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Resumen  

La autofagia es una vía conservada entre los eucariontes que se caracteriza por el 
secuestro y entrega de contenido citoplasmático al lisosoma para su degradación. 
Específicamente, la degradación de mitocondrias dañadas se denomina mitofagia y las 
neuronas dependen en gran medida de un estado óptimo de este proceso. En los últimos 
años se han descubierto diversos factores de transcripción maestros que regulan los 
procesos de autofagia, biogénesis de lisosomas y mitofagia entre los cuales se 
encuentran TFEB y la familia de los FOXOs. La estimulación de estos factores de 
transcripción se ha asociado con efectos benéficos en varias enfermedades 
neurodegenerativas y se ha observado que la translocación al núcleo de estas proteínas 
está controlada por sirtuinas, desacetilasas altamente reguladas por cambios en los 
niveles de NAD+ y el metabolismo celular. Una molécula implicada en el metabolismo 
celular es el cuerpo cetónico β-hidroxibutirato (BHB), este metabolito se sintetiza en el 
hígado a partir de ácidos grasos y representa un acarreador esencial de energía desde 
el hígado a los tejidos periféricos cuando el suministro de glucosa es bajo. Además de 
fungir como fuente de energía alterna, el BHB también se le ha encontrado muchas 
funciones de señalización celular, como la estimulación de la autofagia en condiciones 
de estrés energético y aumentar los niveles de NAD+. Sin embargo, se desconoce si este 
cuerpo cetónico puede estimular la mitofagia y la biogénesis lisosomal a través de la 
activación de factores de transcripción dependiente de sirtuinas en neuronas sanas. 

En el presente estudio evaluamos los niveles nucleares de TFEB, FOXO1 y FOXO3a, la 
dinámica de activación de la autofagia, la biogénesis lisosomal y la degradación 
mitocondrial por mitofagia en neuronas corticales primarias incubadas con BHB. Los 
resultados muestran que las neuronas incubadas con BHB incrementan los niveles de 
TFEB, FOXO1 y FOXO3a en el núcleo, esto asociado con un aumento en la expresión de 
genes de autofagia y lisosomas. Se detectó un mayor número de lisosomas y 
autofagosomas en neuronas tratadas con el cuerpo cetónico sugiriendo la estimulación 
de la autofagia y la biogénesis lisosomal. Usando cloroquina, un compuesto que bloquea 
la degradación lisosomal, observamos que el BHB estimula el flujo autofágico y la 
degradación de proteínas mitocondriales. Adicionalmente, mediante microscopía 
confocal observamos una mayor colocalización de autofagosomas y mitocondrias en 
presencia de BHB, lo que sugiere inducción de mitofagia. Asimismo, la pre incubación 
de BHB en las neuronas confirió un efecto neuroprotector frente al estrés energético 
inducido por la ausencia de glucosa. Para evaluar el posible mecanismo observamos 
que el BHB cambió los niveles de NAD+/NADH y aumentó los niveles de la sirtuina 2. Al 
inhibir farmacológicamente la sirtuina 2, encontramos que se revierten los efectos 
protectores de BHB en neuronas sometidas a la ausencia de glucosa y de manera 
interesante se encontró que la translocación al núcleo de los FOXOs fue dependiente de 
la actividad de la sirtuina 2. En conclusión estos resultados sugieren que BHB regula 
positivamente la autofagia, la biogénesis lisosomal y la mitofagia a través de estimular 
los factores de transcripción TFEB y FOXOs, confiriendo a las neuronas una resistencia 
ante un estrés energético. Todo esto regulado posiblemente por un aumento en la 
actividad de sirtuinas. 
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Abstract 

Autophagy is a conserved pathway among eukaryotes that delivers cytoplasmic content 
to the lysosome for degradation. Specifically, the degradation of damaged mitochondria 
is called mitophagy and neurons are highly dependent on an optimal state of this 
process. In recent years, several master transcription factors such as TFEB and the 
FOXO family have been discovered to regulate the processes of autophagy, lysosome 
biogenesis and mitophagy. The stimulation of these transcription factors has been 
associated with beneficial effects in several neurodegenerative diseases and it has been 
observed that the nuclear translocation of these proteins is controlled by sirtuins, 
deacetylases highly regulated by changes in NAD+ levels and cell metabolism. A 
molecule involved in cell metabolism is the ketone body β-hydroxybutyrate (BHB), this 
metabolite is synthesized in the liver from fatty acid and represents an essential energy 
carrier from the liver to peripheral tissues when glucose supply is low. In addition to 
its action as an alternative energy source, BHB has many cellular signaling functions, 
such as the stimulation of autophagy in energy stress conditions and the increase of 
NAD+ levels. However, it is unknown if this ketone body can stimulate mitophagy and 
lysosomal biogenesis through the activation of sirtuin-dependent transcription factors 
in healthy neurons. 

In the present study we determined the nuclear levels of TFEB, FOXO1 and FOXO3a, the 
activation of autophagy, lysosomal biogenesis and mitochondrial degradation by 
mitophagy, in primary cortical neurons incubated with BHB. The results show that 
neurons incubated with BHB have increased levels of TFEB, FOXO1 and FOXO3a in the 
nucleus, which is associated with an increase in the expression of autophagy and 
lysosomes genes. An increase in the number of lysosomes and autophagosomes was 
detected in neurons treated with the ketone body indicating the stimulation of 
autophagy and lysosomal biogenesis. Using chloroquine, a compound that blocks 
lysosomal degradation, we observed that BHB stimulates the autophagic flux and 
mitochondrial protein degradation. Additionally, using confocal microscopy we 
observed higher colocalization of autophagosomes and mitochondria in the presence 
of BHB, which suggests mitophagy induction. Furthermore, the pre-incubation of BHB 
in neurons conferred a neuroprotective effect against energy stress induced by glucose 
deprivation. To evaluate the possible mechanism, we observed that BHB changed the 
NAD+/NADH ratio and increased the levels of the sirtuin 2. Pharmacological inhibition 
of sirtuin 2 abated BHB neuroprotective effect on neurons exposed to glucose 
deprivation, and most importantly, we found that the translocation to nucleus of the 
FOXOs transcription factors was dependent on sirtuin 2 activity. In conclusion these 
results suggest that BHB positively regulates autophagy, lysosomal biogenesis and 
mitophagy through the stimulation of TFEB and FOXOs transcription factors, conferring 
neurons a resistance to energy stress. All this possibly regulated by an increase in 
sirtuin activity. 
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Introducción 

1. Las neuronas y su alta demanda energética 

El cerebro es un órgano con alta demanda energética y depende de la glucosa 
como principal fuente de energía. Del peso total del cuerpo humano, el cerebro 
representa solamente el 2 % pero para asegurar un correcto funcionamiento consume 
aproximadamente el 25 % de la glucosa total del cuerpo (Mergenthaler et al, 2013). 
Estudios pioneros en los 1940s por Schmidt y Kety  (Kety & Schmidt, 1948) y después 
por Sokoloff (Sokoloff, 1981) demostraron que el metabolismo energético del cerebro 
es prácticamente oxidativo, siendo la glucosa metabolizada a CO2 y agua dentro de las 
mitocondrias para producir aproximadamente de 32 a 36 moléculas de ATP por cada 
molécula de glucosa oxidada (Squire, 2013). Esta alta demanda energética se debe a la 
gran cantidad de energía necesaria para restaurar el potencial de membrana, mantener 
el constante transporte axonal y para mantener en buen funcionamiento mecanismos 
relacionados con la señalización. Debido a estos exigentes requerimientos energéticos 
las neuronas son altamente dependientes del estado óptimo de sus mitocondrias (Youle 
& Narendra, 2011). 

Además de ser los principales generadores de energía en la célula, las mitocondrias 
también tienen otras funciones celulares importantes como el control de la muerte 
celular programada (apoptosis) (Nagley et al, 2010) y la regulación de los niveles de 
calcio intracelular (Gleichmann & Mattson, 2011), por lo que el mantenimiento 
adecuado de las mitocondrias es necesario para la homeostasis celular y 
particularmente importante para la viabilidad neuronal. Debido al estado post-mitótico 
de las neuronas y a la alta actividad oxidativa que se lleva a cabo en las mitocondrias, la 
división celular no puede actuar como un factor de dilución para la constante 
generación de especies reactivas de oxígeno (ROS, Reactive Oxygen Species) que se 
producen como subproducto de la fosforilación oxidativa,  provocando que se acumulen 
dentro de la célula, generando a la larga daño y disfunción mitocondrial (Martinez-
Vicente, 2017). Es por este motivo que las neuronas requieren un "sistema de limpieza" 
adecuado para eliminar cualquier mitocondria dañada o no deseada que pueda ser una 
fuente de ROS o un inductor de muerte celular.  

 

2. Autofagia 

 
Uno de los procesos por el cual las células logran degradar y reciclar 

componentes es mediante la macroautofagia (autofagia), la cual es un proceso 

catabólico intracelular que se caracteriza por el secuestro de proteínas y organelos 

dañados en vesículas de doble membrana llamadas autofagosomas formadas de 

diversos organelos como el retículo endoplásmico. Los autofagosomas vaciarán su 

contenido al fusionarse con lisosomas para su descomposición en biomoléculas básicas 

que después serán recicladas en el citosol o secretadas por la célula (Mizushima & 
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Komatsu, 2011). Diversos estímulos extracelulares e intracelulares son capaces de 

inducir la autofagia, la cual representa un mecanismo de adaptación ante condiciones 

de estrés como la falta de nutrientes. Sin embargo, la autofagia también ocurre en 

condiciones basales en todos los tipos celulares y en especial en las neuronas para 

mantener la homeostasis celular, la homeostasis proteica o proteostasis y el adecuado 

balance energético (Ravikumar et al, 2010). 

La autofagia es un mecanismo de degradación que esta finamente controlado por dos 
cinasas centrales que regulan el anabolismo y el catabolismo celular, los cuales son 
mTOR (mammalian target of rapamycin) y AMPK (AMP-activated protein kinase) 
respectivamente. La disponibilidad de nutrientes y factores de crecimiento son 
censados por mTOR y la detección en los niveles de AMP/ATP recae en la proteína 
AMPK (Egan et al, 2011). Juntos regulan de manera opuesta al complejo de iniciación 
de la autofagia ULK1/2 (Unc-51 like autophagy activating kinase) a través de 
fosforilaciones. Cuando existe presencia de suficientes aminoácidos y factores de 
crecimiento, mTOR está activado e inhibe la autofagia al secuestrar y fosforilar al 
complejo ULK1/2. Por otro lado, cuando hay niveles bajos de glucosa o un aumento en 
los niveles de AMP la cinasa AMPK se activa y promueve la autofagia al activar al 
complejo ULK1/2 a través de fosforilación directa (Kim et al, 2011).  

Una vez iniciada la señalización que promueve la autofagia, el complejo ULK1/2 es 
activado y recluta las proteínas del complejo PI3K de clase III (Class 3 Phosphoinositide 
3-kinase). Este complejo tiene la capacidad de fosforilar fosfoinosítidos que se 
encuentran en la membrana de algunos organelos como el retículo endoplásmico o la 
mitocondria, promoviendo la producción de fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P, 
Phosphatidylinositol-3-phosphato). Este paso inicial propicia la formación de una 
estructura de aislamiento rica en PI3P denominada fagóforo. La presencia de este 
fosfoinosítido permite que se anclen proteínas con dominio de interacción a PI3P como 
WIP2, el cual  sirve de andamiaje para el reclutamiento del complejo ATG12-ATG5-
ATG16, un complejo que va regular el crecimiento del fagóforo mediante la 
incorporación de la proteína que recubre todo el autofagosoma denominada LC3 
(Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B). Para ser incorporado a la 
membrana del fagóforo la proteína LC3 sufre una serie de modificaciones post-
traduccionales. Primero es procesada por la cisteína proteasa ATG4 (Autophagy related 
4A cysteine peptidase) formando así LC3-I, esta escisión permite la conjugación de LC3-
I con una fosfatidiletanolamina (PE) presente en la membrana del fagóforo y a esta 
forma lipidada se le denomina LC3-II. El proceso de lipidación de LC3 es mediado por 
una serie de reacciones de tipo ubiquitinación en donde la proteína ATG7 (Autophagy 
related 7) traspasa a LC3-I a la proteína ATG3, para que finalmente pueda ser lipidada  
por el complejo ATG12-ATG5-ATG16 y así ser incorporado a la membrana del fagóforo. 
Esta cascada de reacciones se mantiene en el borde del fagóforo permitiendo que crezca 
y engulla todo el cargo a ser degradado (Bento et al, 2016; Dikic & Elazar, 2018). Una 
vez que se cierra el fagóforo se convierte en una vesícula de doble membrana 
denominada autofagosoma (Fig.1). 
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Figura 1 Diagrama de la Vía de Autofagia. Las células degradan y reciclan componentes mediante la 
autofagia, la cual es un proceso catabólico intracelular que se caracteriza por el secuestro de proteínas y 
organelos en vesículas de doble membrana formadas del retículo endoplásmico llamadas autofagosomas, 
y que finalmente vaciarán su contenido al fusionarse con lisosomas para su descomposición y eventual 
reciclado.  Esquema realizado en Biorender. 

