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1 Abstract 
 
Aging is characterized by progressive physiological alterations that cause dysfunction 
in organisms and increase the likelihood of death. In aging and associated diseases, 
there is an increase in the number of senescent cells, which produce a senescence-
associated secretory phenotype, exhibit alterations in nuclear and chromatin 
structure, accumulate lipofuscin, have a sustained response to DNA damage, as well 
as alterations in calcium homeostasis and mitochondrial dysfunction. In neurons, 
senescence occurs due to a decrease in autophagy function, a cellular catabolic 
process necessary to maintain energy balance, cellular component recycling, etc. 
 
During autophagy, macromolecules such as proteins and organelles are targeted to 
the lysosome for degradation. For this, the formation of autophagosomes is required, 
which subsequently fuse with lysosomes so that the enzymes inside can degrade the 
cargo. Autophagosomes and lysosomes must be transported along microtubules so 
that both vesicles spatially align and fusion can occur. Given the morphology of 
neurons, this occurs along the axon. 
 
In models of axonal degeneration, the kinase RIPK1 and the pseudokinase MLKL 
induce microtubule fragmentation. In our research group, we developed an in vitro 
neuronal senescence model in which we observed that prior to the establishment of 
the senescent phenotype, microtubules fragment along the axons and lysosomes 
with altered morphologies accumulate, which can lead to atrophy in the autophagic 
flux. Preliminary results suggest that the RIPK1-RIPK3-MLKL signaling pathway is 
activated during neuronal senescence. The protein MLKL can inhibit autophagic flux 
and alter membrane structures in different parts of the cell, such as the nucleus, 
mitochondria, and endosomes, and its function depends on its subcellular 
localization, which is achieved by being transported along microtubules. 
 
This study aimed to evaluate the contribution of MLKL to the establishment of 
neuronal senescence. It was observed that before the establishment of the senescent 
phenotype in neurons, lysosomes with morphological alterations and acidity higher 
than optimal accumulate, which temporally coincide with axonal fragmentation of 
microtubules, suggesting that their degeneration halts the transport of lysosomes. 
MLKL was found in the vicinity of lysosomes, so we propose that MLKL interacts with 
proteins involved in lysosomal pH balance, altering their morphology and function. 
Together, these changes could impair their fusion with autophagosomes and 
contribute to the atrophy of the autophagic flux that leads to neuronal senescence. 
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2 Resumen 
 
El envejecimiento se caracteriza por alteraciones fisiológicas progresivas que 
provocan disfunciones en los organismos e incrementan la probabilidad de morir. En 
el envejecimiento y enfermedades asociadas a él, hay un aumento en el número de 
células senescentes, que producen un fenotipo secretor asociado a senescencia, 
presentan alteraciones en la estructura nuclear y de la cromatina, acumulan 
lipofuscina, tienen una respuesta sostenida de daño al DNA, así como alteraciones 
en la homeostasis de calcio y disfunción mitocondrial. En neuronas, la senescencia 
ocurre por la disminución de la función de la autofagia, proceso celular catabólico 
necesario para mantener el balance energético, reciclaje de componentes celulares, 
etc.  
 
Durante la autofagia, macromoléculas como proteínas y organelos se dirigen al 
lisosoma para su degradación. En uno de los mecanismos de autofagia, se requiere 
la formación de autofagosomas, los cuales se fusionan posteriormente con los 
lisosomas para que las enzimas de su interior, degraden el cargo. Los 
autofagosomas y lisosomas deben ser transportados a lo largo de los microtúbulos 
para que ambas vesículas coincidan espacialmente y la fusión pueda llevarse a cabo. 
Dada la morfología de las neuronas esto ocurre a lo largo del axón.  
 
En modelos de degeneración axonal, la cinasa RIPK1 y la pseudocinasa MLKL, 
inducen la fragmentación de microtúbulos. En nuestro grupo de investigación 
desarrollamos un modelo de senescencia neuronal in vitro en el que observamos 
que previo al establecimiento del fenotipo senescente se fragmentan los 
microtúbulos a lo largo de los axones y se acumulan lisosomas con morfologías 
alteradas, lo que puede generar atrofia en el flujo autofágico. Resultados preliminares 
sugieren que la vía de señalización RIPK1-RIPK3-MLKL se activa durante la 
senescencia neuronal. La proteína MLKL puede inhibir el flujo autofágico y alterar la 
estructura de membranas en diferentes partes de la célula, como el núcleo, 
mitocondrias y endosomas, y su función depende de su localización subcelular la 
cual es alcanzada al ser transportada a lo largo de los microtúbulos. 
 
Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la contribución de MLKL al establecimiento 
de la senescencia neuronal. Se observó que antes del establecimiento del fenotipo 
senescente en neuronas, se acumulan lisosomas con alteraciones morfológicas y 
acidez mayor a la óptima, que coinciden temporalmente con la fragmentación axonal 
de los microtúbulos, sugiriendo que la degeneración de los mismos detiene el 
transporte de los lisosomas. Se encontró a MLKL en la cercanía de los lisosomas por 
lo que proponemos que MLKL interactúa con proteínas involucradas en el equilibrio 
de pH lisosomal, alterando su morfología y función. En conjunto, estos cambios 
podrían impedir su fusión con autofagosomas y contribuir a la atrofia del flujo 
autofágico que lleva a la senescencia neuronal. 
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3 Lista de Abreviaturas 
 
 
 
BSA Albúmina de Suero Bovino 
DAPI 4 ',6-Diamidino-2-Fenilindol 
DIV Días In Vitro 
DMSO Dimetilsulfóxido 
DNA Ácido Desoxirribonucleico (Del inglés Deoxyribonucleic Acid) 
LAMP1 Proteína de Membrana Asociada a Lisosoma Tipo 1 
LAMP2 Proteína de Membrana Asociada a Lisosoma Tipo 2 
LYNUS Sensor de Nutrientes Lisosomales 
MLKL Pseudocinasa con Dominio de Cinasa de Linaje Mixto (Del inglés 

Mixed Lineage Kinase Domain Like Pseudokinase) 
mTOR Blanco Mecánico de la Rapamicina 
Nec1 Necrostatina 1 
PBS Amortiguador Fosfato Salino 
PLL Poli-L-Lisina 
RIPK1 Cinasa 1 Serina/Treonina Interactuante con Receptor (Del Inglés 

Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 1) 
RIPK3 Cinasa 3 Serina/Treonina Interactuante con Receptor (Del Inglés 

Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 3) 
ROS Especies Reactivas de Oxígeno 
SA-βgal Beta Galactosidasa Asociada a Senescencia 
SASP Fenotipo Secretor Asociado a Senescencia 

