora (recuadro
negro) y somatosensorial (recuadro rojo) de ratones de 60 dias de vida. A la izquierda se indican las edades
gestacionales en las que sus células fueron marcadas.
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Figura 11. Cortezas motora y somatosensorial a los 60 dias posnatales. Fotomicrografias de cortes coronales
representativos inmunotefiidos para 5-bromo-2"-desoxiuridina, obtenidos a lo largo de las cortezas motora (recuadro
negro) y somatosensorial (recuadro rojo) de ratones de 60 dias de vida. A la izquierda se indican las edades
gestacionales en las que sus células fueron marcadas.

8.4. Heterocronia de la senescencia celular en el cerebro

Con el objetivo de evaluar si la corteza entorrinal acumula un mayor nimero de células senescentes
al ser comparada con las cortezas somatosensorial y motora, se realizo una evaluacion cualitativa de
la cantidad relativa de células positivas para SA-f-gal. En general, todos los ratones evaluados
mostraron células senescentes en diversas areas del cerebro. La cantidad relativa de éstas vario
regional e individualmente, independientemente de la edad gestacional en la que fueron marcados
con BrdU (Tabla 3). Esta observacion sugiere que la senescencia ocurre de manera heterocrénica en
el individuo, y a través de la poblacion. No se observo una relacion espacial entre neuronas nacidas
en distintas fechas gestacionales y la acumulacion de células senescentes, por lo que no se corroboré
la hipétesis planteada. Con base en la edad gestacional y el patrén de distribucién anatémica de las
células senescentes en los cerebros, los 17 ratones evaluados fueron clasificados en cuatro “fenotipos
senescentes” (Fig.12), los que se describen en los parrafos subsecuentes.

34



Tabla 3. Nimero y sexo de los “fenotipos senescentes” identificados entre los ratones marcados con BrdU a

diferentes edades gestacionales.

Dia de Fenotipo 1 Fenotipo 2 Fenotipo3 | Fenotipo 4
administracion BrdU (n=3) (n=6) (n=6) (n=2)

E11 19 - 29 18

E12 24 19 - -

E13 - 19 29,248 -

E14 - 29,28 - 19

Fenotipo 1 Fenotipo 2 Fenotipo 3 Fenotipo 4
AN L AR L AR AR
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Densidad celular (SA-B-gal)

Bregma: [2.09, -3.63mm] Bregma: [2.09, -3.63mm] Bregma: [2.09,-3.63mm]  Bregma: [2.09, -3.63mm]

Figura 12. Fenotipos senescentes en ratones. Esquemas que ilustran cortes coronales representativos de la
distribucién de células senescentes en ratones, a los 60 dias de vida. Fenotipo 1 (A-D), fenotipo 2 (E-H), fenotipo 3
(I-L) y fenotipo 4 (M-P). La escala de color indica la densidad relativa de las células positivas para SA-f3-gal, estimada
cualitativamente; azul claro menor densidad (-), azul rey mayor densidad (+). Se indican las coordenadas entre las
cuales se obtuvieron los cortes a lo largo del plano anteroposterior con referencia a Bregma. Figura realizada en
biorender.com.
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8.4.1. Fenotipo senescente 1

Este fenotipo se caracteriza por la ausencia de células senescentes en las cortezas entorrinal,
somatosensorial y motora (Fig.13), con la salvedad de algunos cortes obtenidos en las secuencias de
las dos ultimas. En el hipocampo, las células positivas a SA-B-gal se acentua preferentemente en la
region CA3 (Fig.13F-L). En dos de los sujetos, la marca es visible también en las regiones CA1y CA2,
aunque esta ultima es mas tenue. Hacia la parte posterior del hipocampo (Bregma -2.69mm), aunque
numerosas células se observan marcadas, la intensidad del marcaje es tenue. La intensidad de la
marca en la pared de los ventriculos laterales es intermedia, y se extiende desde Bregma 0.25mm
(Fig.13E) hasta el final de estas cavidades. Finalmente, la marca observada en la corteza piriforme es
baja intensa (Fig.13E-J).

