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Ilhuicac xochitlahtolli 

(Tocoltzitzin Toltecame incuic) 

  

Amo queman titlamomatise tlahlamiquilistli, 

ihuan amo queman ticasicamatise Toltecayotl; 

nochipa oncas yancuic tlalamiquilistli 

ihuan huehuetlamatilistli ipan tonemilis. 

* 

Cactli cahuitl ihuan Sencahuitl tlayeyecolli… 

  

_____ 

 Poema sin fin 

(Canto a los abuelos Toltecas) 

  

Jamás agotaremos el conocimiento 

ni alcanzaremos la perfección. 

Siempre habrá algo nuevo 

o algo viejo 

que aprender en la vida 

* 

Sin tiempo y para todo tiempo… 

  

Natalio Hernández 

Del poemario “Yancuic Anahuac Cuicatl”/ “Canto Nuevo de Anáhuac (1994) 
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Estudio de la contribución de la autofagia en el mantenimiento de la 

estabilidad genómica de células de mamífero 
 

 

Abstract. 

 

This work focuses on the role of nucleophagy, a specialized form of 

autophagy, to promote genome stability and cell survival through the clearance of 

anomalous nuclear material. 

            Genome instability contributes to neurodevelopmental disorders, 

neurodegeneration, cancer development, and premature aging. Therefore, how 

normal, healthy cells maintain genome stability avoiding accumulation of nuclear 

damaged material needs to be understood. In this work, we hypothesized that 

nucleophagy could be a mechanism to keep nuclear and genome integrity in normal 

(noncancerous) cells, in response to DNA damaging agents. We found that primary 

mouse embryonic fibroblasts developed nuclear buds and micronuclei which 

increase in frequency in response to multiple DNA double strand breaks. The nuclear 

buds and micronclei observed were surrounded by the autophagic proteins LC3 and 

BECN1, in proximity with lysosomal markers, indicative of their potential elimination 

by nucleophagy. Inhibition of autophagy reduced the frequency of nuclear buds, 

suggesting an active role of the autophagic machinery in their formation. 

Surprisingly, we observed that the number of micronuclei increased in the absence 

of the autophagic protein ATG4, supporting the notion that buds and micronuclei 

have different mechanisms of formation. We also observed basal development of 

nuclear buds and micronuclei in control cells, which were also surrounded by 

autophagy machinery. 

Interestingly, some of these nuclear alterations contained damaged DNA and 

DNA Topoisomerase 2, an enzyme involved in DNA entanglements 

resolution. Another protein present in nuclear alterations was Fibrillarin, a nucleolar 

component. The nucleolus is a subnuclear compartment with a high density of 

nucleic acids and proteins that creates a distinct environment that limits the 

accessibility of DNA repair factors. We considered that nucleosomal damage could 

also be removed by expelling nucleolar damaged material into the cytoplasm to be 

a nucleophagy target.  
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           Collectively, our data show that nucleophagy contributes to preserve nuclear 

cell physiology by constantly clearing damaged DNA through nuclear buds and 

micronuclei elimination. We think nucleophagy also contributes to maintain nuclear 

proteostasis under intense genotoxic stress. Finally, we propose that the 

nucleophagic clearance of damaged DNA and nucleolar material promotes cellular 

survival. 

 

Key words: nucleophagy, DNA damage, proteostasis, nuclear protrusions, 

micronuclei, nucleoli.  
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Resumen. 

 

Este trabajo se enfoca en entender el papel de una forma especializada de 

autofagia denominada nucleofagia, para promover la estabilidad del genoma y la 

supervivencia celular mediante la eliminación de material nuclear anómalo. 

La inestabilidad genómica es subyacente a desórdenes del neurodesarrollo, la 

neurodegeneración, el desarrollo del cáncer, así como al envejecimiento prematuro. 

Por ello, es importante entender cómo es que las células normales y sanas mantienen 

la estabilidad del genoma y evitan la acumulación de material nuclear dañado. En 

este trabajo, planteamos que la nucleofagia puede ser un mecanismo para mantener 

la integridad nuclear y la integridad genómica como respuesta a agentes que dañan 

el DNA en células normales (no cancerosas). Así, en fibroblastos embrionarios de 

ratón detectamos la presencia de protuberancias nucleares y micronúcleos (MiNu), 

los cuales incrementan en frecuencia ante la inducción de múltiples rupturas de 

doble cadena en el DNA. Además, detectamos que las protuberancias nucleares y 

los micronúcleos son rodeados por las proteínas autofágicas LC3 y BECN1, que 

además se identificaron en proximidad con marcadores lisosomales, lo cual es 

indicativo de su potencial eliminación mediante nucleofagia. Al inhibir la autofagia 

se redujo la frecuencia de protuberancias nucleares, lo que además sugiere un papel 

activo de la maquinaria autofágica en la formación de estas alteraciones nucleares. 

También observamos que el número de micronúcleos incrementó en ausencia de la 

proteína autofágica ATG4, lo que apoya la noción de que las protuberancias 

nucleares y los micronúcleos tienen mecanismos de formación diferentes. Asimismo, 

en células control observamos el desarrollo basal de protuberancias nucleares y 

micronúcleos, también rodeados por proteínas de la maquinaria autofágica. 

Resulta relevante que algunas de las alteraciones nucleares observadas, 

además de DNA dañado, contenían la proteína Topoisomerasa 2, una enzima 

involucrada en la resolución de intrincamientos formados entre las cadenas del DNA. 

A su vez, otra proteína identificada en las alteraciones nucleares fue la Fibrilarina, 

que es componente del nucleolo. El nucleolo es un compartimento subnuclear con 

una alta densidad de ácidos nucleicos y proteínas que crean un ambiente particular 

que limita el acceso a los factores de reparación del DNA. Por lo anterior, 

consideramos que el daño nucleosomal podría ser removido expulsando 

componentes nucleolares en protuberancias nucleares y micronúcleos (MiNu). 
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Colectivamente, nuestros datos muestran que la nucleofagia contribuye a 

preservar la fisiología del núcleo de las células removiendo constantemente DNA 

dañado a través de la eliminación de protuberancias nucleares y MiNu. Además, 

proponemos que la nucleofagia también contribuye a mantener la proteostasis, 

durante el estrés genotóxico intenso. Finalmente, proponemos que esta eliminación 

nucleofágica del DNA dañado y del material nucleolar, promueve la supervivencia 

celular. 

 

Palabras clave: nucleofagia, daño al DNA, proteostasis, protrusiones nucleares, 

micronúcleo, nucléolo. 
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Abreviaturas. 

 

CMA 

 

autofagia mediada por chaperonas por las siglas en inglés para 

Chaperone Mediated Autophagy. 

DAPI 4’,6-diamino-2-fenilindol 

DNA 
Ácido desoxirribonucleico por las siglas en inglés para 

Deoxirribonucleic acid. 

DDR 
Respuesta de daño al DNA por las siglas en inglés para DNA damage 

response. 

DSBs. 
Rupturas de doble cadena en el DNA por las siglas en inglés para DNA 

double Strand breaks. 

EDTA 
Ácido etilen-diamino tetracético por las siglas en inglés para 

Ethylenediaminetetraacetic acid. 

GFP 
Proteína verde fluorescente por las siglas en inglés para Green 

Fluorescent Protein. 

IF Inmunofluorescencia 

HR 
Recombinación homóloga por las siglas en inglés para Homologue 

recombination 

LIR 
Región de interacción con LC3, por las siglas en inglés para LC3 

interaction región 

MEF 
Fibroblastos embrionarios de ratón por las siglas en inglés para Mouse 

Embryonic Fibroblasts. 

MiNu Micronúcleos 

NHEJ 
Unión de extremos no homólogos por las siglas en inglés para Non-

Homologous End Joining. 

PAGE 
Electroforesis en Gel de Poliacrilamida, por las siglas en inglés para 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis. 

PBS 
Amortiguador salino de fosfatos por las siglas en inglés para 

Phosphate buffer saline 

PVDF Fluoruro de polivinilideno 

RNA Ácido Ribonucleico por las siglas en inglés para Ribonucleic acid 

ROS 
Especies reactivas de oxígeno por las siglas en inglés para Reactive 

Oxigen Species. 

SDS 
Dodecilsulfato de sodio por las siglas en inglés para Sodium Dodecil 

sulphate. 

siRNA 
RNA pequeños interferentes por las siglas en inglés para small 

intefering RNA 
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TBS 
Amortiguador salino de Tris, por las siglas en inglés para Tris-Buffered 

saline 

TBST Amortiguador salino de Tris adicionado con Tween 20 

TOP2A Topoisomerasa 2 alfa 

TOP2B Topoisomerasa 2 beta 

TOP2cc Complejos de corte de Topoisomerasa 2 

UBA 
Asociación a Ubiquitina por las siglas en inglés para Ubiquitin 

Associated. 

UV Ultravioleta 

WB Western Blot 

WF Widefield. 

WT Silvestre por las siglas en inglés para Wilde type. 
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1.- Introducción. 

 

A lo largo de la vida de los organismos, las células que los conforman son expuestas 

a distintas condiciones que perturban su homeóstasis. Mientras tales perturbaciones 

no tengan un impacto letal inmediato, las células implementan procesos para 

adaptarse y sobrevivir. El proceso de adaptación se lleva a cabo en distintas etapas 

que incluyen primero la remoción (en caso de ser posible) del estímulo que genera 

la perturbación, seguida por la reparación del daño molecular y/o daño en organelos 

y culminando con el restablecimiento de las condiciones fisiológicas (Galluzzi et al., 

2015).  

 

Las células sometidas a estímulos de estrés intensos y/o prolongados, activan 

procesos que pretenden evitar la propagación de daños, ya sea inhibiendo la 

proliferación de las células afectadas o promoviendo su eliminación. Estos 

mecanismos pueden tener efectos sobre otros procesos celulares e incluso pueden 

conducir a la generación de señales moleculares con efectos paracrinos (Galluzzi et 

al., 2018). 

 

Aunque los mecanismos de adaptación al estrés contribuyen a la formidable 

resiliencia del organismo, también contribuyen a su degeneración con el paso del 

tiempo e incluso pueden conducir al envejecimiento del organismo y/o al desarrollo 

de condiciones patológicas. 

 

Dado que la información sobre el funcionamiento y regulación de cada parte de la 

célula está codificada en el DNA y considerando que el genoma de las células está 

constantemente expuesto a procesos y factores endógenos y exógenos que alteran 

su estructura, integridad y estabilidad, resultan de particular relevancia los elementos 

de protección y los mecanismos de respuesta a perturbaciones que lo afectan. 

 

A este respecto, el núcleo de las células eucariotas brinda protección física al 

genoma, pero además constituye una estructura que regula el tráfico de moléculas 

con el citoplasma. Por otro lado, y de manera complementaria para la protección del 

genoma, ante las distintas perturbaciones que afectan directamente a la estructura 

del DNA, se activan diferentes maquinarias moleculares de reparación, como parte 
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de la denominada respuesta de daño al DNA, la cual además de la reparación de 

daños genómicos, involucra diversos eventos de señalización altamente ordenados 

con efectos en el resto de la célula, de manera que se favorezca el proceso de 

reparación. 

 

 

1.1 Núcleo celular. 

 

En organismos eucariotas, el núcleo de las células es un organelo altamente 

compartimentalizado, conformado por una envoltura nuclear y un nucleoplasma 

(figura 1). En el nucleoplasma se encuentra el DNA asociado con histonas, 

organizado en regiones específicas denominadas territorios cromosómicos (Denais 

& Lammerding, 2014; Gay & Foiani, 2015). También en el nucleoplasma se 

encuentran múltiples moléculas organizadas en subestructuras o cuerpos nucleares 

con funciones específicas cuya delimitación no involucra la presencia de membranas 

lipídicas. El nucléolo es el cuerpo nuclear de mayor tamaño y es una estructura en la 

que se lleva a cabo la síntesis del RNA ribosomal, así como una parte del ensamblaje 

de los ribosomas (Nunes & Moretti, 2017). 

Con respecto a la envoltura nuclear, esta es una estructura con múltiples elementos 

que incluyen principalmente: 

a) Una membrana nuclear conformada por dos bicapas lipídicas organizadas en 

una membrana interna y una membrana externa, las cuales están separadas por un 

espacio lumenal. La membrana externa se encuentra hacia el citoplasma y está unida 

al retículo endoplásmico (Denais & Lammerding, 2014; Gauthier & Comaills, 2021; 

Gay & Foiani, 2015).  

b) La lámina nuclear, que es una delgada red proteica localizada debajo de la 

membrana interna nuclear. Los principales componentes de la lámina nuclear son las 

láminas tipo A (lámina A y lámina C) y las láminas tipo B (lámina B1 y lámina B2). Esta 

estructura brinda fortaleza, flexibilidad y rigidez, además de soporte mecánico y es 

una plataforma de anclaje para otras moléculas y estructuras (Denais & Lammerding, 

2014; Gauthier & Comaills, 2021; Gay & Foiani, 2015). Sirve de anclaje de la 
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cromatina, regulando así la arquitectura del genoma con influencia en la expresión 

génica. 

c) Complejos del poro nuclear, que son puntos en los cuales se fusionan las 

membranas nucleares interna y externa. Estos poros están compuestos de múltiples 

subunidades proteicas denominadas nucleoporinas. La principal función de estos 

complejos es controlar el tráfico de moléculas entre el núcleo y el citoplasma (Denais 

& Lammerding, 2014; Gauthier & Comaills, 2021; Gay & Foiani, 2015). 

La morfología nuclear es un marcador común para determinación y clasificación de 

las células, así como del estado fisiológico o patológico de las mismas. Además de 

la típica forma circular, el núcleo puede estar alargado o desplegar invaginaciones. 

Se pueden presentar alteraciones de la cromatina o cambios en la composición de 

la envoltura nuclear que propicien el colapso de esta envoltura y en consecuencia 

pérdida de la compartimentalización (Gauthier & Comaills, 2021). 

 

 

Figura 1. Estructura del núcleo en interfase. (modificado de Vimal, 2018) La estructura general del 

núcleo está conformada por el nucleoplasma y por la envoltura nuclear. Ambos elementos, contienen 

a su vez otros componentes importantes para regular la estructura y función del núcleo.  
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1.2.- Rupturas de doble cadena en el DNA. 

 

Las alteraciones en la secuencia del DNA han permitido el surgimiento de variantes 

génicas, que han sido uno de los factores necesarios para la evolución de los 

organismos. Sin embargo, toda alteración en el genoma de las células implica un 

riesgo de afectación en la correcta funcionalidad de los componentes celulares e 

incluso de la propia célula.  

Dentro de las alteraciones que puede sufrir el DNA, las rupturas de doble cadena 

(DSBs, por las siglas en inglés para DNA double Strand breaks), son consideradas 

como las más dañinas y letales. Las rupturas de doble cadena en el DNA interrumpen 

la continuidad de secuencias, pudiendo afectar secuencias ubicadas dentro de un 

gen o bien en elementos regulatorios de la expresión de genes, pudiendo alterar de 

este modo la funcionalidad de los productos de la expresión de los genes afectados. 

Las cadenas rotas y sueltas, a su vez pueden fusionarse con otras cadenas sueltas, 

generando rearreglos cromosómicos (Gill Super, 2015; Lengauer et al., 1998; Ou & 

Schumacher, 2019). Por lo tanto, es esencial para la célula detectar los daños al DNA 

y repararlos antes de que causen inestabilidad al genoma. 

La frecuencia de rupturas en el DNA es muy alta, causada tanto por agentes externos 

como por procesos fisiológicos, por lo que el genoma está en constante dinamismo. 

De manera fisiológica y controlada se generan rupturas transitorias de doble cadena 

en el DNA, por ejemplo, durante el entrecruzamiento meiótico en la reproducción 

sexual, con la finalidad de que los cromosomas homólogos intercambien material 

genético en la gametogénesis (Aleksandrov et al., 2020; Goodarzi & Jeggo, 2013). De 

igual forma la extraordinaria diversidad de receptores de células T y de 

inmunoglobulinas producidas por células B, necesarios para el reconocimiento de 

antígenos, depende de eventos de recombinación en el DNA de estas células. Lo 

anterior depende de la generación transitoria de DSBs en el DNA de los 

denominados segmentos V(D)J presentes en los genes que codifican para el receptor 

de células T y para las inmunoglobulinas (Aleksandrov et al., 2020; Goodarzi & Jeggo, 

2013). Estudios recientes sugieren que también durante la neurogénesis que ocurre 

durante el desarrollo del sistema nervioso ocurre recombinación en genes 

neuronales (Alt et al., 2017). Esta activa generación de DSBs y su reparación podría 

explicar el mosaicismo genómico que se ha descubierto en el cerebro, indicando que 
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también en células post-mitóticas hay dinamismo genómico (Rohrback et al., 2018). 

Asimismo, la activación de algunas neuronas requiere la generación de DSBs en 

regiones promotoras de genes de expresión temprana, lo cual facilita el 

remodelamiento de la cromatina para permitir el acceso de la maquinaria de 

transcripción (Madabhushi et al., 2015; Suberbielle et al., 2013). Es importante 

recalcar que los ejemplos descritos, implican la inducción transitoria y regulada de 

las rupturas en el DNA, las cuales necesariamente son reparadas, ya que, de lo 

contrario, los defectos en su reparación son causantes de desórdenes del desarrollo, 

desórdenes inmunológicos y neurológicos, así como de distintos tipos de cáncer 

(Chapman et al., 2012). 

Además, dado que la doble hélice del DNA adopta estructuras más complejas como 

super-enrollamientos, concatenaciones o nudos, estas estructuras complejas deben 

ser resueltas para permitir la replicación y la transcripción (Riccio et al., 2020). Así, en 

la resolución de estas estructuras complejas participan las topoisomerasas, que son 

enzimas capaces de generar rupturas transitorias en la doble hélice. Particularmente 

las topoisomerasas de tipo II (TOP2A y TOP2B en mamíferos), catalizan una ruptura 

de doble cadena en el DNA y mantienen separados los extremos resultantes 

mediante un complejo intermediario formado por la proteína TOP2 y el DNA 

(complejos de corte o TOP2cc). Esta ruptura y separación permite el paso de una 

segunda cadena intacta de DNA a través de la cadena cortada. Finalmente, la misma 

TOP2 vuelve a ligar los extremos cortados en el DNA (Buzun et al., 2020). Por lo 

anterior, cualquier perturbación que evite la actividad catalítica y completa de las 

TOP2, conduce a la generación de rupturas permanentes de doble cadena en el DNA 

con consecuencias negativas para la célula e incluso pudiendo ser letales. Esto ha 

sido aprovechado para el desarrollo de compuestos antitumorales como el 

Etopósido, la Mitoxantrona y la Doxorubicina que actúan estabilizando los complejos 

TOP2-DNA, desalinea los extremos de DNA e impiden su ligación (Vann et al., 2021). 

 

Por otro lado, diversos agentes fisicoquímicos de fuente endógena o exógena 

pueden provocar DSBs en forma directa o indirecta. Entre los agentes endógenos 

que conducen a las DSBs, encontramos a productos derivados de reacciones 

metabólicas como el formaldehído y las especies reactivas de oxígeno, mientras que 

algunos agentes exógenos como la radiación X o la radiación ionizante o bien 
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diversos compuestos químicos también generan dichas lesiones (Aleksandrov et al., 

2020). 

 

 

1.3.- Mecanismos de reparación de rupturas de doble cadena en el DNA. 

 

Los principales mecanismos de reparación de DSBs, en forma general involucran la 

síntesis de un segmento de las cadenas de DNA dañadas, para lo cual, se requiere 

de una cadena homóloga, al menos en un segmento, la cual funciona como 

templado para la síntesis de una cadena complementaria, que al final es ligada al 

resto de la cadena afectada (figura 2).  

En células eucariotas, la reparación de DSBs ocurre por una de las siguientes dos vías: 

a) Unión de extremos no homólogos. 