SNARE Receptor de La Proteína Unida al Factor Sensible a la N-
etilmaleimida Soluble 

TFEB Factor de Transcripción EB (E Box) 
TMEM175 Proteína Transmembranal 175 
TUJ1 Beta III Tubulina 
γH2AX Histona X de la Familia H2A, Fosforilada en la S139 
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4 Introducción 
 

4.1 Senescencia celular 
 
En 1965, Hayflick reportó que las células en cultivos primarios disminuyen su tasa 
de división a lo largo del tiempo y alcanzan un estadio en el cual detienen por 
completo su replicación, al cual denominó “senescencia celular” (Hayflick, 1965), 
conocida actualmente como senescencia replicativa. Hoy sabemos que todos los 
tipos celulares pueden adquirir un fenotipo senescente, incluso las células post-
mitóticas como cardiomiocitos, osteocitos y neuronas (Sah et al., 2021; Sapieha & 
Mallette, 2018) ya que el arresto del ciclo celular no es la única característica de este 
fenotipo.   
 
Las células senescentes presentan alteraciones en su morfología y metabolismo 
características (Figura 1). Estas incluyen un aumento en el daño oxidante, 
acumulación de lipofuscina, activación de la enzima lisosomal β-galactosidasa 
asociada a senescencia (SA-βgal), una respuesta persistente al daño en el ADN que 
se detecta mediante focos de la histona γH2AX, un aumento en la expresión de los 
genes CDKN1A y CDKN2A, que codifican los supresores tumorales p21CIP1/WAF y 
p16INK4A respectivamente y resistencia a la apoptosis conferida, por ejemplo, por un 
aumento en las proteínas antiapoptóticas de la familia BCL-2. Durante la 
senescencia celular, también se produce una deformación nuclear asociada a la 
degradación de proteínas de la lámina nuclear, lo que causa alteraciones en la 
estructura de la cromatina y, en consecuencia, en la expresión génica y la adquisición 
de un fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP, por sus siglas en inglés 
de Senescence Associated Secretory Phenotype) (Maciel-Barón et al., 2018; 
Ogrodnik et al., 2019). 
 
El SASP incluye la secreción de citocinas, quimiocinas, lípidos bioactivos, factores 
de remodelación, proteasas de matriz extracelular, especies reactivas de oxígeno y 
nucleótidos no codificantes por parte de las células senescentes hacia el medio 
extracelular, el cual no es estático y puede cambiar respecto al tiempo, tipo celular y 
mecanismo de inducción de la senescencia (Chaib et al., 2022).  
 
Las células senescentes tienen un papel fisiológico en distintas etapas de la vida de 
los organismos. Durante la embriogénesis estas células contribuyen al desarrollo del 
embrión y en la edad adulta, previenen la propagación de células dañadas y 
participan en la reparación tisular y supresión de tumores. Los factores contenidos 
en el SASP pueden modular la remodelación de tejidos, inducir respuestas 
inmunológicas durante infecciones o lesiones y favorecer la eliminación de células 
senescentes por parte del sistema inmune (Gorgoulis et al., 2019) .  
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Normalmente estas células se eliminan en cuestión de días o semanas. Sin embargo, 
existe evidencia que indica que las células senescentes se pueden acumular y 
mediante el SASP promover la propagación paracrina y endocrina de la senescencia 
a un ritmo más rápido que el de eliminación a cargo de células del sistema inmune 
(Galluzzi et al., 2018). El aumento continuo de células senescentes contribuye al 
daño de tejidos y al desarrollo o progresión de múltiples enfermedades relacionadas 
al envejecimiento, así como al establecimiento de un ambiente inflamatorio sostenido 
que puede provocar disfunción de las células vecinas no senescentes (Chaib et al., 
2022). 
 
 

 
 

Figura 1. Características de la célula senescente.  
Las células senescentes se caracterizan por el incremento de p21CIP1/WAF o p16INK4A que permite 
un arresto persistente del ciclo celular. Ocurren también incrementos en el daño oxidante y en la 
actividad de la enzima lisosomal β-galactosidasa. El aumento en proteínas de la familia BCL-2 
les confiere resistencia a la apoptosis. A nivel nuclear se observan focos de heterocromatina 
asociados a senescencia y deformaciones en la envoltura nuclear. Aunado a estas 
características ocurre el establecimiento de un fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP). 
Imagen creada con BioRender 
 
 
En el cerebro, las células senescentes (neuronales y gliales) pueden contribuir a la 
neuroinflamación y la pérdida de habilidades cognitivas asociadas al envejecimiento 
(Rachmian & Krizhanovsky, 2023). Las neuronas senescentes presentan las mismas 
características que las células mitóticas senescentes, incluyendo el incremento de 
los inhibidores del ciclo celular p21CIP1/WAF o p16INK4A , acumulación de lipofuscina, 
actividad incrementada de SA-βgal, deformaciones en la estructura nuclear y 
adquisición de un fenotipo secretor SASP (Gorostieta-Salas et al., 2021; Moreno-
Blas et al., 2019). 
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4.1.1 Vías de activación de la senescencia.  
 
El daño al DNA es la causa de activación más frecuente del estadio senescente en 
las células. Cuando se daña el DNA se activa un conjunto de vías moleculares de 
manera coordinada, conocida como respuesta de daño al DNA (DDR, por sus siglas 
en inglés de DNA Damage Response), que modula el destino celular. Las proteínas 
adaptadoras MDC1 y 53BP1 son reclutadas a la región de DNA dañada junto con la 
forma activa de la cinasa mutada de ataxia telangiectasia (ATM) que fosforila a 
γH2AX la cual puede utilizarse como marcador molecular de senescencia y a nivel 
molecular recluta ordenadamente las proteínas de respuesta a daño a DNA y a 
cinasas río abajo como el punto de control 1 (CHK1) y punto de control 2 (CHK2) que 
propagan la señal de daño a moléculas efectoras como SMC1, CDC25 y el supresor 
tumoral p53.  
 
La senescencia celular también se induce por daño a los telómeros, ya que la pérdida 
de la estructura telomérica se detecta como DNA roto y se activa la DDR, de manera 
que también depende de p53 y está acompañada de un incremento en p21CIP1/WAF. 
Algunos tipos celulares también incrementan la producción de p16INK4A, lo cual 
genera un refuerzo en el arresto del ciclo celular para evitar el crecimiento de células 
con DNA dañado severamente o con telómeros disfuncionales. Las moléculas 
efectoras pueden inhibir el avance del ciclo celular transitoriamente mientras se 
repara el DNA, o permanentemente (senescencia), e incluso pueden inducir 
activación de programas de muerte celular (di Micco et al., 2021). 
 