Figura 13. Fenotipo senescente 1. Cortes coronales representativos del telencéfalo de ratones que muestran la
distribucién anatémica de las células senescentes a lo largo del eje anteroposterior en el fenotipo 1. Se muestran las
cortezas motora (M), somatosensorial (S), entorrinal (E), y piriforme (Pir), asi como el hipocampo (Hip) y la pared de
los ventriculos laterales (LV).

8.4.2. Fenotipo senescente 2

En este fenotipo la marca de senescencia en las cortezas somatosensorial y motora es tenue y poco
abundante; en la mayoria de los cortes analizados las células se alinean horizontalmente en la capa
V/ (Fig.14A-H). A lo largo del eje anteroposterior, la presencia de la marca es intermitente. La presencia
de la marca en la corteza entorrinal es menos frecuente al ser comparada con las cortezas
somatosensorial y motora (Fig.14G-L). La presencia de células senescentes en el hipocampo es
heterogénea entre individuos. Sin embargo, es visible en las regiones CA1, CA2 y CA3 a partir de
Bregma -1.07mm (Fig.14G-L). En algunos cortes se acentua en la region CA3 (Fig.14I-K). No obstante
ello, en el conjunto del hipocampo la marca tiende a atenuarse a partir de Bregma -2.69mm (Fig.14L).
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No se observo la presencia de células senescentes en el giro dentado. La marca de senescencia en
la pared de los ventriculos laterales se aprecia en una intensidad intermedia, y comienza
aproximadamente en Bregma 0.25mm. La marca de senescencia observada en la corteza piriforme
es mas intensa comparada con el fenotipo 1 (Fig.14A-K). Los detalles de la marca se observan en la
figura 15.

Figura 14. Fenotipo senescente 2. Cortes coronales representativos del telencéfalo de ratones que muestran la
distribucién anatémica de las células senescentes a lo largo del eje anteroposterior en el fenotipo 2. Se muestran las
cortezas motora (M), somatosensorial (S), entorrinal (E), y piriforme (Pir), asi como el hipocampo (Hip) y la pared de
los ventriculos laterales (LV).

Corteza motora Corteza somatosensorial Corteza entorrinal Corteza piriforme
Ventriculos laterales Hipocampo Hipocampo Hipocampo

Figura 15. Fenotipo senescente 2. Ampliacidn de cortes coronales representativos que muestran la distribucion
anatomica de las células senescentes en el fenotipo 2. Se muestran las cortezas motora, somatosensorial, entorrinal,
y piriforme, asi como la pared de los ventriculos laterales (LV), y las diferentes regiones del hipocampo: giro dentado
(GD), CA1, CA2y CA3.
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8.4.3. Fenotipo senescente 3

En este fenotipo la marca de senescencia en las cortezas somatosensorial y motora se encuentra en
todos los cortes a lo largo del eje anteroposterior (Fig.16A-G). En Bregma [1.41mm,1.21mm] las
celulas senescentes en la corteza motora son mas abundantes y se organizan en pequefos grupos;
este patron muestra diferencias entre hemisferios (Fig.16A y B). A partir de Bregma 1.09 mm las
celulas en la corteza motora se alinean en la capa V (Fig.16C-G). Por su parte, las células senescentes
en la corteza somatosensorial (Bregma [1.41/-1.31mm]) también se alinean en la capa V (Fig.16A-G).
Esta distribucion no es exclusiva de las cortezas somatosensorial y motora, sino que se observa hacia
la corteza entorrinal (Fig.16G-L). En la corteza entorrinal también pueden encontrarse células
senescentes organizadas en pequefios grupos (Fig.16H y J) distribuidos heterogéneamente en su
extension. La intensidad de la marca observada en las regiones CA1, CA2 y CA3 del hipocampo es
heterogénea y se extiende anteroposteriormente (Bregma -1.31, -2.69mm; Fig.16G-L). En el giro
dentado no se encuentra marca de senescencia. En las paredes de los ventriculos laterales la marca
se observa muy intensa a partir de Bregma 0.13mm (Fig.16D-K). En la corteza piriforme la marca esta
visiblemente mas acentuada comparada con los fenotipos 1y 2, especialmente en los cortes que se
ubican entre Bregma [1.41mm, -1.31mm] (Fig.16A-H). En esta etapa las células senescentes se
observan en el nucleo de la rama vertical de la banda diagonal de Broca (VDB) (Fig.16B y C), en las
porciones medial (MPOM) y lateral (MPOL) el nucleo predptico medial (MPO) (Fig. 14D), en el nucleo
hipotaldamico dorsomedial (DM) (Fig. 16G), el nucleo hipotaldmico ventromedial (VMH) (Fig.161-K), en
nucleo hipotalamico arcuato (Arc) (Fig.161-K), y en las partes medial (MDM) y central (MDC) del nucleo
talamico medio-dorsal (Fig.16F, G, H y J). En todos estos nucleos la marca es tenue y dispersa. Los
detalles de la marca se observan en la figura 17.
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Figura 16. Fenotipo senescente 3. Cortes coronales representativos del telencéfalo de ratones que muestran la
distribucion anatémica de las células senescentes a lo largo del eje anteroposterior en el fenotipo 3. Se muestran las
cortezas motora (M), somatosensorial (S), entorrinal (E), y piriforme (Pir), asi como el hipocampo (Hip), la pared de
los ventriculos laterales (LV), el nlcleo de la rama vertical de la banda diagonal de Broca (VDB), el nucleo predptico
medial (MPO), el nicleo hipotaldmico dorsomedial (DM), el nucleo hipotalamico ventromedial (VMH), el nucleo
hipotalamico arcuato (Arc) y el tdlamo (Th).