Esta es una vía rápida que repara el DNA tomando una mínima referencia (homología 

de hasta 4 bp) en la secuencia homóloga de la cadena de DNA que funciona como 

templado (Scully et al., 2019). Por ello, esta es una vía propensa a errores que pueden 

conducir a otras alteraciones en el DNA como inserciones, deleciones o sustituciones 

en el sitio de ruptura e incluso también se pueden generar translocaciones entre 

distintas partes del genoma. Esta vía puede actuar durante todo el ciclo celular, 

aunque es favorecida en la fase G1 (Chapman et al., 2012; Scully et al., 2019). 

b) Recombinación homóloga 

Esta vía requiere de una extensa homología entre el fragmento a reparar y un 

segmento de una cadena que es utilizado como templado. Dado que la mayor 

homología de una secuencia homóloga deriva de la cromátida hermana, esta vía 

opera en fases posteriores a la replicación del DNA, es decir en la fase tardía S y en 

la fase G2 del ciclo celular (Chapman et al., 2012; Goodarzi & Jeggo, 2013). 
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Figura 2. Esquema general de los mecanismos de reparación de rupturas de doble cadena en el 

DNA. Ante la aparición de una DSB, las células pueden activar dos vías de reparación en función de 

la fase del ciclo celular. A. En la unión de extremos no homólogos que ocurre en la fase G1, la 

reparación es más directa y no requiere un alto grado de homología para proceder a la reparación, 

lo que la convierte en una vía susceptible a errores. Inicialmente también hay una resección, pero ésta 

abarca un segmento muy corto (paso 1), tras lo cual se puede continuar con la ligación de los 

extremos afectados (paso 2). En A y en B, las líneas en verde claro representan a las moléculas de 

DNA que son sometidas a reparación. B. En la recombinación homóloga, que es favorecida en las 

fases S y G2 del ciclo celular, se utiliza a la cromátida hermana no dañada como templado para la 

reparación. En general, los extremos en los sitios de ruptura son sometidos a una resección que deja 

extremos con segmentos de cadenas sencillas libres (paso 1). Estos extremos libres invaden las 

cadenas en la molécula templado (en color verde oscuro) desplazando sus cadenas apareadas en un 

segmento (paso 2). Enseguida mediante síntesis, se extiende la secuencia en los segmentos dañados, 

los cuales al final son ligados al resto de la molécula inicial afectada (paso 3).  

 

1.4.- Respuesta de daño al DNA. 

 

La denominada respuesta de daño al DNA (DDR por sus siglas en inglés para DNA 

damage response) consiste en una red altamente interconectada de rutas 

moleculares intracelulares para detectar y reparar diversos tipos específicos de 

lesiones en el genoma. La secuencia de eventos de esta respuesta involucra el 

reconocimiento de modificaciones específicas en el DNA, con el consecuente 

reclutamiento de un grupo de proteínas que reparan la lesión, además de proteínas 

A 

 

B 
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que se acumulan en los sitios de daño para luego transducir señales que modulen 

procesos celulares como la replicación del DNA, la transcripción, el control del ciclo 

celular, la modulación de la síntesis y recambio de proteínas y la modulación de 

procesos de supervivencia o de muerte celular, tal como se ilustra en la figura 3 

(Blackford & Jackson, 2017; Eliopoulos et al., 2016).  

 

El reclutamiento y activación de las distintas maquinarias moleculares requiere de 

interacciones intermoleculares que en gran medida son mediadas por 

modificaciones postraduccionales sobre las proteínas reclutadas y sobre el núcleo 

de histonas en la vecindad de los puntos de la lesión, facilitando el acceso al DNA 

dañado (Shiloh & Ziv, 2013).   

 

Particularmente las DSBs son detectadas tanto por el complejo MRN (conformado 

por las proteínas MRE11, RAD50 y NBS1) (Marcomini & Gasser, 2015; Prokhorova et 

al., 2020), como por el heterodímero Ku70-Ku80 (Marcomini & Gasser, 2015). El 

complejo MRN, mediante la proteína NBS1 recluta a la proteína cinasa ATM, 

reteniéndola en los sitios de daño (Shiloh & Ziv, 2013). Así, ATM unida a los sitios de 

ruptura se autofosforila y activa, lo que le permite a su vez fosforilar a otras proteínas 

(Eliopoulos et al., 2016). Entre los blancos de fosforilación por ATM, se encuentra la 

serina 139 en la variante de histona H2AX y es entonces denominada H2AX. Esta 

fosforilación en la histona H2AX también puede ser mediada por otras cinasas como 

ATR y DNA-PK (Bonner et al., 2008; Scully et al., 2019). H2AX dirige el reclutamiento 

y anclaje de múltiples proteínas necesarias para la reparación del DNA. Una vez que 

la integridad del DNA es restaurada, la histona H2AX puede ser desfosforilada o 

bien puede ser removida de la cromatina (Bonner et al., 2008). Estos eventos 

permiten monitorear la cinética de reparación de las DSBs, mediante la detección de 

aparición y desaparición de la H2AX.   

 

ATM también fosforila a las proteínas CHK1 y CHK2 que bloquean la actividad de 

CDC25, un regulador positivo de la progresión del ciclo celular (Prokhorova et al., 

2020). A su vez tanto ATM como CHK2 fosforilan y activan a p53 (Eliopoulos et al., 

2016), el cual, a través de su actividad transcripcional, promueve la síntesis de 

diferentes proteínas, así como la expresión de microRNAs, todos ellos involucrados 

en el arresto del ciclo celular, la inducción ya sea de la muerte celular o de 
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senescencia celular y la inducción de respuestas de adaptación al estrés como la 

autofagia (Prokhorova et al., 2020). 

 

Figura 3. Respuesta de daño al DNA (modificado de Jackson & Bartek, 2009). Las alteraciones en 

la estructura del DNA son reconocidas por proteínas, que inician una cascada de señalización con 

consecuencias en diversos procesos en el resto de la célula y que son regulados de forma que se 

favorezca la reparación del DNA. 

 

 

 

1.5.- Autofagia.  

 

La autofagia es el nombre común asignado al conjunto de rutas moleculares que 

operan en células eucariotas, mediante las cuales, distintos sustratos celulares son 

dirigidos al lisosoma para su degradación y reciclaje (Klionsky, Petroni, et al., 2021; 

Rogov et al., 2014)  

 

La autofagia contribuye a mantener la homeostasis metabólica de las células 

operando a nivel basal para regular el recambio de organelos y macromoléculas. Sin 

embargo, la perturbación de la homeóstasis celular por estímulos de estrés 

provenientes de fuente endógena o exógena, inducen la autofagia, promoviendo así 
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la degradación de estructuras y/o macromoléculas tóxicas o acumuladas en exceso 

(Ambrosio & Majello, 2020a; Klionsky, Petroni, et al., 2021; Papandreou & 

Tavernarakis, 2021; Rogov et al., 2014) . 

 

Con base en diferencias morfológicas, señales inductoras, tipos de sustrato y los 

mecanismos en que estos son dirigidos al lisosoma, se han caracterizado tres tipos 

de autofagia en células de mamífero (figura 4). La autofagia mediada por 

chaperonas (CMA, por sus siglas en inglés) opera como un tipo de autofagia 

exclusiva de proteínas portadoras del pentapéptido KFERQ (o una secuencia que 

comparta las características fisicoquímicas de este péptido), el cual es reconocido 

por las proteínas chaperonas HSPA8/HSC70, tras lo cual son translocadas a la 

membrana lisosomal, donde son reconocidas e internalizadas en forma dependiente 

de la proteína LAMP2A. En la microautofagia, el sustrato interactúa directamente 

con la membrana lisosomal y es introducido al lisosoma mediante invaginaciones de 

la misma membrana. Sobre este mecanismo se han identificado algunas variantes 

como la denominada microautofagia endosomal, en la que los sustratos son 

introducidos a endosomas tardíos o cuerpos multivesiculares en lugar del lisosoma. 

Estos procesos pueden ser no selectivos o bien, estar mediados por el 

reconocimiento entre las proteínas chaperonas HSPA8/HSC70 y el pentapéptido 

KFERQ presente en los sustratos proteicos. Finalmente, en la macroautofagia los 

sustratos son encerrados en vesículas de doble membrana llamadas autofagosomas, 

las cuales se fusionan con el lisosoma, liberando su contenido para degradación y 

reciclaje (Klionsky, Petroni, et al., 2021; Papandreou & Tavernarakis, 2021; Rogov et 

al., 2014; Tekirdag & Cuervo, 2018).  
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Figura 4. Tipos de autofagia. El proceso de autofagia utiliza distintas rutas para degradar en los 

lisosomas componentes celulares desde proteínas dañadas, organelos y patógenos. La 

macroautofagia transporta material citoplasmático hacia el lisosoma, mediante una vesícula de doble 

membrana denominada autofagosoma, la cual se fusiona con el lisosoma, liberando su contenido 

para degradación por diversas enzimas lisosomales. La autofagia mediada por chaperonas (CMA, por 

sus siglas en inglés) internaliza proteínas al interior del lisosoma tras el reconocimiento del motivo 

KFERQ en las proteínas blanco, por la proteína chaperona HSC70 seguida por la translocación de la 

proteína a través de la proteína LAMP2A. La microautofagia endosomal consiste en el engullimiento 

selectivo (mediado por el reconocimiento de HSC70 y el motivo KFERQ) o no selectivo de 

componentes proteicos en endosomas tardíos o en cuerpos multivesiculares. 

 

Considerando que el presente trabajo se centra en la macroautofagia, en lo sucesivo 

se emplea el término autofagia para referirse a la macroautofagia.  

 

Como ya se mencionó, el rasgo distintivo de la autofagia es la formación de 

autofagosomas que secuestran a los sustratos de esta vía. Los autofagosomas son 

vesículas de doble membrana y su tamaño varía entre 0.5 y 1.5 m dependiendo de 

la señal inductora, el sustrato y el tipo celular (Rogov et al., 2014). La biogénesis del 

autofagosoma en mamíferos comienza en diversos sitios, frecuentemente en 

subdominios del retículo endoplásmico denominados “omegasomas” que son ricos 

en fosfatidil-inositol-3-fosfato (Melia et al., 2020). La posterior elongación de la 

doble membrana de los autofagosomas puede implicar la contribución de 

membrana proveniente de distintos puntos de la célula como el complejo de Golgi, 
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la membrana externa mitocondrial o la membrana plasmática (Gómez-Sánchez et al., 

2021). La formación del autofagosoma es orquestada por un conjunto de proteínas 

ATG, las cuales interactúan entre sí y con otras macromoléculas en forma secuencial 

y selectiva propiciando la iniciación de la formación del autofagosoma, seguida por 

la elongación de su membrana y finalizando en su fusión con el lisosoma (Ambrosio 

& Majello, 2020a; Klionsky, Petroni, et al., 2021; Papandreou & Tavernarakis, 2021). 

 

La inducción de la cascada autofágica (figura 5) está sujeta al control ejercido por el 

complejo 1 de MTOR (mTORC1). Este complejo molecular integra estímulos de varias 

rutas, propiciando su activación o inhibición, como, por ejemplo:  

 

1) Activación de mTORC1 estimulada ya sea por factores de crecimiento, o ante 

la disminución en los niveles de ATP aunado a aumento de los niveles de AMP, 

o bien como consecuencia de la carencia de aminoácidos. 

2) Inhibición de mTORC1 como consecuencia de daño al DNA, o ante una 

concentración excesiva de especies reactivas de oxígeno (ROS) en conjunto 

con una baja disponibilidad de oxígeno.  

 

El complejo mTORC1 incluye a la cinasa de Serina/Treonina llamada mTOR, junto con 

otras subunidades reguladoras (Simon et al., 2017). Así, mediante fosforilación de las 

proteínas ULK1/2 y ATG13, mTORC1 ejerce un efecto inhibitorio de la autofagia. Las 

proteínas ULK1/2 y ATG13 forman parte de un complejo iniciador de la autofagia, el 

cual también incluye a las proteínas ATG101 y FIP200 (Simon et al., 2017). Ante 

situaciones de estrés como la generada por la carencia de aminoácidos, el complejo 

mTORC1 es inactivado, lo que propicia entre otras cosas la desfosforilación y 

liberación de ULK1. Enseguida ULK1/2 fosforila y activa a otras proteínas como 

FIP200, ATG13 y ATG14, siendo esta última quien recluta a la proteína Beclin1 (BECN1 

o ATG6) (Papandreou & Tavernarakis, 2021; Simon et al., 2017). Estos eventos 

constituyen el inicio del proceso de formación de una estructura primordial llamada 

fagóforo, que posteriormente se convierte en el autofagosoma. Así, el reclutamiento 

de BECN1 al sitio de nucleación del fagóforo permite su asociación con las proteínas 

VPS34, VPS15, ATG14 y AMBRA1 formando un nuevo complejo multiproteico. 

Mediante la actividad cinasa de VPS34 (PI3KC3) se genera fosfatidilinositol 3-fosfato 

(PI3P), el cual permite el reclutamiento de proteínas como ZFYVE1 y WIPI2 que 
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promueven la formación de una membrana de aislamiento (Ambrosio & Majello, 

2020a; Klionsky, Petroni, et al., 2021; Simon et al., 2017). A su vez, WIPI2 favorece el 

reclutamiento de ATG12, que se une covalentemente a la proteína ATG5 mediante 

la acción de ATG3 y ATG10 por un mecanismo semejante a la ubiquitinación; ATG12-

ATG5 forman un complejo con ATG16L1 que también es reclutado al fagóforo 

(Fracchiolla et al., 2020). Las proteínas de la familia LC3 (MAP1LC3, por ejemplo) son 

procesadas por la proteasa ATG4 que cataliza el corte de su extremo carboxilo 

terminal dando origen a la forma LC3-I. Esta última forma posteriormente es 

conjugada con fosfatidiletanolamina en la membrana del fagóforo, mediante un 

proceso tipo ubiquitinación catalizado por las proteínas ATG3 y ATG7, y con ayuda 

del complejo ATG12-ATG5-ATG16L1 que actúa como tipo E3. La forma lipidada 

resultante es denominada LC3-II y contribuye a la formación y maduración del 

autofagosoma (Ambrosio & Majello, 2020a; Rogov et al., 2014; Simon et al., 2017).  

Durante su maduración, el autofagosoma es dirigido hacia el lisosoma, con la 

participación de proteínas ATG y del citoesqueleto. La fusión entre las membranas 

del autofagosoma y del lisosoma es promovida por proteínas SNARE como Sintaxina 

17 (STX17) y la proteína asociada a sinaptosoma SNAP29 en el autofagosoma, así 

como por VAMP8 en el lisosoma. De este modo, en el autolisosoma resultante de tal 

fusión y con la acción de las hidrolasas ácidas presentes, se realiza la degradación de 

los sustratos secuestrados. El destino de los sustratos digeridos depende del 

estímulo autofágico. Por ejemplo, ante la falta de nutrientes, los residuos resultantes 

son transportados fuera del lisosoma para ser reciclados (Papandreou & 

Tavernarakis, 2021).  

 

La selectividad de la autofagia requiere la participación de receptores que unen 

sustratos específicos con la membrana del autofagosoma. Los sustratos son 

reconocidos a través de determinantes moleculares como la presencia de regiones 

mal plegadas en proteínas, o la presencia de ubiquitinas conjugadas. Entre los 

receptores autofágicos identificados, se encuentra la proteína p62/SQSTM1, que 

posee un dominio UBA, mediante el cual se asocia con agregados proteicos 

poliubiquitinados y también posee un dominio LIR de unión a LC3, lo que permite 

dirigir los sustratos de degradación hacia LC3 localizado en la membrana de los 

fagóforos y así guiar su elongación alrededor del cargo para formar los 

autofagosomas (Rogov et al., 2014; Simon et al., 2017).   
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Figura 5. Maquinaria central de la autofagia (modificado de Aman et al., 2021). La descripción de la 

vía autofágica, se centra en la formación del autofagosoma que puede iniciar en distintos sitios 

pudiendo tener contribuciones de membrana del complejo de Golgi o de la membrana externa 

mitocondrial o bien de la membrana plasmática. El autofagosoma se elonga y rodea a los blancos 

que al final son degradados tras la fusión con el lisosoma. En forma general, el proceso de autofagia 

ocurre en las siguientes fases: 1. Iniciación, 2. Nucleación de proteínas en los sitios de formación del 

fagóforo, 3. Elongación de la membrana del fagóforo, 4. Maduración del autofagosoma, 5. Fusión con 

el lisosoma y 6. Proceso de degradación en el interior del lisosoma. AR= Receptor autofágico, por sus 

siglas en inglés. 

 

 

 

1.6.- La autofagia contribuye a proteger el genoma. 

 

En distintos modelos experimentales en los que se induce daño al DNA, 

simultáneamente se activa también la autofagia (figura 6). En respuesta a DSBs, la 

cinasa ATM es activada y reclutada a los sitios de daño, donde fosforila y activa a 

diversas proteínas relacionadas con la autofagia: 

• LKB1 que promueve la inhibición de mTORC1, con lo cual se elimina el efecto 

inhibitorio sobre la autofagia (Prokhorova et al., 2020). 

• AATF (Apoptosis Antagonizing Transcription Factor, también conocido como 

Che-1), que es una proteína de unión a la RNA polimerasa II, con lo cual 

incrementa la transcripción de Redd1 (también conocido como DDIT4 por 

DNA damage inducible transcript 4) y DEPTOR (DEP domain containing mTOR 

interacting protein), dos inhibidores de mTOR (Desantis et al., 2015), lo cual 

permite la activación de la autofagia. 
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• PTEN, el cual se acumula en el núcleo y a su vez activa a la cinasa AMPK (AMP-

activated protein kinase), que puede fosforilar directamente a ULK, 

promoviendo la autofagia (Prokhorova et al., 2020). 

• P53 es un factor transcripcional que puede encontrarse en el citosol y se 

transloca al núcleo como consecuencia del estrés genotóxico. En estas 

condiciones ATM también fosforila a p53 y promueve su estabilización 

(Ambrosio & Majello, 2020b), de modo que se favorecen los siguientes 

efectos:  a) En el citosol, p53 se une a FIP200, reprimiendo su interacción con 

ULK1, ATG13 y ATG101, evitando así la formación de autofagosomas. Sin 

embargo, al translocarse al núcleo por el estrés genotóxico, se elimina su 

efecto inhibidor, favoreciendo la inducción de autofagia (Prokhorova et al., 

2020). b) En el núcleo, p53 activa la transcripción de genes pro-autofágicos, 

incluyendo uvrag, atg7, ulk1 y ulk2 (Ambrosio & Majello, 2020b; Kenzelmann 

Broz et al., 2013), c) p53 activa la transcripción de algunos inhibidores de 

mTOR, como igfl1, tsc2, pten y a la subunidad beta1 de AMPK (J. H. Chen et 

al., 2015; Prokhorova et al., 2020).  

 

Figura 6. Representación de rutas que interconectan la respuesta de daño al DNA con la 

autofagia (modificado de Eliopoulos et al., 2016). Se muestran las principales rutas por las que la 

respuesta ante las DSBs, conducen a la inducción de la autofagia. 
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Es necesario aclarar que pueden existir otras rutas activadas como consecuencia del 

estrés genotóxico que además pueden inducir autofagia, sin embargo, no todas ellas 

han sido exploradas específicamente en el contexto de la inducción de DSBs. 

