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RESUMEN 

El envejecimiento se define como la pérdida progresiva de la función que incrementa la 

vulnerabilidad a los factores ambientales, enfermedades que conducen a la muerte. La evidencia 

reciente sugiere que existe una acumulación de distintas proteínas insolubles durante el 

envejecimiento, incluso en ausencia de condiciones patológicas. La hipótesis de este trabajo 

consiste en que durante el envejecimiento existe una acumulación progresiva de agregados 

proteicos de tipo amiloide y estos juegan un rol en el proceso de envejecimiento. Para explorar lo 

anterior, se utilizó una batería de técnicas dirigidas a la caracterización de la agregación proteica 

durante el envejecimiento en distintos modelos. Los resultados indican que existe un incremento 

progresivo en la cantidad de proteínas insolubles, que presentan resistencia a la digestión y 

reactividad a anticuerpos conformacionales anti-amiloide y a la tioflavina T, lo cual sugiere que 

existe acumulación de agregados amiloides durante la vida. Para elucidar si la agregación proteica 

juega un rol en el envejecimiento, se manipuló in vivo dicho proceso utilizando inhibidores de la 

agregación, el tratamiento incrementó de manera significativa la vida y salud en C. elegans. En 

este trabajo se propone un modelo en el cual, durante el envejecimiento, distintas proteínas sufren 

plegamientos anómalos de tipo amiloides, lo que pudiera interferir con las funciones normales de 

la célula y ocasionar el fenotipo observado en el envejecimiento. En conjunto, la evidencia 

presentada sugiere que la acumulación de agregados amiloides es una característica conservada en 

el envejecimiento y que la prevención o remoción de los mismos pudiera ser una herramienta 

terapéutica para extender los años de vida activa y la salud. 
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ABSTRACT 

Aging is defined as a progressive loss of function that increases the vulnerability to environmental 

factors, disease and death. Recent evidence suggests that there is accumulation of many different 

insoluble proteins during aging, even in the absence of pathological conditions. We hypothesize 

that those proteins associate in amyloid aggregates and may play a role in the aging process, rather 

than being just a consequence of it. Using a battery of different techniques, we performed a 

characterization of the protein aggregation during aging in different models. We found a 

progressive increase in the amount of insoluble proteins that exhibit resistance to digestion, 

reactivity to amyloid conformational antibodies and thioflavin T, suggesting that there is 

accumulation of amyloid aggregates during lifespan. To elucidate if protein aggregation plays a 

role in aging, we manipulated the aggregation process in vivo using inhibitors of aggregation and 

found that the treatment significantly extended lifespan and healthspan in C. elegans. We proposed 

a model where, during aging, several proteins may suffer misfolding and accumulate in the form 

of amyloids, which could interfere with normal cellular function and cause the phenotype observed 

during aging. Taken together, the presented evidence suggests that the accumulation of amyloid 

aggregates is a conserved feature of aging and that the prevention or removal of such aggregates 

could be an interesting anti-aging therapeutical approach that will be helpful to extend the years 

of active and healthy life. 
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CAPÍTULO I 

I.1 ANTECEDENTES 

El estudio de las causas del envejecimiento es uno de los problemas más desafiantes y aún no 

resueltos en la biología. El interés público y científico en este campo se ha incrementado 

considerablemente, no sólo porque la mayoría de las personas esperan vivir hasta una edad 

avanzada, sino porque desean evitar los cambios relacionados con la edad que finalmente 

desembocan en incapacidad física y enfermedades.  

Para el año 2050, la población mundial mayor de 60 años se triplicará y pasará de 600 millones a 

2000 millones. La mayor parte de ese aumento se producirá en los países menos desarrollados  [1]. 

En lo que respecta a México, las transiciones demográficas y epidemiológicas provocan que 

nuestro país experimente un proceso de envejecimiento demográfico que incrementa los números 

absolutos y porcentuales de la población en edad avanzada. Se proyecta que para el 2030 en 

México habrá 15.2 millones de  personas con más de 65 años, lo que corresponde al 11.7% de la 

población [2]. 

Este cambio demográfico tiene varias consecuencias para la salud pública, ya que a pesar de que 

la expectativa de vida ha aumentado, el estado de salud no se ha mejorado proporcionalmente y 

parece que el envejecimiento es el mayor factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades 

crónicas, lo cual implica un aumento en los costos derivados del tratamiento de dichas 

enfermedades. Gozar de buena salud es fundamental para que las personas mayores mantengan su 

independencia y puedan tener un lugar tanto en la vida familiar como en su comunidad [1]. 

El envejecimiento es un proceso conservado evolutivamente que se caracteriza por la acumulación 

progresiva y generalizada de cambios con respecto al tiempo, específicamente relacionados con la 
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alteración bioquímica en la composición tisular y la pérdida de función, que resultan en un 

incremento de la susceptibilidad a padecer enfermedades, menor capacidad adaptativa, 

vulnerabilidad a factores ambientales y un mayor riesgo de muerte [3,4]. Entre dichos cambios, se 

encuentran la pérdida de masa muscular y ósea, alteraciones metabólicas, disminución en la 

función cognitiva, renal, pulmonar, endocrina e inmune [5]. Se ha propuesto que el envejecimiento 

es regulado a través de una interacción estrecha entre el genoma y el ambiente [3]. La naturaleza 

del proceso de envejecimiento ha sido sujeto de una gran especulación. Se han postulado más de 

300 teorías [6] muchas de las cuales son contradictorias entre sí. Actualmente no existe una teoría 

universal que explique dicho proceso. 

 Teorías del envejecimiento 

Las teorías del envejecimiento pueden dividirse en dos grandes ramas, teorías del error y teorías 

de la programación. Las teorías del error sustentan que el envejecimiento es producto de la 

acumulación gradual de daño molecular (DNA, lípidos, proteínas). Mientras que las teorías de la 

programación argumentan que los organismos están programados para envejecer y vivir por un 

periodo de tiempo genéticamente determinado [3,6–8]. A continuación, se presenta un breve 

resumen de las teorías del envejecimiento con mayor aceptación en la actualidad. 

I.1.1.1 Teoría del estrés oxidativo 

El envejecimiento es producto de la acumulación progresiva e irreversible de daño molecular 

causado por radicales libres, la mayoría de ellos generados durante el metabolismo oxidativo de la 

mitocondria. En una célula joven existe un balance adecuado entre el daño oxidativo y los 

mecanismos antioxidantes de defensa exógenos (ej. Vitamina C, E) y endógenos (enzimas 

antioxidantes), mientras que una célula envejecida ha perdido en gran medida esa capacidad. Las 
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células postmitóticas envejecen más rápidamente pues acumulan daño oxidativo a lo largo del 

tiempo y sufren más cambios relacionados con la edad (disfunción de los organelos, senescencia 

y muerte) [3,6–8].  

I.1.1.2 Teoría metabólica 

La tasa metabólica (consumo energético) de una especie  determina su expectativa de vida. En esta 

ruta está involucrada la desregulación de la función del IGF-1 (factor de crecimiento insulínico 

tipo I) que a su vez regula la actividad de los factores de transcripción FOXO que inducen la 

expresión de enzimas de defensa antioxidante y de resistencia al estrés térmico. Los modelos con 

mutaciones funcionales en esta ruta, exhiben un incremento en la longevidad [3,6–8].  

I.1.1.3 Teoría del daño al DNA 

El daño al DNA se incrementa durante el envejecimiento pues es acumulativo, extensivo y no 

puede ser reparado. Durante el envejecimiento la capacidad de los sistemas de reparación de DNA 

disminuye. Entre los sistemas que más se ven afectados se encuentran el supresor de tumores p53, 

que está implicado en el mantenimiento de la estabilidad genómica y tiene un rol en la respuesta 

al daño del DNA celular y la helicasa WRN, que es una exonucleasa que posee una función en la 

replicación del DNA y mantenimiento de los telómeros [3,6–8]. 

I.1.1.4 Teoría epigenética  

Durante el envejecimiento existen cambios en los patrones epigenéticos que contribuyen a un 

desequilibrio en la función celular y consecuentemente a la aparición de enfermedades 

relacionadas con el envejecimiento [9]. La metilación de las regiones CpG disminuye con el 

envejecimiento debido a una declinación progresiva de la actividad de las DNA metiltransferasas. 

Otras enzimas que pierden su actividad durante el proceso de envejecimiento son las sirtuinas 
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(silent information regulators), que son una familia de histonas desacetilasas clase III dependientes 

de NAD+ que se activan como respuesta al estrés con el objetivo de proteger y estabilizar el 

genoma, por lo tanto la reparación del DNA disminuye [8–10]. 

I.1.1.5 Teoría del acortamiento de los telómeros 

Sostiene que el acortamiento progresivo de los telómeros (TTAGGG) es la causa del 

envejecimiento, al provocar senescencia en la célula y limitar el número de divisiones de la misma, 

lo que resulta en la detención del ciclo celular una vez que estos llegan a una longitud límite (límite 

de Hayflick). Los telómeros disminuyen la inestabilidad genómica pues la secuencia telomérica 

GGG es un sitio de daño oxidativo frecuente que provee protección contra el daño a otros sitios 

del DNA. La telomerasa es la enzima que mantiene la longitud de los telómeros al añadir 

secuencias teloméricas repetidas. Durante el envejecimiento la actividad de esta enzima disminuye 

[11]. 

 Plegamiento anómalo de proteínas y envejecimiento 

Las proteínas son macromoléculas clave que llevan a cabo diversas funciones en los organismos 

vivos, incluyendo la replicación del material genético, mantenimiento de la estructura celular, 

catabolizan reacciones metabólicas, participan en la señalización y adhesión celular, respuesta 

inmune, transporte de moléculas etc. La vida depende de la función apropiada de miles de 

proteínas, la cual a su vez depende de la adquisición de un plegamiento correcto biológicamente 

funcional.  

Las proteínas se encuentran en continuo riesgo de sufrir daños, plegamiento anormal, agregación 

y como resultado originan toxicidad y enfermedad. Actualmente hay al menos 30 enfermedades 

humanas reportadas que están asociadas al plegamiento anormal de proteínas, donde al menos una 



21 

 

proteína en particular sufre un plegamiento anómalo y se acumula en una estructura fibrilar bien 

organizada, conocida como amiloide [12,13]. La lista incluye varias enfermedades 

neurodegenerativas como enfermedad de Alzheimer, Parkinson, Huntington, así como desórdenes 

sistémicos entre los cuales se encuentran la diabetes tipo II y amiloidosis secundaria [14]. El campo 

de la agregación proteica se ha ampliado desde 1998, cuando se demostró que dos proteínas (no 

relacionadas con ninguna amiloidosis) poseían la capacidad para formar agregados in vitro [15,16]. 

Se ha sugerido que bajo condiciones propicias para la desestabilización estructural (pH ácido, 

temperatura elevada, ausencia de ligandos o concentraciones moderadas de sales), se 

desestabilizan las interacciones terciarias (puentes de hidrógeno principalmente) y se favorecen 

los contactos secundarios. De tal manera, que la proteína se pliega formando una estructura 

globular en la que las interacciones secundarias se mantienen pero los residuos hidrofóbicos, 

ocultos normalmente, se exponen al solvente. La estabilidad fisicoquímica se reduce y permite que 

los monómeros parcialmente desplegados se organicen en oligómeros que eventualmente podrían 

convertirse en fibras maduras [16,17]. 

Un factor de riesgo para el desarrollo de la mayoría de desórdenes del plegamiento anormal de 

proteínas, en particular enfermedades neurodegenerativas, es el envejecimiento [18]. Lo anterior 

indica que las células y tejidos envejecidos son más susceptibles a la formación y acumulación de 

agregados proteicos relacionados con procesos patológicos. Recientemente se ha reportado que la 

acumulación de cientos de proteínas insolubles, pudiera ser un proceso que ocurre normalmente 

durante el envejecimiento, con una coincidencia substancial entre las proteínas insolubles 

reportadas en distintas especies [19–22]. Sin embargo, hasta el momento no se cuenta con una 

caracterización de los agregados generados durante dicho proceso y se desconoce el rol de los 

mismos en la disminución progresiva de la función celular y tisular. Diversos estudios indican que 
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existe un nivel elevado de hidrofobicidad proteica en cerebros de ratas envejecidas [23]. 

Adicionalmente, un estudio en Drosophila reportó la acumulación de agregados proteicos 

insolubles en detergente en distintos tejidos durante el envejecimiento [24]. En el caso de 

Caenorhabditis elegans, se ha identificado el proteoma insoluble durante el envejecimiento, por 

medio de la extracción de proteínas y posterior identificación usando espectroscopía de masas. El 

análisis computacional de estas proteínas indicó que tienen una alta propensión para formar 

láminas β y los análisis in vivo han demostrado que algunas de esas proteínas tienden a acumularse 

y formar estructuras similares a agregados [19]. La observación de que la longevidad en C. elegans 

se incrementa al realizar un silenciamiento selectivo de las proteínas insolubles y susceptibles a la 

agregación, es un indicativo de que la acumulación de proteínas insolubles no es una simple 

consecuencia durante el envejecimiento [19]. Otra evidencia que apunta hacia la misma dirección, 

es el hecho de que al administrar compuestos que se unen a amiloides fue posible incrementar la 

longevidad en el nemátodo, apoyando la importancia del rol de los agregados proteicos en el 

envejecimiento [25]. Un efecto similar fue observado a través de la estimulación específica de las 

rutas celulares involucradas en la remoción de los agregados proteicos en C. elegans, Drosophila 

melanogaster y Mus musculus [26–29]. 

 Plegamiento proteico anormal y formación de agregados de proteínas  

El plegamiento normal de una proteína depende de la secuencia de aminoácidos de la misma y de 

la maquinaria de plegamiento celular. Sin embargo, bajo ciertas circunstancias como estrés o 

mutaciones, suceden procesos anormales de plegamiento que finalmente desembocan en la 

agregación proteica y pueden resultar en la pérdida de la función de la proteína o en la generación 

de estructuras tóxicas para la célula. Los eventos de plegamiento anómalo se han relacionado con 

algunas patologías [14,30–33].  
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La agregación proteica parece ser una propiedad general de las cadenas polipeptídicas, relacionada 

con el esqueleto peptídico e independiente de la secuencia aminoacídica. A pesar de las diferencias 

estructurales y químicas de las proteínas que forman agregados amiloides, éstos poseen 

características estructurales y bioquímicas similares. Los depósitos de proteínas alteradas 

conformacionalmente se organizan en estructuras oligoméricas insolubles. Tienen un plegamiento 

que favorece la agregación en estructuras de hoja β-plegada, lo que les confiere resistencia a la 

proteólisis y depuración celular. Adicionalmente, tienen la característica de unirse al colorante 

tioflavina, lo que se ha explotado para su detección y cuantificación. Se ha sugerido que la 

tioflavina se une a la superficie de las hojas β-plegada a lo largo de los canales formados en la 

arquitectura de los agregados amiloides [30].  

Los procesos de agregación proteica se caracterizan por ser lentos y organizados. Uno de los 

modelos más aceptados para la formación de estructuras amiloidogénicas es el modelo de 

nucleación-polimerización, que consiste en una cinética particular que se encuentra definida por 

dos fases (Figura 1). La primera es conocida como fase de retardo, en la que suceden los primeros 

eventos de formación de núcleos de polimerización. La segunda fase o fase exponencial, consiste 

en un reclutamiento de nuevas unidades a los agregados previamente formados, resultando en una 

gran carga de estructuras amiloides. Presuntamente, estos agregados están relacionados con la 

disfunción y muerte celular. Se cree que la proteína involucrada, al adquirir una nueva 

conformación, pierde su función original produciendo alteraciones en procesos esenciales para el 

desarrollo y sobrevivencia celular. También es posible que la nueva conformación adquirida por 

la proteína tenga efectos tóxicos para la célula debido a la acumulación del confórmero mal 

plegado [30]. 

 



24 

 

 

 

 

Figura 1. Modelo de nucleación-polimerización en el proceso de formación de agregados 

amiloides [30]. 

 

 Compuestos inhibidores de la agregación proteica 

Existen compuestos que tienen la capacidad de inhibir la agregación in vitro de proteínas asociadas 

con enfermedades, tales como la proteína β-amiloide, tau, α-sinucleína y la forma patológica de la 

proteína priónica.  

El mecanismo preciso de acción de estos compuestos se encuentra todavía en debate, sin embargo, 

ensayos libres de células y estudios de dinámica molecular sugieren que reconocen directamente 

las conformaciones asociadas a agregados proteicos [34–39]. Dicha característica los hace 

particularmente interesantes para estudiar sus efectos in vivo, donde se ha reportado que varias 

proteínas forman agregados. La miricetina, quinacrina, curcumina y lacmoide son inhibidores de 

la agregación de la proteína β-amiloide y de tau [38–43]. Adicionalmente, la disrupción de los 

agregados de α-sinucleína y tau puede lograrse con el negro de clorazol y la rodanina, 

respectivamente [35,40,44]. La quinacrina posee las actividades mencionadas anteriormente y 
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además inhibe la fibrilación de la proteína priónica [45]. A pesar de que no hay estudios que 

demuestren que el ANSA actúa como inhibidor de la agregación proteica, se ha reportado que tiene 

la capacidad de unirse a las regiones hidrofóbicas de especies oligoméricas prefibrilares de la 

proteína β-amiloide [46] y se usa como una sonda fluorescente para identificar cambios 

conformacionales de proteínas [47].  

 Proteostasis 

Los mecanismos de síntesis, plegamiento y degradación de proteínas son conocidos en conjunto 

como homeostasis de proteínas o proteostasis [48,49]. La red de proteostasis controla la 

concentración, localización subcelular, plegamiento a través de chaperonas y enzimas, la 

degradación proteica mediada por el proteasoma, lisosoma y autofagia, entre otras. La degradación 

de proteínas dañadas o alteradas es un evento esencial para preservar la función celular. Los 

defectos en la proteostasis comúnmente conducen a un plegamiento aberrante, agregación y 

acumulación de proteínas. El balance entre la síntesis y degradación proteica (recambio proteico) 

es cuidadosamente mantenido en las células jóvenes, sin embargo con el paso del tiempo la 

acumulación de proteínas alteradas excede la capacidad de dicha maquinaria, lo que ocasiona que 

durante el envejecimiento se acumulen proteínas dañadas [19–21] con la consecuente pérdida de 

función celular típica del envejecimiento, produciendo daño celular y disfunción tisular.  

Enfatizando el rol de los agregados proteicos en el envejecimiento, se ha reportado que la 

estimulación de las rutas celulares involucradas en la degradación de agregados proteicos usando 

métodos tanto genéticos como ambientales, ha logrado incrementar el tiempo de vida en diversos 

organismos modelo [26–29].  

En la célula eucariota existen dos mecanismos para la degradación de las proteínas dañadas, la 

autofagia y el sistema de degradación ubiquitina proteasoma [50]. 
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I.1.5.1 Autofagia 

La autofagia es un proceso catabólico que consiste en la degradación de componentes celulares 

dentro del lisosoma. Normalmente se activa durante condiciones de estrés, como un mecanismo 

de protección para asegurar la sobrevivencia y la homeostasis celular. A pesar de que se considera 

como un proceso adaptativo, algunos estudios sugieren que un nivel basal de autofagia se 

encuentra siempre activo [51]. Existen tres tipos de autofagia, dependiendo de los mecanismos 

utilizados para la captura y degradación de sustratos: autofagia mediada por chaperonas, 

microautofagia y macroautofagia. En la autofagia mediada por chaperonas, las proteínas que 

contienen el péptido KFERQ son reconocidas por la proteína de choque térmico Hsp70 y 

transportadas al lisosoma para su hidrólisis. La microautofagia es un proceso en el cual algunas 

porciones del citosol son englobadas en lisosomas, sin la intervención de chaperonas. La 

macroautofagia involucra el secuestro de organelos dañados o de agregados proteicos grandes en 

vesículas de carga conocidas como autofagosomas, que transportan sus contenidos al lisosoma 

para su degradación [52].  

La autofagia juega un rol en los desórdenes del plegamiento de proteínas, así como en el 

envejecimiento. Se ha descrito la acumulación de vacuolas autofágicas en distintos procesos 

neurodegenerativos, y se sabe que algunas proteínas con tendencia a la agregación y relacionadas 

con distintas enfermedades, tales como la enfermedad de Alzheimer (tau), Parkinson (α-

sinucleína) y Huntington (huntingtina), son sustratos de la autofagia [53–55]. Adicionalmente, se 

ha reportado que la elevación de los niveles de autofagia reduce la acumulación de agregados de 

huntingtina, así como su toxicidad en modelos celulares, de Drosophila y de ratón [56–59]. Así 

mismo, la inhibición de la autofagia exacerba la agregación proteica y toxicidad en estos modelos. 