Experimentos en fibroblastos humanos, muestran que perturbaciones en la 
estructura de la cromatina generadas por inhibición farmacológica de las 
deacetilasas de histonas de clase I y clase II promueven la formación de eucromatina 
y esto a su vez la senescencia. El mecanismo de acción aún no se comprende en su 
totalidad, pero se sabe que esta inhibición induce la expresión de CDKN1A y 
CDKN2A (Campisi & D’Adda Di Fagagna, 2007).  
 
Otra manera en que las células pueden entrar a un estadio senescente es por la 
expresión de oncogenes como la forma oncogénica de RAS o E2F.1, que promueven 
la proliferación celular. La senescencia celular puede ser una respuesta para prevenir 
la transformación en células tumorales ante un estímulo miogénico excesivo. Esta 
vía se identificó en experimentos in vitro inicialmente e in vivo se ha observado en 
células dérmicas humanas provenientes de tumores benignos cuando ocurre 
activación de oncogenes como BRAF o pérdida de la proteína supresora de tumores 
(PTEN) (Campisi & D’Adda Di Fagagna, 2007). 
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La señalización prolongada inducida por citocinas anti-proliferativas como el 
interferón β también tiene el potencial de inducir senescencia al inhibir 
reversiblemente el avance del ciclo celular pero cuando esta estimulación es crónica, 
se incrementan la cantidad de especies reactivas de oxígeno que a su vez pueden 
generar una respuesta de DDR dependiente de p53 (Moiseeva et al., 2006).  
 
En resumen, el fenotipo senescente es establecido y mantenido por las vías de 
p21CIP1/WAF, p16INK4A y p53, las cuales pueden activarse simultáneamente o actuar 
independientemente de acuerdo al estímulo inicial que se presenta a la célula.  
 
En el caso particular de las neuronas, también el daño al DNA induce senescencia 
(Jurk et al., 2012). Sin embargo, durante el envejecimiento la senescencia neuronal 
se induce cuando falla la autofagia (Moreno-Blas et al., 2019; Gorostieta-Salas et al., 
2021), que es un proceso catabólico que permite reciclar componentes celulares al 
degradarlos empleando enzimas lisosomales y se describe más adelante.  
 
Algunos de los lisosomas de neuronas senescentes se encuentran agrandados 
como se observa en la figura 2 (Gorostieta-Salas et al., 2021), por lo que es posible 
que cambios en la estructura y función de los lisosomas sean un desencadenante de 
la senescencia neuronal, al provocar fallas en la autofagia.  
 

 
 
 
Figura 2. En las neuronas senescentes incrementa el número de lisosomas y 

algunos presentan morfología alterada.  
Inmunofluorescencia para detectar LAMP1, proteína de membrana lisosomal, en cultivo primario 
de neuronas corticales de rata con 6 y 26 días in vitro.  En rojo se muestran los lisosomas 
agrandados por célula, en amarillo, los lisosomas pequeños por célula. La gráfica corresponde a 
la abundancia de LAMP1 por célula, únicamente se cuantificaron células con núcleos sanos.  
(Gorostieta-Salas et al., 2021) 
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4.2 Función y morfología l isosomal 
 
La mayoría de los estudios estructurales de los lisosomas se han hecho con 
microscopía electrónica, que ha permitido determinar la ultraestructura del organelo 
(de Araujo et al., 2020). Son organelos con una membrana lipídica que contiene 
proteínas que permiten su participación en distintas funciones, como el transporte de 
iones y biomoléculas, la fusión con otras estructuras celulares y señalización 
metabólica, por ejemplo en respuesta al ayuno al reclutar a mTOR en su membrana, 
entre otras (Figura 3).  
 

 
Figura 3. Funciones del lisosoma    

El lisosoma contiene una amplia diversidad de proteínas que le permiten llevar a cabo distintas 
funciones dentro de la célula. El lumen lisosomal contiene hidrolasas ácidas que degradan 
diferentes sustratos, activadores enzimáticos y factores protectores que ayudan en la 
degradación, así como factores de transporte que permiten la exportación de biomoléculas y 
otros productos de degradación lisosomal. El pH ácido del lumen lisosomal se mantiene con la 
ATPasa vacuolar (v-ATPasa), canales iónicos y transportadores moleculares. Además, la 
membrana lisosomal contiene proteínas altamente glicosiladas llamadas LAMPs que protegen la 
membrana lisosomal de la degradación al amortiguar el pH y participan en el mantenimiento del 
potencial de membrana. En la membrana lisosomal se encuentran también las proteínas 
SNAREs que median la fusión de lisosomas con otros organelos. Los lisosomas sirven como 
plataforma para la asociación de complejos proteicos señalizadores, como mTORC1 que a su 
vez regulan la biogénesis lisosomal, la autofagia y el metabolismo energético. Tienen en su 
membrana adaptadores para motores moleculares permiten que los lisosomas sean 
transportados a través de los microtúbulos para alcanzar distintos destinos celulares. Imagen 
creada con BioRender. 
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Para dar estructura a la membrana lisosomal, existen también proteínas 
estructurales como la proteína 1 asociada a lisosomas (LAMP1) que es una 
glicoproteína que representa aproximadamente el 50% de la proteína total en la 
membrana lisosomal (Settembre et al., 2013) y cuya presencia permite formar el 
glicocálix dentro del lisosoma que amortigua el pH del lumen lisosomal y participa en 
el establecimiento del potencial de membrana (Eskelinen et al., 2003).   
 
El pH dentro del lisosoma es regulado por la ATPasa tipo V, que introduce protones 
en sentido contrario al gradiente electroquímico. Durante su maduración, el pH de 
los lisosomas disminuye gradualmente, lo cual es crucial para poder integrar las 
hidrolasas a su interior y permitir su maduración. Típicamente los lisosomas son 
esféricos, con extensiones tubulares temporales cuando se están reciclando 
(Mindell, 2012) y se ha establecido que los lisosomas de tamaño anormal no 
participan adecuadamente en la exocitosis (Bandyopadhyay et al., 2014). La 
acidificación lisosomal podría estar afectada por la posición intracelular donde se 
encuentra cada uno de los lisosomas, ya que esto determinaría los materiales 
biosintéticos a los que tendría acceso, siendo las proteínas de membrana lisosomal 
Rab7 y Arl8b las responsables de la localización subcelular de los lisosomas 
(Johnson et al., 2016).  Dentro del lisosoma se pueden encontrar aproximadamente 
60 hidrolasas distintas que se activan a un pH promedio de 4.6. Estas hidrolasas 
pueden ser sulfatasas, proteasas, glicosidasas, fosfatasas, lipasas y nucleasas que 
en conjunto permiten que el lisosoma degrade una gran cantidad de sustratos 
(Trivedi et al., 2020).   
 