 

De manera recíproca, la autofagia modula eventos y moléculas que tienen efecto 

sobre las maquinarias de reparación del DNA. Algunos trabajos en células de 

mamífero resaltan que, en células deficientes en autofagia se observan defectos en 

los procesos de reparación del DNA. Por ejemplo, al bloquear la expresión de FIP200 

(proteína necesaria para la formación de autofagosomas) y luego de inducir daño al 

DNA evidenciado por la presencia de la histona H2AX, se observó una persistencia 

del daño y una reducción en la viabilidad de las células (Bae & Guan, 2011). Aunque 

no se exploró el mecanismo por el cual sucede esta susceptibilidad, en otros trabajos 

se ha identificado que, al inhibir la autofagia, las células acumulan a la proteína 

adaptadora p62/SQSTM1 en el núcleo. De este modo, durante el estrés genotóxico, 

p62/ SQSTM1 en el núcleo, interactúa tanto con RNF168 como con FLNA. En el 

primer caso, la interacción con RNF168 reduce la poliubiquitinación de histonas que 

a su vez evita el reclutamiento de proteínas de la maquinaria de reparación (Wang 

et al., 2016). La interacción con FLNA evita que reclute a RAD51 hacia los puntos de 

daño como parte de la reparación por recombinación homóloga. Más aún, la 

interacción con p62/ SQSTM1 promueve que tanto FLNA y RAD51 sean degradados 

por el proteasoma, propiciando que la reparación sea menos eficiente (Hewitt et al., 

2016).  

 

También se destaca que ante la generación de DSBs, la proteína BECN1 que participa 

en el proceso de formación de los autofagosomas, es reclutada a los sitios de daño 

donde interactúa con la TOP2B, promoviendo la reparación tanto por recombinación 

homóloga, como por unión de extremos no homólogos (F. Xu et al., 2017). 

 

El papel de la autofagia protegiendo al genoma parece estar conservado en la 

evolución. Por ejemplo, en levaduras, la autofagia puede degradar a la forma 

acetilada de la proteína Sae2/RBBP8, una endonucleasa de DNA que participa en la 

resección necesaria para la reparación de DSBs (Hewitt & Korolchuk, 2017). 
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1.7.- Expulsión de material nuclear por fallas en la reparación del DNA. 

 

La deficiencia en los procesos de reparación de las DSBs tiene como consecuencia la 

inestabilidad genómica y una de las manifestaciones de tal inestabilidad es la 

expulsión de material nuclear hacia el citoplasma, en forma independiente del núcleo 

principal (Blackford & Stucki, 2020; Miller et al., 2021). Por un lado, asociado con la 

senescencia celular, se ha descrito la expulsión de “fragmentos citoplasmáticos de 

cromatina” como consecuencia del estrés genotóxico y de otros inductores de 

senescencia (Ivanov et al., 2013; Miller et al., 2021). Estos fragmentos son expulsados 

a través de la membrana nuclear mediante un proceso de protrusión ocasionado por 

defectos en la integridad de la lámina nuclear. La caracterización de estos 

fragmentos a diferencia de los MiNu, indica que el DNA se encuentra en el 

citoplasma sin envoltura nuclear (Miller et al., 2021). Igualmente, asociado con el 

estrés genotóxico, la formación de MiNu implica la exclusión de material nuclear 

hacia el citoplasma. Sin embargo, en este caso, los MiNu, además de contener 

fragmentos de cromosomas o cromosomas completos, también poseen distintos 

componentes de la envoltura nuclear. El tamaño de estas estructuras varía entre 1/40 

hasta 1/3 con respecto al tamaño del núcleo principal. (Medvedeva et al., 2007; Miller 

et al., 2021).  

 

El origen de los MiNu depende de la fase del ciclo celular en la que se presenten las 

fallas en la reparación de DSBs. Así, la persistencia de DSBs durante la mitosis, implica 

la fragmentación de cromosomas. Los fragmentos generados segregan 

aleatoriamente en las células hijas, pudiendo incluso quedar fuera del núcleo 

principal como un micronúcleo (Blackford & Stucki, 2020; Fenech et al., 2011). 

Mientras tanto, en células en interfase, la acumulación de DSBs conduce a la 

formación de brotes o protrusiones que al final son expulsados del núcleo principal 

en forma de MiNu (Kalsbeek & Golsteyn, 2017; Kisurina-Evgenieva et al., 2016; 

Medvedeva et al., 2007).  

 

Dado que tanto los MiNu como los fragmentos citoplasmáticos de cromatina 

incluyen material genético anómalo (en calidad y/o en cantidad), esto representa 

una fuente de inestabilidad genómica. Esta inestabilidad puede ser consecuencia de 

que dicho material podría ser sujeto a procesos de replicación y/o transcripción, 
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fuera de los tiempos y condiciones normales de la célula en la que se encuentren 

(Hintzsche et al., 2017; Y. Huang et al., 2011; Terradas et al., 2010). Con respecto a las 

células que desarrollan MiNu, la muerte celular apoptótica es uno de los destinos 

inmediatos (Y. Huang et al., 2011; Utani et al., 2010). Se plantea que de este modo 

se evita la propagación de células con daño al DNA e inestabilidad genómica. Sin 

embargo, una importante proporción de células logran evadir la muerte celular y 

sobrevivir con MiNu en su citoplasma (Hintzsche et al., 2017; Y. Huang et al., 2011). 

Por lo anterior, es relevante entender y determinar cuál es el destino final de los 

MiNu en células que logran sobrevivir.  

 

La persistencia de MiNu en la célula, a su vez puede propiciar la reincorporación del 

material genómico al núcleo principal de la célula. En células con capacidad 

proliferativa se ha observado que luego de la aparición de un micronúcleo y durante 

una siguiente ronda de división celular, los micronúcleos desaparecen y 

presuntamente son reincorporados al núcleo principal de una de las células hijas (Y. 

Huang et al., 2011). Esta reincorporación es responsable de la aparición de rearreglos 

cromosómicos en la célula hija que heredó y reincorporó el micronúcleo a su núcleo 

principal (Utani et al., 2010; Ye et al., 2019). 

 

Por lo anterior, cuando las células con micronúcleos logran sobrevivir, un punto de 

control importante para mitigar la inestabilidad genómica y/o evitar más alteraciones 

genómicas, es la eliminación de los micronúcleos. A este respecto se ha propuesto 

que la eliminación puede ocurrir mediante la extrusión fuera de la célula o bien por 

degradación tanto del material genómico como no genómico (Hintzsche et al., 2017).  

Diversos trabajos se han enfocado en la degradación de MiNu, algunos de ellos 

describiendo su degradación mediante la vía autofágica. 

 

 

 

1.8.- Nucleofagia 

 

Nucleofagia es el término que se ha acuñado para referirse a la degradación de 

componentes del núcleo o incluso del núcleo completo mediante la vía autofágica 

Este proceso se encuentra conservado evolutivamente y se presenta tanto en 
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levaduras como en mamíferos, en distintos contextos fisiológicos y patológicos 

(Papandreou & Tavernarakis, 2021).  

 

Como se ha dicho, las células activan la autofagia para contender con distintos tipos 

de estrés. Para ello, una de las funciones de este proceso degradativo, en su 

modalidad de nucleofagia, es promover la supervivencia de las células mediante la 

eliminación de material nuclear expulsado al citoplasma, para tratar de restaurar la 

estabilidad genómica y prevenir daño al organismo por inflamación. Si los MiNu no 

son eliminados, eventualmente se daña la envoltura micronuclear exponiendo el 

DNA al citoplasma, que es detectado por cGAS (cyclic GMP-AMP synthase) que 

activa la vía STING del sistema inmune innato, lo cual genera inflamación (Kwon et 

al., 2020). De hecho, los fragmentos citoplásmicos de cromatina que desencadenan 

la senescencia también inducen inflamación por la vía cGAS-STING si no son 

eliminados (Dou et al., 2017). Las primeras evidencias experimentales sugirieron que 

la nucleofagia es necesaria para el proceso de reducción de la poliploidía en células 

cancerosas sometidas a estrés genotóxico intenso. En este caso se observó la 

presencia de vesículas de doble membrana, presumiblemente autofagosomas, que 

se ubicaron en posición cercana o rodeando invaginaciones de los núcleos 

multilobulados de las células poliploides (J. A. Erenpreisa et al., 2000). Una mejor 

caracterización de tales vesículas de doble membrana permitió identificar que 

algunas de ellas contenían a la enzima lisosomal Catepsina B (J. Erenpreisa et al., 

2011).  

 

Posteriormente y respecto al material nuclear que es expulsado hacia el citoplasma 

como consecuencia del estrés genotóxico, tanto en células cancerosas como en 

células senescentes, una proporción del material aberrante ha sido detectado en 

colocalización con proteínas de la maquinaria autofágica. Incluso, en el caso de las 

células senescentes se identificó la ubiquitinación de los denominados fragmentos 

citoplasmáticos de cromatina (Ivanov et al., 2013). Por su parte mediante 

colocalización con las proteínas p62/SQSTM1 y LC3 se sugiere la formación de 

autofagosomas rodeando tanto a fragmentos citoplasmáticos de cromatina, como a 

MiNu, que posteriormente son dirigidos a degradación lisosomal, evidenciada por la 

colocalización con la proteína LAMP2A presente en la membrana del lisosoma 

(Ivanov et al., 2013; Rello-Varona et al., 2012).   
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Para la etapa de degradación, además de proteasas, los lisosomas cuentan con 

ribonucleasas de la familia T2, con actividad óptima a pH entre 4 y 5 que cortan 

cadenas sencillas de RNA (Luhtala & Parker, 2010), así como con la endonucleasa 

DNAasa II que degrada DNA en forma óptima a pH entre 4.5 y 5.5 (Evans & Aguilera, 

2003; Ohkouchi et al., 2013). 
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2.- Planteamiento del problema. 

 

Con respecto a la nucleofagia, las observaciones experimentales apuntan a que el 

DNA que es expulsado del núcleo hacia el citoplasma es dirigido en autofagosomas 

hacia el lisosoma para su degradación. En estos autofagosomas, el DNA además 

puede ir acompañado de componentes variables además de la histona H2AX, 

marcador de daño al DNA, por lo cual es importante identificar dichos componentes.  

La acción del etopósido interrumpe el ciclo catalítico de las TOP2, propiciando la 

estabilidad y persistencia de los denominados “complejos de corte” conformados 

por TOP2 unida al DNA (conocidos en inglés como TOP2cc) (Vann et al., 2021). Hasta 

ahora se ha reportado que estos complejos de corte pueden ser removidos por 

acción del proteasoma o bien por acción de enzimas específicas que cortan al DNA 

(Atkin et al., 2019; Riccio et al., 2020). En este trabajo se propone que la autofagia 

también podría participar en la eliminación de estos complejos de corte, en forma 

similar a la degradación de complejos moleculares anómalos y persistentes 

resultantes del entrecruzamiento del DNA con algunas proteínas. Estos complejos 

moleculares se generan por la exposición a agentes como el formaldehído o la 

radiación UV (Mu et al., 2016). 

 

Por otro lado, en células cancerosas que sobreviven a estrés genotóxico prolongado, 

se observa que, en etapas crónicas, algunos componentes del nucléolo son 

expulsados hacia el citoplasma, donde son rodeados por autofagosomas para su 

posterior eliminación en los lisosomas. Sin embargo, queda la posibilidad que esta 

expulsión del material nucleolar ocurra también en fases agudas del estrés 

genotóxico. 

 

Finalmente, la participación de la nucleofagia en la degradación de MiNu se sustenta 

principalmente en modelos experimentales que emplean células cancerosas. Sin 

embargo, considerando la constante formación de DSBs incluso en condiciones 

fisiológicas mencionadas en la introducción, este proceso puede ser un mecanismo 

general para mantener la estabilidad genómica en células normales.    
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3.- Hipótesis. 

 

La nucleofagia contribuye a mantener la integridad nuclear y la estabilidad genómica 

en células normales, a través de la degradación de material nuclear anómalo que se 

expulse al citoplasma. 

 

 

 

4.- Objetivos. 

 

4.1.- Objetivo general:  

 

Determinar si en condiciones de estrés genotóxico intenso, la nucleofagia es capaz 

de degradar material nuclear anómalo expulsado al citoplasma. 

 

 

4.2.-Objetivos particulares 

 

• Establecer un modelo de daño y reparación al DNA. 

• Evaluar si como consecuencia de la generación múltiples DSBs en células de 

mamífero no tumorales,  

a) Se induce la formación de protuberancias nucleares y MiNu.  

b) Se induce la nucleofagia. 

• Determinar si la inhibición de la vía autofágica conduce a deficiencias en la 

reparación del DNA y a una acumulación de protuberancias nucleares y MiNu. 

• Identificar componentes nucleares presentes en las protuberancias nucleares 

y MiNu y que sean blanco de degradación de la vía nucleofágica. 
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5.- Estrategia experimental. 

 

5.1 Inducción de daño al DNA. 

 

Se eligió trabajar con cultivos primarios de fibroblastos embrionarios de ratón como 

modelo de células no tumorales. Asimismo, se evaluó un tipo particular de daño en 

el DNA, optando por las DSBs. Como se muestra en la figura 7, se estableció una 

dosis subletal de etopósido que permita evaluar el daño en el DNA, su reparación, 

así como el involucramiento de la autofagia. Para inducir daño en el DNA se encontró 

que es suficiente tratar a las células con etopósido 120 M durante 2 horas. La 

reparación de las DSBs fue monitoreada hasta 5 horas posteriores a que se retiró el 

etopósido. Una vez establecidas las fases de daño y reparación en el DNA, se evaluó 

el posible involucramiento de la maquinaria autofágica en el proceso de reparación 

y en el mantenimiento de la estabilidad genómica a través de la degradación de 

material nuclear anómalo.   

 

Figura 7. Esquema de trabajo establecido para evaluar el daño al DNA, su reparación y la interrelación 

con la maquinaria autofágica para mantener la estabilidad genómica. 

 

 

5.1.1 Cultivo celular. 

 

Se trabajó con fibroblastos embrionarios de ratón (MEF por sus siglas en inglés) 

obtenidos de ratones silvestres de la cepa CD1 o bien de ratones transgénicos que 

expresan la proteína GFP-LC3 de manera ubicua en la cepa C57BL/6J (Mizushima et 
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al., 2004). Los fibroblastos fueron aislados de embriones en las etapas E13.5 

siguiendo el protocolo estándar previamente reportado (J. Xu, 2005). 

Una vez aislados, los MEFs fueron cultivados en medio Dulbecco´s Modified Eagle 

Medium + GlutaMAXTM (DMEM+GlutamaxTM) suplementado con 10% de Suero fetal 

bovino y con una mezcla de antibióticos de Penicilina/Estreptavidina a 100 U/mL. El 

medio y los suplementos fueron adquiridos de la marca GIBCO® Life 

TechnologiesTM, Grand Island, NY, USA. 

 

Las condiciones de cultivo consistieron en temperatura de 37°C, CO2 al 5%, O2 

atmosférico. Se trabajó con cultivos celulares que alcanzaron aproximadamente 

entre un 70 y 80% de confluencia. 

 

 

5.2. Evaluación y monitoreo del daño en el DNA.  

 

Se implementó el ensayo cometa para monitoreo de las DSBs y su reparación. Este 

ensayo consiste en una electroforesis en gel del genoma de células individuales. 

Brevemente consiste en colocar células (tratadas o no con agentes que dañan el 

DNA) en una matriz sólida (agarosa), para posteriormente someterlas a lisis 

controlada, de modo que se eliminen los componentes citoplásmicos, dejando el 

DNA nuclear aislado. El DNA es sometido a electroforesis y a tinción con un colorante 

fluorescente de DNA. De este modo, al observar al microscopio se observa el DNA 

no dañado y agrupado en un nucleoide principal, mientras que, en caso de existir 

cadenas sueltas de DNA derivadas de una ruptura, estas migran alejándose del 

nucleoide principal, adoptando una figura en forma de cometa. 

 

5.2.1.- Ensayo cometa. 

 

Soluciones y reactivos: 

• Solución de lisis: 

- 0.03 M de EDTA 

- 1% de SDS. 

 

• Solución de desenrollamiento y electroforesis. 
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-  60 mM de Tris. 

- 90 mM de ácido acético. 

- 2.5 mM de EDTA 

- Ajustar pH a 9.0 

 

• Solución de neutralización: 

- 500 mM de Tris-HCl. 

- Ajustar pH a 7.5. 

 

• Solución de tinción de DNA para ensayo cometa. 

- Solución de SYBR Green diluyendo el stock 1:10,000 en PBS. 

- Solución stock: SYBRTM green I Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, Eugene, OR, 

USA), concentración 10,000X. 

 

Procedimiento.   

- Resuspender las células en PBS a una densidad de 1x103 células/L. 

- Mezclar las células en proporción volumen a volumen de 1:5, con una solución 

de 0.75% de garosa de bajo punto de fusión, fundida y mantenida a 37°C. 

- Tomar un volumen entre 50 y 100 L de la mezcla anterior y colocarlo en un 

portaobjetos previamente cubierto con una capa solidificada de agarosa de 

punto de fusión normal al 1%. 

- Colocar un cubreobjetos sobre la mezcla para dispersarla sobre el 

portaobjetos. 

- Colocar el portaobjetos con la mezcla dispersada a 4°C durante 2 minutos. 

- Incubar el portaobjetos con la mezcla dispersada durante 10 minutos a 

temperatura ambiente y protegido de la luz. 

- Remover mediante deslizamiento, el cubreobjetos previamente colocado 

sobre la mezcla dispersada. 

- Cubrir el portaobjetos que tiene la mezcla dispersada y solidificada, con una 

solución de lisis previamente mantenida a 4°C. 

- Incubar durante 60 minutos el portaobjetos con la solución de lisis y 

protegido de la luz. 
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- Retirar la solución de lisis y aplicar solución de desenrollamiento para retirar 

los residuos de la solución de lisis. 

- Cubrir el portaobjetos con solución de desenrollamiento e incubar a 

temperatura ambiente durante 60 minutos y protegido de la luz. 

- Colocar el portaobjetos sumergido en solución de desenrollamiento en una 

cámara de electroforesis. 

- Someter el cubreobjetos a electroforesis durante 20 minutos aplicando 25 

voltios. 

- Retirar residuos de la solución de desenrollamiento, empleando solución de 

neutralización. 

- Cubrir el portaobjetos con solución de neutralización e incubar durante 10 

minutos a temperatura ambiente y cubierto de la luz. 

- Retirar la solución de neutralización y repetir la incubación 2 veces más de la 

misma forma que el paso anterior. 

- Retirar la solución de neutralización y aplicar PBS para retirar el exceso de 

solución de neutralización. 

- Cubrir el portaobjetos con solución de tinción de DNA para ensayo cometa, e 

incubar durante 15 minutos y cubierto de la luz. 

- Retirar el exceso de la solución anterior y observar al microscopio.  

 

5.3. Evaluación y monitoreo intracelular de proteínas.  

 

Para monitorear la localización de proteínas durante las fases de daño y reparación 

del DNA se utilizó la inmunodetección en conjunto con distintas técnicas de 

microscopía. Para ello se emplearon anticuerpos primarios contra las proteínas de la 

maquinaria autofágica, así como para marcador de daño al DNA, la histona H2AX, 

las TOP2 y el componente nucleolar Fibrilarina. Los anticuerpos primarios y 

secundarios se indican en la tabla 1 (sección 11.1 de anexos). Adicionalmente se 

emplearon tinciones fluorescentes específicas para la detección de autofagosomas 

(Cyto-ID®) y vesículas ácidas (Lysotracker®).  

Adicionalmente, para evaluar las vesículas autofágicas, se utilizaron MEF obtenidos 

de ratón transgénico que expresan la proteína GFP-LC3 de manera ubicua. 
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Para las observaciones microscópicas se emplearon las técnicas de: microscopía de 

epifluorescencia, microscopía confocal, microscopía de super-resolución, 

microscopía electrónica de transmisión.  

 

 

 

5.3.1.- Inmunofluorescencia. 

 

Soluciones y reactivos. 

 

• Solución fijadora para inmunofluorescencia en células. 

- 4% paraformaldehído en PBS. 

 

• Solución de permeabilización para inmunofluorescencia en células. 