 

Estos autofagosomas finalmente son movilizados hacia los lisosomas donde la 
membrana externa del autofagosoma se fusiona con el lisosoma para formar el 
autolisosoma. El pH acido que caracteriza a los lisosomas junto con las lipasas, 
glucosidasas e hidrolasas tales como las catepsinas que habitan dentro de ellas, llevan 
a la degradación de la vesícula interna, el cargo e incluso parte de los componentes que 
forman el autofagosoma como es la proteína LC3-II (He & Klionsky, 2009). Sin embargo, 
no cualquier componente celular es llevado a degradación vía autofágica. El cargo a ser 
degradado es previamente marcado mediante un tipo poli-ubiquitinación. Es conocido 
que la poli-ubquitinación de proteínas está asociado como una marca de degradación 
vía proteosoma, pero se sabe que entre la degradación autofágica y protesosomal la 
unión de la proteína ubiquitina al blanco a ser degradado es diferente para cada vía. 
Proteínas que serán degradadas vía proteosoma tienen cadenas de ubiquitina unidas 
en la lisina 48 (K48) de la ubiquitina, mientras que las proteínas que serán degradas 
por autofagia tienen cadenas de ubiquitina unidas en su lisina 63 (K63) (Kocaturk & 
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Gozuacik, 2018). Estas cadenas de ubiquitina en la posición K63 son reconocidas por 
proteínas adaptadoras como OPTN (Optineurin), NBR1 (Neighbor Of BRCA1 gene 1 
protein) o p62/SQSTM1 (Sequestosome-1) los cuales comparten sitios de 
reconocimiento a ubiquitina y dominios de interacción con LC3 (Johansen & Lamark, 
2011), permitiendo que sean capturados junto con su cargo al interior del 
autofagosoma y finalmente degradados por el lisosoma (Fig. 1).  

 

2.1. Regulación transcripcional de la autofagia 

 
Con los años se ha encontrado que mTOR y AMPK además de regular la iniciación 

de la autofagia también son capaces de regular la localización núcleo/citoplasma de 

factores de transcripción importantes para la expresión de una gran batería de genes 

involucrados en la autofagia. 

 

 

2.1.1. FOXO 
 
Entre estos factores de transcripción se encuentra una familia evolutivamente 

conservada de factores de transcripción llamada FOXO (Forkhead box O). En mamíferos 
esta familia está constituida por los integrantes FOXO1, FOXO3, FOXO4 y FOXO6. En 
respuesta a diversos tipos de estrés celular como estrés oxidante, cambios en los niveles 
de nutrientes o alteraciones en la señalización de factores de crecimiento, esta familia 
de factores de transcripción sufren modificaciones post-traduccionales que regulan su 
translocación del citoplasma al núcleo o viceversa,  permitiendo así que regulen la 
expresión de genes. La familia FOXO se ha encontrado relacionada con la regulación de 
la homeostasis metabólica, el estrés oxidante, la autofagia, endocitosis, la neurogénesis, 
neuroprotección y homeostasis de células troncales (Cheng, 2019; Martins et al, 2016).  

 

De entre esta familia de factores de trascripción sobresalen dos integrantes que se han 

visto altamente relacionados con la inducción de la autofagia, FOXO1 y FOXO3. Estos 

dos integrantes y su actividad transcripcional son principalmente contralados por la 

cinasa AKT (RAC-alpha serine/threonine-protein kinase). En presencia de factores de 

crecimiento, AKT está activo y fosforila a estos factores de transcripción reteniéndolos 

en el citoplasma (Di Malta et al, 2019). Por otra parte, en condiciones de estrés 

energético o estrés oxidante cinasas como AMPK o JNK (c-Jun N–terminal Kinase) 

fosforilan y promueven la translocación de FOXO1 y FOXO3 al núcleo y por lo tanto la 

expresión de genes contra el estrés oxidante como Sod2 (Superoxide dismutase 2) y de 

autofagia como Atg5, Atg12 y Lc3 (Chi et al, 2016; Xu et al, 2011). Esto indica que la 

regulación de la autofagia mediada por la localización de los factores de transcripción 

FOXOs proporciona un importante mecanismo de adaptación al estrés ambiental, el 

estrés oxidativo, la hipoxia y el estrés nutricional. 
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2.1.2. TFEB 

 

La autofagia además de recurrir de maquinaria para la formación de 

autofagosomas, requiere de la colaboración y un buen funcionamiento de los lisosomas. 

En los últimos años se ha descubierto que existe un regulador maestro de la biogénesis 

y función lisosomal denominado TFEB (Transcription Factor EB). La actividad de TFEB 

está estrictamente regulada a través de modificaciones post-traduccionales, 

interacción proteína-proteína y localización celular (Napolitano & Ballabio, 2016). En 

condiciones de homeostasis TFEB se encuentra fosforilado por mTOR, ocasionando su 

interacción con la proteína 14-3-3 y retención en el citosol (Roczniak-Ferguson et al, 

2012). Cuando la célula se encuentra con falta de nutrientes, disfunción lisosomal o la 

inactivación de mTOR, TFEB ya no es fosforilado y se transloca al núcleo donde 

coordina la expresión de sus genes blanco (Martina et al, 2012). Además, TFEB también 

es regulado por calcio. En condiciones de estrés energético o daño lisosomal, se libera 

calcio del lisosoma, lo que conduce a la activación de la fosfatasa Calcineurina, que 

desfosforila a TFEB y promueve la translocación de TFEB al núcleo (Medina et al, 2015). 

 

Desde su descubrimiento TFEB se le vio relacionado con su capacidad de aumentar el 

número y capacidad degradativa de los lisosomas al coordinar la expresión de genes 

relacionados con la biogénesis y función lisosomal entre los cuales se encuentran 

hidrolasas lisosomales como CTSA (Cathepsin A), CTSB (Cathepsin B) y GBA (β-

glucosidase), proteínas que acidifican el lisosoma como ATP6AP1 (ATPase H+ 

Transporting Accessory Protein 1), proteínas que recubren la membrana lisosomal como 

LAMP1 (Lysosomal-associated membrane protein 1), LAMP2 (Lysosomal-associated 

membrane protein 2) y MCOLN1 (Mucolipin-1)(Palmieri et al, 2011), sin embargo, 

trabajos posteriores han demostrado TFEB también orquesta la expresión de un 

número más amplio de genes y la regulación de diversos procesos celulares como la 

autofagia, mitofagia, la endocitosis, la exocitosis y la función mitocondrial (Napolitano 

& Ballabio, 2016; Wang et al, 2020). Es más, se ha observado que TFEB es capaz de 

regular la degradación especifica de diversos componentes celulares como la 

eliminación de gotas de lípidos (Settembre et al, 2013) y mitocondrias dañadas (Nezich 

et al, 2015), lo que sugiere que este factor de transcripción podría ser un regulador 

central de la homeostasis metabólica de la célula. 

 

3. Mitofagia 

La autofagia es un proceso conservado entre todos los eucariontes, sin embargo, 
en organismos pluricelulares se ha encontrado que la autofagia se vuelve altamente 
selectiva con lo que degrada, llegando a regular el recambio específico de ciertos 
organelos o componentes celulares de manera tejido especifico (Ravikumar et al, 2010; 
Zhang et al, 2021). Esta especialización se ha vuelto de suma importancia para el 
correcto funcionamiento de algunos tejidos. Con el avance en la investigación se ha 
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observado que las neuronas degradan y recambian constantemente un organelo en 
específico como son las mitocondrias, además la desregulación de este proceso en las 
neuronas está altamente relacionado con el desarrollo de enfermedades 
neurodegenerativas (Martinez-Vicente, 2017).  

La degradación selectiva de mitocondrias recibe el nombre de mitofagia. En términos 
generales el proceso de iniciación y degradación es el mismo que el de la autofagia, sin 
embargo, las mitocondrias tienen sistemas de marcaje específicos para su degradación 
como son el sistema BNIP3/NIX y el sistema PINK1/Parkin. Una adecuada ejecución de 
estos sistemas conlleva a un óptimo estado de las mitocondrias y a la sobrevivencia de 
la neurona ante diversas condiciones metabólicas.  

 

3.1. BNIP3/NIX 

BNIP3 (Bcl-2/adenovirus E1B 19-kDa interacting protein 3) y NIX (NIP3-Like 
Protein X) son proteínas homólogas que comparten una gran similitud en su secuencia 
de aminoácidos (aproximadamente 50% de identidad). Son proteínas transmembrana 
de un solo pase que se insertan en la membrana mitocondrial externa a través de sus 
dominios transmembrana C-terminales, los cuales contienen dominios de cremalleras 
de glicina, confiriéndoles la habilidad de formar homodímeros resistentes a los 
detergentes, mientras que sus extremos N-terminales los cuales están expuestos al 
citoplasma, contienen un dominio atípico de homología BCL2 de tipo 3 (BH3, Bcl-2 
homology 3), lo que les provee características pro-apoptóticas (Ney, 2015) 
interaccionando con proteínas de esta misma familia como son BAX y BAK. 

El mecanismo por el cual inducen mitofagia es aún bastante controversial, ambas 
proteínas son capaces de inducir la autofagia al disociar el complejo de iniciación de la 
autofagia Bcl-2-Beclin1 mediante la unión competitiva a Bcl-2 por medio de su dominio 
BH3 (Bellot et al, 2009). Además, ambas proteínas contienen sitio de unión a LC3 
(Hanna et al, 2012; Novak et al, 2010) lo que permite que la mitocondria que tenga en 
su membrana externa la presencia de BNIP3 y NIX será envuelta por el autofagosoma y 
finalmente degradada vía autofágica.  

En el caso específico de BNIP3, éste se ha relacionado también con la necrosis y la 
muerte celular autofágica (Azad et al, 2008; Vande Velde et al, 2000). BNIP3 es capaz 
de inducir la despolarización de las mitocondrias a través de la interacción con BAX y 
BAK, formando poros en la membrana externa mitocondrial y liberando citocromo C, el 
cual es capaz de inducir apoptosis mediada por caspasas (Kubli et al, 2007). Sin 
embargo, la despolarización de las mitocondrias se considera también un inductor de 
mitofagia (Chen et al, 2020; Elmore et al, 2001), es por esto que aún no se comprende 
del todo la dualidad de efectos que tiene BNIP3 y la manera en que su regulación 
permite la inducción de la apoptosis o la activación de la mitofagia. 
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Figura 2 Esquema de las vías de mitofagia. Las células degradan proteínas y organelos citosólicos 
mediante la autofagia pero la degradación selectiva de mitocondrias se le denomina Mitofagia. Existen al 
menos dos vías que regulan y etiquetan mitocondrias para su degradación. La vía de NIX/Bnip3 y la vía 
de PINK1/Parkin. Modificado de (Youle & Narendra, 2011). 

 

Cabe señalar que BNIP3 y NIX no se expresan de forma ubicua en condiciones normales. 
Son proteínas altamente inducibles en condiciones de estrés como es la hipoxia, estrés 
oxidativo y en condiciones específicas como es la diferenciación eritroide (Ding & Yin, 
2012). En condiciones de hipoxia, tanto Bnip3 como Nix son regulados 
transcripcionalmente por el factor inducido por hipoxia HIF-1 induciendo mitofagia y 
la eliminación de las mitocondrias dañadas, mitigando la muerte celular (Zhang et al, 
2008). Además de HIF-1, la expresión de Bnip3 también está regulada por el factor de 
transcripción Foxo3a (Mammucari et al, 2007). Sin embargo, no se ha determinado el 
papel ni las condiciones por las cuales Foxo3 induce mitofagia. 

 

3.2. PINK1/Parkin  

PINK1 (PTEN-induced kinase 1) y Parkin son dos genes conocidos por ser la 
mayor causa de la enfermedad autosómica recesiva de Parkinson, cuando se 
encuentran mutados. Gracias a su relación con esta enfermedad se ha descubierto que 
son componentes esenciales para el marcaje y degradación selectiva de mitocondrias 
dañadas (Son et al, 2012).  

PINK1 contiene una secuencia de localización mitocondrial permitiéndole que se una al 
complejo translocasa de la membrana externa mitocondrial (TOM, translocase of the 
outer membrane) (Okatsu et al, 2015). Cuando la secuencia de orientación mitocondrial 
y el segmento transmembrana de PINK1 alcanzan la translocasa del complejo de 
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membrana interna (TIM, translocase of the inner membrane) el segmento 
transmembrana se escinde proteolíticamente por la proteasa PARL (presenilins-
associated rhomboid-like protein, mitochondrial). La escisión da como resultado un 
fragmento de proteína de 52 kDa que contiene el dominio de quinasa (Jin et al, 2010).  

Cuando las mitocondrias se encuentran sanas, este fragmento PINK1 de 52 kDa se libera 
en el citosol y se ubiquitina rápidamente para su degradación por el proteosoma 
(Yamano & Youle, 2013). Sin embargo, cuando las mitocondrias se despolarizan o son 
dañadas, la translocación y el procesamiento de PINK1 se bloquean, lo que lleva a la 
acumulación de PINK1 activo en la membrana externa mitocondrial, es ahí donde puede 
activar y reclutar mediante fosforilación directa a la ubiquitin ligasa citosólica Parkin 
(Narendra et al, 2008). Una vez reclutado a la mitocondria, Parkin induce la 
ubiquitinación de numerosas proteínas de la membrana externa mitocondrial. Estas 
cadenas de ubiquitina son reconocidos por la proteína p62/SQSTM1, proteína esencial 
en el reconocimiento de proteínas que serán degradadas vía autofágica. Una vez 
reconocido por p62/SQSTM1 la mitocondria es llevada a degradación (Geisler et al, 
2010). De manera simple se puede describir que la mitofagia mediada por el sistema 
PINK1/parkin está compuesto por tres elementos importantes: un sensor de daño 
mitocondrial (PINK1), un amplificador de señal (Parkin) y un efector de señal (cadenas 
de ubiquitina), que determina qué mitocondria debe capturarse para su degradación 
vía mitofagia. 

El deterioro en el mecanismo de mitofagia se ha visto relacionado con el envejecimiento 
acompañado con un decremento en la función mitocondrial, desbalance en el 
metabolismo energético de la célula, diminución en los niveles de metabolitos 
importantes como ATP y NADH, además de manera específica en las neuronas, una 
inadecuada ejecución de la mitofagia se relaciona con el desarrollo de enfermedades 
neurodegenerativas (Palikaras et al, 2018). Es por tal motivo que la búsqueda y el 
entendimiento de los mecanismos que llevan a la regulación de la mitofagia se han 
vuelto de gran importancia en el área de las neurociencias. 