En un modelo de ratón de la enfermedad de Alzheimer, la deleción de la proteína beclina 1 (que 
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participa en la regulación de la autofagia) causó una reducción de la autofagia, lo cual incrementó 

la neurodegeneración relacionada con la enfermedad, incluyendo la deposición extra e intracelular 

de la proteína β-amiloide. Al realizar la recuperación parcial de la autofagia a través de la expresión 

de beclina 1, fue posible reducir la patología. De manera similar, al estimular farmacológicamente 

la autofagia, se observó un incremento en la remoción de agregados de la proteína β-amiloide en 

un modelo de ratón de Alzheimer [60,61]. La reducción específica de la autofagia en el sistema 

nervioso central a través de una deficiencia condicional de atg7 (gen blanco de la autofagia 7), 

resultó en la pérdida de neuronas piramidales en el hipocampo, corteza y células de Purkinje en el 

cerebelo [62]. Un resultado similar se obtuvo al reducir los niveles de autofagia a través de la 

deficiencia selectiva de atg5 y atg7 en neuronas [63,64]. En lo que respecta al rol de la autofagia 

en el envejecimiento, la pérdida de la función de Atg1, Atg7, Atg18 y beclina 1 reduce la 

longevidad de C.elegans [65]. Además, se sabe que durante el envejecimiento, la expresión 

cerebral de Atg5, Atg7 y beclina 1 se encuentran disminuidas. La primer evidencia sugiriendo que 

un incremento en la autofagia podía extender la vida, surgió a partir del descubrimiento de que la 

restricción calórica incrementa la longevidad en varios modelos y que la abolición de la autofagia 

elimina el efecto de la misma [66]. El análisis de los genes que se encuentran sobre-regulados 

durante la restricción calórica arrojó que la lipasa LIPL-4, participa en el mecanismo de extensión 

de longevidad al activar la respuesta autofágica a través de la producción de ácidos grasos poli-

insaturados Ω-6. Los cuales, inducen la autofagia e incrementan la longevidad en condiciones que 

no recapitulan la restricción calórica [67]. De tal manera que la evidencia sugiere que la autofagia 

juega un rol fundamental en el entendimiento del proceso de envejecimiento y en la extensión de 

la vida.  
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I.1.5.2 Sistema de degradación ubiquitina-proteasoma (UPS) 

El sistema de degradación ubiquitina-proteasoma (UPS) es un sistema proteolítico en el citosol de 

las células eucariotas. La degradación por el UPS se inicia cuando la proteína sustrato se conjuga 

con ubiquitina, que es un polipéptido de 76 aminoácidos altamente conservado. La conjugación de 

la ubiquitina se logra a través de un mecanismo enzimático secuencial que involucra 3 clases de 

enzimas. Primero, la enzima activadora de ubiquitina (E1), activa un residuo de glicina del extremo 

carboxi-terminal de la ubiquitina a través de un mecanismo dependiente de ATP. La ubiquitina 

activada se transfiere posteriormente a la enzima conjugadora de ubiquitina (E2). En el tercer paso, 

la ubiquitina ligasa (E3) une la ubiquitina de la enzima E2 a un residuo de lisina de la proteína 

blanco. Existen múltiples tipos de E3, que reconocen distintos motivos proteicos, por lo que son 

las responsables de la selectividad en el proceso. La misma cascada une moléculas adicionales de 

ubiquitina a la ubiquitina primaria, formando una cadena de ubiquitina. Después de la 

ubiquitinación, las proteínas son reconocidas y degradadas por el proteasoma. Los proteasomas 

activos se forman por la interacción de partículas regulatorias proteasomales (19S) con una 

partícula central (20S), que contiene los sitios activos. Las partículas 20S se encuentran 

normalmente libres dentro de la célula, en un estado inactivo. Para su activación, la partícula 19S 

se ensambla con la 20S, lo cual permite el reconocimiento del sustrato poli-ubiquitinizado, 

remueve las ubiquitinas y despliega el sustrato para translocarlo a la cámara proteolítica. 

Finalmente, el sustrato se degrada en pequeños péptidos [68].  

Existe relación entre una disminución en la función del proteasoma y los desórdenes del 

plegamiento de proteínas [69,70]. Por ejemplo, al atenuar farmacológicamente la función 

proteasomal en ratas adultas, éstas desarrollaron síntomas Parkinsonianos y degeneración de la 

sustancia nigra pars compacta [71]. En el caso de la enfermedad autosómica de Parkinson, las 
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mutaciones en el gen que codifica para una enzima E3 (Parkin), generan la acumulación de 

proteínas dañadas y como consecuencia final, daño neuronal [72,73]. En un modelo celular que 

expresa la forma trunca de la proteína tau, la reducción de la actividad proteasomal incrementó la 

agregación proteica y al activarla farmacológicamente, fue posible acelerar la degradación de los 

agregados [74]. Ya que una actividad proteasomal óptima es crucial para la homeostasis celular, 

el proteasoma es un blanco importante en los desórdenes del plegamiento de proteínas.  

Se ha sugerido también que una actividad proteasomal disminuida podría eventualmente promover 

la agregación de más proteínas, generando toxicidad celular [75]. La generación de modelos 

animales transgénicos con defectos en la actividad proteasomal, es extremadamente difícil, debido 

a la función fundamental del proteasoma. Sin embargo, bajo la inactivación condicional de algunas 

de sus subunidades en neuronas de la sustancia nigra, se observó la acumulación de depósitos de 

α-sinucleína [76]. Una limitación del proteasoma para la remoción de agregados proteicos, es el 

tamaño de los mismos, así como su resistencia a la digestión. La cámara central del proteasoma 

tiene un tamaño de 13 angstroms. En un estudio reciente se demostró que los agregados proteicos 

pueden bloquear la entrada a la cámara central del proteasoma, disminuyendo su actividad y 

ocasionando efectos devastadores para la proteostasis celular [77–80]. 

I.1.5.2.1 Estructura 

El proteasoma eucariota es un complejo proteico multicatalítico en forma de barril, compuesto por 

la subunidad catalítica 20S y dos partículas reguladoras 19S, necesarias para su actividad. La 

subunidad 20S está formada por 4 anillos heptaméricos apilados. Los anillos exteriores están 

compuestos por 7 subunidades α distintas que son proteolíticamente inactivas. Mientras que los 

anillos exteriores contienen los sitios activos y se encuentran formados por siete subunidades β 
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distintas, de las cuales únicamente β1, β2 y β5 poseen actividad catalítica hacia diferentes sustratos. 

Las subunidades α se necesitan para el ensamblaje apropiado de las subunidades β  y sirven además 

como acceso para las cámaras internas (Figura 2) [81].  

 

Figura 2. Estructura del proteasoma eucariota. Modificado de [81]. 

 

I.1.5.2.2 Actividad proteolítica 

Los proteasomas de los organismos eucariotas poseen tres actividades proteolíticas que digieren 

distintos sustratos. La subunidad β5 (actividad tipo quimiotripsina) rompe el extremo carboxilo 

adyacente a aminoácidos hidrofóbicos, la subunidad β2 (actividad tipo tripsina) en sitios 

adyacentes a aminoácidos básicos y la subunidad β1 (tipo caspasa) en sitios adyacentes a 

aminoácidos ácidos [82]. Los proteasomas son responsables de la depuración de proteínas dañadas, 

plegadas anormalmente o desnaturalizadas, así como de la degradación de proteínas de vida corta 

y agregados proteicos [81]. También juegan un rol en la regulación de los procesos de replicación, 

división celular, transcripción, etc. 
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I.1.5.2.3 Apertura 

La partícula 20S en eucariotas, existe en un estado de auto-inhibición, debido a elementos 

estructurales del dominio amino-terminal (N-terminal) de las subunidades α. Para permitir la 

apertura y acceso a la cámara proteolítica, el proteasoma debe interactuar con un complejo 

regulatorio de tipo ATPasa. Las proteínas destinadas para la degradación proteasomal son 

marcadas con una cola de ubiquitina que sirve como señal de reconocimiento por parte de la 

partícula reguladora 19S. Posteriormente las subunidades con función de ATPasa despliegan el 

sustrato y lo pasan al centro proteolítico de la subunidad 20S donde es degradado en péptidos 

pequeños [83].  

I.1.5.2.4 Proteasoma y envejecimiento 

El funcionamiento incorrecto y disminución de la actividad proteasomal han sido relacionados con 

el envejecimiento [27,84,85], pues se ve afectada la capacidad de remover proteínas dañadas y 

favorece el desarrollo de enfermedades. Por ejemplo, un modelo de ratón transgénico con 

disminución en la actividad tipo quimiotripsina del proteasoma presentó una reducción en su 

expectativa de vida así como signos prematuros de envejecimiento [86]. Otro ejemplo que 

relaciona la actividad proteasomal con el envejecimiento es el caso de Heterocephalus glaber, un 

roedor con longevidad extraordinaria (aproximadamente 30 años). Los estudios indican que este 

animal presenta un incremento de tres a seis veces en la actividad proteasomal, promoviendo una 

degradación efectiva de proteínas dañadas [87]. Adicionalmente, el proteasoma puede ser activado 

por manipulación genética así como por factores que afectan su conformación, estabilidad o la 

expresión de sus subunidades. La expresión ectópica de la subunidad Rpn11 de la partícula 

reguladora 19S en Drosophila melanogaster, demostró mantener la integridad proteasomal y 
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suprimir la toxicidad de agregados de poliglutamina, además de extender la longevidad al ser 

expresada durante etapas de la vida adulta [26]. Un resultado similar se observó al sobreexpresar 

la subunidad Rpn6 en C. elegans. Mientras que al silenciarla se observó el efecto contrario [27]. 

Por lo tanto, preservar una actividad proteasomal óptima durante el envejecimiento pudiera ser 

una estrategia interesante para prolongar la vida y prevenir el desarrollo de enfermedades. 

I.1.5.2.5 Proteasoma arqueano 

 

El proteasoma 20S de las arqueas es el precursor evolutivo del proteasoma eucariota. Es similar 

en estructura, número de subunidades y mecanismo catalítico. Consiste de 4 anillos heptaméricos 

apilados, formados por subunidades α y β idénticas, siendo todas las subunidades β 

proteolíticamente activas y de amplia especificidad [88]. En las arqueas, las subunidades α se 

ensamblan espontáneamente para formar los anillos heptaméricos que servirán como base para la 

formación de los anillos conformados por las subunidades β [89].  

El proteasoma de la arquea Thermoplasma acidophilum ha sido caracterizado, las 7 subunidades 

α y β son idénticas [90]. La falta de diversidad de las subunidades β tiene una implicación 

importante, pues significa que los sitios activos en la cámara central son más numerosos que sus 

contrapartes eucariotas (en los que las 7 subunidades β son distintas y solo 3 presentan actividad 

proteolítica), resultando en 6 sitios activos (3 por cada anillo heptamérico). En arqueas como 

Thermoplasma acidophilum existen 14 sitios activos [89,91]. Los proteasomas de arqueas 

generalmente presentan actividad tipo quimiotripsina, sin embargo para el caso de Thermoplasma 

acidophilum se han reportado las 3 actividades proteolíticas [91].  

A pesar de que la estructura, enzimología y bioquímica de los proteasomas eucariotas y procariotas 

es muy similar, el mecanismo por el cual las proteínas son seleccionadas para su degradación 
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parece ser diferente. El proteasoma de las arqueas no posee el sistema de reconocimiento de 

ubiquitina. Los residuos N-terminal de la subunidad α se encuentran estructuralmente 

desordenados y hay datos bioquímicos que indican que algunos péptidos pueden tener acceso a la 

cámara interior incluso en la ausencia de un activador de tipo ATPasa [89,91,92], sugiriendo que 

los proteasomas arqueanos autolimitan el acceso del sustrato de una forma dinámica.  

El proteasoma eucariota es capaz de acelerar la degradación de proteínas propensas a la agregación 

de manera selectiva y con una mayor eficiencia que el proteasoma eucariota [92,93]. En un estudio 

se demostró que el proteasoma arqueano promueve la degradación de diversas proteínas con 

tendencia a la agregación proteica, entre ellas se encuentran una forma mutante de superóxido 

dismutasa 1 (SOD1), seis isoformas de tau y el receptor de andrógenos con una región de 

poliglutamina [93]. 

La evidencia anterior sugiere que es posible que la expresión del proteasoma arqueano in vivo, 

pueda utilizarse como herramienta para degradar las proteínas dañadas y agregadas generadas 

durante el proceso de envejecimiento, proporcionando un sistema complementario y 

probablemente más eficiente al intrínseco, permitiendo un decremento en el envejecimiento 

biológico y cronológico.  

 Modelos experimentales para el estudio del envejecimiento 

El uso de humanos como sujetos para estudios de envejecimiento es complicado debido a 

cuestiones éticas, la larga longevidad, influencias ambientales, etc. Es por eso que se han 

desarrollado diversos modelos para estudiar la biología del proceso de envejecimiento. Los más 

utilizados son Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster y 
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Mus musculus. En este trabajo se utilizaron los modelos de Caenorhabditis elegans y Mus 

musculus, los cuales se describen a continuación. 

I.1.6.1 Caenorhabditis elegans 

En 1965, Sydney Brenner estableció a C. elegans como organismo modelo. Es un nemátodo no-

parásito miembro del phylum Nematoda, no segmentado con un cuerpo cilíndrico. Una gran 

cantidad de características hacen de C. elegans un modelo particularmente ventajoso para estudios 

de envejecimiento. Su periodo de vida es de aproximadamente 15 días, por lo que los experimentos 

pueden ser concretados en un tiempo relativamente corto.  Su ciclo de vida está formado por 4 

etapas larvarias (L1, L2, L3 y L4) y una fase adulta. Los parámetros para medir su envejecimiento 

biológico y cronológico están caracterizados [94]. Es pequeño (1 mm en la fase adulta), por lo cual 

un gran número de animales pueden ser criados y manipulados en el laboratorio. Es un organismo 

que está formado por 959 células y es transparente en todas las etapas de su vida por lo cual es 

posible visualizar su interior por microscopía. El genoma es pequeño y está totalmente 

secuenciado. C. elegans es hermafrodita con fertilización interna, lo que significa que tolera 

homocigocidad total, por lo que es posible obtener cepas isogénicas y además es posible cruzar 

hermafroditas con machos. El gusano es extremadamente resistente a enfermedades genéticas y 

bajo las condiciones en las que se cultiva en el laboratorio no necesita moverse para alimentarse o 

reproducirse. Los gusanos pueden ser conservados en nitrógeno líquido de tal forma que pueden 

reservarse para uso futuro sin generar casi ningún costo [95].  

I.1.6.2 Fibroblastos embriónicos murinos 

Los cultivos primarios de fibroblastos embriónicos murinos (FEMs) son un modelo validado y 

aceptado para el estudio del envejecimiento y la senescencia  replicativa en células de mamífero, 
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debido a que poseen una capacidad proliferativa finita que se correlaciona directamente con la 

edad del organismo donante. Adicionalmente el estudio de células en cultivo permite tener un 

ambiente controlado para el análisis de una variedad de procesos y mecanismos. La desventaja 

radica en el aislamiento de las células de posibles elementos regulatorios presentes in vivo, tales 

como interacciones célula – célula, célula – matriz, arquitectura tisular, suplemento apropiado de 

oxígeno [96,97], etc. 

La senescencia replicativa se define como una pérdida estable e irreversible de la capacidad 

proliferativa acompañada de distintos cambios bioquímicos y fenotípicos que se utilizan como 

biomarcadores para identificar a las células envejecidas y senescentes. Entre estos marcadores se 

encuentran [97]: 

a) Cuantificación de las duplicaciones de la población celular durante el proceso de cultivo. Las 

duplicaciones de población se definen como el número de veces que las células se duplican. Lo 

anterior se basa en la observación de que durante el envejecimiento celular, el potencial 

proliferativo disminuye. Generalmente, se calcula al registrar el número inicial de células y su 

conteo después de un intervalo de tiempo definido. 

b) Cambios morfológicos, que incluyen un incremento en el tamaño celular, tamaño nuclear, 

número de células multinucleadas, número incrementado de vacuolas, etc. 

c) Disminución de la capacidad proliferativa, que puede medirse con el ensayo de incorporación 

de 5-bromodeoxiuridina, que es un análogo de la timidina. Una reducción en la incorporación de 

esta sustancia es indicativa de una menor proliferación celular. 

I.1.6.3 Mus musculus 

El ratón es un modelo mamífero con una longevidad corta, similar en fisiología y función celular 

a los humanos. Los sistemas músculo-esquelético, inmune, endócrino y digestivo de ratones y 
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humanos son similares en función y arquitectura. Los cambios relacionados con el envejecimiento 

en la función cardiaca y hepática han sido modelados en ratón. A pesar de que el cerebro del ratón 

es menos complejo que el humano, existen muchas similitudes entre los sistemas nerviosos de 

ambas especies. El ratón es un buen modelo pues combina la complejidad de un sistema de 

mamífero con un bajo costo de manutención y una longevidad corta (1.5 a 2 años en promedio) 

[98]. Adicionalmente, debido a su reducida expectativa de vida es posible llevar a cabo estudios 

longitudinales y analizar tejidos en distintas etapas del envejecimiento. A pesar de las ventajas del 

ratón como modelo, existen diferencias importantes con respecto a los humanos, por ejemplo, los 

ratones poseen telómeros largos y una alta actividad de la enzima telomerasa. Ellos pueden 

sintetizar vitamina C, pero los humanos no. Los ratones no desarrollan todas las enfermedades 

típicamente asociadas con el envejecimiento en humanos, por ejemplo, enfermedades 

cardiovasculares o enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, los ratones exhiben una disminución 

cognitiva y de memoria que emula los cambios observados en seres humanos [4,99]. 
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I.2 JUSTIFICACIÓN 

Las proyecciones indican que en 40 años la población mayor de 60 años se triplicará. El proceso 

de envejecimiento no sólo conlleva a una disminución en la calidad de vida, sino que además 

incrementa el riesgo de aparición de diversas enfermedades. Por lo tanto, al entender la naturaleza 

del proceso de envejecimiento será posible extender la salud y los años de vida activa. 

El colapso en la proteostasis y la acumulación de proteínas insolubles han sido reportados en 

diversos modelos experimentales durante el envejecimiento. Sin embargo, hasta el momento no se 

ha determinado si se trata de agregados proteicos, ni se ha realizado una caracterización detallada 

de los mismos.  Así mismo no se ha determinado la contribución de la agregación proteica en el 

envejecimiento. En este estudio se propone que la acumulación de proteínas con conformaciones 

alteradas y la consecuente formación de agregados entre ellas juegan un rol en el proceso del 

envejecimiento. El impacto no se limita al entendimiento del proceso del envejecimiento, ya que 

además puede abrir la puerta para la generación de nuevas terapias cuyo objetivo sea el prevenir 

el daño fisiológico generado durante dicho proceso. 

I.3 HIPÓTESIS 

Durante el envejecimiento existe una acumulación progresiva de agregados proteicos de tipo 

amiloide y estos juegan un rol en el proceso de envejecimiento.  

I.4 OBJETIVOS 

 Objetivo general 

Analizar la agregación de proteínas en el proceso de envejecimiento en los modelos 

Caenorhabditis elegans y Mus musculus. 
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 Objetivos específicos  

1. Caracterizar los agregados proteicos generados durante el envejecimiento en los modelos 

Caenorhabditis elegans, FEMs y Mus musculus. 

2. Inhibir farmacológicamente la agregación proteica como estrategia para retrasar el 

envejecimiento en Caenorhabditis elegans. 

3. Manipular la proteostasis en Caenorhabditis elegans como estrategia para alterar el 

envejecimiento. 
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CAPÍTULO II. Parte experimental 

II.1 Caracterización de los agregados proteicos generados durante el envejecimiento en los 

modelos Caenorhabditis elegans, FEMs y Mus musculus 

La caracterización se realizó usando una batería de métodos establecidos para el análisis de la 

agregación proteica. A continuación, se presenta el esquema metodológico.  

 

Figura 3. Esquema metodológico utilizado para la caracterización de los agregados proteicos 

durante el envejecimiento en los modelos seleccionados. 