- 0.5 % Tritón en PBS. 

 

• Solución de bloqueo para inmunofluorescencia en células. 

- 4% albúmina sérica bovina en PBS. 

 

• Solución para dilución de anticuerpos. 

- 2 % albúmina sérica bovina en PBS. 

 

• Solución de tinción de núcleos para inmunofluorescencia en células. 

- DAPI 1 g/mL en PBS. 

 

• Los anticuerpos utilizados se presentan en la tabla 1 (sección 11.1 de anexos). 

 

Procedimiento: 

- Colocar cubreobjetos circulares limpios, estériles y libres de residuos grasos 

sobre cada pozo de una caja con 12 pozos (superficie de cada pozo es de 3.8 

cm2). 

- Sembrar 2.5x104 células por pozo e incubar durante 24 horas. 
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- Una vez que se han aplicado los tratamientos correspondientes, proceder a 

retirar los cubreobjetos con las células tratadas y colocarlos en una superficie 

plana, con las células expuestas hacia arriba. 

- Inmediatamente aplicar solución fijadora de paraformaldehído, cubriendo 

toda la superficie del cubreobjetos con las células. 

- Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos. 

- Retirar la solución fijadora y aplicar PBS para retirar los residuos de la solución 

fijadora. 

- Aplicar solución de permeabilización sobre el cubreobjetos con las células, e 

incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente y cubierto de la luz. 

- Retirar la solución de permeabilización, aplicando PBS para retirar los residuos 

de la solución anterior. 

- Aplicar solución de bloqueo para inmunofluorescencia sobre el cubreobjetos 

con las células e incubar durante 1 hora a temperatura ambiente y cubierto 

de la luz. 

- Retirar la solución de bloqueo y aplicar PBS para retirar residuos de la solución 

de bloqueo. 

- Aplicar la suspensión de anticuerpos primarios sobre el cubreobjetos con las 

células e incubar a 4°C durante al menos 12 horas y protegidos de la luz. 

- Retirar la suspensión de anticuerpos primarios y aplicar PBS para retirar los 

residuos de la suspensión. 

- Aplicar la suspensión de anticuerpos secundarios sobre el cubreobjetos con 

las células e incubar a temperatura ambiente durante 1 hora y protegidos de 

la luz. 

- Aplicar solución de tinción de núcleos sobre el cubreobjetos con las células e 

incubar por 10 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. 

 

 

5.3.2.- Western Blot. 

 

Soluciones y reactivos: 

 

• Solución de lisis celular. 

- 62.5 mM de Tris-HCl (con pH ajustado a 6.5). 
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- 2% de SDSD. 

- 2 mg/mL de inhibidor de proteasas (Complete, ROCHE MOLECULAR 

DIAGNOSTICS, Pleasanton CA, USA). 

 

• Solución TBST. 

- 50 mM de Tris (con pH de 7.6) 

- 150 mM de NaCl 

- 0.1% de Tween. 

 

• Solución de bloqueo para WB. 

- TBST 

 

• Solución de bloqueo  

- 3 % de leche deshidratada y descremada (BioRad Cat # 170-6404) 

 

 

Procedimiento: 

 

- A partir de las células concentradas en un botón celular, proceder a adicionar 

solución de lisis celular. Para botones celulares con aproximadamente 1x106 

células, adicionar 60 L de solución de lisis. 

- Resuspender el botón celular con la solución de lisis. 

- Someter a sonicación la suspensión celular. 

- A partir de la suspensión obtenida, someter una cantidad entre 30 y 120 g 

de proteínas totales a separación por electroforesis en gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE por sus siglas en inglés).  

- Someter el gel de poliacrilamida con las proteínas separadas a proceso de 

transferencia a una membrana de PVDF previamente activada en metanol. 

- Sumergir la membrana de PVDF con las proteínas transferidas, en solución de 

bloqueo. 

- Agitar la membrana de PVDF sumergida en solución de bloqueo durante 1 

hora a temperatura ambiente. 



44 
 

- Retirar la solución de bloqueo y aplicar 3 lavados de la membrana, 

sumergiéndola en solución de TBST y con agitación durante 5 minutos. 

- Sumergir la membrana bloqueada en una solución con el anticuerpo primario. 

Para prepara la suspensión de anticuerpos, emplear solución de TBST 

adicionada con 2% de albúmina sérica bovina. 

- Incubar en agitación la membrana con la suspensión de anticuerpo primario 

a 4°C y durante al menos 12 horas. 

- Retirar la suspensión de anticuerpo primario (guardar a 4°C para su re-uso) y 

aplicar 3 lavados de la membrana empleando solución de TBST en agitación 

durante 5 minutos. 

- Sumergir la membrana en una suspensión con el anticuerpo secundario 

acoplado a señal fluorescente. (Para prepara la suspensión de anticuerpos, 

emplear solución de TBST) e incubar en agitación a temperatura ambiente y 

durante 1 hora. 

- Retirar la suspensión de anticuerpo secundario y aplicar 3 lavados de la 

membrana empleando solución de TBST en agitación durante 5 minutos. 

- Revelar la señal fluorescente acoplada al anticuerpo secundario empleando el 

equipo Odyssey® IR scanner conjuntamente con software Odyssey® Image 

Studio software 5.2.5 (LI-COR, Lincoln, NE, USA). 

 

 

5.3.3.- Inmunodetección con partículas de oro mediante microscopía 

electrónica de transmisión (inmunogold). 

 

a) Preparación de células para microscopía electrónica de transmisión.  

 

Soluciones y reactivos: 

 

• Solución fijadora. 

- Glutaraldehído al 3% en agua destilada. 

 

• Soluciones de etanol 

- Etanol a 40, 50, 60, 70, 80, 90 en agua destilada. 
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• Resina LR White. 

 

Procedimiento: 

 

- Concentrar las células en un botón, mediante centrifugación. 

- Someter las células a fijación con glutaraldehído al 3%.   

- Aplicar proceso de deshidratación sumergiendo el botón celular durante 1 

hora en cada una de las soluciones con concentración creciente de alcohol 

etílico, pasando por 40, 50, 60, 70, 80, 90 y100%.  

- Embeber a las células en resina LR White y permitir la polimerización 

incubando a 50°C durante 12 horas. 

- Proceder al corte del botón celular embebido en la resina polimerizada, 

obteniendo secciones de entre 70 y 80 nm usando un 26Ultracut-Recheirt-

Jungy. 

- Colocar los cortes obtenidos en rejillas de níquel.  

 

 

b) Inmunogold 

 

Soluciones y reactivos: 

 

• Solución de lavado. 

- 0.005% Tween 20 en PBS. 

 

• Solución de bloqueo. 

- 50 mM glicina,  

- 0.005% Tween 20 

- 0.01% Triton X-100  

- 0.1% BSA  

- Diluyente: PBS 

 

• Solución de fijación 

- Glutaraldehído al 2% en PBS. 
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• Solución de contraste. 

- Acetato de uranilo al 2% en agua destilada. 

Para la observación de las muestras se empleó un microscopio electrónico de 

transmisión JEOL JEM 1200 EXII.  

 

Procedimiento: 

- Proceder a sumergir momentáneamente la rejilla con el corte obtenido del 

botón celular, en agua desionizada. Repetir esta operación una vez más. 

- Proceder a sumergir momentáneamente la rejilla con el corte obtenido del 

botón celular, en solución de lavado. Repetir esta operación una vez más. 

- Aplicar solución de bloqueo sobre la rejilla, e incubar durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. 

- Aplicar la suspensión de anticuerpos primarios sobre la rejilla, e incubar 

durante 24 horas a 4°C en cámara húmeda (los anticuerpos y diluciones se 

indican en la tabla 1). 

- Retirar la suspensión de anticuerpos primarios  

- Sumergir momentáneamente la rejilla en solución de lavado. Repetir esta 

operación dos veces más. 

- Aplicar la suspensión de anticuerpos secundarios sobre la rejilla, e incubar 

durante al menos 12 horas a 4°C en cámara húmeda. Los anticuerpos y 

diluciones se indican en la tabla 1. 

- Retirar la suspensión de anticuerpos secundarios. 

- Sumergir momentáneamente la rejilla en solución de lavado. Repetir esta 

operación dos veces más. 

- Aplicar solución de fijación 2 sobre la rejilla, e incubar durante 10 minutos a 

temperatura ambiente y en cámara húmeda. 

- Retirar la solución de fijación 2. 

- Aplicar agua destilada sobre la rejilla e incubar durante 5 minutos. Repetir 

esta operación una vez más. 

- Aplicar solución de contraste. 

- Sumergir momentáneamente las rejillas en agua destilada. 

- Dejar secar las rejillas. 

- Proceder a la observación en el microscopio electrónico de transmisión. 
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5.3.4.- Microscopía de superresolución. 

 

Se trabaja con las muestras preparadas para inmunofluorescencia. El proceso general 

consiste en adquirir imágenes con un microscopio Nanoimager-S (Oxford 

Nanoimaging Ltd) y utilizando excitación de fluorescencia WF. Las muestras se 

excitan alternando el láser de iluminación con las líneas de láser de 405 (DAPI), 473 

(Alexa Fluor A488, GPF) y 561 (Alexa Fluor A594). La detección de la señal se realiza 

con un objetivo de inmersión en aceite 100X con 1.4 de apertura numérica (Olympus) 

y con un sCMOS Hamamatsu Orca Flash 4.0 V3 empleando un splitter de imagen 

embebido para la adquisición de canales duales de fluorescencia. El tiempo de 

imagen es de 33 ms, con un tamaño efectivo de pixel en el plano objetivo de 117 

nm. Las imágenes de sub-fracción se obtienen mediante SRRF, un abordaje de 

microscopía de superresolución de múltiples cuadros, el cual reúne la información 

nanoscópica del análisis estadístico de secuencias de imágenes colectadas en el 

mismo plano de imagen [https://www.nature.com/articles/ncomms12471]. Cada 

imagen de superresolución se deriva del análisis del apilamiento serial de 100 

imágenes colectadas por cada canal de excitación de fluorescencia. Cada 

apilamiento serial se corrige y analiza utilizando las aplicaciones NanoJcore y Nano-

SRRF de FIJI/Image J [https://iopscience.iop.org/article/10.1088/1361-6463/ab0261]. 

Los parámetros para computar SRRF son: radio de anillo 0.5, magnificación radial 10, 

ejes en anillo 8 parámetros, análisis temporal: AVG. Los demás parámetros se ajustan 

de acuerdo con valores predeterminados recomendados 

[https://iopscience.iop.org/article/10.1088/1361-6463/ab0261]. 

 

 

 

5.4. Bloqueo del flujo autofágico.  

 

Para evaluar el efecto del bloqueo de la autofagia sobre la estabilidad genómica, se 

emplearon distintos sistemas.  

 

• Spautin-1, el cual inhibe la desubiquitinación de la proteína BECN1, 

propiciando que sea degradada mediante proteasoma, evitando de este 

modo la formación de autofagosomas (Liu et al., 2011). 
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• siRNA contra Atg7, proteína requerida para la elongación de autofagosomas 

(Simon et al., 2017)). Para ello se realizó transfección empleando el reactivo 

Lipofectamina 2000®. 

• Se emplearon MEF Atg4b-/- carentes de la proteína ATG4B, la cual es necesaria 

para el procesamiento de LC3, que genera la forma LC3-I, la cual a su vez es 

lipidada con fosfatidiletanolamina para su incorporación en la membrana de 

los fagóforos, para la formación de autofagosomas. 

 

 

 

5.4.1.- Transfección de siRNA.  

 

Se empleó SMARTpool siRNA ATG7-FITC de Dharmacon (Lafayette, CO, USA). Las 

células fueron transfectadas empleando Lipofectamina 2000®, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Brevemente, se siguieron los pasos que se describen a 

continuación. 

Soluciones y reactivos: 

• Medio de cultivo DMEM+GlutamaxTM 

• Medio de cultivo Optimem® 

• Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

• SMARTpool siRNA ATG7-FITC de Dharmacon (Lafayette, CO, USA). 

 

Procedimiento: 

- En una superficie de 3.8 cm2 (superficie de cada pozo en cajas con 12 pozos), 

sembrar 5x104 células con medio de cultivo libre de antibióticos.  

- Ajustar el volumen de medio de cultivo a 500 L. 

- Preparar una mezcla con siRNA 20 pmol y con 3 L de Lipofectamina, en un 

volumen de 100 L con medio Optimem®. 

- Adicionar la mezcla anterior a las células mezclando levemente con el medio 

de cultivo.  

- Incubar durante 6 horas. 

- Adicionar 400 L medio de cultivo libre de antibióticos y continuar el cultivo 

por 48 horas más. 
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6.- Resultados. 

 

Para estudiar si la nucleofagia contribuye a mantener la integridad nuclear y la 

estabilidad genómica en células normales, se estableció el modelo descrito en la 

figura 7, que permitió evaluar el daño en el DNA, su reparación, así como el 

involucramiento de la autofagia.  

 

 

6.1 Establecimiento del modelo de daño y reparación del DNA en fibroblastos 

 

Para reducir al mínimo la generación simultánea de distintos tipos de daño en el 

genoma, se optó por someter a las células a tratamiento con etopósido, que como 

se ha mencionado, afecta la estabilidad y funcionamiento de las TOP2, generando 

DSB.  Se inició por establecer una curva de tratamientos con etopósido en cultivos 

primarios de MEF y se encontró que con un tratamiento de 120 M durante 2 horas 

se mantienen vivas más del 85% de las células, y esa viabilidad se mantiene durante 

5 horas después de retirar el Etopósido (Figura 8A). 

Mediante ensayo cometa se evaluó la inducción del daño genómico, midiendo la 

longitud del DNA desenrollado (longitud de los cometas) que resulta de la ruptura 

del DNA (figuras 8B y 8C). De este modo, en células sin tratamiento se obtuvo una 

longitud promedio de 39.54 ± 7.594 m, mientras que a las 2 horas de tratamiento 

con etopósido las longitudes se incrementan a 122.8 ± 22.08 m. Una vez que se 

retira el etopósido se observa una reparación gradual de la integridad del DNA, de 

modo que luego de 3 horas la longitud promedio es de 107.9 ± 8.894 m; y a las 5 

horas esta longitud de 48.33 ± 8.994 m.  

 

En resumen, el DNA se rompe con dos horas de tratamiento con Etopósido 120 M, 

y se repara después de 5 horas de retirar el etopósido, mostrando una integridad de 

DNA comparable a las células sin tratar. 

 

Para observar la respuesta de las células al daño en el DNA se monitoreó la presencia 

de H2AX mediante inmunofluorescencia (figura 8D y 8E). Se observó una cinética 

similar de aparición y desaparición de la histona H2AX. A este respecto, a partir de 

las imágenes obtenidas, se determinó la intensidad de la señal fluorescente 
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observada para la histona H2AX obteniéndose en promedio una intensidad de 

675.3 ± 569.3 unidades arbitrarias de fluorescencia para MEF control que no fueron 

sometidos a tratamiento con etopósido (figura 8E). Esta intensidad de fluorescencia 

se incrementó luego de 2 horas de daño con etopósido a un promedio de 15,002 ± 

6,223 unidades arbitrarias de fluorescencia para finalmente disminuir nuevamente a 

4,635 ± 3,367 unidades arbitrarias de fluorescencia en la etapa de reparación luego 

de 5 horas de que se retiró el etopósido (figura 8E).  

 

Así, en este modelo se estableció una cinética con una etapa de daño a las 2 horas 

de tratamiento con etopósido, seguida de una etapa de reparación gradual hasta las 

5 horas posteriores al retiro del agente de daño. Por lo anterior, se decidió aplicar 

este modelo experimental con MEF para las demás evaluaciones del presente 

trabajo.  

 

 

Figura 8. Modelo para estudiar daño y reparación al DNA en MEFs. Los MEFs fueron tratados con 

etopósido 120 M durante 2 horas, se retiró el etopósido y se analizaron las células a los tiempos 

indicados. A. Gráfica del porcentaje de células vivas determinado en células no tratadas (U) o tratadas 

con etopósido (2h D) y en la fase de reparación a distintos tiempos. La muerte celular se determinó 

por exclusión de azul de tripano. La línea roja corresponde al 80 % de las células. B. Cuantificación 

del grado de daño al DNA mediante ensayo cometa. El daño se midió determinando la longitud de 

los cometas en imágenes de epifluorescencia. Se grafican las mediciones promedio de intensidad de 

fluorescencia en cada punto de tiempo. *p<0.01 tras aplicación de prueba de Kruskal-Wallis seguida 
de prueba de comparación múltiple de Dunn. Se midieron al menos 50 cometas en cada uno de tres 

experimentos independientes. C. Imágenes de ensayo cometa, con la señal fluorescente de Sybr 

Green® para el DNA obtenido de las células no tratadas (U), con 2 horas de exposición a Etopósido 
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(2h D) y 5 horas después de retirar el etopósido (5h R). Las barras de escala equivalen a 100 m D. 

Inmunodetección de la histona H2AX (rojo) en células no tratadas (U), durante la etapa de daño (2h 

D) y en la etapa de reparación (5h R). Los núcleos aparecen marcados con la señal para DAPI. La barra 

de escala equivale a 30 m. E. Gráfica correspondiente a la intensidad de fluorescencia (medida en 

unidades arbitrarias), determinada mediante imágenes obtenidas por microscopía confocal de los 

experimentos mostrados en B. Se determinó la fluorescencia en 48 células por cada uno de tres 

experimentos independientes. 

 

 

 

6.2 El estrés genotóxico propicia la formación basal de alteraciones nucleares 

que se incrementan por el estrés genotóxico. 

 

Dado que la presencia de múltiples rupturas de doble cadena en el DNA es un factor 

que conduce a la expulsión de material nuclear hacia el citoplasma, se procedió a 

evaluar la estructura nuclear de las células sometidas al tratamiento con Etopósido 

determinado anteriormente. Para identificar protuberancias en la envoltura nuclear 

y MiNu, mediante imágenes de microscopía confocal, se analizó la señal 

correspondiente a los núcleos de las células (teñidos con DAPI); para determinar si 

las células respondieron al daño al DNA se detectó la histona H2AX. Se detectó la 

presencia de células con núcleos que desarrollaron protrusiones, así como células 

con señal de DAPI en cuerpos independientes en el citoplasma sugiriendo que se 

trataba de MiNu (Figura 9A). Colectivamente se denominó como “alteraciones 

nucleares” tanto a las protrusiones como a los MiNu. Además, es necesario resaltar 

que, estas alteraciones nucleares presentaron una señal enriquecida correspondiente 

a la histona H2AX, sugiriendo una selectividad en el material genómico expulsado 

del núcleo. Se procedió a cuantificar la cantidad de células con protrusiones 

nucleares y con MiNu durante las fases de daño y reparación, así como en células 

control sin tratamiento. De manera sorprendente, las protrusiones nucleares fueron 

identificadas incluso en un 15.09 ± 3.194 % de células que no fueron tratadas con 

etopósido, sin embargo, la frecuencia de éstas se incrementó significativamente en 

la fase de daño a un 19.43 ±7.517 % de células tratadas con etopósido y continuaron 

formándose protuberancias incluso durante la etapa de reparación del DNA, 

alcanzando 28.37 ±9.057 % de células a las 5 horas en la etapa de reparación (figura 

9B). También se encontraron células sin tratamiento que poseen MiNu, y 

nuevamente el porcentaje de células con MiNu incrementó en respuesta a la 
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formación de DSBs, pasando de 5.096 ± 2.75 % en el control a 9.207% ±3.46 % en 

las tratadas con etopósido. Pero después de la reparación del DNA se observó que 

la frecuencia vuelve a disminuir a 5.98% ± 4.63 % (figura 9C). Esta reducción en la 

frecuencia de MiNu sugiere que este material anómalo es constantemente removido 

en la etapa de reparación del DNA. 