 

4. Sirtuinas  
 

Uno de los mecanismos por los cuales las células censan cambios en su estado 
metabólico es a través de los cambios en los niveles de NAD+/NADH, moléculas 
importantes del metabolismo energético y cofactores clave para varias enzimas. Entre 
estas enzimas, existe un grupo en particular de proteínas por las que ha aumentado su 
interés en los últimos años al estar relacionadas con la regulación del metabolismo y el 
envejecimiento. Estas proteínas denominadas sirtuinas, pertenecen a la familia de las 
desacetilasas de histonas de clase III (HDAC III, Class III Histone deacetylases) debido a 
que usan NAD+ para su actividad enzimática y no Zn2+ como las demás familias de 
desacetilasas (HDAC I, II y IV). Al ser dependientes de NAD+ para poder llevar a cabo su 
reacción enzimática la actividad de las sirtuinas está estrictamente ligada al estado 
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metabólico de la célula y por lo tanto son sensores importantes a los cambios 
intracelulares de este metabolito (Nakagawa & Guarente, 2011). 

En los mamíferos existen 7 homólogos de sirtuinas que presentan diferencias en su 
distribución dentro de la célula lo que les permite tener una gran variedad de blancos 
y funciones biológicas como son la regulación de la cromatina, el ciclo celular, el daño 
al DNA y la función mitocondrial (Bosch-Presegue & Vaquero, 2014). 

 

4.1. Sirtuinas, reguladores indispensables de la autofagia y mitofagia  

Las sirtuinas que se han encontrado en el citoplasma como son la sirtuina 1 y 2 
se han visto íntimamente ligadas a la desacetilación de diversas proteínas como 
componentes del citoesqueleto, cinasas o factores de transcripción regulando la 
activación de mecanismos y vías de señalización. En específico estas dos sirtuinas se 
encuentran altamente expresadas en el sistema nervioso y se ha ligado su participación 
a la prevención del envejecimiento y mejoría de enfermedades neurodegenerativas. 

La sirtuina 1 (SIRT1) se expresa en gran medida en el cerebro adulto, con niveles altos 
en la corteza, el hipocampo, el cerebelo y el hipotálamo. Subcelularmente, SIRT1 se 
conoce como una proteína nuclear. Sin embargo, SIRT1 tiene secuencias de importación 
y exportación nuclear y está presente también en la fracción citosólica del cerebro del 
ratón (Donmez & Outeiro, 2013). Estudios indican que la elevación del cociente 
NAD+/NADH o la activación farmacológica de SIRT1 es capaz de estimular la autofagia. 
En específico SIRT1 desacetila y regula la función transcripcional de las proteínas 
FOXOs (Lin et al, 2018). Estudios previos han demostrado que SIRT1 es capaz de 
desacetilar al factor de transcripción FOXO1, induciendo su translocación al núcleo y 
aumentando la expresión de proteínas involucradas en la inducción de la autofagia 
como es BNIP3 (Lin et al, 2014)  y en la fusión autofagosoma-lisosoma como es Rab7 
(Hariharan et al, 2010). SIRT1 también desacetila a FOXO3a, el cual regula varios genes 
de autofagia como es Lc3, Bnip3 y Atg12 (Mammucari et al, 2007) y recientemente se 
ha descubierto que induce la expresión de Pink1 (Mei et al, 2009) promoviendo la 
mitofagia. Otro factor de transcripción esencial que regula el proceso de autofagia y 
biogénesis lisosomal es el factor de transcripción TFEB. Este factor es desacetilado por 
la SIRT1, lo que induce su translocación al núcleo y la expresión de genes relacionados 
con la función y la biogénesis lisosomal como son las hidrolasas Ctsb, Ctsd y las 
proteínas Lamp1 y Lamp2 (Bao et al, 2016). 

En el caso de la sirtuina 2 (SIRT2), este integrante se encuentra altamente expresado 
en la corteza, el lóbulo frontal, el hipocampo, el cuerpo estriado y el cerebelo, teniendo 
una localización predominantemente citoplasmática (Maxwell et al, 2011). SIRT2 se ha 
encontrado estrechamente ligado con la desacetilación de tubulina, regulando así la 
dinámica de microtúbulos en neuronas. Al igual que con SIRT1, también SIRT2 es capaz 
de desacetilar a FOXO1 y FOXO3a promoviendo la autofagia y reduciendo el estrés 
oxidante (Lee, 2019; Wang et al, 2007). Sin embargo, SIRT2 también se le ha encontrado 
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una estrecha relación con la regulación de la homeostasis de mitocondrias. Se ha 
encontrado que SIRT2 regula la acetilación del factor PGC1α (Krishnan et al, 2012), un 
importante regulador transcripcional de la biogénesis y función mitocondrial. Además, 
esta sirtuina es importante para el proceso de mitofagia ya que la eliminación génica de 
Sirt2 en neuronas con lleva a una desregulación en la función mitocondrial, aumento en 
el estrés oxidante y falla en el proceso de autofagia/mitofagia (Liu et al, 2017).  

Es evidente el constante aumento de información donde se relaciona la actividad de las 
sirtuinas con la regulación de la autofagia y un mayor número de estudios indican que 
la regulación de estos procesos es de suma importancia en la prevención de 
enfermedades neurodegenerativas (Donmez, 2012; Donmez & Outeiro, 2013; Lee, 
2019). Con esta información en mente, la búsqueda de compuestos que aumenten los 
niveles de NAD+ o promuevan la actividad de las sirtuinas es de gran interés. Uno de los 
posibles candidatos podrían ser los cuerpos cetónicos ya que se ha relacionado a las 
sirtuinas como un posible mecanismo de la acción benéfica de la restricción calórica y 
las dietas cetogénicas, condiciones en donde se induce un aumento en los niveles de 
cuerpos cetónicos (Newman & Verdin, 2014; Pasinetti et al, 2013). 

 

5. Los cuerpos cetónicos  

Los cuerpos cetónicos son sustratos energéticos alternativos a la glucosa, producto de 
la oxidación de ácidos grasos en el hígado. Son producidos en condiciones específicas 
como el ayuno prolongado, el ejercicio exhaustivo, dietas altas en grasa y en la fase de 
la lactancia. Las moléculas que se forman de este proceso son el acetoacetato, el D-β-
hidroxibutirato (D-BHB) y la acetona. La acetona al ser un compuesto volátil es 
exhalada por los pulmones mientras que los otros dos entran al torrente sanguíneo y 
pueden proveer de energía a tejidos extra hepáticos como el cerebro. 

 Estados metabólicos donde se induce un aumento en los niveles de cuerpos cetónicos 
en el cuerpo como la restricción calórica, el ayuno intermitente, el uso de dietas 
cetogénicas o la administración exógena de D-BHB han ganado atención en los últimos 
años al tener efectos benéficos contra el envejecimiento, desórdenes neurológicos y 
fungir como posible tratamiento contra enfermedades neurodegenerativas (Camberos-
Luna & Massieu, 2020). Desde hace tiempo el ayuno se ha utilizado como terapia 
anticonvulsiva y la dieta cetogénica se ha utilizado clínicamente desde hace un siglo 
como terapia para algunas epilepsias infantiles (Hartman & Vining, 2007). Con el paso 
del tiempo, el número de investigaciones han aumentado y la gran mayoría indican que 
el uso de dietas cetogénicas es benéfico en diversos modelos de ratón que presenta 
enfermedades neurodegenerativas (Newman & Verdin, 2014), sin embargo aún no se 
clarifican bien los mecanismos por los cuales los cuerpos cetónicos podrían tener estos 
efectos benéficos. 
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Figura 3 Esquema de la producción de cuerpo cetónicos en el cuerpo y sus efectos dentro de las 
células. Durante ayuno prolongado, ejercicio extenuante o dietas baja en carbohidratos/altas en grasa 
los niveles de glucosa en sangre disminuyen y se promueve la degradación de ácidos grasos en el hígado 
para formar tres cuerpos cetónicos, la acetona (Ac), el acetoacetato (AcAc) y el 3-β-hidroxibutirato 
(BHB). La acetona al ser volátil es exhalado por los pulmones mientras que el AcAc y el BHB entran al 
torrente sanguíneo y son captados por los demás tejidos extra hepáticos. El BHB y el AcAc ingresan a las 
células mediante transportadores de monocarboxilatos (MCTs, Monocarboxylate transporters) y dentro 
de la mitocondria ambos pueden ser metabolizados para producir energía. También se conocen otros 
efectos del BHB como la inhibición de las HDACs (Histone Deacetylase), modificar postraduccionalmente 
las histonas lo que se asocia con transcripción (BHB-ilación de histonas) y aumentar los niveles de 
NAD+/NADH en el citoplasma. BDH (D-β-hydroxybutyrate dehydrogenase), SCOT (Succinyl-CoA-Ketoacid-
CoA transferase), mBKD (mitocondrial β-ketothiolase), OXPHOS (Oxidative Phosphorylation System). 
Modificado de (Camandola & Mattson, 2017). 

 

El cuerpo cetónico mas estudiado ha sido el D-BHB ya que se le han encontrado varias 
propiedades además del de funcionar como sustrato energético. Se ha descubierto que 
puede inhibir a las HDACs dependientes de Zinc (clase I, II y IV), ser neuroprotector en 
modelos de isquemia, fungir como antioxidante, estimular la función mitocondrial 
(Newman & Verdin, 2017). Además, metabolitos intermediarios que se producen de su 
metabolismo tienen un gran impacto en diversos mecanismos de señalización.  Un 
aspecto en particular del D-BHB es su metabolismo dentro de la célula. A diferencia de 
la glucosa el D-BHB solo gasta una molécula NAD+ para formar 2 moléculas de acetil-
CoA mientras que la glucosa necesita 4 moléculas de NAD+ (Elamin et al, 2017). Esto 
sugiere que puede mantener la producción de ATP sin reducir los niveles de NAD+ 
intracelulares. En estudios recientes se demostró que en neuronas tratadas con D-BHB 
aumentan los niveles de NAD+, la respiración mitocondrial e incluso se estimula la 
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producción de ATP (Marosi et al, 2016). En otro estudio se observó que los cuerpos 
cetónicos tienen una función neuroprotectora en un modelo de isquemia debido a la 
estimulación de la sirtuina 3 mitocondrial promoviendo la defensa antioxidante a 
través de regular al factor transcripcional FOXO3a (Yin et al, 2015), sin embargo se 
desconoce si el D-BHB es capaz de regular factores de transcripción importantes en los 
procesos de mitofagia y biogénesis lisosomal a través de estimular la actividad de 
sirtuinas. Por lo que en este proyecto se planteó resolver esta pregunta. 

 

 

Pregunta experimental 

¿Puede el D-β-hidroxibutirato estimular la mitofagia y la biogénesis lisosomal a través 
de la activación de factores de transcripción dependiente de las sirtuinas en neuronas 
corticales? 

 

Objetivo 

Valorar los cambios en la autofagia, mitofagia y biogénesis lisosomal inducidos por la 
exposición a D-β-hidroxibutirato en neuronas corticales de rata en cultivo y determinar 
si están mediados por la activación de factores de transcripción (FOXO1, FOXO3a y 
TFEB) y la actividad de las sirtuinas  

 

Objetivos particulares  

 Analizar la translocación al núcleo de factores de transcripción que regulan la 
mitofagia y biogénesis lisosomal en neuronas tratadas con D-BHB  

 Evaluar los cambios en la autofagia y contenido de lisosomas en neuronas 
tratadas con D-BHB 

 Evaluar cambios en la mitofagia en neuronas tratadas con D-BHB  
 Analizar el efecto protector de la pre incubación del BHB ante diferentes tipos 

de estrés celular en neuronas corticales 
 Analizar la participación de las sirtuinas en la activación de los factores de 

transcripción en neuronas tratadas con D-BHB 
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Metodología 

 Cultivo celular 

Cultivos primarios de neuronas de corteza fueron preparados a partir de embriones de 
ratas Wistar de 17-18 días de gestación. Después de la disección, el tejido obtenido de 
la corteza cerebral de 10-12 embriones, fue cortado en un rebanador e incubado en una 
solución de tripsina al 0.5 %. Los trozos de tejido fueron disgregados pasándolos por 
una malla en una solución con DNAsa e inhibidor de tripsina al 0.08 % y 0.52 %, 
respectivamente. Las células se resuspendieron en medio Neurobasal con 25 mM de 
glucosa (Gibco) suplementado con 1% de B27, 1% de B27 Minus AO, 0.5 mM de L-
glutamina y 20 μg/ml de gentamicina (Sigma). 

Las células se sembraron en cajas pre-cubiertas con poli-L-lisina (5 μg/ml) a una 
densidad de 2.2 x 105/cm2. Las células se mantuvieron durante 8 días in vitro (DIV) a 
37 °C en una atmósfera húmeda de 5% de CO2 / 95% de aire. Cuatro días después de 
sembrar las células se añadió citosina arabinosa a una concentración final de 0.82 μM 
para inhibir la proliferación de las células gliales. 

 Tratamientos 

A los 8 DIV las neuronas fueron tratadas por diferentes tiempos (6, 12, 24 y 48 h) y con 
diferentes concentraciones de los siguientes compuestos: D-β-hidroxibutirato (5 mM; 
Sigma-Aldrich, 298360-1G), L-β-hidroxibutirato (5 mM; Sigma-Aldrich, H3145-1G), β-
NAD (5 mM; Sigma, N-7004), cloroquina (20 µM; Sigma, C6628-25G), AGK2 (inhibidor 
de SIRT2, 5 μM; Merk Millipore, 566324-5MG) 

 qRT-PCR 

El RNA total se extrajo con el reactivo TRIZOL (Invitrogen). El cDNA se sintetizó a partir 
de 2 µg de ARN con el uso del kit de High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(Applied Biosystems). La reacción se llevó a cabo en un termociclador de la siguiente 
manera: 25 °C durante 10 min, 37 °C durante 120 min y 85 °C durante 5 min. Se 
utilizaron 50 ng de cDNA para cada reacción y se usó el termociclador de tiempo real 
Rotor-Gene Q Thermocycler (Qiagen; Hilden, Germany). Las secuencias de los oligos 
utilizados fueron: 
 

Nombre del gen # de referencia en 
NCBI 

Oligos 5´-3´ (sitio de inicio del oligo en la 
secuencia de referencia) 

Lamp1 NM_012857.2 (1022) CCACGTTCAGCACCTCCA 
(1185) GACCCAAACCTGTCACTTTCTAC 

Lamp2 XM_006257486.4 (2499) AGCCCAATGCCTAACACATC  
(2655) CTGCCCTCCCAATAACAAGA 

Ctsb NM_022597.2 (257) AGGCTGGACGCAACTTCTAC  
(400) ACTGTTCCCGTGCATCAAA 

Ctsd NM_134334.3 (1248) CCTGGGCGATGTCTTTATTG  
(1316) GCAAAGCCGACCCTATT 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=82830419
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Atg5 NM_001014250.2  (513) ATATGAAGGCACACCCCTGA  
(672) GTGAGCCTCAACTGCATCCT                

Rab7 NM_023950.4  (393) GGCCTTCTACAGAGGTGCAG  
(580) TCTTTGTGGCCACTTGTCTG   

Map1lc3a NM_199500.2 (185) GACCGGCCTTTCAAGCAG 
(293) CCTTGTAGCGCTCGATGAT 

Sqstm1 NM_175843.5 (98) CGCTTCAGCTTCTGCTTCAG  
(286) GGCCATTGTCAGTTCCTCAT 

Tuba1a NM_022298.1 (1252) GATCTGATGTATGCCAAGCG  
(1388) TCCACAGAATCCACACCAAC 

 

La expresión de Tuba1a fue utilizada como gen normalizador. 