 

 Grupos experimentales 

II.1.1.1 Cultivo y colección de Caenorhabditis elegans 

Para los experimentos realizados en C. elegans se colectaron 3 grupos de edad a los días 1, 5 y 10 

de vida adulta. Se utilizó la cepa CF512 que posee una mutación sensible a la temperatura la cual 

inhabilita su reproducción a 25 °C. La cepa fue obtenida a través del Caenorhabditis Genetics 
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Center (CGC), University of Minnesota (http://www.cbs.umn.edu/CGC/) y mantenida a 25 ºC en 

placas Petri de 100 mm, con medio de crecimiento de nemátodos (NGM, nematode growth 

medium) en presencia de Escherichia coli OP50. Para obtener los cultivos sincronizados, se 

extrajeron huevecillos fertilizados de hermafroditas grávidas utilizando solución de lisis. Una vez 

que los adultos fueron lisados, los huevecillos se lavaron en solución amortiguadora M9 y se les 

permitió eclosionar durante toda la noche en medio S. Al siguiente día, los nemátodos se colocaron 

en platos con medio NGM y Escherichia coli OP50. Esta cepa de E. coli es un auxótrofo que solo 

puede proliferar en presencia de uracilo, lo cual permite controlar su crecimiento en medio NGM, 

dicha característica es necesaria pues facilita la observación de los nemátodos  [100]. Los 

nemátodos fueron transferidos cada tercer día a platos frescos hasta el momento de su colección. 

La colección se realizó usando 10 ml de agua destilada (dH2O) por plato y la suspensión obtenida 

fue centrifugada 3 veces a 1500 rpm por 1 min para remover los residuos bacterianos adheridos al 

exterior de los nemátodos. Posteriormente los nemátodos colectados se colocaron en 10 ml de 

dH2O en agitación suave para remover las bacterias presentes en el sistema digestivo. Las muestras 

colectadas fueron congeladas y almacenadas a -80 ºC hasta el momento de su análisis. 

II.1.1.2 Cultivo y colección de FEMs 

Para los experimentos realizados en fibroblastos de embrión murinos (FEMs) se colectaron 

muestras a las poblaciones duplicadas 3 y 8. Los cultivos primarios de FEMs fueron obtenidos 

siguiendo un protocolo reportado previamente [101]. Brevemente, se sacrificó una hembra preñada 

tipo silvestre al día 14 post-coito, se extrajeron los embriones de la cavidad uterina, la cabeza y 

órganos fueron removidos y lavados en amortiguador salino de fosfatos (PBS, HyClone). 

Posteriormente el tejido fue triturado utilizando un bisturí y digerido por 15 minutos a 37 ºC con 

1 ml de tripsina 0.05% (Invitrogen) y 100,000 unidades de DNasa I (Thermo Fisher) por embrión. 
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Las células obtenidas fueron disociadas con una pipeta, la tripsina fue inactivada con medio de 

cultivo para FEMs y la suspensión se centrifugó a 300 g por 5 min. La pastilla se colectó y 

resuspendió en medio para FEMs, las células se sembraron en platos para cultivo celular de 150 

mm (Denville) pre-tratados con gelatina 0.2%. Los fibroblastos son las únicas células que tienen 

la capacidad de adherirse a los platos pretratados. Una vez alcanzada una confluencia del 70-80% 

se realizaron pasajes secuenciales a una dilución 1:4. Las muestras colectadas fueron congeladas 

y almacenadas a -80 ºC hasta el momento de su análisis. 

II.1.1.3 Mus musculus 

Los ratones fueron proporcionados por el bioterio de la Universidad de Texas, donde los animales 

se mantuvieron en condiciones estándar y bajo la dieta PicoLab Rodent 20 (Labdiet) hasta el 

momento de su sacrificio. Para los experimentos realizados en ratón se colectaron muestras de 

cerebro, corazón, hígado e intestino de ratones tipo silvestre (cepas B6C3 y C57BL6) de 3 grupos 

de edad: 3 meses, 12 meses y 24-27 meses. Los animales fueron perfundidos y las muestras fueron 

congeladas y almacenadas a -80 ºC hasta el momento de su análisis. 

 Preparación de homogeneizados totales 

II.1.2.1 Caenorhabditis elegans 

Las muestras de C. elegans fueron procesadas en un homogeneizador Precellys 24 (Bertin 

instruments) en presencia de microesferas de vidrio de 0.5 mm y solución amortiguadora con 

inhibidor de proteasas (CompleteMini, Roche). Se utilizó el programa de homogeneización a 5000 

rpm por 15 segundos, 4 ciclos.  Los restos no homogeneizados fueron removidos al centrifugar las 

muestras a 450 xg por 5 minutos a 4 °C. Se determinó la concentración de proteínas por medio del 
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método del ácido bicinconínico utilizando el sistema comercial Pierce MicroBCA Protein Assay 

Kit (ThermoFisher), midiendo la absorbancia en un espectrofotómetro a 562 nm. 

II.1.2.2 FEMs 

Las muestras de FEMs fueron homogeneizadas utilizando un homogeneizador con micropistilo en 

presencia de solución amortiguadora con inhibidor de proteasas (CompleteMini, Roche). Los 

restos no homogeneizados fueron removidos al centrifugar las muestras a 450 g por 5 minutos a 4 

°C. Se determinó la concentración de proteínas por medio del método del ácido bicinconínico 

utilizando el sistema comercial Pierce MicroBCA Protein Assay Kit (ThermoFisher), midiendo la 

absorbancia en un espectrofotómetro a 562 nm. 

II.1.2.3 Mus musculus 

Las muestras de cerebro de ratón fueron homogeneizadas manualmente con un homogeneizador 

Dounce en presencia de solución amortiguadora con inhibidor de proteasas (CompleteMini, 

Roche). Las muestras de corazón, hígado e intestino fueron procesadas en un homogeneizador 

Precellys 24 (Bertin instruments) en presencia de microesferas de metal de 2.8 mm y tampón 

acuoso con inhibidor de proteasas (CompleteMini, Roche). Se utilizaron 4 ciclos de 

homogeneización a 5000 rpm por 20 segundos. Los restos no homogeneizados fueron removidos 

al centrifugar las muestras a 450 g por 5 minutos a 4 °C. Se determinó la concentración de proteínas 

por medio del método del ácido bicinconínico utilizando el sistema comercial Pierce MicroBCA 

Protein Assay Kit (ThermoFisher), midiendo la absorbancia en un espectrofotómetro a 562 nm. 
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 Caracterización de la senescencia en FEMs 

II.1.3.1 Poblaciones duplicadas (PD) 

Para el cálculo del número de PD se determinó el número total de células después de cada pasaje 

usando una cámara de Neubauer y se aplicó la siguiente fórmula [102]:  

ΔPD = log(nh/ni)/log2 

Donde, nh es el número final de células en cada pasaje y ni es el número inicial de células. 

II.1.3.2 Tinción de faloidina 

Para visualizar y cuantificar el tamaño celular, se utilizó la tinción de faloidina, que es un péptido 

bicíclico que se une selectivamente a la F-actina. Las células fueron fijadas por 5 minutos en 

paraformaldehído al 4%. Para realizar la tinción se utilizó el sistema comercial ActinGreen 488 

Ready Probes (ThermoFisher), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron 

montadas usando el medio de montaje Vectashield (Vector Labs) que contiene DAPI para 

contrateñir los núcleos. Las imágenes de las células fueron obtenidas con un microscopio de 

fluorescencia Leica DMI 6000B. La cuantificación se realizó con el programa Image J (RSB, 

Reserve Services Branch, NIH). 

II.1.3.3 Ensayo de incorporación de 5-bromodeoxiuridina (BrdU) 

Las células fueron tratadas por 24 horas con una solución 10 µM de 5-bromodeoxiuridina (Sigma) 

y fueron fijadas por 20 minutos en solución de Bouin (Sigma) e incubadas toda la noche con el 

anticuerpo primario anti-bromodeoxiuridina (Developmental studies hybridoma bank) dilución 

1:100 en solución Tris-Carragenina-Tritón X-100 (TCT). Posteriormente se incubaron por 1 hora 

con el anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a Alexa Flour 594 (Life technologies) dilución 

1:500 en solución TCT. Las muestras fueron montadas y los núcleos contrateñidos usando el medio 
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de montaje Vectashield con DAPI (Vector Labs). Las imágenes de las células fueron obtenidas 

con un microscopio de fluorescencia Leica DMI 6000B. La cuantificación se realizó con el 

programa Image J. 

 Extracción y cuantificación de proteínas insolubles 

Los homogeneizados se sometieron a centrifugaciones seriales con el objetivo de colectar las 

fracciones proteicas insolubles en detergente y analizarlas. La concentración inicial de proteína 

total de las muestras fue estandarizada a 2 mg/ml por el método del ácido bicinconínico utilizando 

el sistema comercial Pierce MicroBCA Protein Assay Kit (ThermoFisher). Las muestras fueron 

tratadas con benzonasa (Sigma) a una concentración de 65 unidades/ml de muestra y lipasa A 

(Sigma) a una concentración de 1.35 unidades/mg de proteína, e incubadas a 37 ºC por 1 hora. 

Para la extracción de las proteínas insolubles, las muestras fueron sometidas a 4 centrifugaciones 

a 20,000 x g por 1 hora a 4 ⁰C; la primera en presencia de solución amortiguadora, la segunda en 

amortiguador a manera de lavado, la tercera en amortiguador con detergente (0.1% dodecilsulfato 

de sodio, 1% desoxicolato de sodio y 1% Igepal) y la cuarta en amortiguador acuoso (20 mM 

TRIS, 100 mM NaCl) a manera de lavado. La fracción insoluble obtenida se resuspendió en 

solución amortiguadora y se sonicó por 10 minutos a 100% A (amplitud) para posteriormente 

realizar la cuantificación proteica, que se realizó por el método del ácido bicinconínico utilizando 

el sistema comercial Pierce MicroBCA Protein Assay Kit (ThermoFisher). El porcentaje de 

proteína presente en la fracción insoluble se calculó tomando en cuenta la cantidad inicial de 

proteína presente en los homogeneizados totales. 

Para la electroforesis SDS-PAGE de las muestras de ratón, los homogeneizados totales (diluidos 

1:3) y las fracciones insolubles se sometieron a un proceso de desnaturalización a 100 °C por 10 
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minutos en presencia del amortiguador de muestra NuPAGE LDS 1X (ThermoFisher) y ditiotreitol 

(DTT) 50 mM. La electroforesis se realizó en geles BIS-TRIS 4-12 % (Bolt, ThermoFisher) por 

30 min a 200V (PowerPac HC Power Supply, BioRad) en amortiguador NuPAGE MES SDS 

(ThermoFisher). Los geles se tiñeron por 1 hora en solución de Coomassie y posteriormente se 

destiñeron con una solución de ácido acético glacial, agua y metanol. Las imágenes fueron 

obtenidas con el escáner CanoScan8800F (Canon). 

 Ensayo de tioflavina T 

La fracción de proteínas insolubles se obtuvo siguiendo el procedimiento descrito en la sección 

Extracción y cuantificación de proteínas insolubles, con la diferencia que la fracción insoluble 

obtenida se sonicó por 2 minutos a 30% A (amplitud). Las lecturas de fluorescencia se llevaron a 

cabo a temperatura ambiente en presencia de una solución 5 µM de tioflavina T (Sigma) a una 

excitación de 435 nm y emisión de 485 nm, utilizando un espectrofotómetro de fluorescencia 

Hitachi F7000. Para determinar que la señal observada proviene de la unión de la tioflavina T a 

proteínas, y no de unión inespecífica, se realizó un tratamiento de las muestras con 1 mg/ml de 

proteinasa K (PK, Sigma) por una hora a 37 ⁰C, la digestión se detuvo utilizando fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo (PMSF) 5 mM y la señal de fluorescencia se determinó bajo las condiciones 

indicadas anteriormente. 

Para el análisis de los espectros de emisión de fluorescencia de 200 nm a 900 nm de las fracciones 

insolubles de muestras de ratón, las lecturas de fluorescencia se llevaron a cabo a temperatura 

ambiente en presencia de 5 µM tioflavina T (Sigma) a una excitación de 435 nm, utilizando un 

espectrofotómetro de fluorescencia Hitachi F7000. 
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 Ensayo de resistencia a la digestión proteica 

Para el análisis de la resistencia a la digestión proteica en muestras de C. elegans y FEMs se 

digirieron 19 µg de proteína del homogeneizado total de las muestras con 0.3 µg de Proteinasa K, 

por una hora a 37 °C. Posteriormente se realizó una electroforesis SDS-PAGE seguida por tinción 

de Coomassie.  

La fracción de proteínas insolubles de muestras de cerebro, corazón, hígado e intestino de ratón, 

se obtuvo siguiendo el procedimiento descrito en la sección Extracción y cuantificación de 

proteínas insolubles, con la diferencia que la fracción insoluble obtenida se sonicó por 2 minutos 

a 30 A. Para la cuantificación de la resistencia a la digestión proteica en la fracción insoluble se 

utilizó el método de precipitación con metanol posterior a la digestión proteica. Brevemente, la 

fracción insoluble fue sometida a una digestión con PK (Sigma), a una proporción de 0.3 

microgramos de PK por cada 20 microgramos de proteína insoluble. La digestión se llevó a cabo 

a 37 ⁰C por una hora y fue detenida con PMSF 5 mM. Para precipitar la fracción digerida, las 

muestras se mezclaron con 4 volúmenes de metanol 100% y se incubaron a -80 ⁰C por una hora. 

Posteriormente se centrifugaron a 12,000 x g por 10 minutos. La pastilla fue colectada, 

resuspendida y la cantidad de proteína no digerida fue determinada por el método del ácido 

bicinconínico utilizando el sistema comercial Pierce MicroBCA Protein Assay Kit 

(ThermoFisher). 

 Técnicas inmunoquímicas 

II.1.7.1 Caenorhabditis elegans 

Para la tinción de muestras de C. elegans se colectaron los nemátodos en amortiguador M9, se 

removieron las bacterias presentes en el exterior y el interior; posteriormente se llevó a cabo el 
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método de criofractura al colocar aproximadamente 1500 nemátodos en un portaobjetos y 

congelarlos en hielo seco por un periodo de 20 minutos. Se realizó la criofractura y las muestras 

fueron fijadas en formaldehido 4% por 30 minutos, una vez terminado este paso, las muestras se 

incubaron por 5 minutos en una solución 0.1 M de glicina. Finalmente, las muestras se lavaron 3 

veces con amortiguador para anticuerpos y se bloquearon por 1 hora con 3% de albúmina de suero 

bovino.  

Para la tinción con los anticuerpos conformacionales A11 y OC (Millipore), las muestras se 

incubaron a temperatura ambiente durante una noche con los anticuerpos primarios (1:1000) y por 

1 hora con el anticuerpo secundario anti-conejo  acoplado a Alexa Flour 594 (Life technologies). 

Las muestras fueron montadas y los núcleos contrateñidos usando el medio de montaje Vectashield 

con DAPI (Vector Labs). Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio de fluorescencia 

Leica DMI 6000B. 

II.1.7.2 FEMs 

Los FEMs fueron sembrados en cubreobjetos esterilizados de vidrio para microscopio (Denville), 

pretratados con gelatina al 0.2 %. Las células fueron fijadas por 5 minutos en paraformaldehído 

4%. Para la tinción con los anticuerpos conformacionales A11 y OC (Millipore), las muestras se 

incubaron a temperatura ambiente durante una noche con los anticuerpos primarios (1:1000) en 

solución Tris-Carragenina-Tritón X-100 (TCT). Posteriormente se incubaron por 1 hora con el 

anticuerpo secundario anti-conejo Alexa Flour 594 (Life technologies) en solución TCT. Las 

muestras fueron montadas usando el medio de montaje Vectashield con DAPI (Vector Labs). Las 

imágenes de las células fueron obtenidas con un microscopio de fluorescencia Leica DMI 6000B. 
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II.1.7.3 Dot blots 

Se realizaron dot blots con los anticuerpos conformacionales A11 y OC (Millipore). Se colocaron 

0.6 µg de proteína por muestra en una membrana de nitrocelulosa, que fue bloqueada con solución 

al 10% de leche sin grasa y TBST. Las membranas se incubaron a 4 ºC por toda la noche con el 

anticuerpo primario (1:1000) diluido en una solución al 5% de leche sin grasa y TBST. 

Posteriormente las membranas se lavaron 3 veces por 10 minutos y se incubaron por una hora a 

temperatura ambiente con anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a peroxidasa (Sigma) en 

una solución al 5% de leche sin grasa. La detección se realizó con el reactivo de detección para 

western blot Amersham ECL (GE Healthcare), las imágenes fueron obtenidas con el sistema 

ChemiDoc (Biorad) y analizadas con el programa ImageJ. 

II.2 Inhibición farmacológica de la agregación proteica como estrategia para retrasar el 

envejecimiento en Caenorhabditis elegans 

Para el estudio de la inhibición farmacológica de la agregación proteica para alterar el 

envejecimiento en C. elegans se realizaron estudios en medio líquido y medio sólido. El esquema 

metodológico se presenta a continuación.  
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Figura 4. Esquema metodológico utilizado para el estudio de la inhibición farmacológica de la 

agregación proteica en Caenorhabditis elegans. 

 

 Cultivo y mantenimiento de Caenorhabditis elegans 

Para este estudio se utilizó la cepa C. elegans N2 (cepa salvaje) que se obtuvo a través del 

Caenorhabditis Genetics Center (CGC), de la Universidad de Minnesota 

(http://www.cbs.umn.edu/CGC/). Para el cultivo en medio líquido se utilizó un protocolo 
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reportado previamente [103]. Brevemente, se establecieron poblaciones sincronizadas al aislar 

huevecillos de hermafroditas grávidas utilizando la solución de lisis. Una vez que los adultos 

fueron disueltos, los huevecillos se lavaron en amortiguador M9 y se les permitió eclosionar 

durante toda la noche en medio S. La concentración de larvas eclosionadas se ajustó a 100 

nemátodos por ml usando medio S en presencia de 25 µg/ml de estreptomicina y 6 mg/ml de 

Escherichia coli OP50. Posteriormente, en un plato de 96 pocillos con fondo transparente se 

colocaron 120 µl de dicha solución por pozo. Los nemátodos fueron incubados a 20 ºC y una vez 

que alcanzaron la etapa larvaria L4 se esterilizaron con fluorodeoxiuridina 120 µM  (FUdR). 

Los cultivos en medio sólido se llevaron a cabo siguiendo una versión modificada de un protocolo 

previamente reportado [104]. Brevemente, se permitió que un grupo de adultos hermafroditas 

grávidos depositaran huevecillos por 2 horas en platos NGM con 25 µg/ml de estreptomicina y E. 

coli OP50. Posteriormente, los adultos fueron eliminados, dejando los huevecillos en el plato, los 

cuales se incubaron a 20 ºC hasta su eclosión. Una vez que la etapa L4 fue alcanzada, se 

transfirieron (25 nemátodos por plato) a platos con NGM/estreptomicina/E.coli, 50 µM FUdR y 

los compuestos seleccionados. 

 Evaluación de compuestos inhibidores de la agregación en medio líquido 

Los compuestos miricetina (Sigma), quinacrina (Santa Cruz Biotechnology), lacmoide (Sigma), 

rodanina (Sigma), negro clorazol (Sigma), ANSA (Sigma) y curcumina (Sigma) fueron pasados 

por un filtro de 20 µm y administrados desde el primer día de vida adulta a las concentraciones 

7.5, 15, 30, 60, 120 y 240 µM; para el caso de la curcumina se utilizaron las concentraciones de 

20 y 100 µM. Los experimentos fueron llevados a cabo en paralelo con los controles apropiados, 

que recibieron el mismo volumen que el solvente utilizado en los grupos tratados (Tabla 1). 
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Quinientos µg de E. coli OP50 fueron adicionados cada 5 días y la cubierta de los platos se removió 

periódicamente para permitir una oxigenación apropiada. Para los estudios de longevidad, se 

analizaron 30 nemátodos por condición utilizando un microscopio invertido Leica DMI6000 B. 

Los nemátodos que no mostraron movimiento durante el momento de la observación se 

consideraron como muertos.  

Tabla 1. Compuestos y controles utilizados para la evaluación de inhibidores de la agregación en 

medio líquido. 

Compuesto Control 

Miricetina 0.6% DMSO 

Quinacrina H2O 

ANSA 0.4% DMF 

Negro clorazol H2O 

Rodanina H2O 

Lacmoide 0.78% etanol 

Curcumina 0.1% DMSO 

 Evaluación de la longevidad y estado de salud en medio sólido 

Se prepararon platos con medio NGM a los cuales se adicionaron soluciones prefiltradas de 

miricetina (120 µM, concentración final), quinacrina (7.5 µM, concentración final), ANSA (120 

µM, concentración final) y curcumina (100 µM, concentración final). Los platos fueron 

almacenados en oscuridad a 4 ºC hasta el momento de su uso. En paralelo, los grupos control 

recibieron el mismo volumen de solvente que los grupos tratados. 