 

 

Figura 9. Hay una formación basal de alteraciones nucleares que se incrementan por el estrés 

genotóxico.  A. Protrusiones nucleares y MiNu señalados por flechas amarillas, observados en MEF 

no tratados (U), o en la etapa de daño con etopósido 120 M (2h D) y después de reparación del DNA 

(5h R). El DNA dañado marcado por la histona H2AX (en rojo) fue detectado tanto en protrusiones 

como en MiNu de las células dañadas. El DNA fue teñido con DAPI. Las escalas de barra corresponden 

a 10 m. B. Gráfica de la cuantificación del porcentaje de células con protrusiones en células no 

tratadas (U) o en las etapas de daño (2h D) y reparación (5h R). C. Gráfica de la cuantificación del 

porcentaje de células con MiNu en células no tratadas (U) o en las etapas de daño (2h D) y reparación 

(5h R). Las gráficas representan el promedio de nueve experimentos. Para cada experimento 

(representado como triángulos) se contaron al menos 50 células. Las diferencias significativas se 

calcularon mediante ANOVA de una vía seguida por prueba de Mann Whitney. Los valores de P son 

indicados para la comparación con las células no tratadas con etopósido (U). 

 

 

Dado que se ha establecido que los MiNu contienen material nuclear rodeado por 

su propia envoltura micronuclear, para definir su naturaleza se analizó la presencia 

de las láminas nucleares que forman parte la envoltura nuclear. Resultó interesante 
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observar que efectivamente encontramos DNA (teñido con DAPI) en el citoplasma 

rodeado de envoltura micronuclear, sin embargo, algunas fueron acompañadas de 

la lámina A/C, mientras que otras poseían Lámina B1 (figura 10). Esto implica que, en 

el caso de los MiNu, el material genómico se encuentra aislado del ambiente 

citoplasmático, lo que permite su persistencia en las células y por tanto no puede ser 

eliminado directamente por degradación de nucleasas presentes en el citoplasma. 

 

 

Figura 10. Las alteraciones nucleares contienen elementos de la lámina nuclear, indicando que 

son MiNu. Inmunodetección de la Lámina A/C (en rojo) y Lámina B1 (en verde), en MEF tratados 

durante 2 h con 120 M de etopósido (2h D). La flecha verde apunta a protrusiones que contienen 

Lámina B1, mientras que las flechas rojas señalan protrusiones que contienen la Lámina A/C. La barra 

de escala equivale a 30 m. 

 

 

 

6.3 La autofagia es necesaria para la formación de protrusiones nucleares y para 

la remoción de MiNu en fibroblastos primarios. 

 

Dado que las protrusiones nucleares y los MiNu son indicativos de inestabilidad 

genómica, las células cuentan con diversos mecanismos para eliminar estas 

alteraciones. Como se ha mencionado antes, la nucleofagia ha sido identificada 

como un mecanismo de eliminación de MiNu en células cancerosas (J. Erenpreisa et 

al., 2011; Rello-Varona et al., 2012). En consecuencia, en este trabajo se planteó la 

hipótesis de que en células no cancerosas la nucleofagia también contribuye con la 

eliminación de las alteraciones nucleares.  

 

Entonces, se realizó un primer abordaje para determinar si habría autofagosomas y 

autolisosomas asociados con las alteraciones nucleares, para lo cual se aplicaron 

tinciones específicas: Cyto-ID® para autofagosomas y Lysotracker® para vesículas 

ácidas como los lisosomas. En la figura 11A, se observan múltiples autofagosomas 
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perinucleares, así como vesículas ácidas. En algunos casos, también se observaron 

vesículas con doble tinción, lo que indica que dichas vesículas son autolisosomas, 

indicando que el flujo de la autofagia funciona. Adicionalmente se pudo distinguir la 

presencia de vesículas ácidas asociada con una protrusión nuclear (positiva para 

Hoechst), lo cual sugiere que dicho material que es expulsado del núcleo se 

encuentra en proceso de degradación.  

 

Además, también se analizó la distribución de la proteína LC3, que ante la inducción 

de la autofagia cambia de un patrón homogéneo a una distribución concentrada en 

puntos correspondientes a los autofagosomas (Klionsky, Abdel-Aziz, et al., 2021). Así, 

al utilizar MEF obtenidos de ratón transgénico que expresan la proteína GFP-LC3 de 

manera ubicua, es posible observar la aparición de autofagosomas como múltiples 

puntos brillantes. En la figura 11B, se resalta la aparición de una vesícula pequeña 

con DNA (teñida con DAPI) durante la fase de daño, junto con el marcador de daño 

al DNA (H2AX) y simultáneamente con señal de GFP-LC3, sugiriendo que se trata 

de un autofagosoma que contiene material nuclear dañado que fue expulsado al 

citoplasma. 

 

 

Figura11. Inducción de la autofagia como consecuencia del daño al DNA. A. Imágenes 

representativas de MEF en etapa de daño (2h D) y con tinción simultánea para autofagosomas (Cyto-

ID®), vesículas ácidas (Lysotracker®) y DNA (Hoechst). La barra de escala equivale a 30 m. La flecha 

verde indica a un autofagosoma con DNA en su contenido y la flecha roja indica una vesícula ácida 

(presuntamente un lisosoma) con DNA en su contenido. B. Imágenes representativas de MEFs 

transgénicos que expresan la proteína GFP-LC3 en etapa de daño (2h D), con detección de la histona 
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H2AX y con señal de DAPI para el núcleo. La cabeza de flecha blanca señala a un micronúcleo positivo 

para GFP-LC3, H2AX y con DNA. La barra de escala equivale a 50 m.  

 

 

 

Basados en estas observaciones, se cuantificó la frecuencia con la que se encuentra 

a la proteína GFP-LC3 en las alteraciones nucleares (figura 12A y 12B). Así, en células 

no tratadas con etopósido se observó que el 52.3 ± 8.2 % de las alteraciones 

nucleares (tanto protrusiones como MiNu) contiene a la proteína GFP-LC3. Este 

porcentaje se incrementa en la etapa de daño a 60.3 ± 8.7 % y a 69.7% ±17.5 % a las 

5 horas de reparación (figura 12B). 

 

Para corroborar la participación de la maquinaria autofágica también se analizó la 

distribución de la proteína BECN1 (figura 12A Y 12C), ya que participa en la formación 

de autofagosomas. En células no tratadas con etopósido se detectó que un 34.5 ±8.3 

% de las alteraciones nucleares (protrusiones y MiNu) contienen BECN1 (figura 12C). 

En forma similar con LC3, en las etapas de daño y reparación este porcentaje se 

incrementa a 55.7 ±1.9 % durante las 2 horas de daño con etopósido y alcanza un 

valor de 52.9% ±10.2 a las 5 horas en la etapa de reparación (figura 12C). Esto sugiere 

que la maquinaria autofágica acompaña la formación de protrusiones nucleares y de 

MiNu, tanto de forma basal como en respuesta al daño al DNA. Para determinar si 

también participa la degradación autofágica, se buscó la presencia de autolisosomas. 

Mediante tinción con Lysotracker®, se identificaron alteraciones nucleares (MiNu y 

protrusiones nucleares) asociadas a vesículas ácidas indicando el involucramiento 

del lisosoma (figuras 11A y 12A). Vale la pena hacer notar que la abundancia de 

lisosomas aumentó a las 2 h de daño al DNA, y disminuyó a las 5h de reparación, 

indicando un flujo de la autofagia funcional. También se puede notar un cambio en 

la distribución de BECN1 que se encuentra localizado en estructuras subnucleares de 

manera basal, en respuesta al daño al DNA se distribuye de manera más homogénea 

y sale del núcleo, y a las 5 h de reparación se le encuentra nuevamente reclutado en 

las estructuras subnucleares. Este dinamismo en su distribución intracelular sugiere 

una participación activa de la nucleofagia. 
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Figura 12. La nucleofagia es inducida durante la formación de alteraciones nucleares. A. 

Imágenes representativas para la detección de alteraciones nucleares que contienen BECN1 (flechas 

amarillas, GFP-LC3 o lisosomas identificados con Lysotracker® (flechas color naranja), en MEF 

transgénicos que expresan la proteína GFP-LC3 células no tratadas, en fases de daño (2h D) o de 

reparación (5h R). La barra de escala representa 10 m. B. Porcentaje de células con alteraciones 

nucleares que contienen (+) o no (-) a la proteína GFP-LC3 con los tratamientos indicados. C. 

Porcentaje de células con alteraciones nucleares que contienen (+) o no (-) a la proteína BECN1 en 

células no tratadas o en fases de daño (2h D) y de reparación (5h R). Los símbolos en verde 

representan los promedios de porcentaje de células con alteraciones nucleares positivas para GFP-

LC3 en (B) o BECN1 en (C) para cada experimento. Las barras en la gráfica representan la desviación 

estándar. Cada punto representa un experimento independiente; en cada experimento se contaron al 

menos 50 células por tratamiento. Las diferencias significativas se calcularon mediante ANOVA de 

una vía seguida por prueba de Kruskal-Wallis. Los valores de P son indicados para la comparación 

con las células no tratadas con etopósido (U). 

 

Ya que se encontró la presencia de proteínas autofágicas en las alteraciones 

nucleares, se procedió a evaluar el efecto de la inhibición de la autofagia sobre la 

frecuencia de formación de dichas alteraciones. Para esto se determinó tanto la 

eficiencia de reparación del DNA, así como la aparición de alteraciones nucleares en 

células sometidas a tratamiento con un inhibidor de la autofagia. Como inhibidor se 

empleó Spautin-1, el cual inhibe la desubiquitinación de la proteína BECN1, 

propiciando que sea degradada mediante proteasoma, evitando de este modo la 

formación de autofagosomas (Liu et al., 2011). En estas condiciones, se observó 

mediante ensayo cometa que el proceso de reparación del DNA se ve afectado 

negativamente, propiciando mayor daño en el DNA, así como un retraso en la 

recuperación de la integridad del DNA tras la exposición a Etopósido (figura 13A y 
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13B). En la etapa de daño, para las células previamente expuestas a Spautin1 y luego 

a Etopósido, se obtuvieron cometas de longitud 121.40 ± 65.10 m. Estos valores 

son mayores a los observado para células únicamente expuestas a etopósido, que 

mostraron cometas de longitud 89.05 ± 89.31 m. 

 

En la etapa de reparación, a las 5h de reparación, las células no expuestas a Spautin-

1, recuperan su integridad obteniéndose valores de 45.44 ± 14.06 m de longitud de 

cometas. Estos valores son similares a los 40.59 ± 11.75 m observados en células no 

tratadas ni con Spautin1 ni con etopósido, mientras que para células previamente 

tratadas con Saputin-1 y con etopósido, a las 5 horas de reparación, aún se obtienen 

cometas con longitudes de 59.77 ± 27.53 m, valores estadísticamente diferentes a 

las células sin daño en el DNA.  

 

Figura 13. La inhibición de la autofagia aumenta el daño y retrasa el proceso de reparación del 

DNA. MEF pretratados con Spautin-1 (10 M por 12h) o con vehículo (DMSO 0.01% por 12 h), fueron 

posteriormente tratados con etopósido (120 M por 2h) y finalmente se permitió la reparación hasta 

las 5h en presencia de Spautin-1 o vehículo. El grado de daño se determinó mediante ensayo cometa 

neutro. A. Imágenes representativas de los cometas obtenidos con los tratamientos a distintos 

tiempos. El material nuclear fue teñido con Sybr Green®. Las barras de escala equivalen a 100 m. 

B. Cuantificación del grado de daño determinando la longitud de los cometas en imágenes de 

epifluorescencia como se muestra en A. Se grafican las mediciones con el promedio en cada punto 

de tiempo. *p<0.001 tras aplicación de prueba de Kruskal-Wallis seguida de prueba de comparación 

múltiple de Dunn. Se midieron al menos 50 cometas en cada uno de tres experimentos 

independientes para cada tratamiento y tiempo. 
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Por otro lado, se evaluó el efecto de la inhibición de la autofagia, en la generación 

de alteraciones nucleares. Para ello, en MEF silvestres se silenció por interferencia de 

RNA la expresión del gen Atg7 (cuya proteína es requerida para la elongación de 

autofagosomas (Simon et al., 2017) (figura 14A). La comparación de las células control 

con aquellas células en las que se silenció Atg7 indica que este silenciamiento 

propició una reducción en el porcentaje de células con protuberancias en las 

distintas etapas (figura 14B), ya sea previo al daño de 19.8 ±4.16 % a 8.543 ± 4.25 

DE), durante la etapa de daño por tratamiento con etopósido de 26.68 ± 2,559 % a 

15.56 ± 1.117% y en la etapa de reparación a las 5 h, de 38.14 ± 8.216 % a 23.28 ± 

5.832%. Resultó interesante observar que el porcentaje de células con 

protuberancias nucleares continuó aumentando durante la fase de reparación del 

DNA, mientras que el porcentaje de células con MiNu disminuyó. Estos resultados 

sugieren que el proceso de eliminación de MiNu es diferente al proceso de 

resolución de protuberancias. 

 

También se obtuvieron reducciones en los porcentajes de células con MiNu, aunque 

en menor grado que no alcanza a ser estadísticamente significativo. Para aquellas 

células en las que se silenció a Atg7 (figura 14B), pasó de 3.8% ± 3.4 a 1.823 ± 1.8 % 

en la etapa previa al daño en el DNA, de 6.0 ± 3.6 % a 3.5% ± 2.8 % durante la etapa 

de daño por tratamiento con etopósido y de 4.9 a 2.4 ± 1.3% durante la etapa de 

reparación a las 5 horas. 

 

En conjunto, estos resultados sugieren que la maquinaria autofágica participa 

activamente en la formación de las protuberancias nucleares. Sin embargo, no es 

clara su participación en la formación de MiNu. Estos resultados apoyan que el 

mecanismo de formación de protuberancias y MiNu puede ser diferente. 

 

Para corroborar la participación de la autofagia en la formación y eliminación de 

alteraciones nucleares, se realizó la misma evaluación en MEF Atg4b-/- carentes de la 

proteína ATG4B, en colaboración con la Dra. Sandra Cabrera de la Facultad de 

Ciencias de la UNAM. La proteína ATG4B es necesaria para el procesamiento de la 

proteína LC3, que genera la forma LC3-I, la cual a su vez es lipidada con 

fosfatidiletanolamina para su incorporación en la membrana de los fagóforos, para 

la formación de autofagosomas. Se corroboró que MEFs Atg4b-/- tienen atrofiada la 
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autofagia (figura 14D) al observar una disminución en la cantidad de LC3-II 

(indicando una menor formación de autofagosomas), lo que coincide con la 

acumulación de la proteína p62/SQSTM1 (Rogov et al., 2014; Simon et al., 2017), que 

es una proteína adaptadora que debe ser degradada por autofagia. De este modo, 

en forma muy similar al efecto observado con el silenciamiento de Atg7, la afectación 

a la autofagia por la falta de ATG4B condujo a una reducción en la formación de 

protrusiones nucleares (figura 14E). Incluso en células no sometidas a daño (U), el 

porcentaje promedio de protrusiones de 18.0 ±7.0% observado en los MEF silvestres 

(WT), se redujo en MEF Atg4b-/- a un valor de 7.9 ±2.8%. En la etapa de daño, esta 

reducción se observa de 24.5 ±9.8% en MEF WT a 5.2 ±1.0% en MEF Atg4b-/- y 

finalmente en la etapa de reparación la reducción pasa de 19.6 ±3.0% en MEF WT a 

7.8 ±3.7% en MEF Atg4b-/-. En el caso de la frecuencia de MiNu, nuevamente se 

obtuvo un efecto opuesto a lo encontrado con las protuberancias, observando un 

incremento de MiNu en células MEF Atg4b-/- (figura 14F). Se observó para células no 

expuestas a etopósido, un 4.6 ±2.3% para MEF WT, que pasa a 8.1 ±3.4 % en MEF 

Atg4b-/-. En la etapa de daño se obtuvo un incremento de 5.2 ±1.3% en MEF WT 

alcanzando 14.0 ± 5.0% en MEF Atg4b-/. Finalmente, en la etapa de reparación, para 

MEF WT, la frecuencia promedio de MiNu alcanzó un 13.0 ±0.9 %, mientras que se 

observó un 11.6 ±5.2% en MEF Atg4b-/-. 

 

 

Figura 14. La maquinaria autofágica es necesaria para la formación de protrusiones nucleares, 

pero no para la formación de MiNu. Los MEF fueron transfectados con siRNA control o con siRNA 

contra Atg7 y 48 horas después fueron tratados o no con etopósido 120 m durante 2 h, tras lo cual 
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se permitió la reparación del DNA por 5 h. A. Análisis de WB para verificar el silenciamiento de Atg7. 

La -actina fue utilizada como control de carga. B y C. Las gráficas muestran la distribución del 

porcentaje de células con protrusiones nucleares (B) o bien con MiNu (C). Para cada experimento se 

contaron al menos 50 células y se analizó la señal de DAPI en las alteraciones, a partir de imágenes 

obtenidas por microscopía confocal. Cada punto presenta el porcentaje promedio ± una desviación 

estándar. Las diferencias significativas se obtuvieron mediante análisis de ANOVA de dos vías, seguida 

de prueba de comparación múltiple de Sidak. Los valores ajustados de P están indicados para cada 

comparación. D. Se analizaron MEF WT y MEF Atg4b-/- para evaluar la abundancia de alteraciones 

nucleares. El WB muestra la falta de expresión de ATG4B en los MEF Atg4b-/-, lo cual además propicia 

una acumulación de la proteína p62/SQSTM1 y una falta de lipidación de la proteína LC3-B 

confirmando la deficiencia en la formación de autofagosomas. E y F muestran las gráficas del 

porcentaje de células con protrusiones nucleares (E) y con MiNu (F). Para cada experimento se 

contaron al menos 140 células, mediante la detección de la señal de DAPI en imágenes de microscopía 

confocal. La distribución de los datos de tres experimentos independientes se presenta en las gráficas 

como promedio ± desviación estándar. Las diferencias significativas se obtuvieron mediante análisis 

de ANOVA de dos vías, seguida de prueba de comparación múltiple de Sidak. Los valores ajustados 

de P están indicados para cada comparación. 

 

 

 

En resumen, la detección de alteraciones nucleares con marcadores de distintas 

etapas de la vía autofágica, es indicativa del posible involucramiento de la 

nucleofagia en la eliminación de material nuclear alterado. Además, la tendencia a la 

reducción en la frecuencia de protrusiones nucleares en células deficientes en 

autofagia (por silenciamiento de Atg7 o por la carencia de ATG4B), podría deberse a 

que la maquinaria autofágica contribuye al proceso de expulsión del material nuclear 

hacia el citoplasma, mediante la formación de protrusiones nucleares. Sin embargo, 

la formación de MiNu, en el contexto de deficiencia en la autofagia, no se ve 

afectada, lo cual puede implicar mecanismos distintos a la formación de protrusiones 

nucleares para la expulsión del material al citoplasma. Sin embargo, parece que la 

eliminación de MiNu sí depende de la maquinaria de la autofagia, ya que aumentan 

de manera estadísticamente significativa en ausencia de ATG4B. Así, la deficiencia de 

la autofagia también conduce a la acumulación de material nuclear en el citoplasma 

en forma de MiNu.   
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6.4 La nucleofagia elimina complejos de corte de topoisomerasa II y 

componentes nucleolares.  