Corteza motora Corteza somatosensorial Corteza entorrinal Corteza entorrinal

Corteza piriforme Ventriculos laterales Hipocampo Hipocampo

Figura 17. Fenotipo senescente 3. Ampliacidn de cortes coronales representativos que muestran la distribucion
anatomica de las células senescentes en el fenotipo 2. Se muestran las cortezas motora, somatosensorial, entorrinal
y piriforme, asi como la pared de los ventriculos laterales (LV), y las diferentes regiones del hipocampo: giro dentado
(GD), CA1, CA2y CA3.
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8.4.4. Fenotipo senescente 4

En el fenotipo 4 la distribucion de las células senescentes en las cortezas somatosensorial, entorrinal
y motora es similar a lo observado en el fenotipo 3 (Fig.18A-H). Sin embargo, a diferencia de éste, la
intensidad de la marca en el hipocampo es alta y homogénea en las regiones CA1, CA2 y CA3
(Bregma: [-1.31, -2.27]) (Fig.18F-K). Hacia la region hipocampal posterior (Bregma: -2.69) la marca de
senescencia es tenue (Fig.18L). No se observan células senescentes en el giro dentado, y en las
paredes de ventriculos laterales la marca es intensa (Fig.18E-J). La presencia de células senescentes
en la corteza piriforme aumenta con respecto al fenotipo 3, y es homogénea a lo largo del eje
anteroposterior (Fig.18A-J). La marca se observa también en el tubérculo olfativo (Tu) (Fig.18B-D), en
el nucleo de la rama vertical de la banda diagonal de Broca (VDB) (Fig.18A-C) y en el nucleo predptico
medial (MPO) (Fig.18-D). A nivel del tdlamo, la marca se extiende a un mayor numero de nucleos que
incluyen: las porciones central, medial (MDM) y lateral (MDL) del nucleo talamico medio dorsal (MDC),
el nucleo taldmico paracentral (PC), nucleo talamico central medial (CM) y el nucleo taldmico
submedial (Sub) (Fig.18E-K). En este fenotipo, la marca también se observa en nucleo hipotaldmico
dorsomedial (DM) (Fig.18F-I), el nucleo hipotaldmico ventromedial (VMH) (Fig.18I-K), y el nucleo
arcuato (Arc) (Fig.18H-K). Las células senescentes también estan presentes en las porciones
posterodorsal (MePD) y posteroventral (MePV) del nicleo medial amigdalino (Fig.18H-J), los nucleos
cortical anterior anterodorsal (MeAD) y anteroventral (MeAV) amigdalinos (Fig.18F y G), el nucleo
basomedial anterior amigdalino (BMA), nucleo basolateral ventral amigdalino (BLV), el area cortical
posterolateral amigdalina (PLCo), y el nucleo cortical anterior amigdalino (ACo) (Fig.18F-J). A partir
de la coordenada Bregma -3.15mm en adelante, se observa marca en el area cortical posteromedial
amigdalina (PMCo), el area de transicién amigdalopiriforme (APir), la corteza entorrinal dorsolateral
(DLEnt), y la corteza entorrinal intermedia dorsal (DIEnt) (Fig. 18L). Los detalles de la marca se
observan en la figura 19.
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Figura 18. Fenotipo senescente 4. Cortes coronales representativos del telencéfalo de ratones que muestran la
distribucién anatémica de las células senescentes a lo largo del eje anteroposterior en el fenotipo 4. Se muestran las
cortezas motora (M), somatosensorial (S), entorrinal (E), y piriforme (Pir), asi como el hipocampo (Hip), la pared de
los ventriculos laterales (LV), el nucleo de la rama vertical de la banda diagonal de Broca (VDB), el nicleo predptico
medial (MPO), el nicleo hipotaldmico dorsomedial (DM), el nucleo hipotalamico ventromedial (VMH), el nucleo
hipotalamico arcuato (Arc), el talamo (Th), el tubérculo olfativo (Tu), los nicleos medial posterodorsal (MePD) y
posteroventral (MePV) amigdalinos, los nucleos cortical anterior anterodorsal (MeAD) y anteroventral (MeAV)
amigdalinos, el nicleo basomedial anterior amigdalino (BMA), el nucleo basolateral ventral amigdalino (BLV), el area
cortical posterolateral amigdalina (PLCo), el nlcleo cortical anterior amigdalino (ACo), el area cortical posteromedial
amigdalina (PMCo), el area de transicién amigdalopiriforme (APir), la corteza entorrinal dorsolateral (DLENt) y la
corteza entorrinal intermedia dorsal (DIEnt).