Los lisosomas participan en procesos de degradación, secreción y señalización. En 
el caso de la degradación, se requiere que los componentes celulares a degradar 
lleguen al interior de los lisosomas, lo cual se logra con procesos como la autofagia. 
Los lisosomas a su vez, pueden secretar su contenido en un proceso conocido como 
exocitosis lisosomal que se caracteriza por la traslocación de proteínas de membrana 
lisosomal a la membrana plasmática. Este mecanismo es regulado por Ca2+ e induce 
la liberación del contenido lisosomal a la matriz extracelular (Settembre et al., 2013).   
 
Sobre la superficie lisosomal se puede localizar mTOR, lo cual sugiere que estos 
organelos participan en el monitoreo intracelular de nutrientes. Al ensamblarse 
mTORC1 en conjunto con otras proteínas lisosomales recibe el nombre de LYNUS 
(sensor de nutrientes lisosomales) y permite responder al contenido de aminoácidos 
en el interior de los lisosomas y señaliza hacia el citoplasma y el núcleo. Cuando hay 
falta de nutrientes, el complejo mTORC1 se libera de la maquinaria de LYNUS y se 
inactiva (Mony et al., 2016). La falta de nutrientes o el estrés lisosomal inhiben a 
mTORC1 y permiten que el factor de transcripción EB (TFEB) sea desfosforilado por 
la proteína fosfatasa 2A (PP2A). La forma desfosforilada de TFEB puede ser 
importada al núcleo, favoreciendo la expresión de genes codificantes para hidrolasas 
y proteínas de la membrana lisosomal (Settembre et al., 2012). 
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4.2.1 Biogénesis, maduración y reformación l isosomal 
 
Dadas sus variadas funciones dentro de la célula, los lisosomas deben adaptarse a 
estímulos intracelulares y extracelulares. La biogénesis lisosomal es uno de los 
mecanismos que estos organelos emplean para responder a los estímulos celulares 
en conjunto con los mecanismos de reformación lisosomal que puede darse por tres 
vías, endocítica, autofágica y fagocítica (Yang & Wang, 2021) como se esquematiza 
en la figura 4.  

  
 

Figura 4. Biogénesis, maduración y reformación lisosomal. 
Las proteínas lisosomales recién sintetizadas se transportan a través del aparato de Golgi, donde 
pueden ingresar endosomas tempranos, tardíos o lisosomas maduros (flechas naranjas). La 
conversión de los endosomas tempranos a endosomas tardíos se lleva a cabo mientras se 
desplazan hacia el espacio perinuclear a lo largo de los microtúbulos y continúan experimentando 
un proceso de maduración hasta convertirse en lisosomas funcionales (flechas rojas). Para 
ejercer su función de degradación, los lisosomas pueden fusionarse con endosomas (flechas 
azules), fagosomas (flechas rosas) o autofagosomas (flechas moradas), lo cual genera un 
organelo híbrido transitorio en el que se produce la degradación del contenido a reciclar conocido 
como endolisosoma, fagolisosoma o autolisosoma respectivamente. Los lisosomas se pueden 
reformar a partir de estas estructuras por tubulación y escisión para formar protolisosomas, que 
pueden madurar como lisosomas funcionales. Imagen creada con BioRender. 

 
 
 
 



	 17	

La mayoría de las enzimas lisosomales antes de llegar al lumen lisosomal, son 
sintetizadas y modificadas en el aparato de Golgi, donde se les añade una manosa-
6-fosfato que les permite ser secretadas en vesículas con clatrina y posteriormente 
captadas por el lisosoma empleando el receptor de manosa-6-fosfato, presente en 
su membrana (Settembre et al., 2013).  
 
En el caso de la vía endocítica, se requiere un gradiente de protones y de Ca2+, ya 
que es dependiente del canal de calcio TRPML1 y PIKfyve presentes en la 
membrana lisosomal. PIKfyve cataliza la conversión del PtdIns3P en PtdIns (3,5) P2 
provocando la activación de TRPML1 y la tubulación y escisión de los lisosomas para 
reciclar sus membranas (Dong et al., 2010).  
 
La recuperación de lisosomas ocurre también a partir de autolisosomas (se describen 
más abajo). La membrana de origen lisosomal en el autolisosoma genera túbulos 
lisosomales guiados por clatrina y KIF5B. Una vez que los túbulos se forman, la 
proteína DNM2 (dinamina 2) escinde el túbulo formando protolisosomas sin 
contenido lisosomal y pH neutro que posteriormente pueden madurar al adquirir las 
proteínas lisosomales (Chen & Yu, 2017). 
     
La vía (hetero)fagocítica ocurre cuando se forma un fagolisosoma como 
consecuencia de fagocitar células vivas o muertas. Este proceso es similar a la vía 
endocítica y requiere igualmente TRPML1, PIKfyve para su ejecución (Bouhamdani 
et al., 2021).  
 
 

4.2.2 Cambios en la estructura y función l isosomal durante el 
envejecimiento 
 
En cerebros de ratas adultas se ha encontrado actividad de la proteína lisosomal 
catepsina D, cuya localización en citoplasma sugiere que existe permeabilización de 
la membrana lisosomal (Nakamura et al., 1989). La permeabilización tiene como 
efecto la disfunción de la autofagia al perder estabilidad la membrana lisosomal 
impidiendo la fusión del autofagosoma con el lisosoma y la liberación del contenido 
lisosomal al citosol. Aunado a ello, se ha observado que los lisosomas se alargan en 
neuronas envejecidas, lo cual los hace más propensos a que su membrana se 
permee, este alargamiento podría estar asociado con la disminución de proteínas 
estructurales como LAMP1, sin embargo, no se ha descartado que existan otras 
proteínas asociadas a este proceso.  
 
Los lisosomas de células envejecidas se caracterizan también por un incremento en 
su pH al darse una fuga de protones constante, lo cual afecta la actividad enzimática 
de las proteínas contenidas en él (Figura 5). Como consecuencia de lo anterior los 
lisosomas acumulan el material a degradar, por ejemplo, la lipofuscina, la cual afecta 
la función lisosomal y la integridad de su membrana, causando permeabilización de 
la misma (Sikora et al.,2021). 
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Un ejemplo de la disfunción lisosomal y su papel en la neurodegeneración es el caso 
de presenilina 1, que participa en la localización de la subunidad V0a1 de la V-
ATPasa lisosomal. Cuando esta proteína no puede ejercer su función, los lisosomas 
no pueden acidificarse y falla la degradación de los cargos del autofagosoma, este 
efecto se observa en el caso de la enfermedad de Alzheimer (Lee et al., 2010). Estos 
hallazgos sugieren que los cambios dependientes de la edad en los lisosomas 
afectan la autofagia y podrían ocurrir también durante la senescencia celular (Sikora 
et al., 2021). 
 