 

Considerando el involucramiento de la nucleofagia en la degradación de material 

nuclear durante el estrés genotóxico, procedimos a identificar posibles blancos de 

esta vía de degradación. Dado que el etopósido propicia la estabilidad y persistencia 

de los complejos de corte formados por la TOP2 y el DNA (Top2cc por sus siglas en 

inglés) (Vann et al., 2021), se contempló a estos complejos como blancos de 

degradación de la nucleofagia. En trabajos previos se ha establecido que los 

complejos Top2cc son removidos principalmente mediante dos mecanismos. En uno 

de los mecanismos se requiere una digestión proteolítica mediada por el 

proteosoma o bien mediante metaloproteasas, tras lo cual actúa la fosfodiesterasa 

TDP2 para hidrolizar el enlace entre el DNA y la TOP2 (Atkin et al., 2019). El otro 

mecanismo involucra la actividad nucleasa de MRE11, para generar cortes en el DNA 

adyacente que libera los segmentos en los que se encuentra el aducto de DNA con 

la topoisomerasa (Atkin et al., 2019; Riccio et al., 2020). Sin embargo, en el presente 

trabajo se plantea la posibilidad de que la nucleofagia también contribuya a la 

eliminación de estos complejos TOP2cc para hacer más robusta la protección del 

genoma y evitar una inestabilidad nuclear. Nuevamente, mediante el análisis de 

imágenes de microscopía confocal para inmunofluorescencias, se detectaron MiNu 

y protuberancias nucleares con Topoisomerasas 2 y 2 (TOP2B y TOP2A, figuras 

15A y 15B) tanto en células tratadas como no tratadas con etopósido, con una 

tendencia a incrementar en las fases de daño y reparación. Un promedio de 53.0 ± 

3.1% de las alteraciones nucleares obtenidas en células no tratadas, presentan marca 

positiva para la TOP2A. Este porcentaje alcanza 56.0 ± 2.1% a las dos horas de daño 

y 59.0 ± 4.6% a las 5 h de reparación (figura 15C). Se obtuvieron porcentajes muy 

similares para las alteraciones nucleares con marca positiva para la TOP2B (figura 

15D), de modo que en células no tratadas con etopósido se obtuvo 41.0 ±1.0 % de 

alteraciones nucleares con TOP2B. Este porcentaje alcanza el 50.0 ± 5.5% en células 

a las 2h de daño y 58.0 ± 7.2 % a las 5h de reparación. Además, como se muestra en 

las figuras 15A y 15B, se observan alteraciones nucleares con TOP2 y con las 

proteínas LC3 y BECN1. Incluso, una proporción importante de las alteraciones que 

contienen TOP2B, también contienen a la proteína BECN1 (figura 15E). Así, el 78.0 ± 

2.9% de las alteraciones nucleares observadas en células no tratadas con etopósido, 

mostraron contener simultáneamente a la TOP2B y a BECN1. Este porcentaje de 
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alteraciones con ambas proteínas es de 70.0 ± 3.4% a las 2 h de daño y 63.0 ± 4.3% 

a las 5 h de reparación. Vale la pena resaltar que observamos un puente de unión 

entre el núcleo y un micronúcleo, donde pudimos observar tanto a BENC1 como a 

TOP2B, sugiriendo que la interacción entre ambas proteínas podría guiar la salida de 

TOP2cc del núcleo (Figura 15B). 

 

 

Figura 15. Los complejos TOP2cc son blanco de eliminación por nucleofagia.  A. La presencia de 

la TOP2A fue detectada en MiNu que también colocalizan con la proteína GFP-LC3. Imágenes 

representativas de MEF transgénicos que expresan GFP-LC3 y tratados con 120 M de etopósido 

durante 2 horas. La barra de escala representa 20 m. B. La presencia de la TOP2B fue detectada en 

MiNu, en los que también colocaliza la proteína BECN1. Imágenes representativas de MEF silvestres 

tratados con 120 M de etopósido durante 2 horas. La barra de escala representa 20 m. La flecha 

amarilla señala a un puente nuclear formado entre el núcleo principal de la célula y una protrusión 

nuclear. C. Porcentaje de células no tratadas, en fase de daño (2h D) o reparación (5h R) con 

alteraciones nucleares que contienen DNA y TOP2A. Se presentan barras con el promedio ± SD para 

tres experimentos independientes en los que se contaron al menos 50 células por experimento. Se 

calculó la significancia estadística mediante ANOVA de dos vías seguida de prueba de comparación 

múltiple de Dunnet. Se muestran los valores ajustados de P para cada comparación. D y E. Gráfica 

para el porcentaje de células con alteraciones nucleares que contienen DNA y TOP2B (en D) o bien 

DNA, TOP2B y BECN1 (en E). Las cuantificaciones de cada experimento se realizaron contando al 

menos 50 células en las que se analizó la señal de DAPI en las alteraciones nucleares colocalizando 

con las proteínas correspondientes. Se presentan barras con el promedio ± desviación estándar para 
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tres experimentos independientes. Se calculó la significancia estadística mediante ANOVA de dos vías 

seguida de prueba de comparación múltiple de Dunnet. Se muestran los valores ajustados de P para 

cada comparación. 

 

 

Para mayor solidez de estos hallazgos, con asesoría del Dr. Adán Guerrero del 

Laboratorio Nacional de Microscopía Avanzada, corroboramos la presencia de las 

proteínas mediante microscopía de superresolución como se observa en la figura 

16A.  

 

Para corroborar la degradación autofágica de TOP2B, se analizó su presencia en 

autofagosomas por microscopía electrónica de transmisión, identificando 

simultáneamente a LC3 y a TOP2B con anticuerpos secundarios acoplados a 

partículas de oro. Como se muestra en la figura 16B, encontramos a TOP2B rodeado 

por LC3, e incluso las observamos en tránsito saliendo del núcleo. Este análisis se 

hizo con apoyo del Dr. Horacio Merchant del Instituto de Investigaciones Biomédicas 

de la UNAM. 

 

En conjunto, estas observaciones apuntan a que las lesiones nucleares que contienen 

complejos TOP2cc (DNA y TOP2B) son eliminados mediante nucleofagia.  



64 
 

 

Figura 16. Las alteraciones nucleares que portan TOP2B se asocian con la maquinaria autofágica 

durante su formación y expulsión.  A. Imágenes obtenidas mediante microscopía de 

superresolución para MEF silvestres en fase de reparación (5h R). Se observa un micronúcleo con DNA 

y TOP2B (complejo TOP2cc) en asociación con la proteína autofágica BECN1. La sección amplificada 

en el recuadro amarillo es para el empalme de canales. La barra de escala representa 15 m en la 

imagen para DAPI y 5 m en el recuadro amplificado. B. Micrografía electrónica para la detección de 

LC3 y TOP2B mediante inmunogold. Los recuadros b, c y e corresponden a las amplificaciones de las 

secciones indicadas en a y d. Las flechas verdes corresponden a las partículas de oro de 15 nm para 

TOP2B y las flechas rojas apuntan a partículas de oro de 25 nm para LC3.  

 

El nucleolo es considerado un organelo sin membranas, ya que tiene una densidad 

muy alta de proteínas y ácidos nucleicos. Esto limita el acceso de la maquinaria de 

reparación (Korsholm et al., 2020). Dado que ahí se encuentra el DNA ribosomal, 

mantener su integridad podría requerir procesos alternativos de reparación. En este 

trabajo planteamos que los componentes nucleolares también pueden ser blancos 

de degradación por nucleofagia en condiciones de estrés genotóxico agudo. Este 

planteamiento lo consideramos también, tomando como referencia que el nucléolo 

es una estructura susceptible a distintos tipos de estrés, que propician la 
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acumulación de proteínas en esta subestructura nuclear (Latonen, 2011). Además, se 

ha reportado que las células de teratocarcinoma que sobreviven a una exposición 

prolongada a etopósido, experimentan una fase crónica en la que se forman 

agregados proteicos en el nucléolo, denominados agresomas, los cuales son 

expulsados al citoplasma donde son rodeados por proteínas de la maquinaria 

autofágica (Salmina et al., 2017).  

 

Se identificó la presencia de la proteína Fibrilarina (FBL), que es componente del 

nucléolo, en alteraciones nucleares (figuras 17A). Como se observa en la figura 17B, 

se encontró que solo el 5.9± 5.0% de las alteraciones nucleares observadas en células 

no tratadas con etopósido poseen FBL. En la etapa de daño a las 2h, este porcentaje 

de alteraciones nucleares con FBL apenas incrementó a 6.8 ± 4.0% y alcanzó 7.7 

±6.1% a las 5h de reparación.  

 

Por otro lado, de las alteraciones que contienen el componente nucleolar FBL, hasta 

el 72.0 ± 3.6% de éstas, también contiene a la proteína de la maquinaria autofágica 

LC3 (figuras 17B y 17C) en células no tratadas con etopósido. Igualmente, en la etapa 

de daño (2hD), el 65.7 ±2.0% y hasta 90.3% ± 6.4% de las alteraciones con FBL, 

también contienen la proteína LC3.  

 

Estos hallazgos también se confirmaron analizando imágenes obtenidas por 

microscopía de superresolución, las cuales además nos permitieron identificar la 

presencia de componentes de la lámina nuclear rodeando al componente nucleolar 

en expulsión (figura 17D).  
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Figura 17. El nucléolo es blanco de degradación nucleofágica. A Imágenes obtenidas por 

microscopía confocal para MEF transgénicos que expresan GFP-LC3 y tratados con etopósido durante 

2 h. La flecha naranja señala un micronúcleo positivo para FBL (componente nucleolar), para la Lámina 

A/C y para GFP-LC3. La barra de escala representa 20 m B y C. Cuantificación de alteraciones 

nucleares que contienen a la proteína nucleolar FBL (en B) y FBL colocalizando con GFP-LC3 (en C). 

Se presentan el promedio de alteraciones nucleares con las proteínas indicadas ± desviación estándar 

para células no tratadas, o en fase de daño (2h D) y de reparación (5h R). Por cada uno de los cinco 

experimentos evaluados, se contaron al menos 50 células en las que se analizó la señal de DAPI en 

alteraciones nucleares en imágenes obtenidas por microscopía confocal. La significancia estadística 

se determinó mediante ANOVA de dos vías, seguida por prueba de comparación múltiple de Dunnet. 

Se indican los valores ajustados de P para cada comparación con las células control. D. Imágenes 

obtenidas mediante microscopía de superresolución para MEF transgénicos que expresan GFP-LC3 

en fase de daño (2h D). Se observa la presencia de la FBL en un micronúcleo rodeado por GFP-LC3 y 

Lámina A/C. La barra de escala representa 5 m.  

 

 

Nuevamente, se identificó que además de alteraciones nucleares con FBL y LC3, 

también se generan alteraciones nucleares que contienen a la proteína BECN1 

(Figura 18A). Además, se evaluó la posible interacción del componente nucleolar FBL 

con la proteína BECN1 por inmunoprecipitación. Como se muestra en las figuras 18B 

encontramos que BECN1 sí interactúa con FBL. 
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Figura 18. Interacción de la maquinaria autofágica con los componentes nucleolares en 

alteraciones nucleares. A. Imágenes representativas de células en las que se observa la distribución 

de las proteínas FBL y BECN1 en MEF WT no tratadas con etopósido, que muestran que de manera 

basal también se eliminan componentes nucleolares. B. WB para la detección de la proteína BECN1 y 

FBL a partir de extractos de células obtenidos por inmunoprecipitación contra la proteína BECN1. Se 

utilizó IgG como control de la interacción específica entre FBL y BECN1.   

 

 

 

En conjunto, estos resultados sugieren que la maquinaria autofágica también 

contribuye a promover la salida de componentes nucleolares hacia el citoplasma 

para su posterior degradación en el lisosoma. Sin embargo, dado que no 

observamos un aumento en el porcentaje de células con alteraciones nucleares con 

FBL en respuesta al tratamiento con etopósido, es posible que el mecanismo de 

respuesta a DSBs sea diferente en el nucleolo que en el resto del genoma. 
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7.- Discusión. 

 

En este trabajo se corroboró que en células de mamífero la inducción de la autofagia 

es parte de la respuesta de daño ante las rupturas de doble cadena en el DNA. 

Además, se observó que la inhibición de la autofagia empleando el compuesto 

químico Spautin-1, afecta la eficiencia del proceso de reparación del DNA. En este 

caso el genoma es reparado, sin embargo, se observó una persistencia transitoria de 

las rupturas inducidas con el etopósido, lo que coincide con lo reportado por otros 

grupos que también detectaron persistencia de daño en el DNA inducido en células 

deficientes en autofagia (Bae & Guan, 2011). 

 

Dado que distintos tipos de estrés propician la activación de la autofagia (Ambrosio 

& Majello, 2020a; Klionsky, Petroni, et al., 2021; Papandreou & Tavernarakis, 2021; 

Rogov et al., 2014), los resultados descritos aquí sugieren que, en el contexto del 

daño al DNA, la autofagia también contribuye a contender con el estrés genotóxico. 

Son distintas las formas en las que se ha observado contribución de la autofagia a la 

resolución del estrés genotóxico. Por un lado, la inducción de autofagia propicia la 

elevación de los niveles de algunas proteínas necesarias para los procesos de 

reparación, ya sea mediante recombinación homóloga (HR) o bien reparación 

mediante unión de extremos no homólogos (NHEJ). Particularmente para el presente 

trabajo se consideran las observaciones experimentales relacionadas a la 

participación de la vía autofágica en el proceso de degradación de material nuclear 

que es expulsado al citoplasma en forma de MiNu, proceso que se ha denominado 

como NUCLEOFAGIA.  

 

Como ya se ha mencionado, la nucleofagia ha sido estudiada principalmente en 

células cancerosas, por lo cual, lo reportado en el presente trabajo resalta que la 

nucleofagia también ocurre en células no tumorales, poniendo de manifiesto que la 

nucleofagia es un mecanismo general de respuesta ante el estrés genotóxico. 

Ahora bien, aún falta seguir explorando el mecanismo por el cual, el material nuclear 

es expulsado al citoplasma. Son relevantes las observaciones en células tumorales 

de que algunas proteínas de la maquinaria autofágica como ULK1, ATG5, ATG7, 

BECN1, LC3, así como la proteína adaptadora p62/SQSTM1, tienen la capacidad de 

translocarse al interior del núcleo, bajo distintas circunstancias (R. Huang et al., 2015; 
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Joshi et al., 2016; Lee et al., 2012; Liang et al., 2001; Maskey et al., 2013). Dentro del 

núcleo, LC3 interactúa con las proteínas de la envoltura nuclear, la lámina A/C y 

lámina B1, así como con la cromatina asociada a la lámina nuclear. En condiciones 

de daño al DNA, esta interacción con LC3 promueve la translocación de estos 

componentes nucleares al citoplasma para su degradación por vía autofágica, lo cual 

se propone como un mecanismo supresor de tumores (Dou et al., 2015; Lenain et al., 

2015; Park et al., 2009). Estos hechos coinciden con lo observado en nuestro modelo 

experimental, ya que logramos identificar a LC3 dentro del núcleo tanto en células 

no tratadas, como en las etapas de daño y reparación de células tratadas con 

etopósido (figura 12A). Además, la presencia de protrusiones nucleares y MiNu con 

proteínas de la lámina nuclear, así como con LC3 y BECN1 nos sugiere que dichas 

proteínas de la maquinaria autofágica pueden promover la expulsión de material 

nuclear hacia el citoplasma para su posterior degradación. Esta aseveración se 

fortalece con nuestras observaciones experimentales sobre la disminución en la 

frecuencia de protrusiones nucleares obtenida en MEF en los que se bloquea la 

expresión de Atg7 o bien en MEF carentes de ATG4B en comparación con lo 

observado en MEF WT. 

 

Por otro lado, también es necesario seguir explorando el mecanismo de formación 

de MiNu y determinar cómo influye la maquinaria autofágica en dicha formación. Lo 

anterior considerando que nuestros resultados indican que, a diferencia de las 

protrusiones nucleares, la falta de expresión de Atg4b o de Atg7, propician un 

incremento en la formación de MiNu. Esto puede implicar que la maquinaria 

autofágica contribuye a la expulsión controlada de material nuclear dañado al 

citoplasma. Al afectar la expresión de proteínas autofágicas se favorecen otros 

mecanismos de expulsión de material nuclear en forma de MiNu.  

 

Respecto a la caracterización del material nuclear expulsado al citoplasma y asociado 

con los marcadores autofágicos, se ha detectado DNA, así como marcadores de daño 

como la histona H2AX, y otros componentes diversos que pueden variar 

dependiendo del mecanismo por el cual propicia su expulsión. Al respecto de la 

degradación de MiNu por nucleofagia, la lámina B1, lámina A/C, y la proteína 

nucleolar FBL, destacan como blancos de degradación por esta vía en condiciones 

de estrés genotóxico (Lenain et al., 2015; Rello-Varona et al., 2012; Salmina et al., 
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2017). Algunos otros componentes sugeridos como blancos de nucleofagia, son las 

histonas H2B y H3 (Ivanov et al., 2013; Rello-Varona et al., 2012), así como las 

proteínas RAD51 y RAD52 que participan en la reparación del DNA (J. Erenpreisa et 

al., 2011). De manera relevante, lo reportado en el presente trabajo, por un lado, 

ratifica la degradación de material nucleolar con FBL mediante nucleofagia, no solo 

en etapas crónicas de estrés genotóxico, sino también en etapas tempranas de estas 

condiciones. Además, aquí se reporta por primera vez la degradación de TOP2 

mediante nucleofagia.  

 

Particularmente en el modelo de daño con etopósido presentado aquí, se propició 

una cantidad masiva de rupturas de doble cadena en el DNA, como lo sugiere la 

intensa señal observada para la histona H2AX.  Considerando que el etopósido afecta 

directamente a las TOP2, lo anterior se traduce en la generación de una gran 

cantidad de posibles complejos TOP2cc. A su vez, esto podría implicar que los 

sistemas descritos para la remoción de estos complejos TOP2cc, se vean superados 

en capacidad. De este modo, la nucleofagia podría funcionar como sistema de 

soporte para eliminar los complejos TOP2cc. En apoyo de este planteamiento, 

destaca la asociación entre la proteína BECN1 y las TOP2 durante el estrés 

genotóxico. Dicha interacción es necesaria para una reparación eficiente del DNA (F. 

Xu et al., 2017). Al respecto no se ha reportado más información sobre la función de 

BECN1 ni del complejo TOP2-BECN1 en la regulación del proceso de reparación. Sin 

embargo, esta interacción podría implicar que BECN1 facilite la translocación de los 

complejos TOP2cc hacia el citoplasma para su degradación, como lo sugieren las 

observaciones experimentales aquí presentadas (figuras 15 y 16). También destaca 

que en el mecanismo de remoción de los complejos TOP2cc que involucra la 

actividad nucleasa de MRE11, se corta el DNA liberando el aducto completo de 

topoisomerasa-DNA. De este modo la remoción simultánea de múltiples aductos de 

este tipo puede propiciar su acumulación, lo que podría requerir de la nucleofagia 

para su eliminación, como sugieren las observaciones presentadas aquí ante la 

inducción masiva de rupturas de doble cadena en el DNA por efecto del etopósido. 

En este mismo sentido, la reducción de los niveles de la TOP2A se ha observado en 

células sometidas a condiciones de falta de glucosa (Alchanati et al., 2009), que es 

una condición inductora de autofagia (Karabiyik et al., 2021). Esto sustenta la 

posibilidad de que la maquinaria autofágica puede interactuar con las TOP2 para 
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dirigirlas a los autofagosomas para degradación, implicando que incluso podrían ir 

en forma de aductos con el DNA, lo cual concuerda con las observaciones 

representadas en las figuras 15 y 16 donde se detectó la presencia de DNA y TOP2 

en las alteraciones nucleares que además también poseen proteínas de la maquinaria 

autofágica como BECN1 y LC3.  