Los nemátodos se expusieron desde el primer día de vida adulta a los compuestos y fueron 

transferidos manualmente a platos frescos cada tercer día. Se monitoreó la longevidad de 100 

nemátodos por grupo utilizando un microscopio de disección Leica MZ16F. Aquellos que no 
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mostraron movimiento o respuesta al toque con un alambre de platino se consideraron muertos. 

Los nematos que se localizaron fuera del medio de cultivo fueron excluidos del análisis.  

Para el análisis del estado de salud se determinó la tasa de bombeo faríngeo al contar el número 

de contracciones en un intervalo de 30 segundos utilizando un microscopio de disección Leica 

MZ16F. Se analizaron grupos de 30 nemátodos por condición. 

 Análisis estadístico  

Para crear las curvas de sobrevivencia se utilizó el análisis de Kaplan-Meier y se realizó la prueba 

de log-rank para determinar la significancia, en el programa GraphPad Prism 5.02. Para el análisis 

de los datos del estado de salud, se utilizó la prueba de T de student. Los análisis de sobrevivencia 

se realizaron con la plataforma OASIS2 (Online Application for Survival Analysis 2) [105]. La 

sobrevivencia promedio se calculó como el promedio de sobrevivencia de vida adulta. La 

sobrevivencia media se calculó como el tiempo en el cual la sobrevida fraccional equivale el 50%. 

La sobrevivencia máxima se calculó como el tiempo en el cual la sobrevida fraccional equivale al 

10%. 
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II.3 Manipulación de la proteostasis en Caenorhabditis elegans como estrategia para alterar 

el envejecimiento 

 

Figura 5. Esquema metodológico utilizado para la manipulación de la proteostasis en 

Caenorhabditis elegans. 
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 Clonación y transformación 

El plásmido pRSET5a que contiene los genes para las subunidades α y β del proteasoma de 

Thermoplasma acidophilum fue donado por el Dr. Wolfgang Baumeister. Se procedió a la 

transformación en E.coli DH5α competentes, la selección de las colonias por su resistencia a la 

ampicilina y la extracción del DNA plasmídico usando el sistema comercial Spin MiniPrep de 

Quiagen. Se diseñaron los oligos  con sitios de restricción de las enzimas BamHI y KpnI, para 

realizar la amplificación de las secuencias deseadas por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

y su posterior inserción en el vector (Tabla 2). Adicionalmente a la subunidad α se le añadió una 

etiqueta de estreptavidina (strep-tag) y a la subunidad β una etiqueta de hemaglutinina. Para la 

expresión de las subunidades α y β en C. elegans se eligió el plásmido pCM1.57, que contiene un 

promotor inducible de choque térmico que permite controlar la expresión de la información al 

someter a los gusanos a temperaturas elevadas. 
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Tabla 2. Códigos de acceso en la base de datos de nucleótidos del NCBI para las subunidades α y 

β del proteasoma de Thermoplasma acidophilum. Se incluyen además las secuencias de los oligos 

diseñados (en verde el sitio de restricción para BamHI, en rojo el sitio de restricción para KpnI, en 

mayúsculas subrayada la secuencia de las etiquetas insertadas) y los ciclos seleccionados para la 

PCR. En la segunda columna se muestra que la secuencia inicial no contiene los sitios de 

restricción, que se añadieron posteriormente. 

 

 Código NCBI pb Secuencia de los oligonucleótidos 

α X59507.1 

BamHI: 0 sitios 

KpnI: 0 sitios 

Etiqueta de 

estreptavidina 

726 5’ gcgcgGGATCCatgcaacagggccagatgg 

 

3’  

gcgcgGGTACCtcaTTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAgcgctga

ggaattttttaacttcctcct 

β M83674.1 

BamHI: 0 sitios 

KpnI: 0 sitios 

Etiqueta de 

hemaglutinina 

690 5’ gcgcgGGATCCatgaatcagactttagaaactgg 

 

3’ 

gcgcgGGTACCttaAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAgcc

AGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAcagaattaatccgagcttcctga 

PCR: 1. 98 °C/ 1 minuto 2. 98 °C/ 10 segundos 3. 65 °C/ 30 segundos. 30 ciclos. 4. 72 °C/10 

minutos.  

Los productos de PCR se purificaron usando electroforesis en un gel de agarosa 1% y se digirieron 

por 2 horas a 37 °C, al igual que el plásmido pCM1.57. Los productos digeridos se purificaron 

usando electroforesis y fueron ligados al plásmido incubando 1 hora a temperatura ambiente con 

la enzima T4 DNA ligasa. Bacterias E. coli DH5α fueron transformadas con los productos de la 

ligación y las colonias fueron seleccionadas por su resistencia a la kanamicina. Se procedió a la 

extracción del DNA plasmídico y a la confirmación de los insertos usando las enzimas de 

restricción BamHI y KpnI. Así mismo, las muestras fueron enviadas a secuenciar y fueron 

analizadas con el programa de alineamiento Clustal W.  
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 Microinyección  

Se microinyectaron los plásmidos para la expresión de las subunidades α y β del proteasoma 

arqueano junto con un plásmido marcador de inyección (proteína verde fluorescente), en la gónada 

de adultos jóvenes de C. elegans cepa salvaje. La confirmación de que la microinyección fue 

exitosa se realizó al analizar la progenie en busca de nemátodos fluorescentes, indicando la 

presencia del arreglo extracromosomal. Adicionalmente se realizó la PCR utilizando un solo 

gusano (1. 94 ºC/2 minutos, 2. 94 ºC/30 segundos, 3. 55 ºC/30 segundos, 4. 72 ºC/60 segundos, 5. 

72 ºC/10 minutos, 30 ciclos) y western blot (al inducir un choque térmico por 1 hora a 33 °C) para 

confirmar la presencia y expresión de la información.  

 Integración  

Para la integración se utilizó la progenie fluorescente (etapa larvaria L4) de los nemátodos 

microinyectados, se agregó trimetil psoralen a una concentración final de 50 µg/ml y 

posteriormente los gusanos fueron irradiados con 350 mJ (x100) en un Stratalinker 1800 UV. 

Posteriormente se dejó a los gusanos reposar por 5 horas en un plato con E. coli OP50 y se 

seleccionaron 24 gusanos (P0) que fueron transferidos a 8 platos (3 gusanos por plato). Los P0 se 

transfirieron a platos frescos cada 24 horas por 3 días y de la progenie (F1) se seleccionaron 100 

gusanos fluorescentes que fueron colocados individualmente en 100 platos. De la progenie de F1 

se seleccionaron 2 gusanos fluorescentes (F2) por plato, y fueron colocados en 200 platos. Se llevó 

a cabo el análisis de la progenie de los mismos (F3) y se seleccionaron aquellas cepas en las que 

se observó el 100% de los gusanos fluorescentes, indicando una integración exitosa. Dichos 

gusanos fueron colocados en platos conteniendo iRNA para las etiquetas de 

estreptavidina/hemaglutinina y fueron apareados con nemátodos cepa salvaje por 5 generaciones 
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subsecuentes para eliminar posibles mutaciones indeseadas generadas durante el procedimiento. 

Las líneas generadas de esta manera fueron analizadas con PCR empleando un solo nemátodo y 

western blot (posterior a un choque térmico por 1 hora a 33 °C) para confirmar la presencia y 

expresión de la información.  

 Medición de niveles de expresión y actividad proteasomal 

Se realizó PCR en tiempo real para medir los niveles de expresión de las subunidades α y β del 

proteasoma arqueano en los nemátodos transgénicos generados (línea 55) bajo distintas 

condiciones de inducción. Los tiempos y temperaturas de inducción seleccionados fueron los 

siguientes: 25 ⁰C, 29 ⁰C y 33 ⁰C por 20, 40 y 60 minutos. A manera de control se utilizaron 

nemátodos línea 55 no expuestos a choque térmico. Posterior a la inducción, se purificó el ácido 

ribonucleico (RNA) de los nemátodos usando el sistema comercial RNeasy (Quiagen), para lo que 

previamente se homogeneizaron y digirieron con PK a una concentración final de 0.1 mg/ml por 

30 minutos a 60 °C. Con el RNA purificado se realizó la PCR en tiempo real utilizando SYBR 

Green (Molecular Probes) para la detección y cuantificación de los productos amplificados.   

Para medir los niveles de actividad proteasomal en C. elegans N2 y línea 55, se seleccionó el 

esquema de inducción de 33 ⁰C por 60 minutos. A manera de controles se utilizaron nemátodos 

N2 y línea 55 no expuestos a choque térmico. Para evitar la contaminación transgeneracional, los 

nemátodos fueron cultivados en presencia de FUdR. Se utilizó el sistema comercial de 

cuantificación de actividad proteasomal ab107921 (Abcam), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Los nemátodos fueron homogeneizados en amortiguador para preservar la actividad 

proteasomal y el homogeneizado resultante se centrifugó a 10,000 g por 15 minutos a 4 ºC. La 

concentración de proteína total fue determinada por el método del ácido bicinconínico utilizando 
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el sistema Pierce MicroBCA (ThermoFisher). Se utilizaron 50 µl de muestra a una concentración 

de proteína de 0.5 µg/µl. Las mediciones se realizaron en paralelo con las muestras tratadas en 

ausencia y presencia de 100 µM del inhibidor de actividad proteasomal MG132 a 37 °C. El sustrato 

utilizado fue Succ-LLVY-AMC a una concentración de 50 µM. Las muestras fueron incubadas 

por una hora a 37 ºC y la fluorescencia fue determinada a una excitación de 380 nm y emisión de 

460 nm en un espectrofotómetro de fluorescencia Hitachi F7000. 
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CAPÍTULO III: Resultados  

III.1 Caracterización de los agregados proteicos generados durante el envejecimiento en 

Caenorhabditis elegans, FEMs y Mus musculus 

Para cumplir con este objetivo se llevó a cabo un estudio en Caenorhabditis elegans, FEMs y Mus 

musculus (cerebro, corazón, hígado e intestino) con el propósito de analizar la aparición de 

agregados proteicos en el envejecimiento y realizar su caracterización.  

Los agregados proteicos de tipo amiloide se caracterizan por ser insolubles en detergente, 

resistentes a la digestión con proteasas, unirse a tioflavina y a anticuerpos capaces de reconocer 

conformaciones comunes, por lo que esas técnicas fueron utilizadas para la caracterización de 

agregados generados durante el envejecimiento.  

 Caracterización de la senescencia en el modelo de FEMs 

Para el análisis de la agregación, a diferencia de los modelos de C. elegans y Mus musculus en los 

que se seleccionaron 3 grupos de edad: (día 1, 5 y 10) y (2, 12 y 24-27 meses) respectivamente; 

para el modelo de FEMs, se seleccionaron dos grupos basados en el análisis del número de 

poblaciones duplicadas (PD), tamaño (tinción de faloidina) y proliferación celular (ensayo de 5-

bromodeoxiuridina, BrdU), que son marcadores de senescencia (Figura 6). Los grupos 

seleccionados fueron aquellos pertenecientes a las PD 3 y 8 (Figura 6, panel A). El grupo PD 3 

exhibe características propias de fibroblastos jóvenes, como una alta tasa de proliferación celular 

y un tamaño celular pequeño. Mientras que el grupo PD 8 presenta una disminución en la tasa de 

proliferación celular además de un incremento significativo en el tamaño celular, características 

asociadas con la senescencia en este modelo (Figura 6, paneles B y C) [96,97].  
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Figura 6. Caracterización de la senescencia en los grupos de FEMs usados en este estudio. A) 

Número de poblaciones duplicadas (PD) determinadas con la fórmula ΔPD = log(nh/ni)/log2. 

Donde, nh es el número final de células en cada pasaje y ni es el número inicial de células; los 

grupos seleccionados están marcados con una flecha; B) Tinción de faloidina (izquierda) y 

cuantificación del tamaño celular (derecha) de los grupos seleccionados DAPI (Azul), faloidina 

(verde), n= 30 células; C) Ensayo de incorporación de 5-bromodeoxirudina (izquierda) y 

cuantificación de la proliferación celular (derecha) de los grupos seleccionados; DAPI (Azul), 

BrdU (rojo), n=100. T de student, ns P > 0.05, *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001. Promedio 

±error estándar. Aumento 10X.  
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 Insolubilidad proteica 

En enfermedades por desorden del plegamiento de proteínas, es bien sabido que las proteínas 

agregadas adquieren una conformación que las transforma en formas insolubles en detergente 

[106]. Es por eso que se decidió realizar la extracción de proteínas insolubles en muestras de 

distintas edades de los modelos seleccionados y cuantificarlas con el objetivo de observar si con 

el envejecimiento existe una tendencia a la formación y acumulación de proteínas insolubles. Se 

observó que en todas las muestras analizadas, una parte del proteoma incrementa su insolubilidad 

al extraer las proteínas en presencia de detergentes. Sin embargo, la cantidad de proteínas 

insolubles extraídas es significativamente mayor en el caso de las muestras envejecidas en los 

modelos de C. elegans, FEMs, cerebro y corazón de ratón (Figura 7, paneles A, B, C y D). 

Adicionalmente, al comparar los niveles de insolubilidad entre muestras jóvenes, adultas y 

envejecidas, se observó que la acumulación de proteínas insolubles parece ser un fenómeno que 

ocurre de manera progresiva durante la vida. En el caso de las muestras de hígado e intestino no 

se observó un incremento en la insolubilidad (Figura 7, paneles E y F), lo cual puede explicarse 

por el hecho de que estos órganos sufren recambio celular, a diferencia del cerebro y corazón. Una 

posibilidad es que durante la división celular los agregados se diluyen entre las células hijas y 

activan los mecanismos para su degradación, por lo cual no fue posible detectar un incremento de 

los mismos durante el envejecimiento.  
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A                             C. elegans 

 

B                           FEMs 

 

C                              Cerebro 

 

D                           Corazón 

 

E                               Hígado 

 

F                             Intestino 

 

Figura 7. Porcentaje de proteína insoluble. Muestras de: A) C. elegans, día 1 (D1), día 5 (D5) y 

día 10 (D10), n=3; B) FEMs, jóvenes (PD 3) y senescentes (PD 8), n=3; C) Cerebro de ratón D) 

Corazón de ratón E) Hígado de ratón y F) Intestino de ratón, joven (3 meses), adulto (12 meses) 

y viejo (22-27 meses), n=8. ANOVA de una vía, prueba de Tukey. T de student (FEMs), ns P > 

0.05, *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001. Promedio ±error estándar.  
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Existe evidencia de que cientos de proteínas se vuelven insolubles durante el envejecimiento en C. 

elegans [19,20] y S. cerevisiae [21]. Para determinar si lo mismo sucede en la fracción insoluble 

de los órganos de ratón estudiados, se analizaron los homogeneizados totales (HT) y las fracciones 

insolubles a través de electroforesis SDS-PAGE y tinción de Coomassie (Figura 8). La intensidad 

de las bandas de muestras envejecidas de cerebro y corazón (Figura 8, paneles A y B, último carril 

de cada gel) indica que la fracción insoluble se encuentra enriquecida, lo cual es consistente con 

los resultados presentados en la Figura 7, paneles C y D. Adicionalmente, se observa que en el 

homogeneizado total de los órganos analizados el patrón de expresión proteica cambia con la edad 

(Figura 8, primeros tres carriles de cada gel) y que múltiples bandas aparecen en la fracción 

insoluble (Figura 8, último carril de cada gel), sugiriendo que son varias y distintas las proteínas 

que presentan tendencia a la insolubilidad durante el envejecimiento en los órganos de ratón 

analizados.  

          A        Cerebro             B        Corazón            C        Hígado           D        Intestino 

 

Figura 8. Electroforesis SDS-PAGE y tinción de Coomassie de los homogeneizados totales 

(HT) y fracciones insolubles. Muestras de: A) Cerebro, B) Corazón, C) Hígado y D) Intestino de 

ratones jóvenes (J), adultos (A) y viejos (V). 
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 Ensayo de tioflavina T 

La tioflavina es una molécula benzotiazólica que exhibe un incremento en su fluorescencia al 

unirse a fibras amiloides y es comúnmente utilizada para la detección de amiloides, ex vivo e in 

vitro [107]. Ha sido utilizada para analizar la formación de agregados de proteínas amiloidogénicas 

tales como α-sinucleina, β-amiloide, insulina, etc. La interacción de la tioflavina con dichos 

agregados potencia la fluorescencia debido a su inmovilización.  Esta molécula se comporta como 

un rotor molecular; en solución una barrera de baja energía permite la rotación libre de los anillos 

de benzilamina y benzotiazol, dicha rotación  mitiga rápidamente los estados excitados generados 

por la excitación de los fotones, causando una baja emisión de fluorescencia en la tioflavina libre. 

En contraste, la inmovilización rotacional de tioflavina conserva el estado excitado, generando un 

incremento en la fluorescencia. Existe evidencia de que las moléculas de tioflavina se asocian a 

agregados de proteínas estructurados como láminas β, al unirse a los canales que se forman entre 

las mismas debido a interacciones entre el grupo C=O de una hebra con el N-H de la otra. El grado 

de unión de la tioflavina depende de la accesibilidad que la misma tenga a dichas regiones de 

unión. Al inicio de los procesos de agregación existe muy poca o nula unión a la tioflavina. Una 

vez que las láminas β comienzan a formarse, la unión a tioflavina inicia e incrementa en proporción 

al contenido de láminas en el sistema [108]. El incremento en la fluorescencia puede observarse 

con un microscopio de fluorescencia o por un espectrofotómetro de fluorescencia [109]. 

Debido a las propiedades antes mencionadas, se decidió realizar el ensayo de la tioflavina para la 

caracterización de las fracciones de proteína insoluble aisladas durante el envejecimiento en los 

modelos seleccionados. De tal manera, con el objetivo de recabar evidencia referente al tipo y 

posible estructura secundaria de los agregados generados con la edad, se extrajeron las proteínas 

insolubles de las muestras tratadas con lipasa y DNasa y se monitoreó in vitro su unión a tioflavina 
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T. Adicionalmente, se analizaron muestras en ausencia de tioflavina, que fueron utilizadas para 

determinar los niveles intrínsecos de fluorescencia de las muestras y de esta manera substraerlos 

de las mediciones en presencia del fluoróforo. Los resultados se presentan en la Figura 9, donde 

se observa que en todas las muestras fue posible detectar fluorescencia, siendo más intensa en el 

caso de las muestras con mayor edad. Los valores de fluorescencia detectados en las muestras de 

C. elegans (Figura 9, panel A) registraron un incremento con la edad que no alcanzó los valores 

de significancia, sin embargo, presentaron una tendencia de aumento progresivo. La fluorescencia 

en el caso de las muestras de FEMs, corazón y cerebro de ratón  (Figura 9, paneles B-D) se 

incrementó de manera progresiva y significativa con la edad, indicando la posible presencia de una 

fracción enriquecida de agregados con estructura secundaria de tipo lámina β. Dicho fenómeno no 

fue observado en las muestras de hígado e intestino (Figura 9, paneles E y F). Debido a que se ha 

reportado que la tioflavina puede unirse de manera inespecífica a otras moléculas tales como DNA, 

RNA, mucopolisacaridos, etc. [107], se realizó un pretratamiento de las fracciones insolubles con 

PK a concentraciones elevadas para destruir la proteína presente y de esta manera determinar si la 

señal observada previamente provenía de material de tipo proteico o no (Figura 10).  Después de 

realizar la proteólisis se llevó a cabo la lectura de fluorescencia de las muestras en presencia de 

tioflavina y se observó que el tratamiento produjo un decremento de la señal de la misma, lo cual 

indica que los valores de fluorescencia obtenidos previamente se deben a la unión de la tioflavina 

a proteínas.  
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A                               C. elegans 

 

B                                 FEMs 

 

C                                Cerebro 

 

D                               Corazón 

 

E                                  Hígado  

 

F                                Intestino 

 

Figura 9. Señal de tioflavina T expresada en unidades de fluorescencia (UF) en la fracción 

insoluble. Muestras de: A) C. elegans, día 1 (D1), día 5 (D5) y día 10 (D10), n=3; B) FEMs, 

jóvenes (PD 3) y senescentes (PD 8), n=3; C) Cerebro de ratón D) Corazón de ratón E) Hígado 

de ratón e F) Intestino de ratón, joven (3 meses), adulto (12 meses) y viejo (22-27 meses), n=8. T 

de student (FEMs). ANOVA de una vía, prueba de Tukey. ns P > 0.05, *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, 

***P ≤ 0.001. Promedio ±error estándar.  
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A                             C. elegans 

 

B                                 FEMs 

 

C                                Cerebro 

 

D                                Corazón 

 

E                                 Hígado 

 

F                                  Intestino 

 

Figura 10. Señal de tioflavina T expresada en unidades de fluorescencia (UF) en la fracción 

insoluble pretratada con PK. Las muestras fueron tratadas con 1 mg/ml de PK  por 1 hora a 37 

⁰C. A) C. elegans, día 1 (D1), día 5 (D5) y día 10 (D10), n=3; B) FEMs, jóvenes (PD 3) y 

senescentes (PD 8), n=3; C) Cerebro de ratón D) Corazón de ratón E) Hígado de ratón e F) 

Intestino de ratón, joven (3 meses), adulto (12 meses) y viejo (22-27 meses), n=8. T de student 

(FEMs). ANOVA de una vía, prueba de Tukey. ns P > 0.05, *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 

0.001. Promedio ±error estándar.  
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Está documentado el hecho de que con la edad existe acumulación en diversos tejidos de un 

pigmento conocido como lipofuscina [110]. Dicho compuesto tiene propiedades de 

autofluorescencia que traslapa con los espectros de excitación de algunos fluoróforos [111] y 

pudiera transferirles energía a través del fenómeno conocido como FRET (transferencia resonante 

de energía en fluorescencia) [112]. Para descartar la posibilidad de que la lipofuscina pudiera estar 

interfiriendo con la señal de la tioflavina T obtenida en las fracciones insolubles de los órganos de 

ratón analizados, se realizó la medición del espectro de emisión de fluorescencia de las muestras 

(200 nm a 900 nm) en presencia de tioflavina T a una excitación de 435 nm (Figura 11). Es posible 

observar que a ese valor de excitación sólo se presenta un pico máximo de emisión en el rango de 

longitud de onda esperado para la señal de tioflavina unida a amiloide (485-495 nm) [113]. La 

evidencia anterior descarta la posibilidad de interferencia con la señal de tioflavina.  
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A                        Cerebro 

 

B                      Corazón 

 

C                         Hígado 

 

D                       Intestino 

 

Figura 11. Espectro de emisión de fluorescencia (200 nm a 900 nm) de las fracciones insolubles. 