 

 
 

Figura 5. Alteraciones lisosomales asociadas al envejecimiento. 
Modificada de (Sikora et al.,2021). El envejecimiento puede causar cambios en los lisosomas 
como incremento en su tamaño y cambios en su contenido de proteína. Concretamente, el nivel 
de LAMP1 aumenta mientras que el de LAMP2A disminuye. Ocurre también permeabilización de 
la membrana lisosomal, lo que resulta en la fuga de protones e hidrolasas lisosomales hacia el 
citosol. La hidrólisis incontrolada de proteínas, como la de las proteínas asociadas a los 
microtúbulos, puede afectar su función y provocar la muerte celular. La fuga de protones impide 
el mantenimiento de un pH lisosomal bajo, como resultado se da un declive en la función 
lisosomal que puede afectar la función celular y provocar la acumulación de proteínas agregadas, 
lipofuscina y organelos dañados. 
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Figura 6. La integridad de los neurofilamentos y microtúbulos disminuye antes del 
establecimiento de la senescencia neuronal. 

a) Imágenes confocales de inmunofluorescencia para detectar el polipéptido medio de 
neurofilamentos (NF-M) en cultivos primarios de neuronas corticales con 6, 19 y 26 días in vitro. 
b) Previo al establecimiento del fenotipo senescente disminuye la integridad de los 
neurofilamentos. Datos no publicados de Daniel Moreno-Blas. c) Imágenes confocales de 
inmunofluorescencia para detectar βIII-Tubulina binarizadas usando software FIJI para 
determinar el porcentaje de integridad de microtúbulos en cultivos primarios de neuronas 
corticales con 6, 13 y 26 días in vitro. Datos provenientes de un solo experimento d) Media del 
porcentaje de integridad de los microtúbulos. Los datos de 3 experimentos independientes fueron 
analizados por ANOVA unidireccional seguido de la prueba de Bonferroni, los números indican 
los valores de p.  Datos no publicados de Gisselle A. Campos-Martínez. 



	 20	

 
Como se mencionó antes, en las neuronas senescentes se observan lisosomas con 
morfologías aberrantes (Figura 2). En trabajo previo de nuestro grupo de 
investigación se observó que la integridad de los microtúbulos (Figura 6 c,d)  y 
neurofilamentos (Figura 6 a,b) disminuye durante la adquisición del fenotipo 
senescente (geroconversión). Es posible entonces que en las células neuronales 
senescentes el movimiento de los lisosomas dentro de las células esté impedido y 
provoque su acumulación, modificando su morfología y causando alteraciones en la 
autofagia y como consecuencia el establecimiento de la senescencia neuronal. 
 
 

4.3 Autofagia  
 
Las células tienen mecanismos para mantener su homeostasis y prevenir el daño, 
uno de estos mecanismos es la autofagia que es un proceso celular catabólico 
necesario para mantener el balance energético en momentos críticos de crecimiento 
celular y/o estrés. También participa contrarrestando el daño celular, removiendo las 
proteínas mal plegadas o agregadas y eliminando organelos dañados como la 
mitocondria, el retículo endoplásmico, los peroxisomas, etc. (Galluzzi et al., 2017). 
Es necesaria para el desarrollo embrionario y diversos procesos fisiológicos, como 
la transmisión sináptica (Lieberman & Sulzer, 2020; Mizushima & Levine, 2010). Es 
un sistema conservado evolutivamente que dirige los blancos dañados, proteínas, u 
organelos, hacia el interior de la vacuola en hongos o lisosoma en el caso de 
mamíferos, para su degradación.  
 
En la regulación de la autofagia participan diversas vías de señalización, que 
generalmente se dividen como dependientes de mTOR e independientes de mTOR.  
mTOR es una serin treonin cinasa altamente conservada que participa en la 
regulación de la autofagia y en el control de la transcripción de genes codificantes 
para la dinámica de los microtúbulos. Participa también en el crecimiento y 
proliferación de las células, así como en el metabolismo de glucosa. Integra señales 
intracelulares y factores de crecimiento para mantener un balance entre la biosíntesis 
de proteínas y el crecimiento celular. También funciona como sensor de moléculas 
energéticas como el ATP. Aunque mTOR se considera el principal regulador de la 
autofagia, este proceso puede ser regulado también por las vías de Ca2+/calpaína, 
cAMP/EPAC/PLC, y JNK1/BECN1/PI3K-III (Pierzynowska et al., 2018).  
 
La autofagia puede dividirse en tres tipos principales: microautofagia, 
macroautofagia y autofagia mediada por chaperonas. El estudio de los diferentes 
tipos de autofagia ha adquirido importancia en los últimos años porque alteraciones 
en su función tienen un papel central en el envejecimiento y la aparición de 
enfermedades como cáncer, diabetes, enfermedad de Parkinson, enfermedad de 
Alzheimer entre otras (Rubinsztein et al., 2011). El sistema nervioso de los 
mamíferos requiere autofagia para mantener la homeostasis neuronal. 
Experimentalmente, se ha probado la importancia fisiológica de la autofagia en la 
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salud neuronal, que se refiere a que las neuronas pueden existir en un equilibrio 
dinámico manteniendo su integridad estructural y fisiológica (Isacson, 1993). Aunque 
se trate de sistemas conservados, no todos los organismos o tipos celulares tienen 
la capacidad de realizar los tres tipos de autofagia (Hansen et al., 2018). En 
levaduras y plantas puede ocurrir microautofagia, proceso por el cual los blancos se 
invaginan directamente en la membrana de la vacuola.  
 
El proceso de autofagia mediada por chaperonas permite que proteínas citosólicas 
marcadas para degradación ingresen al lisosoma sin necesidad de vesículas o 
invaginación de membrana, utilizando un complejo de traslocación de proteínas en 
la membrana lisosomal que reconoce al motivo KFERQ en la estructura de las 
proteínas a degradar (Cuervo et al., 2014). 
 
La macroautofagia a su vez, requiere la formación de una membrana alrededor de 
las moléculas u organelos a degradar, el mecanismo detallado se describe a 
continuación, ya que este tipo de autofagia es el que se ha visto mayoritariamente 
involucrado con el establecimiento del estadio senescente (Feng et al., 2014). La 
macroautofagia puede ser selectiva o no, la naturaleza de los cargos a degradar 
determina los tipos de receptores que serán reconocidos durante la iniciación del 
proceso (Galluzzi et al., 2017). 
 