 

Además, tanto la generación de complejos TOP2cc, su resolución y la reparación del 

DNA involucran la acumulación de una gran cantidad de moléculas reclutadas al 

núcleo en forma simultánea. Estas condiciones son favorables para la formación de 

agregados proteicos, que incluso puede agravarse por la insuficiencia en la 

capacidad de los proteosomas nucleares para la eliminación de algunas proteínas 

que ya no son necesarias (Johnston & Samant, 2021; Latonen, 2011). Las condiciones 

de estrés, entre ellas el estrés genotóxico, son promotoras de la agregación de 

proteínas dentro del núcleo (Salmina et al., 2017). A estos agregados se les denomina 

agresomas y aunque son considerados como un mecanismo para regular la actividad 

de proteínas mediante inmovilización temporal, también representan un obstáculo 

para la función de las estructuras nucleares afectadas (Latonen, 2019). Diversos 

reportes experimentales describen al nucléolo, como el sitio donde se forman 

agresomas (Latonen, 2011). Al respecto, se ha reportado que en células de 

teratocarcinoma de ovario que sobreviven a un estrés genotóxico prolongado por 

exposición a etopósido, desarrollan agresomas nucleolares. Al bloquear la actividad 

del proteasoma, la frecuencia de formación de agresomas se incrementa. 

Posteriormente, los agresomas son expulsados del núcleo hacia el citoplasma donde 

son rodeados por la maquinaria autofágica para su posterior degradación (Salmina 

et al., 2017). En el citoplasma, la autofagia es un mecanismo que elimina los 

agregados proteicos anómalos (W. Chen et al., 2021; Johnston & Samant, 2021). Por 

lo anterior, estos hechos son indicativos del papel de la nucleofagia como sistema 

de soporte ante situaciones que afectan o sobrepasan la capacidad del proteasoma, 

así como para eliminar agregados proteicos anómalos. Por ello, los resultados aquí 

presentados apoyan a que esta función de la nucleofagia, también opera en las fases 

agudas del estrés genotóxico. 

 

Es importante destacar las observaciones de nucleofagia en células que no fueron 

sometidas al estrés genotóxico por efecto del etopósido. Esto implica que la 
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nucleofagia puede operar continuamente como mecanismo de contención de otros 

tipos de daño genómico distintos a las DSB. De igual modo nuestros resultados 

apuntan a la posibilidad de que la nucleofagia ocurra en diferentes contextos en los 

que el genoma de las células sea alterado ya sea por factores exógenos o endógenos. 

Incluso la nucleofagia podría participar degradando material nuclear anómalo 

durante la inducción programada de daño al DNA, como en los casos descritos para 

la recombinación del genoma de las células del sistema inmune o durante la 

recombinación de genes necesaria para la activación neuronal o incluso como parte 

del control de la expresión de genes durante la neurogénesis (Aleksandrov et al., 

2020; Alt et al., 2017; Madabhushi et al., 2015).  
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8.- Conclusiones. 

 

Como se plantea en la figura 19, como consecuencia del estrés genotóxico inducido 

por el etopósido, se genera la acumulación de una gran cantidad de macromoléculas 

dentro del núcleo. En primer lugar, las múltiples rupturas de doble cadena en el DNA 

implican la presencia de múltiples complejos de corte TOP2cc acumulados. 

Asimismo, los distintos procesos dentro del núcleo, incluidos el de reparación del 

DNA y el de remoción de los complejos TOP2cc también implica el reclutamiento de 

otro número considerable de complejos moleculares. Aunado a esto, la capacidad 

limitada de las proteasomas nucleares para degradar macromoléculas de gran 

tamaño, así como de agregados proteicos, implican que al menos temporalmente, 

se genera un estrés dentro del núcleo por la presencia de numerosas moléculas que 

propician la generación de agresomas en el nucleolo. Esta acumulación masiva de 

macromoléculas y las múltiples lesiones en el DNA afectan a la estructura nuclear, 

propiciando la expulsión de material nuclear hacia el citoplasma, incluyendo a los 

complejos TOP2cc y a los agresomas. En este proceso, las proteínas de la maquinaria 

autofágica que residen en el núcleo, contribuyen a la extrusión del material nuclear 

conduciéndolo posteriormente para su degradación en el lisosoma. Esto implica una 

función adicional de la autofagia inducida por la respuesta de daño al DNA. Nuestros 

resultados muestran que no solo ocurre en células tumorales, lo cual representa un 

mecanismo general de supervivencia, mediante la eliminación de factores que 

atentan contra la estabilidad del genoma. Finalmente, la nucleofagia resulta ser un 

proceso activo de forma basal que contribuye a la eliminación de diferentes 

alteraciones genómicas, cuya acción se incrementa ante situaciones de estrés 

genotóxico intenso. Estos hallazgos resaltan la importancia de caracterizar con 

mayor detalle los procesos de inducción de la nucleofagia y sus consecuencias en la 

fisiología celular bajo distintos contextos. 
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Figura 19. La nucleofagia como mecanismo de soporte para la eliminación de material nuclear 

dañado. Un intenso daño en el DNA altera la fisiología celular, principalmente dentro del núcleo. Esto 

puede saturar la capacidad de otros sistemas que participan en el mantenimiento de la proteostasis, 

lo que puede a su vez conducir a la acumulación de macromoléculas que formen agregados. Estos 

agregados afectan la estructura nuclear propiciando la expulsión de material nuclear hacia el 

citoplasma. Este proceso de expulsión es facilitado por la maquinaria autofágica que permite regular 

la disposición final de estos componentes, dirigiéndolos al lisosoma para su eliminación. 
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9.- Perspectivas. 

 

Continuar la caracterización de los complejos TOP2cc como blanco de degradación 

de nucleofagia, incluyendo su búsqueda en otros modelos celulares, principalmente 

en células tumorales y sobre todo en células humanas. De confirmarse lo anterior, se 

contribuye a obtener mayor detalle sobre posibles mecanismos de resistencia a 

tratamientos contra el cáncer e incluso podrían mejorarse los esquemas actuales de 

tratamiento.  

 

Al respecto, adicional a los resultados obtenidos en MEF, ya se han establecido los 

esquemas de tratamiento con etopósido para la línea celular de melanoma murino 

(línea celular B16F10) y para la línea celular humana derivada de carcinoma pulmonar 

(línea celular A549). En ambos casos, se han establecido las condiciones para la 

detección por inmunofluorescencia de proteínas nucleares, marcador de daño al 

DNA y proteínas de la maquinaria autofágica (Figura 20A y 20B). Incluso en células 

B16F10 fue posible detectar la presencia de protrusiones nucleares con DNA dañado 

y con la proteína LC3 (figura 20A), lo cual indica que al igual que en los MEF, la 

maquinaria autofágica puede acompañar la salida de material nuclear dañado hacia 

el citoplasma, para posteriormente dirigirlo a degradación al lisosoma. 

 

 

Figura 20. Daño al DNA y activación de autofagia en células tumorales. Imágenes obtenidas por microscopía 

confocal representativas de células B16F10 (en A) y A549 (en B) sometidas a tratamiento con etopósido durante 

2h (2hD) y donde se detecta la presencia de la histona H2AX (indicativa de la presencia de rupturas de doble 
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cande en el DNA), así como de LC3 (que se incorpora a la membrana de los autofagosomas). Los núcleos fueron 

teñidos con DAPI. Las barras de escala equivalen a 25 m y 30 m. 

 

Dado que en el nucleolo no solo ocurre la biogénesis de ribosomas, sino que 

también suceden reacciones de edición de algunos RNA mensajeros y es además un 

reservorio de proteínas que participan en diferentes procesos nucleares incluyendo 

la respuesta de daño al DNA, resulta relevante el seguir caracterizando los 

componentes nucleolares que son degradados mediante nucleofagia, tanto en el 

contexto del daño al DNA, como en otros esquemas de estrés celular.  

 

Evaluar el efecto de la inhibición simultánea de la actividad de proteasoma, así como 

de la autofagia, permitirá entender mejor la función individual y conjunta de estas 

vías de degradación en el contexto del estrés genotóxico. 

Finalmente, la observación de la ocurrencia directa de la nucleofagia en tejidos, así 

como el seguimiento de este proceso en tiempo real fortalecerá la evidencia de que 

la nucleofagia contribuye a contender con el estrés genotóxico  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 
 

10.- Referencias bibliográficas. 

 

Alchanati, I., Teicher, C., Cohen, G., Shemesh, V., Barr, H. M., Nakache, P., Ben-, D., Idelevich, 

A., Angel, I., Livnah, N., Tuvia, S., Reiss, Y., & Taglicht, D. (2009). The E3 Ubiquitin-

Ligase Bmi1 / Ring1A Controls the Proteasomal Degradation of Top2 a Cleavage 

Complex – A Potentially New Drug Target. 4(12). 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0008104 

Aleksandrov, R., Hristova, R., Stoynov, S., & Gospodinov, A. (2020). The Chromatin 

Response to Double-Strand DNA Breaks and Their Repair. Cells, 9(8). 

https://doi.org/10.3390/cells9081853 

Alt, F. W., Wei, P. C., & Schwer, B. (2017). Recurrently Breaking Genes in Neural Progenitors: 

Potential Roles of DNA Breaks in Neuronal Function, Degeneration and Cancer. 

Research and Perspectives in Neurosciences, 9783319601915, 63–72. 

https://doi.org/10.1007/978-3-319-60192-2_6 

Aman, Y., Schmauck-Medina, T., Hansen, M., Morimoto, R. I., Simon, A. K., Bjedov, I., 

Palikaras, K., Simonsen, A., Johansen, T., Tavernarakis, N., Rubinsztein, D. C., Partridge, 

L., Kroemer, G., Labbadia, J., & Fang, E. F. (2021). Autophagy in healthy aging and 

disease. Nature Aging, 1(8), 634–650. https://doi.org/10.1038/S43587-021-00098-4 

Ambrosio, S., & Majello, B. (2020a). Autophagy roles in genome maintenance. Cancers, 

12(7), 1–24. https://doi.org/10.3390/cancers12071793 

Ambrosio, S., & Majello, B. (2020b). Autophagy roles in genome maintenance. Cancers, 

12(7), 1–24. https://doi.org/10.3390/cancers12071793 

Atkin, N. D., Raimer, H. M., & Wang, Y. H. (2019). Broken by the cut: A journey into the role 

of topoisomerase ii in DNA fragility. Genes, 10(10). 

https://doi.org/10.3390/genes10100791 

Bae, H., & Guan, J. L. (2011). Suppression of autophagy by FIP200 deletion impairs DNA 

damage repair and increases cell death upon treatments with anticancer agents. 

Molecular Cancer Research, 9(9), 1232–1241. https://doi.org/10.1158/1541-7786.MCR-

11-0098 

Blackford, A. N., & Jackson, S. P. (2017). ATM, ATR, and DNA-PK: The Trinity at the Heart of 

the DNA Damage Response. Molecular Cell, 66(6), 801–817. 

https://doi.org/10.1016/j.molcel.2017.05.015 



78 
 

Blackford, A. N., & Stucki, M. (2020). How Cells Respond to DNA Breaks in Mitosis. Trends 

in Biochemical Sciences, 1–11. https://doi.org/10.1016/j.tibs.2019.12.010 

Bonner, W. M., Redon, C. E., Dickey, J. S., Nakamura, A. J., Sedelnikova, O. A., Solier, S., & 

Pommier, Y. (2008). γH2AX and cancer. Nature Reviews Cancer, 8(12), 957–967. 

https://doi.org/10.1038/nrc2523 

Buzun, K., Bielawska, A., Bielawski, K., & Gornowicz, A. (2020). DNA topoisomerases as 

molecular targets for anticancer drugs. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal 

Chemistry, 35(1), 1781–1799. https://doi.org/10.1080/14756366.2020.1821676 

Chapman, J. R., Taylor, M. R. G., & Boulton, S. J. (2012). Playing the End Game: DNA 

Double-Strand Break Repair Pathway Choice. Molecular Cell, 47(4), 497–510. 

https://doi.org/10.1016/j.molcel.2012.07.029 

Chen, J. H., Zhang, P., Chen, W. D., Li, D. D., Wu, X. Q., Deng, R., Jiao, L., Li, X., Ji, J., Feng, G. 

K., Zeng, Y. X., Jiang, J. W., & Zhu, X. F. (2015). ATM-mediated PTEN phosphorylation 

promotes PTEN nuclear translocation and autophagy in response to DNA-damaging 

agents in cancer cells. Autophagy, 11(2), 239–252. 

https://doi.org/10.1080/15548627.2015.1009767 

Chen, W., Shen, T., Wang, L., & Lu, K. (2021). Oligomerization of selective autophagy 

receptors for the targeting and degradation of protein aggregates. Cells, 10(8). 

https://doi.org/10.3390/cells10081989 

Denais, C., & Lammerding, J. (2014). Nuclear Mechanics in Cancer (pp. 435–470). 

https://doi.org/10.1007/978-1-4899-8032-8_20 

Desantis, A., Bruno, T., Catena, V., De Nicola, F., Goeman, F., Iezzi, S., Sorino, C., Ponzoni, M., 

Bossi, G., Federico, V., La Rosa, F., Ricciardi, M. R., Lesma, E., De Meo, P. D., 

Castrignanò, T., Petrucci, M. T., Pisani, F., Chesi, M., Bergsagel, P. L., … Fanciulli, M. 

(2015). Che-1-induced inhibition of mTOR pathway enables stress-induced 

autophagy. The EMBO Journal, 34(9), 1214–1230. 

https://doi.org/10.15252/EMBJ.201489920 

Dou, Z., Ghosh, K., Vizioli, M. G., Zhu, J., Sen, P., Wangensteen, K. J., Simithy, J., Lan, Y., Lin, 

Y., Zhou, Z., Capell, B. C., Xu, C., Xu, M., Kieckhaefer, J. E., Jiang, T., Shoshkes-Carmel, 

M., Al Tanim, K. M. A., Barber, G. N., Seykora, J. T., … Berger, S. L. (2017). Cytoplasmic 

chromatin triggers inflammation in senescence and cancer. Nature, 550(7676). 

https://doi.org/10.1038/NATURE24050 



79 
 

Dou, Z., Xu, C., Donahue, G., Shimi, T., Pan, J. A., Zhu, J., Ivanov, A., Capell, B. C., Drake, A. M., 

Shah, P. P., Catanzaro, J. M., Ricketts, M. D., Lamark, T., Adam, S. A., Marmorstein, R., 

Zong, W. X., Johansen, T., Goldman, R. D., Adams, P. D., & Berger, S. L. (2015). 

Autophagy mediates degradation of nuclear lamina. Nature, 527(7576), 105–109. 

https://doi.org/10.1038/nature15548 

Eliopoulos, A. G., Havaki, S., & Gorgoulis, V. G. (2016). DNA damage response and 

autophagy: A meaningful partnership. Frontiers in Genetics, 7(NOV), 1–13. 

https://doi.org/10.3389/fgene.2016.00204 

Erenpreisa, J. A., Cragg, M. S., Fringes, B., Sharakhov, I., & Illidge, T. M. (2000). Release of 

mitotic descendants by giant cells from irradiated Burkitt’s lymphoma cell lines. Cell 

Biology International, 24(9), 635–648. https://doi.org/10.1006/cbir.2000.0558 

Erenpreisa, J., Salmina, K., Huna, A., Kosmacek, E. A., Cragg, M. S., Ianzini, F., & Anisimov, A. 

P. (2011). Polyploid tumour cells elicit paradiploid progeny through depolyploidizing 

divisions and regulated autophagic degradation. Cell Biology International, 35(7), 

687–695. https://doi.org/10.1042/CBI20100762 

Evans, C. J., & Aguilera, R. J. (2003). DNase II: Genes, enzymes and function. Gene, 322(1–2), 

1–15. https://doi.org/10.1016/j.gene.2003.08.022 

Fenech, M., Kirsch-Volders, M., Natarajan, A. T., Surralles, J., Crott, J. W., Parry, J., Norppa, H., 

Eastmond, D. A., Tucker, J. D., & Thomas, P. (2011). Molecular mechanisms of 

micronucleus, nucleoplasmic bridge and nuclear bud formation in mammalian and 

human cells. Mutagenesis, 26(1), 125–132. https://doi.org/10.1093/mutage/geq052 

Fracchiolla, D., Chang, C., Hurley, J. H., & Martens, S. (2020). A PI3K-WIPI2 positive feedback 

loop allosterically activates LC3 lipidation in autophagy. Journal of Cell Biology, 219(7). 

https://doi.org/10.1083/JCB.201912098 

Galluzzi, L., Bravo-San Pedro, J. M., Vitale, I., Aaronson, S. A., Abrams, J. M., Adam, D., 

Alnemri, E. S., Altucci, L., Andrews, D., Annicchiarico-Petruzzelli, M., Baehrecke, E. H., 

Bazan, N. G., Bertrand, M. J., Bianchi, K., Blagosklonny, M. V., Blomgren, K., Borner, C., 

Bredesen, D. E., Brenner, C., … Kroemer, G. (2015). Essential versus accessory aspects of 

cell death: Recommendations of the NCCD 2015. Cell Death and Differentiation, 22(1), 

58–73. https://doi.org/10.1038/cdd.2014.137 

Galluzzi, L., Yamazaki, T., & Kroemer, G. (2018). Linking cellular stress responses to systemic 

homeostasis. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 19(11), 731–745. 

https://doi.org/10.1038/s41580-018-0068-0 



80 
 

Gauthier, B. R., & Comaills, V. (2021). Nuclear envelope integrity in health and disease: 

Consequences on genome instability and inflammation. In International Journal of 

Molecular Sciences (Vol. 22, Issue 14). https://doi.org/10.3390/ijms22147281 

Gay, S., & Foiani, M. (2015). Nuclear Envelope and Chromatin, Lock and Key of Genome 

Integrity. International Review of Cell and Molecular Biology, 317, 267–330. 

https://doi.org/10.1016/bs.ircmb.2015.03.001 

Gill Super, H. J. (2015). A role for epigenetics in the formation of chromosome 

translocations in acute leukemia. Cancer Genetics, 208(5), 230–236. 

https://doi.org/10.1016/j.cancergen.2015.03.006 

Gómez-Sánchez, R., Tooze, S. A., & Reggiori, F. (2021). Membrane supply and remodeling 

during autophagosome biogenesis. Current Opinion in Cell Biology, 71, 112–119. 

https://doi.org/10.1016/J.CEB.2021.02.001 

Goodarzi, A. A., & Jeggo, P. A. (2013). The Repair and Signaling Responses to DNA Double-

Strand Breaks. In Advances in Genetics (1st ed., Vol. 82). Elsevier Inc. 

https://doi.org/10.1016/B978-0-12-407676-1.00001-9 

Hewitt, G., Carroll, B., Sarallah, R., Correia-Melo, C., Ogrodnik, M., Nelson, G., Otten, E. G., 

Manni, D., Antrobus, R., Morgan, B. A., von Zglinicki, T., Jurk, D., Seluanov, A., 

Gorbunova, V., Johansen, T., Passos, J. F., & Korolchuk, V. I. (2016). SQSTM1/p62 

mediates crosstalk between autophagy and the UPS in DNA repair. Autophagy, 12(10), 

1917–1930. https://doi.org/10.1080/15548627.2016.1210368 

Hewitt, G., & Korolchuk, V. I. (2017). Repair, Reuse, Recycle: The Expanding Role of 

Autophagy in Genome Maintenance. Trends in Cell Biology, 27(5), 340–351. 

https://doi.org/10.1016/j.tcb.2016.11.011 

Hintzsche, H., Hemmann, U., Poth, A., Utesch, D., Lott, J., & Stopper, H. (2017). Fate of 

micronuclei and micronucleated cells. Mutation Research - Reviews in Mutation 

Research, 771, 85–98. https://doi.org/10.1016/j.mrrev.2017.02.002 

Huang, R., Xu, Y., Wan, W., Shou, X., Qian, J., You, Z., Liu, B., Chang, C., Zhou, T., Lippincott-

Schwartz, J., & Liu, W. (2015). Deacetylation of nuclear LC3 drives autophagy initiation 

under starvation. Molecular Cell, 57(3), 456–467. 

https://doi.org/10.1016/j.molcel.2014.12.013 



81 
 

Huang, Y., Hou, H., Yi, Q., Zhang, Y., Chen, D., Jiang, E., Xia, Y., Fenech, M., & Shi, Q. (2011). 