Muestras de: A) Cerebro, B) Corazón, C) Hígado y D) Intestino de ratón de distintas edades en 

presencia de tioflavina T 5 µM a una excitación de 435 nm. 

 

 Resistencia a la digestión proteica 

La resistencia extrema de los agregados amiloides a la degradación química, térmica y proteolítica 

es una propiedad adquirida comparada con las proteínas precursoras que los forman y es un 

prerrequisito importante para su acumulación. Por ejemplo, la forma resistente a la digestión de la 

proteína priónica fue inicialmente detectada como el componente principal de los agregados 

infecciosos de alto peso molecular aislados por ultracentrifugación. Debido a dicha estabilidad, se 
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ha sugerido que las fibras amiloides representan un estado mínimo global de energía libre en 

términos de plegamiento proteico y agregación [114].   

Para explorar si los agregados proteicos generados durante el envejecimiento son estables a la 

degradación proteica, se realizaron ensayos de digestión con PK en las muestras de los modelos 

estudiados. Los homogeneizados totales de C. elegans y FEMs fueron parcialmente digeridos con 

PK y posteriormente sometidos a electroforesis SDS-PAGE y tinción de Coomassie. En la Figura 

12, paneles A y B se aprecia que el patrón de las bandas de las muestras de distintas edades es 

diferente, observándose una mayor resistencia en el caso de las muestras envejecidas, sugiriendo 

que la tendencia a la digestión disminuye con el tiempo. Con el objetivo de realizar un ensayo 

cuantitativo en la fracción insoluble de las muestras de cerebro, corazón, hígado e intestino de 

ratón, se utilizó el método de precipitación con metanol posterior a la digestión proteica. El 

porcentaje de proteína no digerida se presenta en la Figura 12, paneles C-F. Siguiendo una 

tendencia similar a los resultados de insolubilidad y tioflavina (Figuras 7 y 9, paneles C y D), se 

observó un aumento en la resistencia a la digestión de las proteínas contenidas en la fracción 

insoluble de corazón y cerebro (Figura 12, paneles C y D) de ratón del grupo de animales viejos. 

El porcentaje de proteína insoluble no digerida en las muestras de hígado e intestino (Figura 12, 

paneles E y F) no muestra diferencia significativa entre los grupos de edad, además de presentar 

valores menores a los observados en cerebro y corazón, lo cual indica que esos órganos poseen 

proteínas que tienen una menor resistencia a la digestión, sugiriendo que probablemente no forman 

agregados que propicien la resistencia proteolítica. 
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A                             C. elegans 

 

B                                 FEMs 

 

C                               Cerebro 

 

D                              Corazón 

 

E                                 Hígado  

 

F                              Intestino 

 

Figura 12. Proteína no digerida en muestras de homogeneizados totales. A) C. elegans, día 1 

(D1), día 5 (D5) y día 10 (D10), n=3; B) FEMs, jóvenes (PD 3) y senescentes (PD 8) n=3 y 

fracciones insolubles de C) Cerebro de ratón D) Corazón de ratón E) Hígado de ratón e F) 

Intestino de ratón, joven (3 meses), adulto (12 meses) y viejo (22-27 meses), n=8. T de student 

(FEMs). ANOVA de una vía, prueba de Tukey. ns P > 0.05, *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 

0.001. Promedio ±error estándar.  
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 Inmunoquímica con anticuerpos conformacionales 

Recientemente se han desarrollado anticuerpos conformacionales, los cuales parecen reconocer 

epítopos genéricos que son específicos a muchos tipos de fibras amiloides y no a sus monómeros 

solubles, independientemente de la secuencia de aminoácidos. Entre ellos se encuentra el 

anticuerpo conformacional A11, que reconoce un epítopo común a los oligómeros prefibrilares. 

Se cree que dichos oligómeros representan las especies primarias o patológicas y son conocidos 

como prefibrilares ya que preceden a la formación de fibras y desaparecen una vez que las mismas 

se han formado. Así mismo, el anticuerpo OC reconoce un epítopo genérico que se asocia con las 

fibras amiloides y los oligómeros fibrilares, también es dependiente de la conformación y es 

incapaz de reconocer las formas monoméricas [115,116].  

Con el objetivo de determinar si los agregados generados durante el envejecimiento presentan 

reactividad a alguno de estos dos anticuerpos conformacionales, se realizaron tinciones 

inmunoquímicas en muestras de C. elegans y de FEMs (Figura 13 y Figura 14). En las muestras 

de C. elegans la señal en los nemátodos envejecidos se encuentra principalmente localizada en el 

área gonadal (Figura 13, paneles A y B, días 5 y 10), lo cual hace difícil su distinción de la 

autofluorescencia característica del modelo (Figura 13, panel C); por lo tanto, a pesar de que en 

el caso de muestras envejecidas se observa un patrón punteado de reactividad (Figura 13, flechas 

en paneles A y B, días 5 y 10), no es posible obtener una conclusión a partir de estas tinciones. En 

el caso de las muestras del grupo de FEMs senescentes se observó un incremento en la reactividad 

para ambos anticuerpos (Figura 14, paneles derechos A y B), interesantemente se encuentra 

principalmente localizada en áreas adyacentes al núcleo, sugiriendo que los agregados proteicos 

podrían estar contenidos en agresomas, que son cuerpos de inclusión yuxtanucleares que se forman 

como respuesta celular general a la presencia de proteínas agregadas [117]. Para descartar que la 
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señal observada proviniera de una posible unión inespecífica del anticuerpo secundario, se 

realizaron tinciones en ausencia del anticuerpo primario y no se observó reactividad alguna 

(Figura 14, panel C).  

Día 1 Día 5 Día 10 

A 

 
  

B 

   
C 

  
 

Figura 13. Fotomicrografías de C. elegans a los días 1, 5 y 10 teñidos con los anticuerpos A) 

A11 (rojo); B) OC (rojo) y C) señal de autofluorescencia en el canal rojo. En la esquina superior 

de cada imagen se muestran las imágenes en campo brillante. Magnificación 20x. 
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PD 3 

A 

 

PD 8 

A 

 
B 

 

B 

 
C 

 

C 

 
Figura 14. FEMs a los PD 3 y PD 8 teñidos con los anticuerpos A) A11; B) OC y C) únicamente 

anticuerpo secundario Alexa Flour 594. Azul (DAPI), Rojo (A11 u OC), Verde (faloidina). 

Magnificación 40x. 
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Adicionalmente se realizaron inmunoensayos de dot blot con los anticuerpos A11 y OC en las 

muestras de homogeneizados de C. elegans y FEMs y en las fracciones insolubles de cerebro, 

corazón, hígado e intestino de ratón (Figura 15). Se observó un incremento significativo a la 

reactividad para ambos anticuerpos en las muestras de C. elegans envejecidas (Figura 15, paneles 

A1 y A2); sin embargo no se registró diferencia en las muestras de FEMs (Figura 15, paneles B1 

y B2). Para el caso de las fracciones insolubles de los órganos de ratón analizados se observó un 

incremento significativo en la reactividad al anticuerpo A11 en las muestras de cerebro, corazón e 

hígado (Figura 15, panel C1). Mientras que la reactividad al anticuerpo OC no presentó un 

incremento al comparar las muestras jóvenes con las envejecidas en dichos órganos (Figura 15, 

panel C2). Extrañamente, las muestras de intestino registraron una reactividad incrementada al 

compararlas con las de los otros órganos (Figura 15, paneles C1 y C2), lo cual no es consistente 

con los resultados bioquímicos obtenidos, lo anterior pudiera ser resultado de una unión 

inespecífica de los anticuerpos a algún componente presente en la fracción insoluble de intestino.  
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Figura 15. Dot blot con los anticuerpos conformacionales A11 (columna izquierda) y OC 

(columna derecha) de homogenizado total de A1 y A2) C. elegans a los días 1 (D1), 5 (D5) y 10 

(D10) de vida adulta, n=3; B1 y B2) FEMs PD3 y 8, n=4; C1 y C2) fracciones insolubles de 

cerebro, corazón, hígado e intestino de ratones jóvenes, adultos y viejos, n=3. La cuantificación 

de la intensidad se realizó con el programa Image J. T de student (FEMs). ANOVA de una vía, 

prueba de comparación de Tukey. ns P > 0.05, * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0.001. Promedio 

±error estándar.  
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III.2 Inhibición farmacológica de la agregación proteica como estrategia para retrasar el 

envejecimiento en Caenorhabditis elegans  

Para investigar el efecto de la inhibición de la agregación proteica en el envejecimiento 

cronológico y biológico de C. elegans (donde se ha descrito que más de 400 proteínas se vuelven 

insolubles [19]), se trataron a los nemátodos con un grupo de compuestos inhibidores de la 

agregación, que poseen diversidad estructural y propiedades de inhibir los agregados 

independientemente de la secuencia aminoacídica.  Para seleccionar los compuestos utilizados se 

realizó una revisión bibliográfica para identificar inhibidores reportados in vitro y con un amplio 

espectro de actividad inhibitoria [34,35,38–40,45,118]. Se eligió a C. elegans como modelo porque 

su tamaño permite realizar estudios de múltiples compuestos en placas de 96 pozos, además de ser 

un modelo postmitótico lo cual facilita el estudio de la acumulación de moléculas dañadas durante 

el envejecimiento. 

 Identificación de compuestos inhibidores de la agregación que prolongan la 

sobrevivencia media en Caenorhabditis elegans  

Se seleccionaron los compuestos miricetina, quinacrina, lacmoide, rodanina, negro de clorazol, 

ANSA y curcumina (Figura 16), dichos compuestos son estructuralmente diversos, lo cual es 

importante para minimizar la posibilidad de que el efecto observado sea dependiente de otras 

características comunes, como actividad antioxidante, por ejemplo.  
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Figura 16. Estructura de los inhibidores de la agregación utilizados en este estudio. A) 

Miricetina, B) Quinacrina, C) Lacmoide, D) Rodanina, E) Negro clorazol, F) ANSA y G) 

Curcumina. 

 

Los nemátodos fueron cultivados en medio líquido y tratados durante toda la vida adulta con los 

compuestos a las concentraciones finales de 7.5, 15, 30, 60, 120 y 240 µM; para el caso de la 

curcumina se utilizaron las concentraciones de 20 y 100 µM. Se observó un incremento en la 

sobrevivencia media de los nemátodos tratados con todas las concentraciones de miricetina (27%, 

de 10 a 14 días), con quinacrina 7.5 µM (23%, de 13 a 16 días) y con ANSA 60 µM (15%, de 13 

a 15 días). Sorpresivamente, el tratamiento con curcumina no ocasionó efecto en la sobrevivencia, 

lo cual puede ser explicado por el hecho de que fue el único compuesto en el que se observó la 

formación de precipitados al añadirlo al medio líquido. Adicionalmente, las concentraciones más 

bajas (7.5 µM) de negro clorazol y rodanina incrementaron la sobrevivencia media un 31% (de 13 

a 17 días) y 8% (de 13 a 14 días) respectivamente; sin embargo, concentraciones más elevadas 

resultaron tóxicas y causaron una reducción en la sobrevivencia media. Un efecto tóxico similar 

se observó con el lacmoide, donde todas las concentraciones redujeron la sobrevivencia. En 
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resumen, el tratamiento con 5 de los 7 compuestos seleccionados incrementaron la sobrevivencia 

media en C. elegans (Tabla 3).  

Tabla 3. Resultados del estudio en medio líquido. Todos los compuestos fueron probados a 7.5, 

15, 30, 60, 120 y 240 µM, con excepción de la curcumina para la cual se utilizaron las 

concentraciones 20 and 100 µM. Las columnas 3 a 8 contienen el porcentaje de cambio en la 

sobrevivencia media calculado con respecto al control apropiado. Los valores negativos indican 

que el tratamiento causó una reducción en la sobrevivencia media. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Estudio de la longevidad en medio sólido  

Los nemátodos tratados con miricetina, quinacrina y ANSA tuvieron un incremento ≥15 % en la 

sobrevivencia. Dichos compuestos fueron seleccionados para su validación en los estudios de 

medio sólido, donde el efecto en el envejecimiento cronológico y biológico puede ser confirmado. 

Debido a los numerosos reportes que indican la actividad antiagregatoria de la curcumina 

[119][120][121], se decidió probarla en medio sólido.   

Todos los tratamientos probados extendieron la longevidad en los nemátodos tratados en medio 

sólido, al compararlos con el control apropiado (Figura 17). La sobrevivencia promedio se 

incrementó con quinacrina 7.5 µM (18.3%, de 13.11 a 15.51 días) y la sobrevivencia máxima un 

Compuesto Grupo 
Efecto en la sobrevivencia media 

7.5 µM 15 µM 30 µM 60 µM 120 µM 240 µM 

Miricetina Polifenol 33% 33% 33% 33% 33% 33% 

Quinacrina Fenotiazina 23% 8% 8% 8% 8% 8% 

ANSA Organosulfuro 0% 0% 0% 15% 0% 0% 

Negro de 

clorazol 

Compuesto 

sulfonado 

30% -8% -8% -8% -8% -8% 

Rodanina Tiazolidina 8% 0% -8% -8% -15% -23% 

Lacmoide Fenotiazina -6% -6% -6% -6% -6% -6% 

Curcumina Curcuminoide 0% a 20 µM 0% a 100 µM 
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11.76% (de 17 a 19 días). La miricetina 120 µM produjo un 34.33% de incremento en la 

sobrevivencia promedio (de 14.01 a 18.82 días) y un incremento de 33.33% en la sobrevivencia 

máxima (de 18 a 24 días). Interesantemente, la concentración de ANSA tuvo que incrementarse 

de 60 µM (la cual fue efectiva en medio líquido) a 120 µM para observar un efecto significativo. 

Probablemente ANSA es menos estable en medio sólido y es por eso que el efecto se observó a 

una concentración más alta que en el medio líquido.  El tratamiento con ANSA 120 µM produjo 

un 22.71% de prolongación en la sobrevivencia promedio (de 11.4 a 3.99 días) y 15.38% en la 

sobrevivencia máxima (de 13 a 15 días). Como se mencionó anteriormente, la curcumina precipitó 

en el ensayo de medio líquido, sin embargo no se observó precipitación alguna en el ensayo en 

medio sólido, lo cual permitió observar un efecto positivo en la longevidad. El tratamiento con 

curcumina 100 µM incrementó la sobrevivencia promedio un 12.62% (de 15.44 a 17.39 días) y la 

sobrevivencia máxima un 27.77% (de 18 a 23 días). Se observó una fuerte precipitación del negro 

de clorazol en el medio sólido, evitando el análisis de su efecto.  
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Figura 17. Curvas de sobrevivencia de los nemátodos tratados en medio sólido. A) Quinacrina 

7.5 µM (n=99), B) Miricetina 120 µM (n=160), C) Curcumina 100 µM (n=60) y D) ANSA 120 

µM (n=117). Los análisis estadísticos se realizaron con la prueba de log-rank al comparar con el 

control apropiado, P > 0.05, * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0.001. 

 

 Estudio del envejecimiento biológico en medio sólido 

Existen numerosos estudios donde se reportan biomarcadores para caracterizar el envejecimiento 

en C. elegans [122]. Dentro de ellos, la tasa de bombeo faríngeo es uno de los marcadores no 

invasivos y más aceptados para el estudio del envejecimiento biológico. En C. elegans, la faringe 

es un órgano neuromuscular que controla la introducción de alimento del exterior al interior del 

nemátodo, a través de una serie de contracciones conocidas como bombeo faríngeo. Se encuentra 
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bien documentado el hecho de que el bombeo faríngeo disminuye con el envejecimiento y está 

relacionado con la degeneración muscular en este modelo [122,123].  

Para determinar si el tratamiento con los inhibidores de la agregación que prolongaron la 

longevidad en medio sólido, incrementa también el estado de salud del nemátodo, se utilizó un 

estudio en medio sólido para medir los cambios en la tasa de bombeo faríngeo a los días 2, 4, 6 y 

8 de vida adulta (Figura 18). Se eligieron esos días debido a que se encuentra reportado que no es 

posible observar el bombeo faríngeo después del día 12 de vida adulta [124].  

Los tratamientos con miricetina, quinacrina, ANSA y curcumina retrasaron la disminución del 

bombeo faríngeo, sugiriendo que la extensión observada en la longevidad (Figura 17) se encuentra 

acoplada a un incremento en el estado de salud de este modelo. A continuación se presenta un 

resumen de los resultados presentados en la Figura 18. Miricetina (día 2, 119.2±2.673 vs control 

0.4% DMSO 99.97±2.7; día 8, 72.70±5.868 vs control 33.83±4.789), quinacrina (día 2, 

123.1±1.533 vs control H2O 95.63±1.567; día 8, 58.47±5.686 vs control 25.80±2.735), ANSA (día 

2, 122.2±3.654 vs control 0.4% DMF 109.8±2.119; día 8, 57.63±5.541 vs control 31.83±3.729) y 

curcumina (día 2, 123.8±1.838 vs control 0.1% DMSO 100.4±4.221; día 8, 93.60±4.551 vs control 

58.93±7.032). 
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Figura 18. Efecto de los inhibidores de la agregación en la tasa de bombeo faríngeo de los 

nemátodos. A los días 2 (D2), 4 (D4), 6 (D6) y 8 (D8) de vida adulta tratados con A) Quinacrina 

7.5 µM, B) Miricetina 120 µM, C) Curcumina 100 µM y D) ANSA 120 µM, n=30, T de student. 

ns P > 0.05, * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0.001.  
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III.3 Manipulación de la proteostasis en Caenorhabditis elegans como estrategia para alterar 

el envejecimiento 

Un nivel óptimo de actividad en la maquinaria de degradación parece ser crucial para mantener la 

proteostasis [50,125]. Con el objetivo de incrementar la maquinaria proteasomal de degradación 

de proteínas plegadas anormalmente y agregadas en C. elegans y observar su efecto en el 

envejecimiento, se decidió expresar el proteasoma de la arquea Thermoplasma acidophilum, 

compuesto por las subunidades α y β. 