 Fraccionamiento subcelular 

Las células se cultivaron en cajas de 60 mm. Después del tratamiento, las células se 
lavaron con PBS 0.1 M frio, se recolectaron en buffer A (sacarosa 0,25 M, EDTA 1 mM, 
HEPES 20 mM, KCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM, Triton X-100 al 0.1%, DTT 1 mM y 2 mg/ml 
de inhibidor de proteasas), se transfirieron a un tubo eppendorf, se agitaron 
suavemente en un agitador de balanceo durante 10 min a 4 °C y se centrifugaron a 1000 
g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se recuperó a un nuevo tubo, esta fracción se 
tomó como el extracto citoplasmático. El sedimento se lavó y se resuspendió en buffer 
de lisis (Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, desoxicolato sódico 
al 0,5%, SDS al 1% y 2 mg/ml de inhibidor de proteasas), esta porción se tomó como la 
fracción nuclear. 

 Análisis mediante Inmunoblot 

Después de los diferentes tratamientos, células cultivadas en cajas de 35 mm se lavaron 
con PBS 0.1 M enfriado con hielo y se lisaron con un buffer de lisis que contenía: Tris-
HCl pH 8.0 50 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, desoxicolato sódico 0.5%, SDS 1% 
y 2 mg/ml de inhibidor de proteasas (Complete, Roche); se centrifugaron a 1500 g a 4 
°C durante 5 min. La concentración de proteína se determinó por el método de Lowry y 
se separaron 30 μg de proteína en geles de SDS-PAGE, posteriormente se transfirieron 
a membranas de PVDF de 0.45 μm (Merck Millipore). Las membranas fueron 
bloqueadas con una solución de leche descremada al 5 % en buffer TBS (Tris-HCl 50 
mM pH 7.5, NaCl 150 mM y Tween 20 al 0.1 %) durante 1 h a temperatura ambiente y 
con agitación. Los anticuerpos primarios se incubaron durante 24 h a 4 °C. Los 
siguientes anticuerpos primarios usados y sus diluciones fueron: FOXO1 (1:3000, Cell 
Signaling, 2880S), FOXO3a (1:1000, Cell Signalling, 2497S), TFEB (1:1000, Abcam, 
ab2636), PGC-1α (1:500, Santa Cruz Biotechnology, sc-5816), ATG5 (1:1000, Santa Cruz 
Biotechnology, sc-133158), LC3 (1:6000, MBL, PD014), p62/SQSTM1 (1:2000, Cell 
Signaling, 5114S), TOM20 (1:8000, Cell Signaling, D8T4N), COX IV (1:3000, Cell 
Signaling, 11967S), CTSB (1:3000, Sigma, C6243), LAMP2 (1:7000, Sigma, L0668), 
SIRT2 (1:1000, Sigma, S5313), H1.0 (1:10000, Abcam, ab11079), GAPDH (1:16000, Cell 
Signaling, 2118), Actina (1:8000, Merck Millipore, MAB1501). Para la detección de los 
anticuerpos primarios se utilizó un anticuerpo secundario anti-conejo o anti-ratón de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=-2123606458
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1937903073
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=377652334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2008356296
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=11560132
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cabra acoplados a la enzima peroxidasa y se detectó la inmunoreactividad mediante el 
sustrato HRP quimioluminiscente (Merck Millipore). Las membranas se revelaron en el 
equipo C-DiGit Scanner (LI-COR) y las imágenes se analizaron con el programa ImageJ. 

 Viabilidad celular  

Ensayo de MTT 

Como índice de sobrevivencia celular se evalúo la formación de la sal de formazán a 
partir de la reducción del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
(MTT) que es un indicativo de la actividad de las deshidrogenasas mitocondriales en 
células vivas. Después de los correspondientes tratamientos las células se incubaron 
con MTT 150 μM durante 1 h a 37 °C; terminado la incubación se retiró el medio y se 
añadió isopropanol-HCL para solubilizar las sales de formazán precipitadas. La 
absorbancia del formazán se midió con un espectrómetro de luz visible a 570 nm. La 
viabilidad celular se expresa como porcentaje de la reducción del MTT con respecto al 
control.  
 
Liberación de LDH 

 
Como indicativo de muerte celular se cuantificó la actividad de la enzima lactato 
deshidrogenasa (LDH) liberado al medio de cultivo. Después de la exposición de las 
células a los correspondientes tratamientos, se colectó medio de cultivo de las células 
tratadas y se añadió a un buffer de K2HPO4/KH2PO4  (50 mM, pH 7,5) con NADH (9.4 
mM). Para iniciar la reacción se añadió piruvato (20 mM) a la mezcla y se cuantificó la 
disminución de la fluorescencia del NADH a 340 nm después de 5 min en un 
espectrofotómetro. Los datos se expresan como porcentaje de actividad LDH en el 
medio respecto al control. La actividad de LDH en cultivos control no expuestos a los 
tratamientos se normalizó a 0%. 

 Transfección de neuronas 

Las células se cultivaron sobre cubreobjetos y al día in vitro 4 se transfectaron con 2 µg 
de ADN plasmídico por pozo utilizando como reactivo de transfección Lipofectamina 
2000 (ThermoFisher, 11668-019). Se usó una relación de 1:3 de µg de ADN plasmídico 
y µl de lipofectamina.  Las neuronas se incubaron con la mezcla de transfección por 24 
horas. Se transfectó el plásmido pmRFP-LC3 (Addgene, #21075) proveído 
amablemente por la Dr. Susana Castro Obregón.  

 Inmunofluorescencia 

Las células previamente transfectadas se expusieron a 5 mM de D-BHB por 24 horas. 
Después del tratamiento, las células se lavaron con PBS frio 0,1 M y se fijaron con 
paraformaldehido durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las células se 
bloquearon con PBS-Albumina al 5%, Triton X-100 al 0.1% durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Se incubó las células con un anticuerpo contra TOM20 (1:250, 
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Cell Signaling) durante toda la noche a 4 °C y después se usó un anticuerpo anti-conejo 
Alexa 488 (Jackson Immunoresearch Laboratories). Por último, los núcleos de las 
células se tiñeron con Hoechst al 0,001% (Sigma-Aldrich, 33258) en PBS y se cubrieron 
con Fluoromount-G (Electron Microscopy Sciences, 17984).  

 Análisis de Mitofagia 

Por cada cubreobjetos con neuronas transfectadas con RFP-LC3 e inmunofluorescencia 
contra TOM20, se tomaron 7 campos con distintas neuronas identificadas como 
transfectadas por la presencia de puntos fluorescentes rojos utilizando un microscopio 
confocal Zeiss LSM 800 invertido y un objetivo de 63x/1.4 NA. De cada imagen se 
obtuvo la máxima proyección a partir de un z-stack y se analizaron con el programa 
CellProfiler. Se delimitaron las células y se cuantificó el número y área de partículas 
RFP-LC3 positivas por célula. Después de haber detectado las partículas RFP-LC3 se 
cuantificó la colocalización de cada partícula con inmunoreactividad a TOM20 (en color 
verde) utilizando el coeficiente de Pearson. Aquellas partículas con un coeficiente 
mayor a 0.5 se tomaron como partículas colocalizantes positivas. De estas partículas se 
midió su área y se sumó el área total de partículas colocalizantes por célula. 

 Detección de autofagosomas y lisosomas 

Antes y después de los correspondientes tratamientos, a células sembradas en cajas de 
35 mm se les agregó 1 µL de Cyto-ID (Enzo life sciences) por mililitro de medio o 200 
nM de Lysotracker red  (Thermo scientific) directamente al medio neurobasal. Ambos 
compuestos se pre-incubaron por 5 minutos. Las imágenes se obtuvieron con un 
microscopio vertical de excitación de dos fotones (LSM 710, Carl Zeiss, Alemania) 
equipado con un láser infrarrojo pulsado Chameleon Ultra II, se usó un objetivo de 
63x/1.0 M27. El Cyto-ID y el Lysotracker se excitaron a 860 nm  y se detectaron a 516 
y 590 nm, respectivamente. De cada imagen se obtuvo la máxima proyección a partir 
de un z-stack de 5 μm de grosor y se analizaron con el programa CellProfiler. Se usó la 
fluorescencia de NADH para delimitar las células y se cuantificó el número de partículas 
lysotracker o Cyto-ID positivas por célula. 

 Auto fluorescencia de NADH 

El NADH de células sembradas en cajas de 35 mm se excitó usando un microscopio 
vertical de excitación de dos fotones (LSM 710, Carl Zeiss, Alemania) equipado con un 
láser infrarrojo pulsado Chameleon Ultra II, se usó un objetivo de 63x/1.0 M27. El 
NADH se excitó a 730 nm y se detectó a 460 nm. De cada imagen se obtuvo la máxima 
proyección a partir de z-stack de 5 μm de grosor y se analizaron con el programa 
Cellprofiler. Se delimitaron las células y se cuantifico la fluorescencia del NADH por 
célula.  
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 Análisis estadístico  

Los datos obtenidos se presentan como la media +/- el error estándar de al menos tres 
experimentos independientes. Posteriormente se analizaron estadísticamente usando 
ANOVA de una vía o seguido de la prueba de Fisher con significancia estadística de 
p<0.05 en el software GraphPad Prisma 6. 
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Resultados 

El BHB estimula la translocación al núcleo de factores de transcripción esenciales 
para la autofagia y la biogénesis lisosomal 

Como modelo experimental se utilizaron cultivos primarios de neuronas 
corticales. Estudios previos han demostrado que una concentración de 5 mM de D-β-
hidroxibutirato (D-BHB) es capaz de inducir la expresión de Bdnf y aumentar la 
expresión proteínas antioxidantes como SOD2 (Marosi et al, 2016), proteínas que son 
conocidas por ser reguladas por los factores de transcripción FOXO1 y FOXO3a, es por 
tal motivo que se decidió utilizar 5 mM de D-BHB para los siguientes experimentos.  

Para determinar si el D-BHB induce la translocación al núcleo de factores de 

transcripción importantes en la regulación de la autofagia y la biogénesis lisosomal se 

realizaron fraccionamientos subcelulares de neuronas corticales tratadas con D-BHB a 

diferentes tiempos usando la dosis de 5 mM de D-BHB. Se observó mediante western 

blot que la incubación de D-BHB en neuronas corticales aumentó la translocación al 

núcleo de los factores de transcripción FOXO1 (Fig. 4A) y FOXO3a (Fig. 4B) desde las 

12 horas y 6 horas, respectivamente, y en ambas proteínas se mantuvo significativo 

hasta las 48 horas. Estos resultados indican que el D-BHB no solo induce la expresión 

de estos factores de transcripción como se había visto previamente (Kim et al, 2019; 

Shimazu et al, 2013), también estimula su presencia en el núcleo en neuronas corticales 

y posiblemente regular la expresión de genes río abajo.  

De igual manera se analizó si la incubación de D-BHB en neuronas corticales regula la 

translocación de otro importante regulador de la autofágica y de la biogénesis lisosomal 

como es TFEB.  Neuronas tratadas con D-BHB presentaron un aumento progresivo con 

respecto al tiempo de los niveles de TFEB en el núcleo (Fig. 5A) indicando que el D-BHB 

aumenta la presencia en el núcleo de otros factores de transcripción además de los 

FOXOs.   

Al observar que los factores de transcripción TFEB y FOXO aumentan su presencia en 

el núcleo en neuronas tratadas con D-BHB, se decidió evaluar la expresión de genes río 

abajo de estos factores de transcripción. TFEB y FOXO expresan genes relacionados con 

la maquinaria de degradación lisosomal y la autofagia. Mediante qRT-PCR se observó 

un aumento en genes de proteasas lisosomales llamados catepsinas (Ctsb y Ctsd) y 

proteínas de importación lisosomal (Lamp1 y Lamp2) en neuronas tratadas por 24h o 

48h con D-BHB (Fig. 5B). Además también se observó un aumento significativo en la 

expresión de genes de autofagia como Atg5, Rab7, Map1lc3a (gen de la proteína LC3) y 

Sqstm1 (gen de la proteína p62/SQSTM1) (Fig. 5B). Estos resultados sugieren que el D-

BHB es capaz de promover la expresión de genes importantes para la autofagia y la 

biogénesis lisosomal a través de aumentar la translocación al núcleo de factores de 

trascripción como son los FOXOs y TFEB. 



27 
 

Figura 4 Translocación nuclear de FOXO1 y FOXO3a en neuronas corticales tratadas con D-BHB. A) 

Análisis de la localización de FOXO1 mediante fraccionamiento subcelular. Inmunoblot representativo y 

cuantificación de FOXO1 en el núcleo y citoplasma. B) Análisis de la localización de FOXO3a  mediante 

fraccionamiento subcelular. Inmunoblot representativo y cuantificación de FOXO3a en el núcleo y 

citoplasma. La histona H1.0 fue usada como control de carga de núcleo y GAPDH como control de 

citoplasma. Datos representados como promedio y ± error estándar de 4 experimentos independientes. 