 

4.3.1 Macroautofagia 
 
Durante la macroautofagia se pueden distinguir 5 etapas principales que se ilustran 
en la figura 7 (Galluzzi et al., 2017b; Hansen et al., 2018).  El proceso incluye la 
formación de un fagóforo que es una membrana de aislamiento, la elongación y 
cierre del fagóforo seguida por la fusión con el lisosoma y la degradación de los 
cargos, que luego pueden ser reciclados para producir energía o sintetizar nuevos 
componentes celulares (Feng et al., 2014). En algunos casos, los componentes 
pueden ser secretados, como ocurre con virus o bacterias (Ponpuak et al., 2015), o 
proteínas (forma no convencional de secreción de proteínas) (Gonzalez et al., 2020). 
 
La iniciación es mediada por la cinasa ULK1 que al ser fosforilada en distintos 
aminoácidos por mTOR o AMPK puede ser inhibida o activada respectivamente. 
ULK1 se une al complejo 1 de la cinasa clase III de posfatidilinositol-3 (PI3KC3) para 
producir fosfatidilinositol 3 fosfato (PI3P) y reclutar al sitio de ensamblaje del fagoforo 
(nucleación) proteínas efectoras que permiten la elongación del fagoforo (WIPI2, 
DFCP1, ATG2). Los lípidos empleados en la elongación provienen de varias fuentes, 
incluyendo el retículo endoplásmico, la membrana plasmática, las mitocondrias, 
endosomas y el aparato de Golgi mediante ATG9, que funciona como escramblasa 
(Kitada & Koya, 2021; Schütter et al., 2020).  
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Figura 7. Etapas de la macroautofagia. 

La macroautofagia comienza con la formación de un fagróforos o membrana de aislamiento en 
el retículo endoplasmático (RE). Los fagróforos se elongan y se cierran una vez que el cargo es 
reconocido y rodeado formando estructuras que se conocen como autofagosomas. Los 
autofagosomas se fusionan con lisosomas para formar autolisosomas. Esto promueve el 
contacto de los cargos a degradar con las hidrolasas lisosomales. Los productos de estas 
reacciones catabólicas llegan al citosol a través de transportadores de la membrana lisosomal y 
son reciclados por vías anabólicos de la célula. Imagen creada con BioRender. 
 
 
Las proteínas de las familias LC3 y GABARAP pueden procesarse proteolíticamente 
y lipidarse para unirse a las membranas del autofagosoma donde participan en el 
reconocimiento del cargo y permiten el reclutamiento al fagoforo al interactuar con 
receptores de autofagia o receptores unidos a los organelos a degradar. La proteína 
LC3 es escindida por la proteasa ATG4 para formar LC3-I de manera constitutiva. 
Cuando se induce la autofagia LC3-I se conjuga con la fosfatidiletanolamina presente 
en el fagoforo naciente, reacción catalizada por ATG7 y ATG3 para formar LC3-II. El 
complejo ATG12-ATG5/ATG16L promueve que se forme LC3-II y su unión al 
fagóforo para que pueda interactuar con los receptores de autofagia que 
reconocieron el cargo y guíe la elongación del fagóforo alrededor del cargo. Una vez 
formado el autofagosoma, LC3-II se remueve de la superficie externa de los 
autofagosomas por acción nuevamente de la proteína ATG4, para permitir la fusión 
del autofagosoma con el lisosoma (Kitada & Koya, 2021). 
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Para la fusión del autofagosoma con el lisosoma se emplea a la proteína UVRAG, la 
interacción de UVRAG con la proteína HOPS estimula la fusión del autofagosoma 
con el lisosoma. Aunado a HOPS, la fusión requiere a la proteína sintaxina 17 
(STX17) que facilita la fusión de las membranas, GTPasas pequeñas como Rab-7a 
y proteínas SNARE que funcionan como anclaje entre ambas estructuras (Hansen 
et al., 2018). Cuando el cargo es degradado y liberado al citoplasma los lisosomas 
pueden regenerarse a partir de la membrana del autolisosoma en un proceso 
conocido como reformación autofágica de lisosomas antes descrito. Este paso es 
necesario para mantener una tasa funcional de lisosomas que puedan volver a 
emplearse en autofagia si fuera necesario para la célula (Zhao et al., 2021).  
 
En diversas especies hay una reducción en la proteólisis lisosomal en organismos 
viejos comparada con organismos jóvenes, indicando que falla la autofagia. Dado 
que la autofagia tiene influencia en múltiples procesos fisiológicos, como son el 
mantenimiento energético, del genoma y de la troncalidad; la respuesta celular a 
estrés; defensa contra patógenos; etc., el que falle la autofagia contribuye a los 
cambios en el organismo que definen el envejecimiento. Aunque el mecanismo por 
el cual la autofagia previene el envejecimiento no se ha esclarecido del todo, diversas 
intervenciones genéticas o farmacológicas que estimulan la autofagia tienen un 
efecto que extiende la longevidad y confieren geroprotección (Kaushik et al., 2019).  
 
 

4.3.2 Macroautofagia en neuronas 
 
En la morfología neuronal se puede distinguir el soma, las dendritas, la zona de 
exclusión preaxonal, el segmento inicial del axón, el axón y la región terminal del 
mismo (Nirschl et al., 2017). Esta elaborada morfología presenta un reto para llevar 
a cabo la autofagia en neuronas, ya que implica trasladar los autofagosomas desde 
la región terminal del axón, donde se concentran las actividades biosintéticas, al 
soma, donde existe una mayor cantidad de lisosomas (Figura 8) (Kulkarni et al., 
2018).  
 
En el axón, los autofagosomas se desplazan en sentido retrogrado hacia el soma 
empleando el sistema de transporte dineína/dinactina (Sleigh et al., 2019). Los 
autofagosomas se originan predominantemente en el extremo distal del axón. La 
existencia de regiones de ensamblaje de autofagosomas en las neuronas, sugiere 
que podría haber regiones celulares que favorecen la biogénesis de autofagosomas 
cerca de las puntas axonales crecientes de las terminales sinápticas. La proteína 
Basson controla la autofagia presináptica al secuestrar a ATG5, previniendo la 
síntesis de autofagosomas (Reimer et al., 2017). En ratones con un silenciamiento 
condicional de Atg5 se probó que la ausencia de autofagia genera una acumulación 
de retículo endoplásmico tubular en los axones que incrementa la neurotransmisión 
excitatoria y compromete la viabilidad postnatal (Kuijpers et al., 2021).  
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La maduración de autofagolisosomas se caracteriza por un incremento en la 
acidificación de su interior y contenido de catepsina como consecuencia de la fusión 
con el lisosoma para formar los autolisosomas. La inhibición experimental del motor 
de dineína genera la acumulación de vesículas autofágicas y prelisosomas en los 
axones distales, posiblemente como consecuencia de la alteración de la fusión 
autofagosoma-lisosoma. Estos resultados sugieren que se requiere del transporte 
axonal para la maduración de los autofagolisosomas que involucra a proteínas 
motoras, la ATPasa lisosomal y procesos de fusión de membrana. Sin embargo, la 
comprensión de la relación molecular existente entre ellos es baja (Kuijpers et al., 
2021). 
 