 Generación de los plásmidos 

Se obtuvo el plásmido pRSET5a que contiene los genes para las subunidades α y β del proteasoma 

de Thermoplasma acidophilum y un gen de resistencia a la ampicilina, dicho plásmido se amplificó 

en bacterias competentes y se seleccionaron las colonias por su resistencia a la ampicilina. El DNA 

plasmídico se purificó y por PCR se amplificaron ambas secuencias. Adicionalmente, se añadió 

una etiqueta de estreptavidina (subunidad α) y una etiqueta de hemaglutinina (subunidad β), con 

el objetivo de facilitar su posterior identificación. La información amplificada se digirió y se ligó 

al plásmido para C. elegans pCM1.57 (Figura 19, panel A), que posee un gen de resistencia a la 

kanamicina y un promotor inducible por choque térmico que permite controlar la expresión de la 

información al someter a los nemátodos a temperaturas elevadas. Posteriormente se transformaron 

bacterias E. coli DH5α con los plásmidos y se seleccionaron las colonias resistentes a la 

kanamicina. La inserción correcta de la información se rectificó a través de digestión con las 

enzimas de restricción BamHI y KpnI. Los fragmentos observados corresponden al tamaño 

esperado (Figura 19, panel B).  
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A 

 

B 

 

Figura 19. Clonación de las subunidades α y β del proteasoma de Thermoplasma acidophilum en 

el plásmido pCM1.57. A) Plásmido pCM1.57; B) Gel de agarosa 1% mostrando: pb, marcador 

de peso molecular; α y β, productos de PCR de las subunidades del proteasoma de 

Thermoplasma acidophilum, P plásmido pCM1.57 digerido (3144 pb), P + α (3144 pb + 726 pb) 

plásmido con la secuencia genética de la subunidad α digerido, P + β (3144 pb + 690 pb) 

plásmido con la secuencia genética de la subunidad β digerido. 

 

Adicionalmente, el plásmido se secuenció y se confirmó por medio de un alineamiento usando el 

programa Clustal W, obteniendo un 100% de identidad (Figuras 20 y 21). 
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alfa_exp        ATGCAACAGGGCCAGATGGCTTACGATAGAGCGATTACGGTTTTTTCACCAGATGGTAGA 60 

alfa_ncbi       ATGCAACAGGGCCAGATGGCTTACGATAGAGCGATTACGGTTTTTTCACCAGATGGTAGA 60 

                ************************************************************ 

 

alfa_exp        CTTTTCCAGGTAGAGTATGCAAGGGAAGCAGTTAAGAAAGGTTCAACGGCGCTCGGTATG 120 

alfa_ncbi       CTTTTCCAGGTAGAGTATGCAAGGGAAGCAGTTAAGAAAGGTTCAACGGCGCTCGGTATG 120 

                ************************************************************ 

 

alfa_exp        AAATTCGCAAATGGTGTGCTCTTGATATCCGATAAGAAGGTAAGAAGCAGACTTATTGAG 180 

alfa_ncbi       AAATTCGCAAATGGTGTGCTCTTGATATCCGATAAGAAGGTAAGAAGCAGACTTATTGAG 180 

                ************************************************************ 

 

alfa_exp        CAGAATTCAATTGAAAAGATACAGCTTATAGATGATTATGTTGCCGCAGTGACGTCCGGG 240 

alfa_ncbi       CAGAATTCAATTGAAAAGATACAGCTTATAGATGATTATGTTGCCGCAGTGACGTCCGGG 240 

                ************************************************************ 

 

alfa_exp        CTGGTGGCAGACGCGAGAGTACTTGTGGACTTTGCCAGGATAAGCGCCCAGCAGGAAAAG 300 

alfa_ncbi       CTGGTGGCAGACGCGAGAGTACTTGTGGACTTTGCCAGGATAAGCGCCCAGCAGGAAAAG 300 

                ************************************************************ 

 

alfa_exp        GTAACGTACGGATCGCTTGTAAATATTGAGAATCTAGTTAAGAGAGTTGCTGACCAGATG 360 

alfa_ncbi       GTAACGTACGGATCGCTTGTAAATATTGAGAATCTAGTTAAGAGAGTTGCTGACCAGATG 360 

                ************************************************************ 

 

alfa_exp        CAGCAGTACACACAGTACGGTGGCGTAAGGCCATACGGTGTATCGCTGATCTTCGCTGGC 420 

alfa_ncbi       CAGCAGTACACACAGTACGGTGGCGTAAGGCCATACGGTGTATCGCTGATCTTCGCTGGC 420 

                ************************************************************ 

 

alfa_exp        ATAGATCAGATCGGCCCAAGGCTGTTCGACTGCGATCCCGCCGGTACTATAAATGAGTAC 480 

alfa_ncbi       ATAGATCAGATCGGCCCAAGGCTGTTCGACTGCGATCCCGCCGGTACTATAAATGAGTAC 480 

                ************************************************************ 

 

alfa_exp        AAGGCAACGGCCATCGGATCGGGCAAAGATGCCGTTGTGAGCTTCCTTGAGCGCGAATAC 540 

alfa_ncbi       AAGGCAACGGCCATCGGATCGGGCAAAGATGCCGTTGTGAGCTTCCTTGAGCGCGAATAC 540 

                ************************************************************ 

 

alfa_exp        AAGGAAAACCTGCCCGAGAAGGAAGCAGTGACGCTTGGAATAAAGGCGCTGAAATCTTCC 600 

alfa_ncbi       AAGGAAAACCTGCCCGAGAAGGAAGCAGTGACGCTTGGAATAAAGGCGCTGAAATCTTCC 600 

                ************************************************************ 

 

alfa_exp        CTTGAGGAGGGCGAAGAGCTTAAGGCTCCGGAGATCGCATCAATAACGGTGGGAAATAAG 660 

alfa_ncbi       CTTGAGGAGGGCGAAGAGCTTAAGGCTCCGGAGATCGCATCAATAACGGTGGGAAATAAG 660 

                ************************************************************ 

 

alfa_exp        TACAGGATATACGATCAGGAGGAAGTTAAAAAATTCC 

alfa_ncbi       TACAGGATATACGATCAGGAGGAAGTTAAAAAATTCC 

                 **************************************                   

 

Figura 20. Alineamiento de la secuencia clonada de la subunidad α del proteasoma arqueano 

(alfa-exp) con la secuencia reportada (alfa-ncbi, GenBank X59507.1). 
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beta_exp        ATGAATCAGACTTTAGAAACTGGTACAACCACGGTTGGTATTACACTGAAAGACGCCGTA 60 

beta_ncbi       ATGAATCAGACTTTAGAAACTGGTACAACCACGGTTGGTATTACACTGAAAGACGCCGTA 60 

                ************************************************************ 

 

beta_exp        ATAATGGCAACTGAAAGGCGTGTCACAATGGAGAATTTCATCATGCACAAGAATGGTAAA 120 

beta_ncbi       ATAATGGCAACTGAAAGGCGTGTCACAATGGAGAATTTCATCATGCACAAGAATGGTAAA 120 

                ************************************************************ 

 

beta_exp        AAGCTGTTCCAGATCGACACTTATACGGGGATGACAATAGCCGGCCTTGTGGGAGATGCC 180 

beta_ncbi       AAGCTGTTCCAGATCGACACTTATACGGGGATGACAATAGCCGGCCTTGTGGGAGATGCC 180 

                ************************************************************ 

 

beta_exp        CAAGTACTGGTAAGGTATATGAAGGCAGAGCTTGAACTTTACAGGCTCCAGAGAAGAGTA 240 

beta_ncbi       CAAGTACTGGTAAGGTATATGAAGGCAGAGCTTGAACTTTACAGGCTCCAGAGAAGAGTA 240 

                ************************************************************ 

 

beta_exp        AACATGCCAATAGAGGCTGTTGCCACTCTGCTTTCAAACATGCTCAACCAGGTAAAATAC 300 

beta_ncbi       AACATGCCAATAGAGGCTGTTGCCACTCTGCTTTCAAACATGCTCAACCAGGTAAAATAC 300 

                ************************************************************ 

 

beta_exp        ATGCCTTACATGGTCCAGCTGCTTGTGGGTGGAATTGATACAGCTCCCCACGTATTTTCC 360 

beta_ncbi       ATGCCTTACATGGTCCAGCTGCTTGTGGGTGGAATTGATACAGCTCCCCACGTATTTTCC 360 

                ************************************************************ 

 

beta_exp        ATAGATGCGGCTGGAGGTTCCGTTGAGGATATCTATGCCAGCACAGGATCAGGCTCACCA 420 

beta_ncbi       ATAGATGCGGCTGGAGGTTCCGTTGAGGATATCTATGCCAGCACAGGATCAGGCTCACCA 420 

                ************************************************************ 

 

beta_exp        TTCGTATACGGCGTTCTCGAATCGCAGTATAGCGAAAAGATGACCGTCGATGAAGGTGTC 480 

beta_ncbi       TTCGTATACGGCGTTCTCGAATCGCAGTATAGCGAAAAGATGACCGTCGATGAAGGTGTC 480 

                ************************************************************ 

 

beta_exp        GATCTTGTGATAAGGGCCATAAGCGCGGCAAAGCAGAGGGATTCAGCATCTGGAGGTATG 540 

beta_ncbi       GATCTTGTGATAAGGGCCATAAGCGCGGCAAAGCAGAGGGATTCAGCATCTGGAGGTATG 540 

                ************************************************************ 

 

beta_exp        ATAGATGTTGCGGTTATTACTAGGAAAGACGGATATGTCCAGCTTCCTACCGATCAGATA 600 

beta_nc bi       ATAGATGTTGCGGTTATTACTAGGAAAGACGGATATGTCCAGCTTCCTACCGATCAGATA 600 
                ************************************************************ 

 

beta_exp        GAATCAAGGATCAGGAAGCTCGGATTAATTCTG 

beta_ncbi       GAATCAAGGATCAGGAAGCTCGGATTAATTCTG 

                 **********************************      

Figura 21. Alineamiento de la secuencia clonada de la subunidad β del proteasoma arqueano 

(beta-exp) con la secuencia reportada (beta-ncbi, GenBank M83674.1). 
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 Microinyección e integración 

El siguiente paso consistió en microinyectar en la gónada de C. elegans los plásmidos de expresión 

para las subunidades del proteasoma de Thermoplasma acidophilum, junto con un plásmido 

marcador para expresar la proteína verde fluorescente como marcador. Como se indicó en la 

metodología, la progenie con el marcador se analizó por PCR de un solo nemátodo y western blot 

para comprobar la presencia y expresión de las subunidades proteasomales (Figura 22).  

A 

 

B 

 

Figura 22. A) Análisis de los productos de la PCR de un solo nemátodo para la confirmación de 

la presencia de la información genética para las subunidades α (726 pb) y β (690 pb) en 

nemátodos microinyectados (NM);  B) Western  blot para verificar la expresión de las 

subunidades α y β tras someter a los NM a un choque térmico (33 °C / 1 hora). Subunidad alfa: 

233 aa + etiqueta = aprox. 27 kDa. Subunidad beta: 211 aa + etiqueta = aprox. 25 kDa. C= 

control. 
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Posteriormente, se realizó la integración al DNA cromosomal. Se seleccionaron los nemátodos 

que integraron exitosamente la información (100% progenie fluorescente). Al final del proceso de 

integración se obtuvieron dos líneas integradas (denominadas 55 y 56). Dichas líneas fueron 

apareadas con nemátodos cepa salvaje por 5 generaciones subsecuentes para eliminar posibles 

mutaciones indeseables generadas durante el procedimiento (Figura 23).  

 
Figura 23. Representación esquemática del proceso de apareamiento entre las líneas integradas 

generadas (αβ) y nemátodos N2 cepa salvaje. Ho = homocigoto, he = heterocigoto. ⚥ 

hermafrodita, ♂ macho. 
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Posteriormente se determinó la presencia de la información genética para las subunidades α y β 

del proteasoma arqueano por PCR con un solo nemátodo (Figura 24, panel A) y se llevó a cabo 

la inducción de la expresión al someter a un choque térmico a los nemátodos (etapa L3-L4, 33°C/1 

hora). La presencia de las proteínas se confirmó por western blot (Figura 24, panel B). 

A 

 

B 

 

Figura 24. Confirmación de la presencia de la información genética y de la expresión de las 

subunidades α y β beta del proteasoma arqueano en las líneas transgénicas integradas generadas 

(55 y 56). (-) C: control negativo de C. elegans N2 (cepa salvaje) A) PCR de un solo nemátodo 

(α: 726 pb, β: 690 pb); B) Western blot realizado 24 horas después de exponer a los gusanos a un 

choque térmico de 33°C por una hora (α: 27 kDa, β: 25 kDa). 

 Medición de los niveles de expresión y de actividad proteasomal 

Para los estudios de medición de los niveles de expresión y de la actividad proteasomal se eligió 

la cepa transgénica de C. elegans 55, que expresa el proteasoma arqueano (Figura 24). Para elegir 

el esquema más adecuado de inducción, se determinaron los niveles de expresión del mensajero 

de ambas subunidades mediante RT-PCR (Figura 25). Los tiempos y temperaturas seleccionados 

fueron los siguientes: 25 ⁰C, 29 ⁰C y 33 ⁰C por 20, 40 y 60 minutos. A manera de control se 

utilizaron nemátodos cepa 55 no expuestos a choque térmico. De la Figura 25 es posible concluir 

que el nivel máximo de expresión del mensajero de ambas subunidades se alcanza al someter las 
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muestras a una temperatura de 33 ⁰C por 40 o 60 minutos, sin embargo, los niveles alcanzados son 

similares al control sin choque térmico.  

A 

 

B 

 

Figura 25. RT-PCR de las subunidades A) α y B) β del proteaosoma arqueano en muestras de C. 

elegans cepa 55 expuestas a distintas temperaturas y tiempos de inducción (25 ⁰C, 29 ⁰C y 33 ⁰C 

por 20, 40 y 60 minutos). 
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Los niveles más altos de expresión se obtuvieron con una inducción de 33 °C por una hora. De tal 

manera que los nemátodos fueron sometidos a un choque térmico bajo esas condiciones, con el 

objetivo de inducir la expresión de las subunidades α y β al día 1 de vida adulta. Después de 24 

horas, las muestras fueron procesadas y analizadas para determinar la actividad tipo quimiotripsina 

usando un sustrato fluorescente. La cinética obtenida se presenta en la Figura 26, en general el 

choque térmico debería producir un incremento en la actividad proteasomal, sin embargo contrario 

a las expectativas se observa que después de la inducción, la cepa 55 presenta un nivel de actividad 

menor al de la cepa N2 que no contiene el proteasoma exógeno. Adicionalmente, la expresión del 

proteasoma arqueano ocasiona también un efecto tóxico en los nemátodos, pues se observó un 

incremento en la mortalidad de los mismos a etapas tempranas de la vida, así como alteraciones 

morfológicas. Lamentablemente, debido a lo antes mencionado, no se logró el cumplimiento de 

este objetivo de manera satisfactoria.  
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Figura 26. Ensayo de actividad proteasomal  (tipo quimiotripsina) en muestras de C. elegans 

cepa N2 y 55, sometidas a un choque térmico (CT) de 33 °C por 1 hora en el día 1 de vida adulta. 

Las muestras se procesaron 24 horas post-CT.  
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CAPÍTULO IV: Discusión y conclusiones 

Las proteínas son biomoléculas esenciales que llevan a cabo diversas funciones que preservan la 

vida. Para mantenerse biológicamente activas, deben conservarse en estado soluble con una 

conformación tridimensional apropiada. Está bien documentado que la generación y acumulación 

de agregados de proteínas específicas durante el proceso de envejecimiento aumenta la 

susceptibilidad a padecer enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, Huntington y diabetes tipo 

II [14,52]. Por lo que la agregación proteica ha sido asociada principalmente a patologías. Sin 

embargo, ahora se sabe que una gran variedad de proteínas podrían tener la capacidad de agregarse, 

incluso bajo condiciones fisiológicas [16], especialmente aquellas que contienen conformaciones 

o secuencias aminoacídicas que las hacen más susceptibles [126].  

En este sentido, existe un tipo de agregados proteicos, conocidos como amiloides, que poseen 

características estructurales y bioquímicas comunes, las cuales han sido explotadas para su 

identificación y caracterización [30]. Dichos agregados se agrupan en estructuras oligoméricas 

insolubles con una conformación en hoja β-plegada, la cual les confiere la capacidad de unirse a 

colorantes como la tioflavina y a ciertos anticuerpos conformacionales. Adicionalmente, dicho 

arreglo estructural les aporta una incrementada resistencia a la digestión proteica [127]. Todas 

estas características son compartidas e independientes de la secuencia. Se ha demostrado además 

que virtualmente se puede inducir a cualquier proteína para la formación de amiloides, lo cual lleva 

a especular que la conformación amiloide es una forma primordial y altamente estable de los 

polipéptidos [15,16,126]. 

A pesar de que múltiples factores tienen influencia en el envejecimiento, la evidencia sugiere que 

existe una relación entre la acumulación de proteínas dañadas y el envejecimiento [19–21,27]. De 

tal manera que se decidieron realizar estudios de la agregación proteica en el envejecimiento como 



94 

 

estrategia para elucidar su posible rol en dicho proceso. En la primera parte de este trabajo se 

realizó el aislamiento,  detección y caracterización de los agregados proteicos generados en el 

envejecimiento. Los resultados demuestran que durante el envejecimiento natural en distintos 

modelos existe una acumulación progresiva de distintas proteínas insolubles, resistentes a la 

degradación, reactivas a la tioflavina y a anticuerpos conformacionales dirigidos para la detección 

de amiloides (Tabla 4). Por lo anterior, se sugiere que durante el envejecimiento diversas proteínas 

se acumulan en forma de agregados de tipo amiloide. El hecho de que los resultados son similares 

en los modelos utilizados sugiere que la acumulación de agregados proteicos podría tratarse de un 

proceso conservado, y por lo tanto, sería interesante analizar muestras humanas para determinar si 

es posible extrapolar los resultados al proceso de envejecimiento natural en nuestra especie, así 

como realizar el análisis proteómico para identificar las proteínas que se agregan con la edad. 

Tabla 4. Evidencia de la acumulación de agregados amiloides durante el envejecimiento en 

distintos modelos. ND: no hay diferencia; NC: no concluyente; las flechas indican el incremento 

de cada parámetro en las muestras envejecidas. 

Modelo Insolubilidad Resistencia a 

la digestión 

Reactividad 

a tioflavina 

Reactividad a anticuerpos 

conformacionales 

C. elegans ↑ ↑ ↑ ↑ (A11 y OC) 

FEMs ↑ ↑ ↑ ↑ (A11 y OC) 

Cerebro ↑ ↑ ↑ ↑ (A11) 

Corazón ↑ ↑ ↑ ↑ (A11) 

Hígado ND ND ND ↑ (A11) 

Intestino ND ND ND NC 

 

En el caso del modelo de ratón, se encontró que los agregados se acumulan de manera diferencial 

en distintos tejidos. El cerebro y el corazón fueron los órganos en los que se encontraron 

incrementos significativos y progresivos durante el envejecimiento, mientras que en el hígado y el 

intestino no se registraron cambios significativos. El cerebro y el corazón se encuentran 
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constituidos por una proporción de células postmitóticas (neuronas y cardiomiocitos, 

respectivamente). Dichas células carecen de capacidad proliferativa y probablemente debido a esa 

característica, son más propensas a acumular proteínas dañadas con el paso del tiempo, haciendo 

que esos órganos sean más susceptibles a presentar alteraciones funcionales durante el 

envejecimiento. En cambio, el hígado y el intestino son órganos cuyas células son proliferativas, 

con una alta capacidad mitótica, lo que permite la regeneración de las células dañadas. Lo anterior 

podría explicar el hecho de que no fue posible detectar diferencia en la agregación proteica en esas 

muestras. Otra posible explicación es que las condiciones microambientales o los mecanismos de 

proteostasis en dichos órganos no favorecen a la acumulación de agregados, como se ha reportado 

en estudios previos [128]. La evidencia anterior sugiere que no todos los tejidos envejecen a la 

misma velocidad. Reportes previos indican que no existe uniformidad en el proceso de 

envejecimiento, la tasa y magnitud de los cambios varían dependiendo de la célula, tejido, órgano 

o sistema estudiado. El envejecimiento es un proceso continuo, por lo tanto, algunos de sus efectos 

pueden ser observados únicamente cuando han avanzado lo suficiente  para ser identificados y 

validados por las técnicas disponibles [129]. En el caso del cerebro, se han documentado cambios 

estructurales con el envejecimiento, tales como reducción del tamaño y volumen, pérdida de 

cuerpos neuronales, acumulación de lipofucsina, reducción en la densidad sináptica, perdida de 

espinas dendríticas, daño mitocondrial, reducción en la capacidad de reparación del DNA, etc. 