Se analizaron los datos mediante ANOVA de una vía seguido por una prueba pos-hoc de Fisher. * p<0.05 

vs control. h=horas. 
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Figura 5  Translocación de TFEB en neuronas corticales tratadas con D-BHB. A) Análisis de la 

localización de TFEB  mediante fraccionamiento subcelular. Inmunoblot representativo y cuantificación 

de TFEB en el núcleo y citoplasma. B) Expresión de genes regulados por TFEB y los factores de 

transcripción FOXO1 y FOXO3a detectados por qRT-PCR en neuronas corticales expuesto a 5 mM de D-

BHB por 24 o 48 horas; n=3, * p<0.05 vs control.  Datos representados como promedio y ± error estándar 

de 3 (A) o 4 (B) experimentos independientes. Se analizaron los datos mediante ANOVA de una vía 

seguido por una prueba pos-hoc de Fisher. * p<0.05 vs control. h=horas. 
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El D-BHB activa la autofagia y la biogénesis lisosomal en neuronas corticales   

Al observar que se regulan positivamente genes de autofagia en neuronas 

tratadas con D-BHB, se evaluó si en estas células realmente se estaba activando el 

mecanismo de autofagia. Para ello se evaluó los niveles de proteínas iniciadoras de la 

autofagia como es el caso del complejo ATG5-ATG12. La unión covalente de ATG5 con 

ATG12 es requerida para que se activen y puedan lipidar a la proteína LC3-I. Mediante 

Western blot se observó que los niveles del complejo ATG5-ATG12 aumentaron 

significativamente desde las 12 horas (Fig. 6A). Esto sugiere que la maquinaria para la 

iniciación de la autofagia se está activando. 

 

Figura 6  El D-BHB induce autofagia en neuronas corticales. A) Western blot representativo y 

cuantificación de ATG5-ATG12/β-actina. B) Western blot representativo y cuantificación de LC3-II/β-

actina. C) Western blot representativo y cuantificación de p62/β-actina.  Datos representados como 
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promedio y ± error estándar de 3 (A) o 4 (B, C) experimentos independientes. Se analizaron los datos 

mediante ANOVA de una vía seguido por una prueba pos-hoc de Fisher. * p<0.05 vs control. h=horas. 

 

Después se evaluó la lipidación de LC3-I en LC3-II, marca característica de la formación 

de autofagosomas y los niveles de la proteína p62/SQSTM1 el cual es un indicativo de 

que hay degradación autofágica. Se observó que la formación de LC3-II aumentó 

rápidamente siendo significativo con respecto al control desde las 6 horas de 

tratamiento con D-BHB (Fig. 6B), mientras que los niveles de p62/SQSTM1 no 

cambiaron con la incubación de D-BHB (Fig. 6C) por lo que estos resultados sugieren 

que el D-BHB promueve la formación de autofagosomas. 

 

Figura 7  El D-BHB induce un aumento en proteínas lisosomales. A) Western blot representativo y 

cuantificación de LAMP2/β-actina. B) Western blot representativo y cuantificación de CTSB/pro-CTSB. 

Datos representados con promedio y ± error estándar de 5 (A) o 4 (B) experimentos independientes. Se 

analizaron los datos mediante ANOVA de una vía seguido por una prueba pos-hoc de Fisher. * p<0.05 vs 

control. h=horas. 

 

TFEB es el regulador maestro de la biogénesis lisosomal, es por tal motivo que se evaluó 

mediante Western blot la abundancia de proteínas lisosomales. LAMP2 es una proteína 

transmembranal que recubre los lisosomas, en neuronas tratadas con D-BHB se 

observó que los niveles de esta proteína incrementaron ligeramente en las primeras 



31 
 

horas de tratamiento (Fig. 7A). Por otro lado se evaluó también el nivel de CTSB. Esta 

proteasa que habita en los lisosomas, como cualquier otro zimógeno se encuentra de 

forma inactiva como pro-CTSB pero cuando es activada por la acidificación del lisosoma 

sufre autoproteólisis formando la forma CTSB activa. Mediante Western blot se puede 

observar la activación de esta proteasa como indicativo de la actividad lisosomal. Se 

observó que la incubación de D-BHB en neuronas corticales aumenta la forma activa de 

CTSB (Fig. 7B) sugiriendo que este cuerpo cetónico aumenta los niveles y la activación 

de proteínas lisosomales. 

 

El D-BHB estimula el flujo autofágico y la degradación de mitocondrias en neuronas 

corticales.   

El incremento en genes y proteínas relacionados con la biogénesis lisosomal y la 

autofagia en neuronas tratadas con BHB indica que hay una regulación positiva de 

procesos degradativos, sin embargo, aún se desconoce si este cuerpo cetónico es capaz 

de aumentar el flujo autofágico y la degradación de mitocondrias (mitofagia) en 

neuronas sanas. Para tratar de contestar esta hipótesis se bloqueó la degradación 

lisosomal tratando las neuronas con cloroquina (CQ), un compuesto que aumenta el pH 

de los lisosomas previniendo así la función de las enzimas líticas. Primero se evaluó de 

manera general si el D-BHB aumenta la degradación autofágica mediante la detección 

de los niveles de LC3 y p62/SQSTM1 en presencia o ausencia de CQ. Mediante 

inmunoblot se observó que en condiciones control bloquear la degradación lisosomal 

por 4 horas con CQ aumenta los niveles de LC3-II (Fig. 8A) indicando que hay un 

constante flujo autofágico de manera basal en las neuronas. Cuando las neuronas fueron 

incubadas con D-BHB por 24h se observa un claro incremento en los niveles LC3-II los 

cuales aumentan aún más con el tratamiento de CQ (Fig. 8A), indicando que el D-BHB 

no sólo aumenta la formación de autofagosomas, también promueve su degradación. 

Igualmente se midió el cambio en los niveles de p62/SQSTM1, sin embargo, sólo se 

observó una acumulación significativa de esta proteína en presencia de D-BHB y 

cloroquina (Fig. 8B), sugiriendo que en condiciones basales la degradación de esta 

proteína no es alta pero se estimula en presencia de D-BHB. 

Hasta el momento nuestros resultados indican que el D-BHB aumenta la degradación 

de autofagosomas, sin embargo, se desconoce si podría estar aumentado la degradación 

de componentes u organelos específicos como mitocondrias (mitofagia). Para ello, 

utilizando la misma estrategia se investigó la degradación de proteínas mitocondriales 

como indicativo de mitofagia. Se investigaron dos proteínas mitocondriales, TOM20 y 

COX IV. TOM20 es una proteína transmembranal que se encuentra en la membrana 

externa de la mitocondria y COX IV es una proteína que forma parte la cadena 

transportadora de electrones localizada en la membrana interna mitocondrial. 
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Figura 8  Aumento de la degradación de  LC3-II y p62 en neuronas corticales tratadas con D-BHB. 

Western blot representativo y cuantificación de A) LC3-II/β-actina y B) p62/β-actina de neuronas 

corticales tratadas o no con D-BHB (5 mM) por 24h y con o sin CQ (20 μM) por 4h. Datos expresados 

como promedio y ± error estándar de 4 experimentos independientes. Se analizaron los datos mediante 

ANOVA de dos vías seguido por una prueba post hoc de Fisher. * p<0.05 vs control; & p<0.05 vs D-BHB 

sin CQ. h=horas. 

 

En condiciones control se observó que el tratamiento con CQ no aumenta los niveles de 

TOM20 ni de COX IV (Fig. 9A, B) sugiriendo que estas proteínas no se degradan en gran 

medida vía lisosomal de manera basal. Cuando las neuronas fueron tratadas con D-BHB 

se observa un claro incremento en los niveles de TOM20 (Translocase of outer 

mitochondrial membrane 20) y COX IV (Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1), sin 

embargo, cuando se inhibió la degradación lisosomal con CQ se observa una mayor 

abundancia de estas proteínas con respecto al tratamiento de D-BHB solo (Fig. 9A, B), 

por lo que estos resultados sugieren que de manera basal la degradación vía lisosomal 

de proteínas mitocondriales es muy baja pero el tratamiento con D-BHB estimula la 

expresión y la degradación de estas proteínas, o de las mitocondrias completas. 

Para corroborar si efectivamente el D-BHB está estimulando la mitofagia se usó otra 

estrategia experimental. Se transfectaron neuronas con un plásmido que codifica para 

la proteína RFP-LC3 (Red fluorescent protein - LC3), lo que permite observar la 

formación de autofagosomas y para observar las mitocondrias se fijaron las neuronas 

y se les realizo una inmunofluorescencia contra TOM20. Usando microscopia confocal, 

esta estrategia nos permite observar el número de autofagosomas y cuales colocalizan 

con mitocondrias en neuronas tratadas con D-BHB. 



33 
 

Figura 9 Aumento de la degradación de TOM20 y COX IV en neuronas corticales tratadas con D-BHB. 

Western blot representativo y cuantificación de A) TOM20/β-actina y B) COXIV/β-actina de neuronas 

corticales tratadas o no con D-BHB (5 mM) por 24h y con o sin CQ (20 μM) por 4h. Datos expresados 

como promedio y ± error estándar de 4 experimentos independientes. Se analizaron los datos mediante 

ANOVA de dos vías seguido de una prueba post-hoc de Fisher. * p<0.05 vs control; & p<0.05 vs D-BHB 

sin CQ. h=horas. 

 

De manera basal se observó que las neuronas control muestran un bajo número de 

partículas positivas a RFP-LC3 (autofagosomas), utilizando nuevamente la CQ como 

bloqueador de la degradación lisosomal se observó que el número de autofagosomas 

por célula aumenta significativamente en neuronas tratadas con CQ, esto está en 

concordancia con el resultado previo de Western blot donde se observa que hay 

mayores niveles de LC3-II cuando se bloque el flujo autofágico. Sin embargo, este mayor 

número de autofagosomas no correlaciona con un aumento en el número o área total 

de partículas positivas a TOM20-LC3 (Fig. 10A-D) indicando que de manera basal la 

mitofagia en neuronas es baja. Cuando las neuronas fueron incubadas con D-BHB se 

vuelve a observar un claro aumento en el número de autofagosomas con respecto al 

control pero cuando se bloquea el flujo autofágico con CQ, el número de autofagosomas 

por célula aumenta aún más en neuronas incubadas con D-BHB. De manera interesante 

en esta condición, bloquear el flujo autofágico con CQ no solo aumentó el número de 

autofagosomas, también indujo un aumento significativo en el número y área total de 

partículas TOM20-LC3 colocalizando por célula con respecto a la condición control (Fig. 

10A-D), por lo que en conjunto estos resultados indican que la incubación de D-BHB en 

neuronas corticales estimula la mitofagia. 
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Figura 10 Análisis del efecto del D-BHB sobre la mitofagia en neuronas corticales mediante la 

colocalización de RFP-LC3 y TOM20. A) Imágenes representativas de neuronas transfectadas con RFP-

LC3 (rojo) y con inmunofluorescencia contra TOM20 (verde), incubadas o no con D-BHB (5mM) por 24 

h y tratadas con cloroquina (CQ, 20 µM) por 4 horas para bloquear el flujo autofágico.  Se muestran 

imágenes de zoom ópticos de partículas RFP-LC3 colocalizando con partículas TOM20 positivas junto 

con imágenes ortogonales y-z (derecha) y x-z (arriba). Se usó Hoechst (azul) como marcador para los 

núcleos.  B) Número de partículas RFP-LC3 por célula. C) Número de partículas LC3-TOM20 

colocalizando por célula. D) Área total de partículas LC3-TOM20 colocalizando por célula. Datos 

expresados como promedio y ± error estándar de 4 experimentos independientes. Se analizaron los datos 
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mediante ANOVA de dos vías seguido por una prueba post-hoc de Fisher. * p<0.05 vs control; & p<0.05 

vs condición. h=horas. 

 

Por otro lado, al observar que el D-BHB estimuló los niveles de TOM20 en neuronas, se 

decidió investigar más sobre la participación de BHB en la biogénesis mitocondrial. 

Existe un coactivador transcripcional que regula la expresión de genes relacionados con 

la biogénesis y función lisosomal llamado PGC1α (Peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma coactivator 1-alpha). Este coativador es estimulado por dietas 

cetogénicas o condiciones de ayuno en el hígado de ratones (Jornayvaz et al, 2010; 

Olivares & Henkel, 2017), pero aún se desconoce con exactitud si el D-BHB regula a este 

factor de transcripción en neuronas sanas. Primero mediante qRT-PCR se observó que 

la incubación de D-BHB en neuronas aumenta la expresión a las 24 horas de Pgc1α (Fig. 

11A) y de un gen regulado por este coactivador transcripcional que regula la síntesis 

de DNA mitocondrial llamado Tfam (Mitochondrial transcription factor A) (Fig. 11B). 

Además mediante fraccionamiento subcelular se observó que los niveles de PGC1α 

aumentan en el núcleo de neuronas tratadas con D-BHB (Fig. 11C), indicando que este 

coactivador transcripcional podría estar aumentando los niveles de proteínas 

mitocondriales. Para acercarnos a responder esta hipótesis se evaluó los niveles de la 

proteína mitocondrial TOM20 en el curso temporal de incubación con D-BHB (Fig. 

11D). Se observó un claro aumento de esta proteína mitocondrial con la incubación del 

cuerpo cetónico en las neuronas sugiriendo que PGC1a está aumentando la biogénesis 

de nuevas mitocondrias. 



36 
 

Figura 11 Análisis del efecto del D-BHB sobre la biogénesis mitocondrial en neuronas corticales. 