Corteza motora Corteza somatosensorial Corteza entorrinal Corteza piriforme

Talamo Ventriculos laterales Hipocampo

Figura 19. Fenotipo senescente 4. Ampliacidn de cortes coronales representativos que muestran la distribucion
anatomica de las células senescentes en el fenotipo 2. Se muestran las cortezas motora, somatosensorial, entorrinal
y piriforme, asi como la pared de los ventriculos laterales (LV), el talamo, y las diferentes regiones del hipocampo:
giro dentado (GD), CA1, CA2 y CA3.
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9. DISCUSION

Estudios realizados en pacientes con Parkinson y Alzheimer ponen de manifiesto que durante las
fases iniciales e intermedias de la neurodegeneracion, la muerte neuronal podria no ser el origen de
la sintomatologia. De manera alterna propusimos a la senescencia celular como un mecanismo
unificador que permitiria explicar el proceso neurodegenerativo en ausencia de la muerte neuronal. Es
conocido que el proceso neurodegenerativo ocurre de manera asincronica en la corteza cerebral,
siendo las cortezas entorrinal y motora las méas afectadas durante las etapas tempranas de este
proceso. De manera interesante, las células que integran ambas cortezas durante la etapa adulta son
aquellas que se originaron de forma mas temprana durante el desarrollo embrionario.

Tomando en cuenta lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la hipotesis de que las
regiones corticales integradas por poblaciones celulares cronolégicamente mas viejas acumulan un
mayor numero de células senescentes. De esta forma el patron de neurodegeneracion heterocronico,
caracteristico de la corteza cerebral, podria ser explicado por la cronoarquitectura celular que se
establece desde el periodo embrionario y hasta la etapa adulta. Asi, este trabajo es una aproximacion
para evaluar la posibilidad, de que las etapas iniciales e intermedias de la enfermedad
neurodegenerativa sean el resultado de la acumulacion de células en estado senescente, y no una
consecuencia de la pérdida masiva de poblaciones neuronales.

Al respecto, es de relevancia recordar, que los procesos degenerativos anteceden por ~20 afios a la
aparicion de los sintomas clinicos (Braak et al., 2003b). Lo anterior significa que el inicio de la
enfermedad neurodegenerativa ocurre durante la adultez temprana y no en la vejez. Es por ello, que
el disefio experimental tiene la finalidad de explorar los procesos senescentes durante la edad adulta
joven. Considerando que esto podria arrojarnos evidencia de las etapas iniciales de los procesos
neurodegenerativos.