[130]. La evidencia indica que el cerebro es un órgano especialmente susceptible a sufrir daños 

relacionados con la edad, una de las causas es su reducido nivel basal de actividad proteasomal 

además de su alta vulnerabilidad a los efectos tóxicos de algunos inhibidores del proteasoma. 

Dicha inhibición podría promover desequilibrios en la homeostasis celular y contribuir a la 

acumulación de proteínas alteradas [23]. En cambio, el hígado posee un nivel mayor de actividad 
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proteasomal, lo cual promueve la habilidad del mismo para remover proteínas dañadas. 

Adicionalmente, se ha reportado que los proteasomas hepáticos son más resistentes a la inhibición 

[128]. Por otra parte, el corazón envejecido presenta un engrosamiento progresivo de la pared 

ventricular, reducción en el número de cardiomiocitos debida a apoptosis,  alteraciones 

morfológicas en los cardiomiocitos causadas por hipertrofia y un incremento en los niveles de 

colágeno [131]. Durante el envejecimiento, la red de proteostasis de los cardiomiocitos se ve 

afectada, los niveles de expresión de las proteínas de choque térmico disminuyen, hay cambios 

mitocondriales que generan un incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno que 

a su vez generan daño proteico y estimulan la formación de lipofucsina, lo cual que afecta 

negativamente a la autofagia al prevenir la fusión de los lisosomas con los autofagosomas. A su 

vez, las alteraciones en la autofagia dañan al sistema ubiquitina-proteasoma. Lo anterior hace que 

los cardiomiocitos sean células susceptibles al daño celular durante el envejecimiento [132]. De 

tal manera que los cambios más pronunciados relacionados con la edad, ocurren en células 

postmitóticas de vida larga, tales como neuronas o cardiomiocitos. Dichas células son altamente 

vulnerables debido en parte a su intenso metabolismo oxidativo y al hecho de que no pueden ser 

reemplazadas. En contraste, las células mitóticas (como las del hígado o intestino) no acumulan 

daños substanciales [133].  

La evidencia de la acumulación de agregados amiloides durante el envejecimiento en distintos 

modelos lleva a proponer que la transición de ciertas proteínas de un estado soluble a uno insoluble 

puede deberse a cambios conformacionales específicos en las mismas, resultando en un 

plegamiento no adecuado que conlleva a una mayor propensión a la agregación, al exponer 

regiones que normalmente no deberían estar expuestas. Probablemente, con el paso del tiempo, 

aquellas proteínas que presentan una tendencia intrínseca a la agregación amiloide (ya sea por su 
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secuencia o por su conformación) [126], sufren plegamientos anómalos debido a cambios en las 

condiciones fisiológicas de las células envejecidas (transiciones de pH, cambios en condiciones 

iónicas, falla en los sistemas de control de calidad y degradación de proteínas, etc.) [16]. Hoy en 

día se sabe que las células senescentes secretan una serie de moléculas (SASP, fenotipo secretorio 

asociado a la senescencia) que alteran el microambiente extra e intracelular, favoreciendo el 

proceso de senescencia [134], lo cual pudiera disparar el fenómeno de agregación amiloide como 

se ha observado en el caso de la enfermedad de Alzheimer o diabetes tipo II [135], y se sugiere 

que además podría afectar a otras proteínas con tendencia a la agregación. Lo anterior lleva a 

proponer tres posibles escenarios que pudieran o no generarse simultáneamente durante el 

envejecimiento y que explicarían la mayor vulnerabilidad a enfermedades, factores ambientales y 

muerte.  El primero incluye la pérdida de la función de las proteínas dañadas contenidas en los 

agregados, ya que al sufrir alteraciones conformacionales perderían su función biológica, además 

de quedar secuestradas, impidiéndoles cumplir con sus tareas, como sucede en algunas formas 

familiares de la enfermedad de Parkinson en las que la ubiquitin-ligasa E3 pierde su función 

catalítica al plegarse anormalmente [136]. Cientos de proteínas distintas podrían quedar atrapadas, 

lo cual resultaría en efectos devastadores para la célula, especialmente si dichas proteínas se 

encuentran involucradas en procesos clave. El fenómeno de autopropagación de los agregados 

amiloides pudiera jugar un rol en la diseminación de la agregación durante el envejecimiento. Se 

ha reportado que los agregados amiloides formados localmente pueden propagarse por los tejidos 

y afectar a una diversidad de proteínas [114], como en el caso de las amiloidosis secundarias, en 

las que al inyectar agregados no relacionados con la enfermedad se logró inducir la agregación de 

la proteina amiloide A sérica en un modelo de ratón [137,138]. El segundo escenario implica la 

ganancia de toxicidad de los agregados generados, pues está bien documentado que los agregados 
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amiloides, debido a sus características fisicoquímicas, actúan de manera promiscua e interactúan 

con múltiples receptores, activando diversas rutas de señalización. Adicionalmente se sabe que 

pueden insertarse en las membranas celulares y formar poros que resultan devastadores para la 

célula [136,139]. En el tercer escenario propuesto, las proteínas con un plegamiento inadecuado 

podrían potencialmente incrementar el daño, acumulación y agregación de otras proteínas al dañar 

la red de proteostasis, ya sea al sobresaturar los sistemas de reparación y degradación, como el 

proteasoma y la autofagia, o bien al inducir la agregación de las proteínas involucradas en la red. 

En este sentido, estudios previos en nemátodos y levadura han demostrado que dentro del grupo 

de proteínas que se vuelven insolubles durante el envejecimiento existe una representación de 

algunas que se encuentran involucradas en la red de homeostasis proteica (proteasoma, chaperonas 

y proteínas de choque térmico) [19,20]. Al realizar el silenciamiento por iRNA de algunas de estas 

proteínas fue posible extender la longevidad de C. elegans [19], indicando que las proteínas que 

se vuelven insolubles podrían jugar un rol fundamental en el proceso de regulación del 

envejecimiento cronológico y biológico. Se sabe también que ciertos agregados amiloides pueden 

inhibir y bloquear el proteasoma [140], así como alterar la cascada de autofagia, causando 

disfunción mitocondrial, producción de radicales libres y muerte celular [141]. Adicionalmente, 

las proteínas asociadas a agregados amiloides presentan una mayor resistencia a la digestión [142], 

impidiendo así su degradación, lo cual favorece a su acumulación. 

Una vez realizada la detección y caracterización de los agregados generados durante el 

envejecimiento, el siguiente paso consistió en determinar si juegan un rol en el mismo y no eran 

una mera consecuencia. Por lo tanto, se manipuló la agregación para observar su efecto en el 

envejecimiento. Se usaron dos estrategias, la primera fue de tipo farmacológica y consistió en la 

utilización in vivo de compuestos inhibidores de la agregación proteica con el objetivo de generar 
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una reducción/disgregación de los agregados. La segunda implicó la manipulación de la 

proteostasis en la que se buscó incrementar la maquinaria de degradación de proteínas agregadas 

al expresar el proteasoma arqueano en C. elegans. Si los agregados generados durante el 

envejecimiento, juegan un rol activo en el proceso, se observaría un incremento en la longevidad 

al inhibir la producción de los mismos o al favorecer su degradación.  

Para la manipulación farmacológica, se seleccionó a la miricetina, quinacrina, lacmoide, rodanina, 

negro de clorazol, ANSA y curcumina, que son compuestos que comparten la capacidad de unirse 

e inhibir distintas proteínas implicadas en desórdenes del plegamiento proteico, debido a sus 

características estructurales y/o fisicoquímicas. El mecanismo preciso de acción de los mismos se 

desconoce, sin embargo, la evidencia obtenida a través de ensayos libres de células y estudios de 

dinámica molecular, sugiere que reconocen de manera directa a las conformaciones asociadas con 

los agregados amiloides, en lugar de una secuencia particular de aminoácidos [34–38]. Esa 

característica los hace óptimos para probar su efecto en el envejecimiento, donde varias proteínas 

parecen agregarse. Por ejemplo, la miricetina [38,40,41], quinacrina [39], curcumina [39,42,43] y 

lacmoide son inhibidores de la agregación de la proteína β-amiloide y tau. La rodanina y negro de 

clorazol causan disociación de los agregados de α-sinucleina y tau, respectivamente [35,40,44]. La 

quinacrina inhibe también la generación de la forma agregada e infecciosa de la proteína priónica 

y se ha probado en ensayos clínicos para el tratamiento de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob 

[45]. A pesar de que no hay estudios que demuestren que el ANSA puede actuar como un inhibidor 

de la agregación proteica, se ha reportado que se une a las regiones hidrofóbicas de las especies 

oligoméricas prefibrilares de la proteína β-amiloide y es ampliamente utilizado para identificar 

cambios conformacionales en las proteínas [46,47].  
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Los compuestos probados en medio sólido prolongaron la sobrevivencia promedio de C. elegans 

en un rango de 12 a 34% y la sobrevivencia máxima de 11 a 33%. A pesar de que se desconoce el 

mecanismo preciso de su acción antienvejecimiento, la única característica común que comparten 

es su capacidad para prevenir la formación de agregados proteicos, por lo tanto, este trabajo sugiere 

que su efecto en el envejecimiento es dependiente de la inhibición del plegamiento anormal y 

agregación proteica. La inhibición pudiera llevarse a cabo a través de interacciones directas, lo 

cual incluye la prevención de la formación de agregados, el bloqueo de los intermediaros de la 

agregación, disociación de agregados maduros o estimulación del plegamiento proteico. Además, 

no se puede descartar la posibilidad de otros mecanismos moleculares en los cuales los compuestos 

podrían estar afectando elementos de la autofagia, proteasoma o el sistema endógeno de 

chaperonas. Adicionalmente, algunos de los compuestos probados han sido descritos como 

antioxidantes o antiinflamatorios [143–145], lo cual podría contribuir también al efecto observado. 

De tal forma que en un futuro es preciso caracterizar su mecanismo de acción in vivo para 

determinar si el incremento de longevidad y salud son debidos a una acción directa en la agregación 

proteica. Para llevar a cabo lo anterior, sería interesante probar el efecto de los compuestos 

seleccionados en ciertas líneas mutantes de C. elegans, como aquella que expresa proteínas 

fluorescentes con repeticiones de glutamina [146]. Es necesario estudiar también su efecto al 

administrase en etapas tardías de la vida, para determinar si pudieran revertir el proceso del 

envejecimiento. Ya que las rutas moleculares implicadas en el envejecimiento se encuentran 

conservadas entre invertebrados y organismos superiores, es importante también estudiar el efecto 

antienvejecimiento de estos compuestos en modelos de mamíferos.  

Este estudio ejemplifica que es posible prolongar la longevidad en conjunto con la salud. Está bien 

documentado que la faringe de C. elegans exhibe una disminución funcional y sus contracciones 
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se reducen durante el envejecimiento, como consecuencia de una sarcopenia progresiva [147]. Los 

resultados presentados indican que los nemátodos expuestos a los compuestos inhibidores de la 

agregación presentan un retraso en la tasa de disminución de bombeo faríngeo, lo cual sugiere un 

buen estado de salud. Una posible explicación es que los compuestos inhiben la agregación 

proteica en el tejido muscular, haciéndolo menos susceptible a alteraciones funcionales causadas 

por el secuestro de proteínas en los agregados. En resumen, el tratamiento con inhibidores de la 

agregación durante la vida adulta en C. elegans, permitió a los nemátodos vivir más tiempo y en 

un buen estado de salud. Por lo tanto, el entendimiento de los mecanismos de acción de los 

compuestos probados, es fundamental para el desarrollo de inhibidores que prevengan o retrasen 

el envejecimiento. Actualmente, existen distintas herramientas que son de utilidad para llevar a 

cabo  la búsqueda de compuestos que modifiquen la tasa de envejecimiento, por ejemplo, el uso 

de bibliotecas combinatorias, estudios de estructura-actividad o generación de modelos 

farmacofóricos. Por lo que este estudio puede servir como base para el diseño de terapias 

antienvejecimiento y abre un campo para el desarrollo de intervenciones terapéuticas.  

Como se mencionó anteriormente, el siguiente paso consistió en incrementar la degradación de 

proteínas agregadas para observar su efecto en el envejecimiento. Es bien sabido que la regulación 

de la proteostasis juega un rol esencial en la prevención y/o degradación de la agregación proteica 

[50]. Al inicio, los mecanismos de plegamiento y degradación logran controlar el problema, sin 

embargo con el paso del tiempo dichos sistemas se vuelven menos eficientes y su actividad se ve 

gravemente comprometida, resultando en la atenuación de la proteostasis celular [148]. La 

evidencia indica que al incrementar la maquinaria de plegamiento o degradación, es posible 

observar un efecto benéfico y protector contra diversas enfermedades relacionadas con la 

formación y acumulación de agregados proteicos. Además, al activar algunos de los componentes 
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de la red de proteostasis es posible alterar el envejecimiento. Por ejemplo, al sobreexpresar la 

maquinaria de plegamiento proteico en levadura [149] y al estimular farmacológicamente la 

autofagia en ratón [29] se observó un incremento de la longevidad. Por otro lado, el silenciamiento 

genético de la respuesta de choque térmico y las chaperonas moleculares suprimieron la 

longevidad en mutantes de larga vida de C. elegans [150].  

El proteasoma es uno de los componentes básicos para la degradación de proteínas dañadas, por 

lo que es fundamental para permitir el funcionamiento adecuado de la célula al remover proteínas 

que podrían ser dañinas. Las evidencias recientes tanto en C. elegans como en células embrionarias 

humanas [27,84] indican que la activación del mismo a través de métodos genéticos contribuye de 

manera significativa al incremento de la resistencia al estrés proteotóxico, ya que la sobreexpresión 

de algunas subunidades regulatorias permitió su estimulación y retrasó los efectos perjudiciales 

ante condiciones adversas. A través de estudios proteómicos se ha sugerido también que cambios 

en la expresión de las subunidades proteasomales durante el envejecimiento podrían explicar la 

susceptibilidad a padecer enfermedades relacionadas con el plegamiento proteico anormal [151]. 

Lo anterior da evidencia de que el proteasoma es un excelente blanco para manipular el 

envejecimiento, debido a la importancia que tiene dentro de los procesos de regulación de la 

proteostasis celular. Sin embargo, hay que ser cuidadosos ya que una activación descontrolada o 

en una etapa de vida no adecuada, pudiera generar consecuencias adversas para los organismos. 

Se ha demostrado que el proteasoma arqueano tiene preferencia para la degradación de agregados 

proteicos [92,93], lo cual fue un factor decisivo para su utilización en este trabajo, además del 

hecho de su simplicidad estructural y capacidad de ensamblarse y funcionar sin la necesidad de 

factores regulatorios adicionales. Para este estudio se seleccionó expresar el proteasoma arqueano 

bajo el control de un promotor inducible que permitiera su regulación durante distintas etapas de 
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la vida de C. elegans. Se generó un plásmido de expresión para las subunidades del proteasoma 

arqueano, se inyectó e integró en C. elegans, se probaron distintos regímenes de inducción y se 

seleccionó el que generó una mayor expresión, los nemátodos se sometieron a dicho régimen y se 

midió la actividad proteasomal. Lamentablemente, los resultados obtenidos no fueron 

satisfactorios, ya que al parecer el tratamiento generó un efecto tóxico en los nemátodos, 

ejemplificado por un incremento en la mortalidad, lo cual evitó el análisis de la longevidad en la 

línea transgénica generada. Adicionalmente, no fue posible detectar un incremento en la actividad 

proteasomal al comparar los nemátodos transgénicos con sus respectivos controles. Los resultados 

obtenidos pueden interpretarse de varias formas, ya que el método de integración utilizado se basa 

en un proceso estocástico, dependiente de la ruptura del DNA y activación de los mecanismos de 

reparación al someter a los nemátodos a radiación UV en presencia de TMP. Si bien se confirmó 

por PCR, RT-PCR y western blot, la presencia y la expresión de la información insertada, no se 

determinó si los niveles de expresión obtenidos fueron los necesarios para producir un efecto en 

la actividad proteasomal, lo cual puede explicar por qué no se observó un incremento en la misma. 

Adicionalmente, bajo las condiciones del método de integración seleccionado es posible inducir 

mutaciones indeseadas, lo cual explicaría la mortalidad observada en la línea transgénica. Los 

reportes indican que el proteasoma arqueano tiene capacidad de autoensamblaje y no requiere 

factores regulatorios al expresarlo en células de mamífero [88], sin embargo no se determinó si 

esto sucede también en el modelo de C. elegans, en donde probablemente no se presentan las 

condiciones adecuadas para su actividad. Finalmente, el método de expresión utilizado pudo no 

haber sido el óptimo para observar un incremento en la actividad proteasomal debido a 

limitaciones en el modelo de C. elegans, donde está reportado que temperaturas mayores a 33 °C 

generan alteraciones no deseadas en el nemátodo [152]. De tal manera que debido a lo mencionado, 
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no fue posible analizar el envejecimiento en un contexto de aceleración de la degradación de la 

agregación proteica. Interesantemente, se observó que el choque térmico indujo un incremento en 

la actividad proteasomal en ambas cepas. Al respecto, existen reportes que indican un 

potenciamiento en la proteólisis asociada a la actividad del proteasoma ante aumentos de 

temperatura [153]. La actividad del factor de choque térmico 1 (HSF1)  aumenta como respuesta 

al estrés térmico [154]. En su estado inactivo, el HSF1 forma un complejo con las proteínas de 

choque térmico 70 y 90 (Hsp70, Hsp90). Durante el estrés térmico, dichas proteínas se disocian 

del HSF1 para cumplir con sus funciones [155]. El Hsp70 aumenta la actividad proteasomal al 

participar en su ensamblaje y en el reclutamiento de proteínas para su degradación, lo cual podría 

explicar el aumento en la actividad proteasomal posterior al choque térmico [156][157].  

De los resultados obtenidos se concluye que en las muestras envejecidas de C. elegans, FEMs, 

cerebro y corazón de ratón se observó un incremento en la insolubilidad proteica, reactividad a 

tioflavina proveniente de la unión a proteínas, reactividad a anticuerpos para la detección de 

amiloides y resistencia a la digestión proteica. Adicionalmente, el uso de compuestos inhibidores 

de la agregación permitió la extensión de la vida y retraso en el deterioro del estado de salud de C. 

elegans durante el envejecimiento. En conclusión, la caracterización de la naturaleza de la 

agregación proteica en distintos modelos y el estudio del efecto de la inhibición de la agregación 

en el envejecimiento, da evidencia de que existe un incremento en la agregación proteica amiloide 

de distintas proteínas durante el tiempo y que dicho fenómeno juega un rol en el envejecimiento y 

no parece ser una simple consecuencia del mismo. Los resultados obtenidos llevan a la propuesta 

de un modelo (Figura 27, panel A) en el que las células sufren una serie de alteraciones o daños 

durante el envejecimiento, lo cual incrementa la probabilidad de que una gran variedad de 

proteínas cambien su conformación y formen agregados amiloides, cuya acumulación causaría un 
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incremento en la disfunción celular originada por la pérdida de la función y/o ganancia de toxicidad 

de las proteínas involucradas, además de generar alteraciones en la red de proteostasis. Por lo cual, 

las intervenciones dirigidas al mantenimiento o estimulación de la homeostasis proteica, la 

inhibición directa de la agregación o la degradación de los agregados proteicos  pudieran ser una 

herramienta terapéutica importante para prevenir o retrasar el envejecimiento (Figura 27, panel 

B).  

IV. 1 Perspectivas 

La información presentada en este trabajo sienta un precedente en el estudio del rol de la 

agregación proteica inherente durante el envejecimiento y puede servir como base para el estudio 

específico de los mecanismos de agregación y la generación de estrategias terapéuticas para 

extender los años de vida activa y salud. Los resultados sugieren que durante el envejecimiento 

distintas proteínas se agregan de manera diferencial en distintos órganos, por lo que en el futuro 

es necesario realizar la identificación de las mismas, por ejemplo, a través de espectrometría de 

masas. Dicho análisis permitiría realizar su clasificación funcional y determinar cuáles son los 

procesos que se afectan durante el envejecimiento, lo que contribuiría para lograr un mejor 

entendimiento del mismo y permitir el diseño de terapias órgano-dirigidas.  