Expresión de A) Pgc1α y B) Tfam detectados por qRT-PCR en neuronas corticales expuesto a 5 mM de D-

BHB por diferentes tiempos. C) Análisis de la localización de PGC1α mediante fraccionamiento 

subcelular. Inmunoblot representativo y cuantificación de PGC1α en el núcleo y citoplasma. D) Western 

blot representativo y cuantificación de TOM20/β-actina. Datos expresados como promedio y ± error 

estándar de 1 (C) o 4 (A, B y D) experimentos independientes. Se analizaron los datos mediante ANOVA 

de una vía seguido por una prueba post-hoc de Fisher. * p<0.05 vs control. h=horas. 

 

La exposición continua a D-BHB confiere efectos neuroprotectores a neuronas 

corticales ante estrés mitocondrial y energético  

Hasta el momento, los resultados descritos previamente indican que el 

tratamiento de D-BHB en neuronas corticales estimula la biogénesis lisosomal y la 

autofagia posiblemente a través de la translocación de FOXO y TFEB al núcleo. Sin 

embargo, se desconoce si la estimulación de estos procesos por el tratamiento del D-

BHB confiere un efecto neuroprotector o sensibiliza a las neuronas ante diferentes 
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estímulos nocivos. Para ello se decidió evaluar la muerte celular y la viabilidad neuronal 

ante diversos tipos de estrés celular. Como primer objetivo se decidió evaluar si el 

tratamiento de BHB en neuronas corticales confiere protección ante un estresor 

mitocondrial como es el compuesto CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenyl 

hydrazone). Este compuesto despolariza las mitocondrias gracias a su capacidad de 

disipar el gradiente de protones, inhibiendo así la función mitocondrial. Además para 

estos experimentos se decidió incluir al isómero no metabolizable del BHB, el L-β-

hidroxibutirato (L-BHB) para determinar si el efecto del D-BHB es debido a que está 

siendo metabolizado por la célula.  

Mimetizando una dieta cetogénica, las neuronas fueron pre incubadas 24 o 48 horas 

con D-BHB o L-BHB, posteriormente se les retó a 24 horas de CCCP y se les evaluó la 

muerte neuronal (liberación de LDH al medio) y la viabilidad neuronal (Reducción de 

MTT) (Fig. 12A). El ensayo de MTT es un indicativo de la actividad enzimática de 

deshidrogenasas mitocondriales, cuando se sometieron las neuronas a CCCP se observó 

un decremento significativo de la viabilidad neuronal el cual es recuperado cuando las 

neuronas fueron pre incubadas con D-BHB pero no así con L-BHB (Fig. 12B). Esta 

concentración de CCCP induce un ligero aumento en la actividad de LDH en el medio 

pero de igual manera se observa que en las neuronas tratadas con D-BHB se reduce la 

muerte neuronal (Fig. 12C). Curiosamente el tratamiento de 48 horas con el isómero L 

también disminuyó la muerte neuronal. Estos resultados indican que el D-BHB confiere 

un efecto neuroprotector ante un daño mitocondrial. 

Siguiendo con la evaluación del efecto neuroprotector del D-BHB, se sometieron las 

neuronas a una condición de estrés energético generada por la ausencia y 

reintroducción de glucosa (AG/RG) (Fig. 12D). De manera consistente se observó que 

el tratamiento de 24 o 48 horas con D-BHB recupera significativamente la viabilidad 

celular y disminuye la muerte neuronal ante la AG/RG (Fig. 12E, F), lo cual no ocurrió 

con el L-BHB, sin embargo, nuevamente de manera interesante la incubación 

prolongada del isómero L por 48 horas redujo la muerte neuronal ante la AG/RG 

sugiriendo que también es capaz de inducir un efecto protector pero probablemente 

por un mecanismo diferente al isómero D ya que no es metabolizable. En general estos 

resultados indican que el D-BHB confiere un efecto neuroprotector ante una condición 

de estrés energético. 
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Figura 12  La pre incubación de D-BHB es neuroprotector ante la exposición a CCCP y estrés energético. 

A) Esquema del diseño experimental para probar el efecto neuroprotector de la pre incubación del BHB 

ante un desacoplador mitocondrial (CCCP) en neuronas corticales. B) Reducción de MTT y C) actividad 

de LDH de neuronas corticales pre incubadas 24 o 48 horas con 5 mM de D-BHB o L-BHB seguido de la 

exposición de 24h de CCCP 3 µM; n=3, * p<0.05 vs control,  & p<0.05 vs 24h CCCP 3 µM. h = horas. D) 

Esquema del diseño experimental para probar el efecto neuroprotector de la pre incubación del BHB ante 

un estrés energético (AG/RG) en neuronas corticales. E) Reducción de MTT y F) actividad de LDH de 

neuronas corticales preincubadas 24 o 48 horas con 5 mM de D-BHB o L-BHB seguido de la exposición 

de 2h de AG y 24h de RG. Datos expresados como promedio ± error estándar de 4 experimentos 
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independientes. Se analizaron los datos mediante ANOVA de una vía seguido por una prueba post-hoc de 

Fisher. * p<0.05 vs control,  & p<0.05 vs 2h AG + 24h RG. h = horas. 

 

El aumento en el número de autofagosomas y lisosomas correlaciona con una 

disminución en los niveles de NADH en neuronas tratadas con D-BHB 

Hasta el momento hemos mostrado que el D-BHB induce la translocación de 

factores de transcripción importantes para la autofagia, mitofagia y biogénesis 

lisosomal, sin embargo el D-BHB también es una fuente de energía alterna para las 

neuronas, ya que estimula la producción de ATP y aumenta el cociente de NAD+/NADH 

(Marosi et al, 2016). Para comprobar si existe un aumento en los niveles de autofagia y 

biogénesis lisosomal que correlacionen con un aumento en el cociente NAD+/NADH 

después del tratamiento con D-BHB, se realizaron ensayos de microscopia de 2 fotones. 

Gracias a la capacidad de autofluorescencia del NADH cuando es excitado a 760 nm en 

un microscopio de 2 fotones, se puede observar el nivel de NADH intracelular sin la 

necesidad de algún sensor fluorescente. Como primer paso se evaluó si el D-BHB 

efectivamente cambia los niveles de NADH intracelular. En un estado control se 

muestra la autofluorescencia característica del NADH en donde la mayor intensidad de 

señal se encuentra en el citoplasma mientras que las bajas intensidades se presentan 

en el núcleo (Fig. 13A). Cuando las células fueron incubadas con D-BHB por 24 horas 

se observa un decremento en la intensidad de fluorescencia del NADH de las neuronas 

en comparación con el estado control, sin embargo, cuando las células son tratadas con 

el isómero L-BHB, ésta diminución en la intensidad de fluorescencia ya no ocurre (Fig. 

13A),  sugiriendo que el D-BHB puede estar aumentando el cociente NAD+/NADH ya 

que se está metabolizando.  
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Figura 13 El D-BHB induce una disminución en la autofluorescencia de NADH. A) Imágenes 

representativas de la auto fluorescencia de NADH (cian), espectro de intensidad (azul-menor intensidad 

y amarillo-mayor intensidad) y gráfica de la intensidad media de NADH por célula de neuronas corticales 

tratadas con 5 mM de D-BHB o L-BHB por 24 horas. Datos expresados como promedio ± error estándar 

de 4 experimentos independientes. Se analizaron los datos mediante ANOVA de una vía seguido por una 

prueba post-hoc de Fisher. * p<0.05 vs control.  

 

Al observar que el factor de transcripción TFEB aumenta sus niveles en el núcleo con el 

tratamiento de D-BHB, se investigó si efectivamente hay un aumento en el número 

lisosomas correlacionado con la disminución de NADH. Usando el compuesto 

lysotracker para teñir vesículas ácidas, se observó que el número de lisosomas por 

célula aumenta con el tratamiento de D-BHB (Fig. 14A) pero no así con el isómero L-

BHB. Además, el aumento en el número de lisosomas en la condición tratada con D-BHB 

correlaciona con una disminución en la intensidad de fluorescencia de NADH, lo cual no 

ocurre en la condición con el isómero L-BHB. (Fig. 14A). En conjunto estos resultados 

indican que el D-BHB estimula la biogénesis lisosomal y disminuye los niveles de NADH. 

 



41 
 

Figura 14  El D-BHB induce un aumento en el número de lisosomas en neuronas corticales. A) Imágenes 

representativas de LysoTracker (rojo) y auto fluorescencia de NADH (cian) en neuronas corticales 

tratadas con 5 mM de D-BHB o L-BHB por 24 horas. Cuantificación del número de lisosomas por célula 

en cultivos de neuronas corticales tratadas con 5 mM de D-BHB o L-BHB por 24 horas. Datos expresados 

como promedio ± error estándar de 4 experimentos independientes. Se analizaron los datos mediante 

ANOVA de una vía seguido por una prueba post-hoc de Fisher. * p<0.05 vs control. 

 

De igual manera, al observar que hay un aumento en la formación de LC3-II el cual es 

un indicativo de que se están formando autofagosomas, se realizaron ensayos de 

microscopia para visualizar número de autofagosomas positivas a Cyto-ID y 

simultáneamente los niveles de NADH en células tratadas con D-BHB. Se observó que 

en presencia de D-BHB disminuyen los niveles de autofluorescencia de NADH y de 

manera preliminar parece haber un aumento en el número de autofagosomas en 

neuronas tratadas con el isómero D-BHB pero esto no ocurre con el isómero L-BHB 

(Fig. 15A). 
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Figura 15 Efecto del D-BHB en el número de autofagosomas en neuronas corticales. Imágenes 

representativas de autofluorescencia de NADH (cian) y Cyto-ID (verde) en neuronas corticales tratadas 

con 5 mM de D-BHB o L-BHB por 24 horas.  Cuantificación de número de autofagosomas por célula en 

neuronas corticales tratadas con 5 mM de D-BHB o L-BHB por 24 horas. Datos expresados como 

promedio y error estándar del número de partículas positivas a Cyto-ID contadas en >50 células por 

condición de un solo experimento. 

 

En conjunto estos resultados sugieren que el efecto neuroprotector del D-BHB es 

debido a que se está metabolizando y posiblemente aumentando los niveles de NAD+. 

Para aproximarnos a contestar esta hipótesis se incubaron las neuronas con NAD por 

24 horas y posteriormente se les reto a un estrés energético como la AG/RG (Fig. 16A). 

Al igual que el D-BHB, la pre incubación con NAD induce un aumento en la reducción de 

MTT y una diminución en la actividad de LDH en células expuestas a la condición de 

AG/RG (Fig. 16B, C) sugiriendo que el aumento en los niveles de NAD+ en las neuronas 

confiere un efecto neuroprotector ante un estrés energético.  

 



43 
 

Figura 16  La pre incubación de NAD reduce la muerte neuronal inducida por la ausencia y 

reintroducción de glucosa (AG/RG). A) Esquema del diseño experimental para probar el efecto 

neuroprotector de la pre incubación del NAD ante un estrés energético (AG/RG) en neuronas corticales. 

B) Reducción de MTT y C) actividad de LDH de neuronas corticales preincubadas 24 horas con 5 mM de 

NAD seguido de la exposición de 2h de AG y 24h de RG. Datos expresados como promedio y ± error 

estándar de 4 experimentos independientes. Se analizaron los datos mediante ANOVA de una vía seguido 

por una prueba post-hoc de Fisher. * p<0.05 vs control,  & p<0.05 vs 2h AG + 24h RG. h = horas. 

 

El D-BHB aumenta los niveles de la sirtuina 2 

Hasta el momento, todos estos resultados indican que el D-BHB induce la 

translocación al núcleo de factores de transcripción y modifica el cociente NAD+/NADH. 

Cambios en el cociente NAD+/NADH regula la actividad de las sirtuinas, es por eso que 

se evaluó si el D-BHB es capaz de modificar la actividad de estas enzimas. Primero se 

investigó si el D-BHB induce un cambio en los niveles de alguna sirtuina. Entre las 

principales responsables de regular y estimular la autofagia están la sirtuina 1 y 2. En 

el caso de  la sirtuina 2 (SIRT2), esta proteína se encuentra altamente expresada en el 

sistema nervioso (Maxwell et al, 2011). SIRT2 presenta 3 isoformas que son producto 

de splicing alternativo y se observó que el tratamiento de D-BHB en neuronas corticales 

induce un aumento en dos de las tres variantes de sirtuina 2 (SIRT2.1 y SIRT2.2) (Fig. 

17A).  
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Figura 17 El D-BHB aumenta los niveles de la sirtuina 2. A) Western blot representativo y cuantificación 

de SIRT2.1/ β-actina y SIRT2.2/β-actina; n=3, * p<0.05 vs control. B) Esquema del diseño experimental 

para probar el efecto de la inhibición de la sirtuina 2 mediante el inhibidor AGK2 sobre la 

neuroprotección conferida por el D-BHB ante un estrés energético (AG/RG) en neuronas corticales. C) 

Reducción de MTT y D) actividad de LDH de neuronas corticales pre incubadas 24 horas con 5 mM de D-

BHB con o sin AGK2 (5 μM) seguido de la exposición de 2h de AG y 24h de RG. Datos expresados como 

promedio ± error estándar de 4 experimentos independientes. Se analizaron los datos mediante ANOVA 

de una vía seguido por una prueba post-hoc de Fisher. * p<0.05 vs control,  & p<0.05 vs 2h AG + 24h RG, 

# p<0.05 vs D-BHB + 2h AG + 24h RG. h = horas. 
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El aumento en los niveles de SIRT2 y los cambios en los niveles de NADH producidos 

por la incubación de D-BHB en las neuronas sugiere la posibilidad de que esta enzima 

sea la responsable de regular los efectos benéficos del D-BHB. Investigaciones previas 

han demostrado que SIRT2 es un importante regulador de la autofagia y mitofagia en 

neuronas (Liu et al, 2017) y la sobre expresión de esta sirtuina en neuronas se ha 

observado que confiere protección ante daño oxidativo (Singh et al, 2017). En conjunto 

estos datos sugieren que la estimulación de la mitofagia y el efecto neuroprotector 

observado por la incubación de D-BHB en neuronas sean mediados por un aumento en 

la actividad de la sirtuina 2. Para contestar esta posibilidad se usó un inhibidor 

específico para la SIRT2 denominado AGK2 y se evaluó si la inhibición de esta sirtuina 

abatía el efecto neuroprotector del D-BHB ante un estrés energético (Fig. 17B). 