Como primer objetivo, se establecio6 la cronoarquitectura de las cortezas somatosensorial, entorrinal y
motora a los 60 dias posnatales. Los resultados muestran que, en la mayoria de los ratones evaluados,
las células que se originan entre los dias embrionarios 11 y 14, se organizan siguiendo un gradiente
radial, en el que las células de las capas V'y VI son las primeras en formarse, las células de las capas
lll'y IV son generadas después, y las células de la capa Il son las ultimas en establecerse. Este
gradiente de organizacion coincide con lo reportado previamente en la literatura (Bayer & Altman,
1991). Notamos, sin embargo, que tres ratones marcados con BrdU tuvieron relativamente una mayor
cantidad células marcadas en la capa I, al ser comparados con el resto de los ratones. Esta
observacion sugiere que los primeros pudiesen haber adelantado el proceso de formacion de las
cortezas somatosensorial y motora, evidenciado asi que el desarrollo de la corteza cerebral es
asincrénico en la poblacion.

En estudios previos se reportd que las cortezas somatosensorial, entorrinal y motora estan integradas
por un porcentaje considerable de células nacidas entre los dias embrionarios 15y 20 (Bayer, 1980).
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Esto significa que la cronoarquitectura cortical evaluada en el presente trabajo, incluyé unicamente el
50% de los dias en los que se originan las células que conforman a las diferentes regiones corticales
de interés, en la etapa adulta. Ademas, de acuerdo con la clasificacion de las células por su dia de
origen, aquellas nacidas entre los dias embrionarios 11 y 14 pertenecen unicamente al grupo de las
células viejas. Este hecho podria explicar que nuestros datos sefialen que no existe diferencia en la
edad cronoldgica de las cortezas somatosensorial y motora, como se report6 anteriormente (Bayer &
Altman, 1991). Por lo tanto, en futuros experimentos, sera necesario evaluar el destino de las células
que se originan entre los dias embrionarios 15y 20, de esta forma seré posible establecer con mayor
certeza la edad cronoldgica de las areas corticales, y su relacion con la acumulacion de células
senescentes en las cortezas somatosensorial, entorrinal y motora.

Como segundo objetivo, se evalud si la acumulacion de células senescentes estéa relacionada con la
cronoarquitectura de las diferentes regiones corticales. De ser asi, esperariamos que la corteza
entorrinal, que contiene células cronolégicamente mas viejas, mostrara una mayor acumulacion de
células senescentes. Sin embargo, los resultados muestran que no existe una relacion directa, bajo
las condiciones experimentales utilizadas, entre la cronoarquitectura de las cortezas y la acumulacion
de células senescentes. A pesar de ello, en mas del 90% de los sujetos se observo la presencia de
células senescentes en las cortezas somatosensorial, entorrinal y motora. Por su ubicacion es
probable que estas células se hayan originado en el dia embrionario 12'y 13. Al respecto, es importante
sefalar que las células que conforman la corteza cerebral en la etapa adulta se organizan por medio
de un gradiente. Por lo tanto, el analisis realizado no permite determinar con certeza el dia de origen
de las células senescentes. En el futuro, se debera implementar el uso de técnicas de colocalizacion
que permitan evaluar con mayor precision el dia de nacimiento de las células senescentes y su estirpe
celular.

Por otra parte, en el 30% de los individuos, la corteza motora muestra un mayor nimero de células
senescentes en comparacion con las cortezas entorrinal y somatosensorial. Este dato toma relevancia
en el contexto de la neurodegeneracion, ya que es sabido que la corteza motora es una de las primeras
regiones corticales en acumular agregados toxicos de proteinas. En proximos experimentos sera
importante evaluar el microambiente de las células motoras, para determinar las causas que las hacen
mas susceptibles a desarrollar el fenotipo senescente.