The fate of micronucleated cells post X-irradiation detected by live cell imaging. DNA 

Repair, 10(6), 629–638. https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2011.04.010 

Ivanov, A., Pawlikowski, J., Manoharan, I., Tuyn, J. Van, Nelson, D. M., Singh Rai, T., Shah, P. 

P., Hewitt, G., Korolchuk, V. I., Passos, J. F., Wu, H., & Berger, Shelley L, Adams, P. D. 

(2013). Lysosome-mediated processing of chromatin in senescence. Journal of Cell 

Biology, 202(1), 129–143. https://doi.org/10.1083/jcb.201212110 

Jackson, S. P., & Bartek, J. (2009). The DNA-damage response in human biology and 

disease. Nature 2009 461:7267, 461(7267), 1071–1078. 

https://doi.org/10.1038/nature08467 

Johnston, H. E., & Samant, R. S. (2021). Alternative systems for misfolded protein clearance: 

life beyond the proteasome. FEBS Journal, 288(15), 4464–4487. 

https://doi.org/10.1111/febs.15617 

Joshi, A., Iyengar, R., Joo, J. H., Li-Harms, X. J., Wright, C., Marino, R., Winborn, B. J., Phillips, 

A., Temirov, J., Sciarretta, S., Kriwacki, R., Peng, J., Shelat, A., & Kundu, M. (2016). 

Nuclear ULK1 promotes cell death in response to oxidative stress through PARP1. Cell 

Death and Differentiation, 23(2), 216–230. https://doi.org/10.1038/cdd.2015.88 

Kalsbeek, D., & Golsteyn, R. M. (2017). G2/M-Phase Checkpoint Adaptation and 

Micronuclei Formation as Mechanisms That Contribute to Genomic Instability in 

Human Cells. International Journal of Molecular Sciences, 18(11). 

https://doi.org/10.3390/IJMS18112344 

Karabiyik, C., Vicinanza, M., Son, S. M., & Rubinsztein, D. C. (2021). Glucose starvation 

induces autophagy via ULK1-mediated activation of PIKfyve in an AMPK-dependent 

manner. Developmental Cell, 56(13), 1961-1975.e5. 

https://doi.org/10.1016/J.DEVCEL.2021.05.010 

Kenzelmann Broz, D., Mello, S. S., Bieging, K. T., Jiang, D., Dusek, R. L., Brady, C. A., Sidow, 

A., & Attardi, L. D. (2013). Global genomic profiling reveals an extensive p53-regulated 

autophagy program contributing to key p53 responses. Genes and Development, 

27(9), 1016–1031. https://doi.org/10.1101/gad.212282.112 

Kisurina-Evgenieva, O. P., Sutiagina, O. I., & Onishchenko, G. E. (2016). Biogenesis of 

micronuclei. Biochemistry (Moscow), 81(5), 453–464. 

https://doi.org/10.1134/s0006297916050035 



82 
 

Klionsky, D. J., Abdel-Aziz, A. K., Abdelfatah, S., Abdellatif, M., Abdoli, A., Abel, S., 

Abeliovich, H., Abildgaard, M. H., Abudu, Y. P., Acevedo-Arozena, A., Adamopoulos, I. 

E., Adeli, K., Adolph, T. E., Adornetto, A., Aflaki, E., Agam, G., Agarwal, A., Aggarwal, B. 

B., Agnello, M., … Tong, C. K. (2021). Guidelines for the use and interpretation of 

assays for monitoring autophagy (4th edition). In Autophagy. 

https://doi.org/10.1080/15548627.2020.1797280 

Klionsky, D. J., Petroni, G., Amaravadi, R. K., Baehrecke, E. H., Ballabio, A., Boya, P., Bravo‐San 

Pedro, J. M., Cadwell, K., Cecconi, F., Choi, A. M. K., Choi, M. E., Chu, C. T., Codogno, P., 

Colombo, M. I., Cuervo, A. M., Deretic, V., Dikic, I., Elazar, Z., Eskelinen, E., … Pietrocola, 

F. (2021). Autophagy in major human diseases. The EMBO Journal, 40(19). 

https://doi.org/10.15252/EMBJ.2021108863 

Korsholm, L. M., Gál, Z., Nieto, B., Quevedo, O., Boukoura, S., Lund, C. C., & Larsen, D. H. 

(2020). Recent advances in the nucleolar responses to DNA double-strand breaks. 

Nucleic Acids Research, 48(17), 9449–9461. https://doi.org/10.1093/nar/gkaa713 

Kwon, M., Leibowitz, M. L., & Lee, J. H. (2020). Small but mighty: the causes and 

consequences of micronucleus rupture. Experimental & Molecular Medicine, 52(11), 

1777–1786. https://doi.org/10.1038/S12276-020-00529-Z 

Latonen, L. (2011). Nucleolar aggresomes as counterparts of cytoplasmic aggresomes in 

proteotoxic stress. BioEssays, 33(5), 386–395. https://doi.org/10.1002/bies.201100008 

Latonen, L. (2019). Phase-to-phase with nucleoli - Stress responses, protein aggregation 

and novel roles of RNA. Frontiers in Cellular Neuroscience, 13(April), 1–10. 

https://doi.org/10.3389/fncel.2019.00151 

Lee, I. H., Kawai, Y., Fergusson, M. M., Rovira, I. I., Bishop, A. J. R., Motoyama, N., Cao, L., & 

Finkel, T. (2012). Atg7 modulates p53 activity to regulate cell cycle and survival during 

metabolic stress. Science, 336(6078), 225–228. 

https://doi.org/10.1126/science.1218395 

Lenain, C., Gusyatiner, O., Douma, S., van den Broek, B., & Peeper, D. S. (2015). Autophagy-

mediated degradation of nuclear envelope proteins during oncogene-induced 

senescence. Carcinogenesis, 36(11), 1263–1274. 

https://doi.org/10.1093/carcin/bgv124 

Lengauer, C., Kinzler, K. W., & Vogelstein, B. (1998). Genetic instabilities in human cancers. 

Nature, 396(6712), 643–649. https://doi.org/10.1038/25292 



83 
 

Liang, X. H., Yu, J., Brown, K., & Function, T. S. (2001). Beclin 1 Contains a Leucine-rich 

Nuclear Export Signal That Is Required for Its Autophagy and Tumor Suppressor 

Function Beclin 1 Contains a Leucine-rich Nuclear Export Signal That Is Required for 

Its. 26, 3443–3449. 

Liu, J., Xia, H., Kim, M., Xu, L., Li, Y., Zhang, L., Cai, Y., Norberg, H. V., Zhang, T., Furuya, T., Jin, 

M., Zhu, Z., Wang, H., Yu, J., Li, Y., Hao, Y., Choi, A., Ke, H., Ma, D., & Yuan, J. (2011). 

Beclin1 controls the levels of p53 by regulating the deubiquitination activity of USP10 

and USP13. Cell, 147(1), 223–234. https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.08.037 

Luhtala, N., & Parker, R. (2010). T2 Family ribonucleases: ancient enzymes with diverse 

roles. Trends in Biochemical Sciences, 35(5), 253–259. 

https://doi.org/10.1016/j.tibs.2010.02.002 

Madabhushi, R., Gao, F., Pfenning, A. R., Pan, L., Yamakawa, S., Seo, J., Rueda, R., Phan, T. X., 

Yamakawa, H., Pao, P. C., Stott, R. T., Gjoneska, E., Nott, A., Cho, S., Kellis, M., & Tsai, L. 

H. (2015). Activity-Induced DNA Breaks Govern the Expression of Neuronal Early-

Response Genes. In Cell (Vol. 161, Issue 7, pp. 1592–1605). 

https://doi.org/10.1016/j.cell.2015.05.032 

Marcomini, I., & Gasser, S. M. (2015). Nuclear organization in DNA end processing: 

Telomeres vs double-strand breaks. DNA Repair, 32, 134–140. 

https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2015.04.024 

Maskey, D., Yousefi, S., Schmid, I., Zlobec, I., Perren, A., Friis, R., & Simon, H. U. (2013). ATG5 

is induced by DNA-damaging agents and promotes mitotic catastrophe independent 

of autophagy. Nature Communications, 4, 1–14. https://doi.org/10.1038/ncomms3130 

Medvedeva, N. G., Panyutin, I. V., Panyutin, I. G., & Neumann, R. D. (2007). Phosphorylation 

of histone H2AX in radiation-induced micronuclei. Radiation Research, 168(4), 493–

498. https://doi.org/10.1667/RR0788.1 

Melia, T. J., Lystad, A. H., & Simonsen, A. (2020). Autophagosome biogenesis: From 

membrane growth to closure. The Journal of Cell Biology, 219(6). 

https://doi.org/10.1083/JCB.202002085 

Miller, K. N., Dasgupta, N., Liu, T., Adams, P. D., & Vizioli, M. G. (2021). Cytoplasmic 

chromatin fragments—from mechanisms to therapeutic potential. ELife, 10, 1–10. 

https://doi.org/10.7554/eLife.63728 



84 
 

Mizushima, N., Yamamoto, A., Matsui, M., Yoshimori, T., & Ohsumi, Y. (2004). In Vivo 

Analysis of Autophagy in Response to Nutrient Starvation Using Transgenic Mice 

Expressing a Fluorescent Autophagosome Marker. Molecular Biology of the Cell. 

https://doi.org/10.1091/mbc.E03-09-0704 

Mu, H., Liu, Q., Niu, H., Wang, D., Tang, J., & Duan, J. (2016). Autophagy promotes DNA-

protein crosslink clearance. Mutation Research. Genetic Toxicology and Environmental 

Mutagenesis, 797, 21–25. https://doi.org/10.1016/J.MRGENTOX.2015.12.001 

Nunes, V. S., & Moretti, N. S. (2017). Nuclear subcompartments: an overview. Cell Biology 

International, 41(1), 2–7. https://doi.org/10.1002/cbin.10703 

Ohkouchi, S., Shibata, M., Sasaki, M., Koike, M., Safig, P., Peters, C., Nagata, S., & Uchiyama, 

Y. (2013). Biogenesis and Proteolytic Processing of Lysosomal DNase II. PLoS ONE, 

8(3). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0059148 

Ou, H., & Schumacher, B. (2019). Europe PMC Funders Group Europe PMC Funders Author 

Manuscripts DNA damage responses and p53 in the aging process. 131(5), 488–495. 

https://doi.org/10.1182/blood-2017-07-746396.DNA 

Papandreou, M. E., & Tavernarakis, N. (2021). Selective autophagy as a potential 

therapeutic target in age-associated pathologies. In Metabolites (Vol. 11, Issue 9). 

https://doi.org/10.3390/metabo11090588 

Park, Y. E., Hayashi, Y. K., Bonne, G., Arimura, T., Noguchi, S., Nonaka, I., & Nishino, I. (2009). 

Autophagic degradation of nuclear components in mammalian cells. Autophagy, 5(6), 

795–804. https://doi.org/10.4161/auto.8901 

Prokhorova, E. A., Egorshina, A. Y., Zhivotovsky, B., & Kopeina, G. S. (2020). The DNA-

damage response and nuclear events as regulators of nonapoptotic forms of cell 

death. Oncogene, 39(1). https://doi.org/10.1038/s41388-019-0980-6 

Rello-Varona, S., Lissa, D., Shen, S., Niso-Santano, M., Senovilla, L., Mariño, G., Vitale, I., 

Jemaà, M., Harper, F., Pierron, G., Castedo, M., & Kroemer, G. (2012). Autophagic 

removal of micronuclei. Cell Cycle, 11(1), 170–176. 

https://doi.org/10.4161/cc.11.1.18564 

Riccio, A. A., Schellenberg, M. J., & Williams, R. S. (2020). Molecular mechanisms of 

topoisomerase 2 DNA–protein crosslink resolution. Cellular and Molecular Life 

Sciences, 77(1), 81–91. https://doi.org/10.1007/s00018-019-03367-z 



85 
 

Rogov, V., Dötsch, V., Johansen, T., & Kirkin, V. (2014). Interactions between Autophagy 

Receptors and Ubiquitin-like Proteins Form the Molecular Basis for Selective 

Autophagy. Molecular Cell, 53(2), 167–178. 

https://doi.org/10.1016/j.molcel.2013.12.014 

Rohrback, S., Siddoway, B., Liu, C. S., & Chun, J. (2018). Genomic mosaicism in the 

developing and adult brain. Developmental Neurobiology, 78(11), 1026–1048. 

https://doi.org/10.1002/DNEU.22626 

Salmina, K., Huna, A., Inashkina, I., Belyayev, A., Krigerts, J., Pastova, L., Vazquez-Martin, A., 

& Erenpreisa, J. (2017). Nucleolar aggresomes mediate release of pericentric 

heterochromatin and nuclear destruction of genotoxically treated cancer cells. 

Nucleus, 8(2), 205–221. https://doi.org/10.1080/19491034.2017.1279775 

Scully, R., Panday, A., Elango, R., & Willis, N. A. (2019). DNA double-strand break repair-

pathway choice in somatic mammalian cells. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 

20(11), 698–714. https://doi.org/10.1038/s41580-019-0152-0 

Shiloh, Y., & Ziv, Y. (2013). The ATM protein kinase: Regulating the cellular response to 

genotoxic stress, and more. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 14(4), 197–210. 

https://doi.org/10.1038/nrm3546 

Simon, H. U., Friis, R., Tait, S. W. G., & Ryan, K. M. (2017). Retrograde signaling from 

autophagy modulates stress responses. Science Signaling, 10(468), 1–11. 

https://doi.org/10.1126/scisignal.aag2791 

Suberbielle, E., Sanchez, P. E., Kravitz, A. V, Wang, X., Ho, K., Eilertson, K., Devidze, N., 

Kreitzer, A. C., Mucke, L., Francisco, S., Francisco, S., Francisco, S., & Francisco, S. 

(2013). HHS Public Access. 16(5), 613–621. 

https://doi.org/10.1038/nn.3356.Physiological 

Tekirdag, K., & Cuervo, A. M. (2018). Chaperone-mediated autophagy and endosomal 

microautophagy: Joint by a chaperone. Journal of Biological Chemistry, 293(15), 5414–

5424. https://doi.org/10.1074/JBC.R117.818237 

Terradas, M., Martín, M., Tusell, L., & Genescà, A. (2010). Genetic activities in micronuclei: Is 

the DNA entrapped in micronuclei lost for the cell? Mutation Research - Reviews in 

Mutation Research, 705(1), 60–67. https://doi.org/10.1016/j.mrrev.2010.03.004 



86 
 

Utani, K. I., Kohno, Y., Okamoto, A., & Shimizu, N. (2010). Emergence of micronuclei and 

their effects on the fate of cells under replication stress. PLoS ONE, 5(4). 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0010089 

Vann, K. R., Oviatt, A. A., & Osheroff, N. (2021). Topoisomerase II Poisons: Converting 

Essential Enzymes into Molecular Scissors. Biochemistry, 60(21), 1630. 

https://doi.org/10.1021/ACS.BIOCHEM.1C00240 

Vimal, D. (2018). Nucleus. In Encyclopedia of Animal Cognition and Behavior (pp. 1–4). 

Springer International Publishing. https://doi.org/10.1007/978-3-319-47829-6_178-1 

Wang, Y., Zhang, N., Zhang, L., Li, R., Fu, W., Ma, K., Li, X., Wang, L., Wang, J., Zhang, H., Gu, 

W., Zhu, W. G., & Zhao, Y. (2016). Autophagy Regulates Chromatin Ubiquitination in 

DNA Damage Response through Elimination of SQSTM1/p62. Molecular Cell, 63(1), 

34–48. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2016.05.027 

Xu, F., Fang, Y., Yan, L., Xu, L., Zhang, S., Cao, Y., Xu, L., Zhang, X., Xie, J., Jiang, G., Ge, C., An, 

N., Zhou, D., & Yuan, N. (2017). Nuclear localization of Beclin 1 promotes radiation-

induced DNA damage repair independent of autophagy. March, 1–11. 

https://doi.org/10.1038/srep45385 

Xu, J. (2005). Preparation, Culture, and Immortalization of Mouse Embryonic Fibroblasts. 

Current Protocols in Molecular Biology, 1–8. 

https://doi.org/10.1002/0471142727.mb2801s70 

Ye, C. J., Sharpe, Z., Alemara, S., Mackenzie, S., Liu, G., Abdallah, B., Horne, S., Regan, S., & 

Heng, H. H. (2019). Micronuclei and genome chaos: Changing the system inheritance. 

Genes, 10(5), 1–21. https://doi.org/10.3390/genes10050366 

  

 

 

 

 

 

 

 



87 
 

11.- Anexos. 

 

11.1.  Tabla 1. Lista de anticuerpos empleados. 

Anticuerpos primarios 

Anticuerpo 

Número 

de 

catálogo 

Marca 
Dilución 

empleada 

Solución 

para 

dilución 

mouse anit-gamma-H2AX 
ab26350 

ABCAM Cambridge, 

MA, USA 

IF: 1:1000 1 

WB: 1:1000 3 

mouse anti-Lamin A/C  
sc-376248 

SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY 

IF: 1:1000 1 

WB: 1:1000 3 

rabbit anti-Lamin B1 
ab16048 

ABCAM Cambridge, 

MA, USA 

IF: 1:1000 1 

WB: 1:1000 2 

rabbit anti-LC3 
2775S 

Cell Signalling, 

Beverly, MA, USA 

WB: 1:1000 3 

rabbit anti-LC3 
PD014 MBL, Nagoya, Japan 

IF: 1:500 1 

IG: 1:500 3 

rabbit anti-Beclin1  
sc-11427 

SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY 

IF: 1:100 1 

WB: 1:100 3 

mouse anti-TOP2A  
sc-365916 

SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY 

IF: 1:100 1 

WB 1:100 3 

mouse anti-TOP2B 
sc-25330 

SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY 

IF: 1:100 1 

WB: 1:100 3 

rabbit anti-Fibrillarin 
ab5821 

ABCAM Cambridge, 

MA, USA 

IF: 1:1000 1 

WB: 1:1000 3 

rabbit anti-Actin 
sc-8432 

SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY 

WB: 1:10,000 3 

mouse anti--Tubulin  
3873 

Cell Signalling, 

Beverly, MA, USA 

WB: 1:10,000 3 

Anticuerpos secundarios para inmunofluorescencia 

Goat anti-mouse IgG (H+L) 

Alexa Fluor A594 
A11032 

LIFE TECHNOLOGIES, 

Oregon, USA. 

1:500 1 

Goat anti-rabbit IgG (H+L) 

Alexa Fluor A594  
A11037 

1:500 1 

Goat anti-mouse IgG (H+L) 

Alexa Fluor A488  
A11029 

1:500 1 

Goat anti-rabbit IgG (H+L) 

Alexa Fluor A488  
A11029 

1:500 1 

Anticuerpos secundarios para WB 

IRDye® 680RD goat anti-

rabbit 
925-68071 

LI-COR, Lincoln, NE, 

USA 

WB: 1:5000 3 

IRDye® 800CW goat anti-

mouse  
925-32210 

WB: 1:5000 3 

Anticuerpos secundarios para inmunogold 
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donkey anti-rabbit IgG 

(H&L) conjugated to 25-nm 

gold particles 

25708 
Aurion, Electron 

Microscopy 

Science, PA, USA 

1:20 4 

donkey anti-mouse IgG 

(H&L) conjugated to 15-nm 

gold particles 

25817 

1:20 4 

 

Soluciones para dilución de anticuerpos: 

1.- BSA al 2% en PBS 

2.- Leche al 3% en TBST  

3.- BSA 5% en TBST 

4.- Glicina 25 mM, Tween 20 al 0.005% y tritón X-100 al 0.01%. Diluyente: PBS. 
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