Nuevamente cuando el D-BHB es pre incubado aumenta la sobrevivencia y disminuye 

la muerte neuronal ante el reto de ausencia de glucosa, pero cuando las neuronas son 

pre incubadas con el cuerpo cetónico y el inhibidor de la SIRT2 se abate este efecto 

benéfico del D-BHB (Fig. 17C, D) sugiriendo que la sirtuina 2 es importante en la 

neuroprotección conferida por el D-BHB en las neuronas.  

Al observar que la SIRT2 es importante para el efecto neuroprotector del D-BHB en 

neuronas se decidió investigar el posible mecanismo. Estudios previos han observado 

que SIRT2 desacetila diversos factores de transcripción y regula así su translocación al 

núcleo (Jing et al, 2007; Wang et al, 2007). Es por este motivo que se evaluó si el AGK2 

inhibe la translocación de TFEB y FOXO inducida por el D-BHB. Para ello se realizaron 

fraccionamientos nucleares de neuronas tratadas con D-BHB y se evaluó si el inhibidor 

AGK2 inhibe la translocación de estos factores de trascripción. De manera interesante 

se observó que el inhibidor de la SIRT2 no revirtió la translocación de TFEB al núcleo 

en neuronas tratadas con D-BHB (Fig. 18A), sin embargo, los niveles de FOXO1 y 

FOXO3a en el núcleo disminuyen con el inhibidor AGK2 (Fig. 18B, C) sugiriendo el D-

BHB regula la translocación de los FOXOs por la estimulación de la sirtuina 2 pero el 

mecanismo por el cual promueve la translocación de TFEB posiblemente esta mediado 

por una sirtuina o un mecanismo diferente. 
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Figura 18 Efecto de la inhibición de SIRT2 en la translocación de FOXO3a, FOXO1 y TFEB en neuronas 

corticales tratadas con D-BHB. A) Análisis de la localización de FOXO3a mediante fraccionamiento 

subcelular. Inmunoblot representativo y cuantificación de FOXO3a en el núcleo. B) Análisis de la 

localización de FOXO1 mediante fraccionamiento subcelular. Inmunoblot representativo y cuantificación 

de FOXO1 en el núcleo. C) Análisis de la localización de TFEB mediante fraccionamiento subcelular. 

Inmunoblot representativo y cuantificación de TFEB en el núcleo. Neuronas incubadas por 24 horas con 

5 mM de D-BHB con o sin AGK2 (5 μM). Datos expresados como promedio ± error estándar de 4 

experimentos independientes. Se analizaron los datos mediante ANOVA de una vía seguido de una 

prueba post-hoc de Fisher. * p<0.05 vs control; & p<0.05 vs D-BHB.  
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Discusión  

El cuerpo cetónico D-BHB es un metabolito proveniente de la degradación de 
ácidos grasos en el hígado capaz de suministrar energía a los tejidos periféricos durante 
ejercicio exacerbado o ayunos prolongados. Sin embargo, con el aumento en el uso de 
dietas cetogénicas se han descubierto nuevas funciones biológicas relacionadas con el 
D-BHB como activar receptores de membrana y actuar como inhibidor endógeno de 
desacetilasas de histonas (HDACs). Además, este cuerpo cetónico presenta diversas 
acciones biológicas en el sistema nervioso como promover la expresión de Bdnf (Hu et 
al, 2018; Marosi et al, 2016), fungir como neuroprotector en modelos de isquemia 
(Suzuki et al, 2002) a través de diversos mecanismo que incluyen el aumento en los 
niveles de ATP, la reducción de estrés oxidante, inhibición del estrés del retículo 
endoplásmico e inhibición del inflamosoma NLRP3. Recientemente en estudios en 
neuronas corticales sometidas a la privación de glucosa y en modelos in vivo de 
hipoglucemia y daño cerebral inducido por excitotoxicidad, hemos encontrado que la 
administración del D-BHB estimula la autofagia y previene la muerte neuronal 
(Camberos-Luna et al, 2016). Sin embargo, los mecanismos por los cuales el D-BHB 
estimula la autofagia no se conocen del todo. En este trabajo se identificó que el D-BHB 
estimula la autofagia, la biogénesis lisosomal y el recambio de mitocondrias en 
neuronas sanas a través de la activación de factores de transcripción que regulan estos 
procesos, proporcionando a las neuronas una mayor capacidad de adaptación ante 
estrés energético y estrés mitocondrial, posiblemente mediado en parte por la 
estimulación de un importante regulador del metabolismo y expresión génica como son 
las sirtuinas. 

 

El BHB es capaz de promover la translocación al núcleo de reguladores maestros 
de la autofagia. 

Reportes previos han identificado que el D-BHB y las dietas cetogénicas regulan 
la expresión génica a través de la modificación de marcas de histonas y la regulación 
positiva de algunos factores de trascripción (Hasan-Olive et al, 2019; Xie et al, 2016). El 
más reconocido factor de transcripción que es estimulado por el D-BHB es FOXO3a. 
Mediante nuestros experimentos de fraccionamiento subcelular se confirmó esta 
asociación al observar que la incubación con D-BHB estimuló la translocación de 
FOXO3a al núcleo. Sin embargo, nuestros datos demostraron que el D-BHB estimuló 
otro integrante de esta misma familia de factores de trascripción como es el caso de 
FOXO1.  

La familia de los FOXOs ha cobrado gran relevancia en el ámbito de las neurociencias al 
estar íntimamente relacionado con un gran número de procesos y mecanismos 
fisiológicos relevantes para el sistema nervioso, como el mantenimiento de células 
troncales neurales del cerebro, la eliminación de especies reactivas de oxígeno y la 
autofagia (Santo & Paik, 2018). Estudios previos indican que la estimulación de FOXO3a 
por el tratamiento de D-BHB conlleva a la regulación positiva de genes antioxidantes 
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(Shimazu et al, 2013) lo cual podría explicar el efecto antioxidante del BHB en diversos 
modelos murinos de daño neuronal como son el daño isquémico (Li et al, 2021), 
traumatismo de medula espinal (Seira et al, 2021) o daño hipoglucémico (Julio-Amilpas 
et al, 2015).  

Con respecto a FOXO1, existe al menos un estudio previo donde se observó que el D-
BHB y la restricción calórica aumentan los niveles de FOXO1 en el núcleo de tejido renal, 
promoviendo el incremento de genes antiinflamatorios (Kim et al, 2019). Sin embargo, 
a FOXO1 en el cerebro se le ha encontrado mayor relación con la regulación de genes 
de autofagia (Maiese, 2015) y el mantenimiento de nichos donde ocurre neurogénesis 
en cerebros adultos (Schaffner et al, 2018). Los resultados del presente trabajo indican 
que el aumento en los niveles de FOXO1 en el núcleo correlacionan con un aumento en 
la expresión de genes de autofagia, incremento en los niveles de proteínas importantes 
en la iniciación de la autofagia y mayor número de autofagosomas, lo que indica que el 
D-BHB podría estar regulando positivamente la autofagia mediante la estimulación de 
FOXO1 al núcleo. Adicionalmente, de manera muy interesante un estudio previo 
encontró que tanto FOXO1 como FOXO3a son necesarios para el mantenimiento de un 
correcto funcionamiento de la autofagia y la maduración de neuronas en desarrollo 
(Schaffner et al, 2018). Esto sugiere que la acción de D-BHB de estimular esta familia de 
factores de trascripción puede ser de gran importancia para el sistema nervioso al 
promover la autofagia y la maduración de neuronas.  

Además de promover la translocación al núcleo de la familia de los FOXOs, un 
importante hallazgo de este trabajo fue la capacidad del D-BHB de aumentar los niveles 
de un factor de transcripción perteneciente a una familia completamente diferente 
como fue el caso de TFEB, un regulador maestro de la autofagia y biogénesis lisosomal. 
Nuestros resultados indican que el aumento en los niveles de TFEB en el núcleo 
correlaciona con un aumento en la expresión de genes lisosomales y de autofagia, 
además de un incremento en el número de lisosomas y autofagosomas en neuronas.  

A diferencia de los FOXOs, TFEB se le ha visto más relacionado con la regulación de la 
función lisosomal (Napolitano & Ballabio, 2016), organelos primordiales en la 
capacidad catabólica y de reciclado de las células. La autofagia requiere de un correcto 
funcionamiento de los lisosomas y deficiencia en la actividad catabólica de estos 
organelos se ha relacionado con la acumulación anómala de proteínas mal plegadas y 
material intracelular no degradado. Esta condición patológica de los lisosomas 
promueve la inducción de la senescencia celular (Park et al, 2018), muerte neuronal 
(Tessitore et al, 2004) y se ha asociado con varias enfermedades neurodegenerativas 
(Komatsu & Ichimura, 2008; Komatsu et al, 2006). Más aún, estudios previos indican 
que la sobreexpresión o la estimulación de la biogénesis lisosomal por TFEB disminuye 
los efectos adversos de diversas neuropatologías (Moruno-Manchon et al, 2016; Polito 
et al, 2014) incluida la isquemia cerebral (Liu et al, 2019) y enfermedades 
neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington (Tsunemi et al, 2012) por lo 
que es evidente que la estimulación y mantenimiento de un correcto funcionamiento de 
los lisosomas es de suma importancia para el sistema nervioso.  
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El hecho de haber encontrado en nuestros experimentos que TFEB y los FOXOs son 
estimulados por el D-BHB proporciona nueva información acerca de los mecanismos 
que participan en los efectos benéficos que se le han encontrado a los cuerpos cetónicos 
y a las dietas cetogénicas, sobre diversas neuropatologías que están relacionadas con 
afectaciones en vías como la autofagia y la degradación lisosomal (Guerra et al, 2019; 
Okarmus et al, 2020). En conjunto, nuestros resultados indican que el D-BHB es capaz 
de promover un aumento en la expresión génica de mecanismos específicos como son 
la autofagia y la biogénesis lisosomal a través de la translocación al núcleo de TFEB y 
FOXO. 

 

El BHB estimula el flujo autofágico en neuronas  

La autofagia es un importante mecanismo de adaptación para las células y 
especialmente tiene un papel importante en la regulación de la homeostasis neuronal 
ya que se ha observado que la desregulación de este proceso en neuronas está 
relacionado con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Nixon, 2013). 
Sabemos que la autofagia es un proceso dinámico que inicia con la formación de 
autofagosomas pero culmina en la degradación del cargo en los lisosomas, es decir, hay 
un flujo de componentes celulares a ser degradados vía lisosomal lo cual se denomina 
flujo autofágico (Zhang et al, 2013).  Por lo tanto, un aumento en los niveles de la 
maquinaria autofágica no necesariamente conlleva a que haya más flujo autofágico. 

En este trabajo se encontró que el D-BHB estimuló los niveles de proteínas involucradas 
en la autofagia y función lisosomal, además mediante microscopia se observó un mayor 
número de autofagosomas y lisosomas en neuronas. Mediante la utilización de la 
cloroquina como inhibidor de la degradación lisosomal (Klionsky et al, 2016; Mauthe et 
al, 2018) se observó que el D-BHB no solo induce formación de autofagosomas y 
lisosomas, también indujo un aumento en la degradación vía lisosomal de LC3-II y 
p62/SQTSM1 lo que indica que este cuerpo cetónico es capaz de estimular el flujo 
autofágico.  

Tomando esto en cuenta, ¿qué implicaciones tendría estimular el flujo autofágico? 
Estudios previos han demostrado que el D-BHB estimula el flujo autofágico 
promoviendo la sobrevivencia neuronal en condiciones de estrés energético 
(Camberos-Luna et al, 2016). Además promover la autofagia se ha relacionado con 
efectos benéficos en diversas enfermedades neurodegenerativas que se caracterizan 
por presentar acumulación de componentes celulares que no fueron apropiadamente 
degradados como proteínas mal plegadas (Williams et al, 2006; Zhang et al, 2013). 
Incluso el tratamiento con cuerpos cetónicos en diversas enfermedades 
neurodegenerativas ha sido ampliamente utilizado mostrando efectos benéficos (Paoli 
et al, 2014; Zhu et al, 2022) por lo que existe la posibilidad de que entre los mecanismos 
por el cual los cuerpos cetónicos podrían ejercer un beneficio en estas neuropatologías 
seria por la estimulación del flujo autofágico.  
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Es más, la relación entre el flujo autofágico y los cuerpos cetónicos puede ser más 
importante para preservar la salud celular de lo que se creía. Estudios previos indican 
que aumentar la actividad autofágica en neuronas en modelos de Caenorhabditis 
elegans (Hars et al, 2007) y Drosophila (Simonsen et al, 2008) aumenta la esperanza de 
vida de estos organismos y esto concuerda con estudios recientes en donde la dieta 
cetogénica aumenta la sobrevida de diversos organismos como Caenorhabditis elegans 
(Edwards et al, 2014) y ratones (Roberts et al, 2018). Esto sugiere que estimular una 
mayor actividad autofágica en las neuronas puede ser de gran importancia para 
mantener saludables a estas células. En resumen, el BHB no solo es capaz de estimular 
la expresión de genes importantes para la autofagia a través de la translocación de 
factores de transcripción, también es capaz de estimular el flujo autofágico y promover 
un mejor estado de salud de las neuronas. 

 

El recambio de mitocondrias como un nuevo mecanismo de acción del BHB. 

Es conocido que las mitocondrias requieren de un estricto control de calidad 
para mantener un correcto balance energético dentro de las células y de manera muy 
particular para las neuronas. Entre los mecanismos involucrados para este control de 
calidad esta la mitofagia, la biogénesis mitocondrial, la captación de ROS y la dinámica 
mitocondrial. Si se interrumpe alguno de estos mecanismos, las mitocondrias no 
pueden realizar sus funciones vitales, lo que en última instancia puede conducir a la 
muerte neuronal (Wang et al, 2020). Con respecto a esta información, desde hace 
tiempo se sabe que existe una conexión entre la neuroprotección mediada por los 
cuerpos cetónicos y la función mitocondrial. Se ha observado que los cuerpos cetónicos 
reducen el estrés oxidante mitocondrial (Maalouf et al, 2007), mejoran la respiración 
mitocondrial (Tieu et al, 2003) y estimulan la generación de ATP (Julio-Amilpas et al, 
2015; Marosi et al, 2016), sin embargo, los mecanismos por los cuales podría promover 
una mejor salud de las mitocondrias, no se conocen del todo.   