Aunado a lo anterior, se observa la presencia de células senescentes en el hipocampo, las paredes
de los ventriculos laterales, el talamo, el hipotalamo, la corteza piriforme y la amigdala. La distribucion
de las células senescentes en estas regiones es heterogénea entre individuos de la misma edad
marcados o no con BrdU en la misma edad gestacional. Esta observacion, evidencia nuevamente que
el desarrollo celular interindividual del cerebro en la poblacién de ratones evaluados es heterocrénica,
por lo que suponemos que las células ubicadas en las mismas regiones envejecen diferencialmente,
individual y poblacionalmente. Con relacion a este hecho, debemos recordar que en el presente trabajo
se evalud unicamente la edad cronoldgica de las células. Sin embargo, podemos distinguir entre edad
cronoldgica y edad biolégica. En la segunda, no sélo se considera el tiempo transcurrido desde el
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nacimiento hasta una fecha determinada, sino que se toma en cuenta la influencia de factores
genéticos y del microambiente celular (Maltoni et al., 2022), que podrian favorecer una tasa de
envejecimiento diferencial en regiones o células especificas. Por lo tanto, sera importante incorporar
marcadores de envejecimiento bioldgico que nos permitan dilucidar la predisposicion de areas y
poblaciones celulares a senescer de manera anticipada o tardia. Finalmente, es posible que los cuatro
fenotipos senescentes descritos, representen alternativas del manejo individual de los tiempos de
desarrollo. Sin embargo, los datos mostrados son resultados preliminares que deberén ser
corroborados con un disefio experimental mas robusto, que haga posible dilucidar la validez de estas
nociones.

Si bien, los resultados indican que la cronoarquitectura cortical no predice la acumulacion de células
senescentes en las distintas regiones corticales, si aportan a la comprension del proceso
neurodegenerativo. En primer lugar, la presencia de células senescentes en diferentes regiones
cerebrales encontradas en la adultez temprana, apoya la nocion de que el inicio del proceso
neurodegenerativo no es concurrente del envejecimiento; pareceria ser, mas bien, un proceso
continuo que ocurre a lo largo de la maduracion de los individuos. En segundo lugar, la heterocronia
en la expresion del fenotipo senescente enfatiza la importancia de estudiar el microambiente celular,
para comprender los procesos degenerativos que ocurren en el sistema nervioso. Lo anterior, podria
explicar, por un lado, por qué algunas regiones cerebrales son mas susceptibles al proceso de
neurodegeneracion y, por otro, el espectro de fenotipos observados de estas enfermedades. Por
ultimo, la acumulacion excesiva de células senescentes que se observa en algunos sujetos, podria
ser un indicio de que los déficits conductuales y cognitivos en etapas tempranas de la
neurodegeneracion, no son el resultado de la muerte neuronal. Sin embargo, para determinar esto
sera necesario implementar una metodologia que permita establecer una correlacion entre la
acumulacion de células senescentes y el desempefio cognitivo de los sujetos.

No obstante los hallazgos del presente trabajo, la senescencia celular es un fendmeno bioldgico
complejo, en el cual diferentes mecanismos celulares y moleculares ocurren de manera simultanea.
Por lo tanto, se vuelve fundamental incluir biomarcadores adicionales que permitan corroborar el
estado senescente de las células marcadas con SA-B-gal. Siendo ésta, una de las principales
limitaciones metodoldgicas del presente trabajo.
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10. CONCLUSIONES

1. Las células que se originaron entre los dias embrionarios 11y 14 se organizan diferencialmente en
las cortezas somatosensorial, entorrinal y motora, en la etapa adulta. Concediendo a cada una de las
regiones corticales una edad cronologica diferente.

2. La acumulacion de células senescentes en las cortezas somatosensorial, entorrinal y motora no se
correlaciona con la edad cronoldgica de cada una de las cortezas. Sin embargo, células senescentes

pudieron ser observadas en estas areas.

3. En aproximadamente el 30% de los individuos se encontrd un mayor numero de células senescentes
en la corteza motora, en comparacion con la corteza somatosensorial y entorrinal.

4. Las células senescentes se localizan en diferentes regiones cerebrales que incluyen hipocampo,
corteza piriforme, ventriculos laterales, talamo, hipotalamo y amigdala.

5. El patron de distribucion de células senescentes en el cerebro es heterogéneo entre individuos de
la misma edad a lo largo de la poblacion.
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