Una vez en el soma, los autolisosomas se acumulan en las regiones somato 
dendríticas para evitar que entren de nuevo al axón, proceso en el cual podrían 
participar mecanismos de organización celular de la zona de exclusión preaxonal 
(Maday et al., 2012). Es la compartimentalización, lo que se piensa que facilita la 
maduración al promover la fusión con lisosomas concentrados en el soma para 
asegurar el reciclamiento eficiente de las biomoléculas y su distribución hacia 
regiones celulares especializadas en biosíntesis (Kulkarni et al., 2018). Sin embargo, 
aún es necesario entender las vías espacio-temporales de autofagia en condiciones 
como la senescencia neuronal.  
 
 

 
 

Figura 8. Representación de la distribución espacial de la autofagia en 
neuronas 

(modificado de Kulkarni et al., 2018). Los autofagosomas axonales se originan en la zona distal 
del axón y se transportan hacia el soma. Los autofagosomas se fusionan los lisosomas en el 
segmento inicial del axón generándose así los autofagolisosomas que llevaran a cabo su función 
degradativa en el soma de las neuronas. 
 
 
La autofagia es esencial para función neuronal. Experimentos con modelos animales 
que presentan deficiencia de autofagia permitieron determinar el rol crítico que tiene 
este proceso en la homeostasis neuronal y neurogénesis. Los ratones en los cuales 
se abatió la expresión de genes Atg, desarrollaron neurodegeneración temprana 
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caracterizada por la acumulación de proteínas ubiquitinadas y aparición de 
inclusiones en las neuronas. En ratones deficientes de autofagia neuronal 
(Tsc2+/−:Atg7-/-) se reportó que la autofagia neuronal permite la poda de sinapsis 
durante el desarrollo de las espinas dendríticas y que la activación de autofagia 
neuronal podría ser empleada para corregir patologías asociadas a la formación de 
sinapsis, como desordenes del espectro autista (Tang et al., 2014). Mutaciones en 
el gen WD, asociado a autofagia se han identificado como la causa de la microcefalia 
dominante autosomal en humanos (Narita et al., 2011).  
 
Además de su papel en la neurogénesis embrionaria, se piensa que la autofagia 
participa en la diferenciación de células troncales neurales. Estas células se 
encuentran en nichos en el ventrículo lateral y el giro dentado. Experimentos in vitro 
permitieron determinar que el flujo autofágico es bajo, previo a la diferenciación e 
incrementa durante la diferenciación temprana. Actualmente se estudia el rol 
potencial de la autofagia en la plasticidad neuronal, consolidación de memorias, 
comportamiento adaptativo y reparación de daño cerebral. Se sugiere que la 
autofagia tiene un papel crucial en el crecimiento axonal, ensamble de sinapsis y 
formación de espinas dendríticas (Fleming & Rubinsztein, 2020).  
 
Aunque la formación del autofagosoma principalmente se ha estudiado en el extremo 
distal del axón y en el soma, existen reportes que demuestran que se pueden formar 
autofagosomas en dendritas, en respuesta a estímulos particulares como inhibición 
de los receptores de NMDA, que a su vez inhiben la vía mTOR empleando la cascada 
de señalización PI3K-AKT (Shehata et al., 2012). Las neuronas también forman 
autofagosomas en el soma que pueden mantenerse por largos periodos de tiempo y 
se caracterizan por acumular lipofuscina y neuromelanina. Estos pigmentos 
provienen de la degradación incompleta de proteínas y lípidos principalmente 
derivados de la degradación mitocondrial o productos de catecolaminas oxidadas. 
Estas vesículas autofágicas pueden acumularse a lo largo de la vida de las neuronas 
y llegar a ocupar una porción amplia del soma, ya que estos pigmentos pueden ser 
resistentes a la degradación lisosomal y/o fusión inadecuada con los lisosomas. Esta 
acumulación puede interferir con otras vías de degradación o secretoras (Sulzer et 
al., 2008). 
 
Como se mencionó anteriormente, resultados de nuestro grupo muestran que la 
integridad de los microtúbulos se pierde durante la geroconversión en cultivos 
primarios de neuronas corticales a largo plazo. Revisando en la literatura qué señal 
podría disparar la fragmentación de los microtúbulos, encontramos que durante la 
degeneración axonal generada por axotomía (degeneración Walleriana) la vía de 
señalización RIPK1-RIPK3-MLKL promueve la fragmentación axonal. De hecho, el 
inhibir genética o farmacológicamente la vía de señalización RIPK1-RIPK3-MLKL 
revierte la degeneración axonal (Arrázola et al., 2019; Arrázola et al., 2023).  Y resulta 
interesante que en ratones viejos, se activa esta vía en el cerebro y se observan 
menos células senescentes en cerebros de ratones viejos con una mutación nula en 
el gen Mlkl (Arrázola et al., 2023). 
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4.4 Vía de señalización RIPK1-RIPK3-MLKL 
 

 
Figura 9. Representación esquemática de la ejecución de la necroptosis. 
Modificada de Yuan et al., 2019. La dimerización RIPK1 la activa y promueve la dimerización u 
oligomerización de RIPK3 y su fosforilación. La fosforilación de MLKL por RIPK3 da lugar a un 
cambio conformacional de MLKL que expone sitios de unión a fosfatidilinositol fosfato (PIP). 
MLKL fosforilada se une directamente a PIPs y cardiolipina en la membrana plasmática o 
membranas de organelos, lo que provoca perforaciones de la membrana y la lisis celular. El 
mecanismo preciso no está claro, pero esto puede ocurrir directamente a través de la 
oligomerización MLKL y la formación de poros o indirectamente a través de su interacción con 
proteínas de membrana. 
 