Un posible mecanismo podría ser la estimulación de la mitofagia. Nuestros resultados 
demostraron que el D-BHB estimuló el flujo autofágico pero se desconocía si era capaz 
de estimular la degradación específica de algunos organelos como son las mitocondrias 
en neuronas que no han sido sometidos a algún estrés celular. Al inhibir la degradación 
lisosomal mediante cloroquina se observó que el D-BHB aumentó los niveles de 
proteínas mitocondriales (TOM20 y COX IV), sugiriendo un aumento en la mitofagia. 
Estos datos fueron apoyados mediante experimentos de microscopia confocal, en 
donde se encontró un mayor número de mitocondrias colocalizando con 
autofagosomas en neuronas tratadas con el cuerpo cetónico, lo que indica que el D-BHB 
es capaz de estimular no solo la autofagia global, sino también de inducir la degradación 
selectiva de mitocondrias. Estos resultados en relación a los factores de transcripción 
previamente discutidos, concuerdan con estudios previos en donde se confirmó que 
TFEB es esencial para la eliminación de mitocondrias dañadas (Kim et al, 2018; Nezich 
et al, 2015). Adicionalmente, se ha encontrado también que el factor FOXO3a induce la 
mitofagia al promover la expresión de Bnip3 (Kume et al, 2010), una de las proteínas 
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que etiquetan mitocondrias para ser degradados vía autofágica. Por lo que la inducción 
de ambas familias de factores de transcripción por el BHB podría promover la mitofagia 
y un mejor control de calidad de las mitocondrias. Esto abre la posibilidad de que los 
cuerpos cetónicos sean capaces de promover una mejor salud de las mitocondrias 
aumentando la degradación de estos organelos en las neuronas. 

Existe bastante evidencia acerca de que la degradación de mitocondrias es un proceso 
importante para la homeostasis de las neuronas y las alteraciones en este mecanismo 
se relaciona fuertemente con neuropatologías (Lou et al, 2020). Más aún, se ha 
observado que la regulación positiva de la mitofagia promueve la neuroprotección 
contra algunas enfermedades neurodegenerativas (Fang et al, 2019; Schondorf et al, 
2018).  Sin embargo, no hay que olvidar que una alta tasa de degradación mitocondrial 
se ha correlacionado con muerte neuronal (Shi et al, 2014; Subramaniam, 2020). Por lo 
que el balance entre síntesis de nuevas mitocondrias y degradación de mitocondrias 
viejas es importante para mantener un correcto equilibrio energético de la célula.  

Tomando esto en cuenta, además de promover la mitofagia, nuestros resultados 
también mostraron que la sola incubación de D-BHB aumentó los niveles de proteínas 
mitocondriales indicando que no solo promueve la degradación de mitocondrias sino 
también induce la expresión de proteínas mitocondriales. Estudios previos han 
demostrado que el D-BHB regula la función mitocondrial en neuronas a través de 
estimular el coactivador transcripcional PGC1α (Hasan-Olive et al, 2019), un 
importante regulador de la biogénesis y función mitocondrial. Esta información 
concuerda con nuestros datos en donde la incubación con el D-BHB indujo un aumento 
en los niveles transcripcionales y de proteína en el núcleo de PGC1α. Además, también 
se observó un aumento en un gen y proteína regulados por este coactivador 
transcripcional como son Tfam y TOM20 respectivamente, lo que podría indicar que 
este cuerpo cetónico es capaz de promover un aumento en la masa mitocondrial en las 
neuronas. Adicionalmente, en concordancia con lo anterior, experimentos previos han 
demostrado que la sobreexpresión de TFEB además de promover la degradación de 
mitocondrias también correlaciona con un aumento en el contenido de proteínas 
mitocondriales en neuronas (Ivankovic et al, 2016) y otro estudio confirmo que TFEB 
regula transcripcionalmente a PGC1α (Settembre et al, 2013). Por lo que el 
descubrimiento de que el D-BHB estimula la presencia de TFEB en el núcleo convierte 
a este factor de transcripción como un posible regulador de la homeostasis 
mitocondrial. 

Finalmente, mediante experimentos de sobrevivencia se observó que la pre incubación 
del D-BHB confirió neuroprotección ante estrés energético y mitocondrial apoyando la 
idea de que aumentar estos mecanismos de control de calidad mitocondrial es benéfico 
para la viabilidad y el balance energético de las neuronas. En conclusión, el D-BHB es 
capaz de promover un mejor estado energético de las neuronas al estimular el recambio 
de mitocondrias, tanto induciendo la formación de nuevas mitocondrias y al mismo 
tiempo la degradación específica de estos organelos. 
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El BHB como potenciador de sirtuinas. 

Previamente se ha demostrado que el BHB aumenta el cociente NAD+/NADH 
(Marosi et al, 2016). Mediante experimentos de microscopia de 2 fotones se observó 
una disminución de la auto fluorescencia de NADH en neuronas tratadas con D-BHB 
sugiriendo que el cociente NAD+/NADH aumentó. Al usar el isómero no metabolizable 
L-BHB, no se observó algún cambio en los niveles de NADH como tampoco se observó 
neuroprotección mediada por este isómero. Existe información previa que demuestra 
que ambos isómeros son capaces de activar receptores membranales como el receptor 
HCAR2 cuando esta sobre expresado en células de hámster de ovario (Taggart et al, 
2005), sin embargo aún es controversial el papel que podría tener el isómero L-BHB en 
la neuroprotección y si realmente ambos isómeros podrían influir en los mismos 
mecanismos ya que, aunque ambos isómeros son capaces de activar el receptor HCAR2, 
este receptor no se expresa en las neuronas por lo que en nuestras condiciones, al 
parecer los efectos del BHB son isómero dependientes y muy probablemente es 
mediante el metabolismo del D-BHB regulando así los niveles de NAD intracelular. 

Con respecto al papel que podría tener el NAD, cuando las neuronas fueron pre 
incubadas con NAD se observó un aumento en la sobrevivencia ante la ausencia de 
glucosa, de manera muy similar a lo observado con la pre incubación del D-BHB, lo que 
indica que los mecanismos descritos en este trabajo son probablemente mediados por 
el metabolismo del D-BHB y el cambio en el cociente NAD+/NADH. Se sabe que los 
niveles de NAD se reducen en muchas enfermedades neurodegenerativas y el aumento 
de NAD previene patologías en modelos murinos de enfermedad de Alzheimer (Liu et 
al, 2013). Algo a recalcar es que algunos de los principales mecanismos que regulan este 
efecto protector del NAD en estas neuropatologías es la inducción de la 
autofagia/mitofagia (Fang, 2019; Lautrup et al, 2019).  

Se sabe que cambios en los niveles del cociente NAD+/NADH se relaciona con la 
activación de sirtuinas y las evidencias acerca de la participación de las sirtuinas en el 
contexto de envejecimiento y en el correcto funcionamiento del sistema nervioso han 
aumentado en los últimos años. Estudios han encontrado que la estimulación de las 
sirtuinas disminuye el envejecimiento en diversos modelos (Houtkooper et al, 2012), 
así como también la sobreexpresión o estimulación farmacológica de las sirtuinas 
confiere beneficios ante diversos tipos de neuropatologías (Donmez & Outeiro, 2013). 
Es por tales motivos que descubrir nuevas formas para estimular la actividad de las 
sirtuinas es de gran importancia para el ámbito de las neurociencias. De manera 
interesantemente cuando se investigó en nuestras condiciones si el BHB era capaz de 
estimular los niveles de alguna sirtuina, se encontró que este cuerpo cetónico aumentó 
los niveles de SIRT2. De entre la familia de las sirtuinas, SIRT2 se encuentra 
principalmente en el citoplasma de las células y se le ha relacionado con la regulación 
de los microtúbulos en las neuronas, la regulación post-traduccional de factores de 
trascripción y más recientemente la regulación de la homeostasis mitocondrial (Chen 
et al, 2021). Se ha observado que animales knockout de la SIRT2 se altera la mitofagia 
y se compromete la función mitocondrial en neuronas (Liu et al, 2017), además esta 
sirtuina desacetila y regula la activación de FOXO3a (Wang et al, 2007) y la 
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translocación al núcleo de FOXO1 (Jing et al, 2007). En concordancia con este último 
punto, usando un inhibidor específico de SIRT2 se encontró que en nuestras 
condiciones esta sirtuina regula la translocación al núcleo de FOXO1 y FOXO3a en las 
neuronas. Adicionalmente, la inhibición de esta sirtuina revirtió el efecto protector del 
D-BHB ante un estrés energético sugiriendo que esta sirtuina es clave para los efectos 
benéficos de este cuerpo cetónico y la estimulación de factores de trascripción 
importantes en la regulación de la autofagia y la homeostasis mitocondrial en las 
neuronas. 

A pesar de haber encontrado que el cuerpo cetónico D-BHB estimula a la SIRT2, no hay 
que descartar la participación de otras posibles sirtuinas que pudiesen ser estimuladas 
por este cuerpo cetónico ya que estudios previos han mostrado que el D-BHB y las 
dietas cetogénicas son capaces de regular a la alza otras sirtuinas como la SIRT1 
(Elamin et al, 2018) y la SIRT3 (Hasan-Olive et al, 2019). Es más, se ha observado que 
el incremento en los niveles de NAD+ estimula la activación de FOXO1 de manera 
dependiente de la SIRT1 (Yamamoto et al, 2014), además que esta misma sirtuina 
regula la autofagia mediante la desacetilación de proteínas importantes para la 
iniciación de la autofagia como ATG5, ATG7 y LC3 (Lee et al, 2008). Por lo tanto existe 
la posibilidad de que otras sirtuinas estén participando en la estimulación de la 
autofagia mediada por el D-BHB. 

Concerniente a TFEB, estudios previos demostraron que la actividad de las sirtuinas 
regula la función y biogénesis lisosomal a través de la estimulación del factor de 
transcripción TFEB (Bao et al, 2016), sin embargo, de manera contrastante a esta 
información en nuestras condiciones TFEB no resultó ser regulado por SIRT2 por lo que 
el mecanismo por el cual este factor de trascripción es estimulado por el D-BHB es aún 
incierto. Se sabe que la localización intracelular y activación de TFEB está regulada por 
las cinasas mTOR y AMPK. Uno de los mecanismos más estudiados de regulación de 
TFEB es su fosforilación y retención en el citoplasma por mTOR y por lo tanto se trata 
de una fosforilación de inactivación (Martina et al, 2012). Por otro lado AMPK estimula 
la localización al núcleo de TFEB y aumenta el metabolismo energético en macrófagos 
(El-Houjeiri et al, 2019). Estudios recientes han demostrado que las dietas cetogénicas 
y el tratamiento con BHB promueven la activación de AMPK en el hígado y en el cerebro, 
mientras que la misma condición reduce la activación de mTOR (McDaniel et al, 2011) 
lo que podría explicar la regulación positiva de TFEB que se observa en nuestras 
condiciones.  

Otra posibilidad es que TFEB sea regulado por los niveles calcio intracelular, un estudio 
previo ha demostrado que el BHB aumenta los niveles de calcio intracelular y activa 
vías de señalización mediadas por calcio en neuronas de hipocampo (Hu et al, 2020). 
TFEB es activado por calcio a través de su desfosforilación por calcineurina (Medina et 
al, 2015), lo que también convierte a esta vía como un posible mecanismo por el cual el 
BHB podría estimular a TFEB. Aún con esta información, no hay que descartar la 
posibilidad de que las sirtuinas podrían estar regulando la actividad de TFEB sin 
necesariamente regular su localización nuclear, por lo que faltaría investigar si SIRT2 
podría regular la actividad transcripcional de TFEB en nuestras condiciones. 
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Por último, es evidente que la activación de las sirtuinas puede ser de gran beneficio 
para estimular una mejor salud celular al promover mecanismos como la autofagia y el 
recambio de mitocondrias, esto a través de la activación de factores de trascripción 
maestros que regulan estos procesos. Es importante recalcar que todos estos 
mecanismos fueron estimulados por la presencia de cuerpos cetónicos, metabolitos que 
se han relacionado con varios efectos benéficos en el sistema nervioso pero que al 
encontrarse una relación con las sirtuinas se abre la oportunidad de poder comprender 
mejor los efectos del D-BHB en la salud neuronal y en el envejecimiento. De manera 
esquemática se representa la vía de señalización que se encontró para el BHB y su 
impacto en la autofagia, biogénesis lisosomal y el recambio de mitocondrias 
posiblemente mediado por la activación de las sirtuinas (Fig. 19). 

 

Figura 19 Modelo de la acción del D-BHB sobre la activación de la autofagia, mitofagia y biogénesis 
lisosomal mediado por la translocación al núcleo de la familia de los FOXOs y TFEB. Esquema realizado 
en Biorender. 
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Conclusión 

En conclusión nuestros resultados sugieren que el D-BHB regula positivamente 
la autofagia, la biogénesis lisosomal y la mitofagia a través de los factores de 
transcripción TFEB y FOXOs, promoviendo el recambio de mitocondrias y confiriendo 
a las neuronas una resistencia ante diversos tipos de estrés celular. Todo esto regulado 
posiblemente por un aumento en la actividad de sirtuinas, sugiriendo un nuevo 
mecanismo mediado por el cuerpo cetónico D-BHB. 

 

Perspectivas 

 Investigar los mecanismos por el cual el D-BHB estimula la mitofagia 
 Inhibir la sirtuina 2 farmacológicamente y ver su impacto en la autofagia y la  

mitofagia. 
 Investigar los mecanismos de activación de TFEB en las neuronas tratadas 

con D-BHB.  
 Silenciar TFEB y valorar su participación en la mitofagia y la protección 

mediada por el D-BHB. 
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