Si bien en este trabajo la manipulación de la proteostasis como estrategia para retrasar el 

envejecimiento no fue exitosa, se propone que la manipulación de otras rutas de la red, tales como 

la autofagia, podría resultar en una remoción exitosa de los agregados proteicos y permitir la 

extensión de la vida.  

Se sabe que ciertos agregados amiloides tienen la capacidad de propagarse, por lo que queda por 

determinar si es que los agregados proteicos generados durante el envejecimiento poseen dicha 
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capacidad tanto in vitro como in vivo. Es preciso además realizar la caracterización de la 

agregación proteica en muestras humanas de distintas edades para determinar si lo reportado en 

este trabajo se extrapola a nuestra especie.  

A 

 
B 

 

Figura 27. Modelo propuesto del rol de los agregados proteicos durante el envejecimiento. A) 

Las células sufren una serie de daños (flechas naranjas) a través del tiempo, tales como 

alteraciones en el pH, cambios en concentraciones de iones, cambios de temperatura, etc. Dichas 

alteraciones incrementan la posibilidad de que una gran variedad de proteínas solubles y 

correctamente plegadas (círculos de colores) sufran cambios conformacionales que las hacen 

propensas a la formación de agregados amiloides (cuadrados de colores). Dichos agregados se 

acumulan durante el envejecimiento causando alteraciones en la función celular, mayor 

susceptibilidad a enfermedades, factores ambientales y un incremento en el riesgo de muerte; B) 

el uso de inhibidores del proceso de agregación proteica es una estrategia terapéutica interesante 

que pudiera prevenir o retrasar la disfunción celular observada en el envejecimiento. 
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Apéndice I. Preparación de soluciones 

Medio NGM (2.5 l) 

 7.5 g NaCl 

 42.5 g agar 

 18.75 g peptona 

Medio NGM (2.5 l) 

 7.5 g NaCl 

 42.5 g agar 

 18.75 g peptona 

 2.5 l dH2O  

Esterilizar a 121 ºC por 45 min en una autoclave, enfriar y agregar: 

 62.5 ml buffer de fostatos (K2HPO4/KH2PO4) 

 2.5 ml CaCl2 (1 M) 

 2.5 ml colesterol (5 mg/ml) 

 2.5 ml MgSO4 (1 M) 

 250 µl estreptomicina (250 mg/ml) 

Solución de lisis (1.5 ml) 

 0.5 ml NaOH (5 N) 

 1 ml  NaClO (5%) 

Solución amortiguadora M9 (1 l) 
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 3 g KH2PO4 

 6 g Na2HPO4 

 0.5 g NaCl 

 1 g NH4Cl 

 1 l dH2O 

Medio S 

 5.85 g NaCl  

 1 g K2 HPO4 

  6 g KH2PO4 

  1 ml colesterol (5 mg/ml) 

 1 l dH2O  

Esterilizar a 121 ºC por 45 min en una autoclave, enfriar y agregar: 

 10 ml citrato de potasio (1 M, pH 6) 

 10 ml solución de metales traza 

  3 ml CaCl2 (1 M) 

  3 ml MgSO4 (1 M) 

Medio de cultivo para FEMs (500 ml) 

 450 ml medio mínimo esencial de Eagle modificado por Dubbeco (DMEM, Sigma) 

 50 ml suero fetal bovino (Gibco) 

 5 ml aminoácidos no escenciales (100x, Gibco) 

 5 ml antimicótico-antibiótico (100x, Gibco)  
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Formaldehído 4% (100 ml) 

 4 g paraformaldehído  

 90 ml dH2O 

Disolver con calentamiento y añadir unas gotas de solución alcalina de NaOH, una vez disuelto 

agregar 10 ml de PBS 10X. 

5-bromodeoxiuridina (10 mM) 

 100 mg 5-Bromodeoxiuridina 

 32.5 ml de medio mínimo esencial de Eagle modificado por Dubbeco (DMEM, Sigma) 

Solución TCT 

Tris-HCl 50mM (1 litro, 10X) 

 15g Na2HPO4 X 2H2O                    

 4.8g KH2PO4                                    

 70g NaCl                                         

 50g Tris base                 

 2g NaN3                                        

Ajustar pH a 7.8 con NaOH or HCl 

 

TCT 

 0.7% λ-carragenina  

  0.5% Triton X-100  

Preparar la solución en Tris-HCl 1X 

Amortiguador acuoso (200 ml) 
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 0.4844 g TRIS Base 

 1.1688 g NaCl 

Ajustar a un pH 7.4 

Amortiguador con detergente (200 ml) 

 2 ml dodecilsulfato sódico 10% 

 2 g desoxicolato de sodio 

 2 ml Igepal 

Disolver en 200 ml de amortiguador acuoso  

Solución para tinción de Coomassie 

 Azul brillante 0.1% 

 Metanol 50% 

 H2O 40% 

 Ácido acético glacial 10% 

Solución para desteñir Coomassie 

 Metanol 50% 

 H2O 40% 

 Ácido acético glacial 10% 

Amortiguador para anticuerpos 

 1X PBS 

 0.5% Triton X-100 
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 1 mM EDTA 

 0.1% albúmina de suero bovino 

 0.05% azida de sodio 

TBST 10X 4 l 

 352 g NaCl 

 96.8 g TRIS 

 4 l dH2O 

Ajustar pH a 7.6 con HCl 

Diliur 1:10 para su uso y agregar 0.1% Tween 20 

Amortiguador para preservar la actividad proteasomal 

 25 mM Tris-HCl (pH 7.5) 

 0.25 M sucrosa 

 1 mM EDTA 

 1 mM DTT 
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Apéndice II. “Delaying aging in Caenorhabditis elegans with protein aggregation inhibitor 



aggregation inhibitors, which have been reported to target different
disease-associated proteins, were investigated for their effect on
lifespan and healthspan of C. elegans. We first performed a liquid
medium screening to determine which compounds extended sur-
vival before scoring lifespan and healthspan in a solid medium
assay. Overall, our results show that the administration of aggre-
gation inhibitors significantly delayed the aging process in vivo.

2. Material and methods

2.1. Nematode culture

The wild type N2 Caenorhabditis elegans strain and the strep-
tomycin resistant/uracil auxotroph Escherichia coli OP50 were
purchased from Caenorhabditis Genetics Center (CGC), University of
Minnesota (http://www.cbs.umn.edu/CGC/).

For liquid medium culture, bleaching solution, M9 buffer, S-
complete solution and live OP50 E. coli were prepared following a
previously reported protocol [33]. To establish an age-synchronized
population, N2 eggs were isolated from gravid adults using
bleaching solution. Once adults were dissolved, eggs were washed
inM9 buffer and allowed to hatch overnight in S-complete solution.
The concentration of hatched worms was adjusted to 100 worms
per ml with S-complete containing 25 mg/ml streptomycin and
6 mg/ml live E. coli OP50. Clear bottom 96 well plates were seeded
with 120 ml of worm solution per well and incubated at 20 �C. FUDR
sterilization (120 mM, final concentration) was performed when
nematodes reached L4 stage.

Solid medium culture was performed following a slightly
modified version of a previously described procedure [34]. Briefly,
day 1 N2 hermaphrodite adult worms were allowed a 2 h Time Egg
Laying (TEL) period in FUdR free/Streptomycin (25 mg/ml)/Nema-
tode Growth Medium (NGM) plates containing live E. coli OP50.
After the TEL period, all adult hermaphrodites were eliminated,
leaving only the eggs in the plate at 20 �C until they hatched. Once
the L4 stage was reached, 25 worms were transferred to Strepto-
mycin/NGM plates (60mm) containing 50 mMFUDR and alive E. coli
OP50, then incubated at 20 �C.

2.2. Screening anti-aggregation compounds in liquid medium

The following anti-aggregation compounds were passed
through a 20 mm filter and administered on the first day of adult life
at the indicated concentrations: myricetin (Sigma-Aldrich), quina-
crine mustard (Santa Cruz Biotechnology), lacmoid (Sigma-
Aldrich), rhodanine (Sigma-Aldrich), chorazole black (Sigma-
Aldrich), 8-Anilino-1-naphthalenesulfonic acid (ANSA) (Sigma-
Aldrich) and curcumin (Sigma-Aldrich). Experiments were per-
formed in parallel with the appropriate control groups, which
received the same volume of solvent used in the treatment groups
(Table 1). Live E. coli OP50 (500 mg) was added every 5 days to
prevent starvation. Plate sealing was periodically removed to allow
oxygenation. For lifespan studies, an average of 30 worms were

scored per condition using a Leica DMI6000 B inverted microscope.
Worms that showed no movement upon observation were scored
as dead.

2.3. Analysis of lifespan and healthspan in solid medium

Pre-filtered solutions of myricetin (120 mM, final concentration),
quinacrine mustard (7.5 mM, final concentration), ANSA (120 mM,
final concentration) and curcumin (100 mM, final concentration)
were added to autoclaved NGMmedium before solidification. Petri
dishes were stored in complete darkness at 4 �C until their use. In
parallel, control groups received the same volume of solvent as the
treatment groups. For the first day of adult life, nematodes were
exposed to the compounds andmanually transferred to fresh plates
every other day. Lifespan was monitored with a Leica MZ16F Ste-
reomicroscope. Worms were scored as dead when unresponsive to
head tappingwith a platinumwire.Worms that fled (crawl out or in
the media) were censored for the analysis.

For healthspan studies, a Leica MZ16F Stereomicroscope was
used to determine the pharynx pumping rate for 30 worms per
group by counting the number of contractions in a 30 s interval.

2.4. Statistical analysis

Kaplan-Meier analysis was used to create the survival curves
and the log-rank test to determine significance. T-tests were also
performed using GraphPad Prism 5.02 to analyze the healthspan
data. Survival analysis were done using the platform OASIS2 (On-
line Application for Survival Analysis 2) [35]. Mean survival was
calculated as the average adult life lifespan. Median survival was
calculated as the time fractional survival equaled 50%. Maximal
survival represents the time fractional survival equaled 10%.

3. Results

3.1. Identification of anti-aggregation compounds that extend the
median survival of C. elegans

Myricetin, quinacrine mustard, lacmoid, rhodanine, chlorazole
black, ANSA and curcumin were selected after performing an
exhaustive literature revision to identify previously reported in-
hibitors with “wide spectrum” anti-aggregation activities that
exemplify sequence independent binding [26e32]. Compounds
selected are substantially structurally diverse (Fig. 1), which is
important to minimize the possibility that the effect observed
might be dependent on other common properties, such as for
example an anti-oxidant activity.

To screen these aggregation inhibitors for an effect on aging,
C. eleganswas chosen as themodel organism because they are small
and transparent with a short lifespan, which opens the possibility
to perform screenings in microliter plates [33]. Moreover, C. elegans
is an appropriate model because a majority of their cells are post
mitotic, facilitating the study of the accumulation of damaged

Table 1
Summary of liquidmedium screening. All compounds were tested at 7.5,15, 30, 60,120 and 240 mM (n¼ 30worms per experiment). Columns 4 contains median survival in
respect to the appropriate control.

Compound Group Control Effect on median survival (% of control)

Myricetin Polyphenol 0.6% DMSO 27% increase at various concentrations
Quinacrine Phenotiazine H2O 23% increase at 7.5 mM
ANSA Organosulfur 0.4% DMF 15% increase at 60 mM
Chorazole black Sulfonated dye H2O 31% increase at 7.5 mM
Rhodanine Thiazolidine H2O 8% increase at 7.5 mM
Lacmoid Phenotiazine 0.78% EtOH 6% decrease at various concentrations
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biomolecules during aging. Finally, as stated above, it has been
reported that aged worms accumulate large amounts of many
insoluble proteins [11].

FUDR sterilized C. eleganswere grown for their entire lifespan in
liquid medium containing the anti-aggregation compounds
(Table 1). Myricetin, quinacrine mustard, lacmoid, rhodanine,
chlorazole black, and ANSAwere screened at final concentrations of
7.5, 15, 30, 60, 120 and 240 mM. We observed an increase in the
median survival for nematodes treated with all concentrations of
myricetin (27%, from 10 days to 14 days), 7.5 mM quinacrine (23%,
from 13 days to 16 days) and 60 mM ANSA (15%, from 13 days to 15
days). In addition, the lowest concentration (7.5 mM) of chorazole
black tested was discovered to exert a 31% (from 13 days to 17 days)
increase in median survival, however higher concentrations were
toxic and reduced the median survival. Similarly, rhodanine
reduced lifespan at most concentrations tested, except for a small
increase at the lowest dose tested (8% at 7.5 mM). A similar toxic
effect was observed for lacmoid, where all the concentrations
tested reduced the survival. In summary, treatment with 4 out of 6
anti-aggregation compounds increased the median survival of
C. elegans.

3.2. Lifespan studies in solid medium

Myricetin, quinacrine mustard, ANSA and curcumin were
selected to be studied more in detail in solid medium. Although
curcumin was tested in liquid medium the results cannot be
interpreted because the compound precipitated in S-medium.
Nevertheless, given the extensive previous reports indicating that
curcumin is an efficient inhibitor of the aggregation of diverse
proteins, we included this compound for our studies in solid
medium.

Administration of all these compounds significantly increased
mean and maximal survival in the solid medium based assay
compared with the appropriate control (Fig. 2). 7.5 mM quinacrine

extended mean andmaximal survival by 18.30% (from 13.11 days to
15.51 days) and 11.76% (from 17 days to 19 days), respectively.
120 mM myricetin produced a 34.33% increase in mean survival
(from 14.01 days to 18.82 days) and a 33.33% elongation of maximal
survival (from 18 days to 24 days). 100 mM Curcumin caused a
12.62% extension in mean survival (from 15.44 days to 17.39 days)
and an increase of 27.77% in maximal survival (from 18 days to 23
days). Although smaller changes were observed for 120 mM ANSA,
which produced a 22.71% extension in mean survival (from 11.4
days to 13.99 days) and 15.38%maximal survival (from 13 days to 15
days), the effects were still highly significant compared to the
controls.

3.3. Lifespan extension is coupled with healthspan benefits

Extensive work has been done to characterize measurable bio-
markers of aging in C. elegans [36]. The pharynx pumping rate is
among the most accepted and readily used indicators for health-
span because it is well documented that pumping rate decreases
with aging and is correlated with age-related muscular degenera-
tion [36,37]. To assess if the treatment with the selected inhibitors
of aggregation caused a healthspan benefit, we utilized the solid
medium based assay to measure the age-associated changes in the
pharyngeal pumping rate on days 2, 4, 6 and 8 post-treatment
(Fig. 3). The duration of this experiment was chosen because pre-
vious reports indicate that little or no pharyngeal pumping can be
observed after day 12 of adulthood. Treatment with all the 4
selected protein aggregation inhibitors produced a highly signifi-
cant increase on pharyngeal pumping rate at all times analyzed,
suggesting that the lifespan extension observedwas coupled with a
benefit on healthspan.

4. Discussion

Proteins are essential biomolecules that perform a variety of

Fig. 1. Structure of the aggregation inhibitors. A) Myricetin, B) Quinacrine mustard, C) Lacmoid, D) Rhodanine, E) Chorazole black, F) ANSA and G) Curcumin.
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functions to sustain life. To remain biologically active, they must
maintain the proper conformation and solubility. For this reason,
protein folding is preserved through a delicate balance that is
carefully maintained by various essential and highly conserved
protein quality control pathways. If proteostasis is disrupted, pro-
teins may aberrantly fold, aggregate and accumulate, which results
in cellular damage and dysfunction. Although multiple factors in-
fluence the complex process of aging, the general collapse in

proteostasis that occurs over the course of the lifespan is thought to
play an important role in aging [38]. In the present study, we
demonstrated that the in vivo treatment of C. elegans with anti-
aggregation compounds successfully modified the rate of aging
producing a significant effect on lifespan and healthspan.

Myricetin, quinacrine mustard, lacmoid, rhodanine, chlorazole
black, ANSA and curcumin were chosen for this study because they
all share the ability to bind and inhibit aggregation of different

Fig. 2. Anti-aggregation compounds prolong lifespan of C. elegans. Survival curves of worms treated in solid medium with A) 7.5 mM quinacrine mustard (n ¼ 99), B) 120 mM
myricetin (n ¼ 160), C) 100 mM curcumin (n ¼ 60) and D) 120 mM ANSA (n ¼ 117). Survival analysis was done with respect to the appropriate control and the log-rank test was used
to make comparisons. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Fig. 3. Healthspan of C. elegans improved by treatment with anti-aggregation compounds. Pharynx pumping rate for treated worms on days 2, 4, 6 and 8 post-treatment
(n ¼ 30). A) 7.5 mM quinacrine mustard, B) 120 mM myricetin, C) 100 mM curcumin and D) 120 mM ANSA. P values (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) were determined by the
T-test.
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proteins implicated in various age-related protein misfolding dis-
eases. The precise mechanism of action of these compounds is still
unknown, however cell-free assays and molecular dynamics
studies suggest that they directly recognize specific aggregate
conformations, rather than a particular amino acid sequence
[28e31,39,40]. These features make them desirable to screen for
their effect on aging, where many proteins are undergoing aggre-
gation. For instance, myricetin [26,30,31,41], quinacrine [31], cur-
cumin [31,42,43] and lacmoid have been described as inhibitors of
Ab and tau aggregation. Disruption of a-synuclein and tau aggre-
gates can be achieved by the use of chlorazole black [29] and
rhodanine [26,44], respectively. Quinacrine also inhibits the gen-
eration of misfolded and infectious prion protein [32] and has been
tested in human clinical trials for the treatment of Creutzfeldt-
Jakob disease. Although there are not studies showing that ANSA
can act as inhibitor of protein aggregation, it has been reported to
bind hydrophobic patches of prefibrillar oligomeric species of Ab
[45] and has been widely used as a fluorescent probe to identify
conformational changes in proteins [46].

These anti-aggregation compounds extended mean survival of
C. elegans in the range of 12%e34% and maximal survival in the
range of 11%e33%. Although the precise mechanism for this
beneficial effect against aging is unclear, the only common activity
among these compounds is their ability to prevent protein aggre-
gation and thus we hypothesize that their anti-aging effect is
dependent on inhibiting protein misfolding and aggregation. In-
hibition might be through a direct interaction leading to various
possible pathways, including prevention of aggregate formation,
blockage of aggregation intermediates, disruption of mature ag-
gregates or stimulation of protein re-folding. Aside from a direct
interaction, we cannot rule out other possible molecular mecha-
nisms in which the compounds may affect elements of the auto-
phagy, the proteasome or the endogenous chaperone system.
Furthermore, some of the compounds tested have been described
as anti-oxidants or anti-inflammatory agents [47e49], which may
also contribute to slowing down the aging process. Hence, further
efforts should be done to characterize the in vivo mechanism of
action and to determine if their lifespan and healthspan enhancing
activities are indeed caused by a direct effect on protein aggrega-
tion. In order to provide deeper mechanistic insight, it will be
interesting to assess the effect of these anti-aggregation com-
pounds in certain C. elegans mutants, such as the one expressing
fluorescently tagged aggregation-prone polyQ proteins [50]. Since
the molecular pathways responsible for aging are likely conserved
between invertebrates and higher organisms [51], it would be
important to study the anti-aging effect of these compounds in
more relevant, larger animal models in mammals.

Our study exemplifies that lifespan can be extended simulta-
neously with improving the healthspan. The pharynx in C. elegans is
known to exhibit functional decline and reduced contraction with
aging, which has been described as an effect of progressive sarco-
penia [52]. Here, we show that nematodes exposed to the anti-
aggregation compounds exhibited a delayed decline in pharyn-
geal pumping, suggesting an improved healthspan. A possible
explanation is that the compounds inhibit protein aggregation in
muscular tissue, making it less prone to functional decline from the
sequestration of proteins into aggregates. Taken together, adult
lifelong treatment with aggregation inhibitors, allows worms to
live longer and healthier.

The detailed characterization of the role of age-related protein
aggregation in different models and tissues and the understanding
of the mechanism of action of the tested compounds will be
fundamental for the development of improved inhibitors that may
prevent or delay aging. Nowadays there are several useful tools to
perform that task, including the use of combinatory libraries,

structure-activity relationship studies or generation of pharmaco-
phore models to perform screenings. This study, might serve as
scaffold to further design modifiers of the rate of aging.

In conclusion, our results support previous findings indicating
that protein aggregation plays a key role in aging. Therefore,
pharmacological interventions to inhibit protein aggregation could
be an interesting therapeutic approach to ameliorate or prevent the
age-related phenotype and extend lifespan, as well as to guide the
development of newer and more efficient anti-aging therapies.
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