La vía de señalización RIPK1-RIPK3-MLKL fue descrita originalmente como una 
cascada de señalización involucrada en la ejecución de necroptosis en la célula. La 
necroptosis es una forma de muerte celular en la que las células hacen poros en la 
membrana plasmática induciendo necrosis. Inicia a partir de receptores de muerte 
como TNFR1. La activación de TNFR1 promueve la activación de la proteína RIPK1, 
que es una cinasa, y la formación del complejo RIPK1-RIPK3-MLKL. El paso clave 
en esta vía es la fosforilación de MLKL por RIPK3 que al acumularse en la membrana 
plasmática causa poros, llevando a la muerte necrótica (Figura 9) (Grootjans et al., 
2017). La fosforilación de MLKL genera un cambio conformacional que expone sitios 
de unión a fosfatidilinositol fosfato y cardiolipina, moléculas ampliamente presentes 
en la membrana celular y de los organelos. El mecanismo preciso por el que MLKL 
actúa sobre la morfología membranal aún no es claro, sin embargo, se han propuesto 
tres modelos de acción, dos directos y uno indirecto. Indirectamente, MLKL podría 
interactuar con proteínas de membrana (Yuan et al., 2019) y de manera directa se 
propone que MLKL podría actuar como surfactante sobre la membrana celular o que 
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podría inducir curvaturas que generarían poros de lípidos y proteínas (Flores-
Romero et al., 2020,).  
 

4.4.1 Funciones no canónicas de MLKL 
 
Interesantemente, la vía RIPK1-RIPK3-MLKL no participa únicamente en la 
necroptosis. En células dendríticas MLKL facilita el tráfico de endosomas 
independientemente de la inducción de necroptosis y RIPK3 promueve la liberación 
de MLKL en vesículas, esta liberación contribuye a la comunicación celular (Yoon et 
al., 2017). En células HeLa RIPK1 y RIPK3, pueden formar complejos ante señales 
de necroptosis, que incluyen a la fosfatasa mitocondrial PGAM5. PGAM5 puede 
defosforilarse y activar a la proteína DRP1, clave en el proceso de fisión mitocondrial 
(Wang et al., 2012a). La relación entre PGAM y DRP1 recientemente se ha asociado 
a rescate de la neurodegeneración empleando la fisión mitocondrial como 
mecanismo, tras la señalización con interferón beta (Tresse et al., 2021).  
 
MLKL fosforilada puede translocarse también hacia el núcleo celular, que como 
resultado de su fosforilación sufre un cambio conformacional. El tiempo entre la 
acumulación nuclear y la muerte celular, sugiere que la traslocación nuclear de MLKL 
ocurre primero que la membranal. Aún no se sabe cuál es la función de MLKL dentro 
del núcleo celular (Yoon et al., 2016).  
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5 Antecedentes  
 
En el laboratorio se tiene un modelo in vitro de senescencia neuronal útil para 
estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la geroconversión, ya que 
reproduce las características de senescencia neuronal que ocurren durante el 
envejecimiento del cerebro y desarrollan un SASP funcional. Consiste en mantener 
cultivos primarios de neuronas corticales de rata por 26 días (desde los 20 días se 
observan ya características de senescencia), sin administración de algún tipo de 
estrés adicional (Moreno-Blas et al., 2019). Como se mencionó anteriormente, 
empleando este modelo se determinó que el flujo autofágico se encuentra alterado 
durante la senescencia neuronal, lo cual causa el fenotipo senescente en neuronas. 
Pero el mecanismo molecular que causa el fallo del flujo autofágico en neuronas 
senescentes continúa como una pregunta abierta.  
 
Considerando los antecedentes relacionados a la fragmentación axonal mediado por 
la vía de señalización RIPK1-RIPK3-MLKL, en un trabajo preliminar del laboratorio 
se evaluó si durante la senescencia neuronal se activa esta vía. Como se muestra 
en la figura 10, se encontró que la fosforilación de RIPK3 (pRIPK3) aumenta en las 
neuronas senescentes con respecto a las neuronas cultivadas solo por 6 días, 
indicando la activación de la vía. Si bien hay un poco de pRIPK3 en neuronas jóvenes 
(6 DIV), resultó notorio que cambia no solo su abundancia sino también su 
localización conforme avanza el tiempo de cultivo. Es más notoria pRIPK3 a lo largo 
de los axones de las neuronas senescentes en contraste con la señal nuclear de 
pRIPK3 en neuronas jóvenes. 
 

 
 

Figura 10. Señal citoplásmica de pRIK3 en neuronas senescentes.  
Imágenes representativas de las obtenidas en el microscopio confocal; en verde se muestran 
neurofilamentos intermedios (NF-M), en turquesa pRIPK3 y en rojo la señal de γH2AX, Imágenes 
representativas de neuronas con 6 DIV, 13 DIV y 26 DIV, en los acercamientos se observa la 
distribución de pRIPK3 en neuronas senescentes (γH2AX positivas). Datos no publicados de 
Daniel Moreno Blas. 
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Estos resultados preliminares sugieren que la activación de RIPK3 puede ser un 
mecanismo río arriba de degeneración axonal en neuronas senescentes y un posible 
inductor de senescencia celular en neuronas. La inhibición de RIPK1 con 
Necrostatina 1 reduce la senescencia neuronal detectada por actividad de beta 
galactosidasa asociada a la senescencia, lo cual refuerza la propuesta (datos no 
publicados). 

 
Aunque ya no se dividen, las células senescentes todavía están vivas, ya que tienen 
la capacidad de metabolizar y secretar compuestos que pueden afectar la estructura 
y la función de los tejidos que las rodean. En nuestro modelo de senescencia 
neuronal in vitro, se comprobó que las neuronas pueden producir y secretar un SASP 
funcional indicando que están vivas (Moreno-Blas et al., 2019), por lo que RIPK1-
RIPK3-MLKL no estarían participando en procesos de necroptosis en este caso. 
Pensamos entonces que MLKL tiene una función alternativa (no canónica). 
Considerando que la función lisosomal y su fusión con los autofagosomas depende 
de la integridad de los microtúbulos, que MLKL tiene la capacidad de alterar la 
estructura de membranas y que puede interferir con la autofagia, pensamos que la 
fosforilación de MLKL podría llevar a la disfunción lisosomal.  
 
La identificación de los mecanismos detrás de la autofagia disfuncional como un 
mecanismo clave en la senescencia neuronal es relevante para entender mejor la 
fisiología de estas células y en un futuro el posible desarrollo de nuevas estrategias 
terapéuticas para evitar o reducir el envejecimiento fisiológico del cerebro y la 
neurodegeneración. Este trabajo busca entender si la vía pRIPK1-pRIPK3–MLKL 
tiene un papel en el establecimiento del fenotipo senescente neuronal interfiriendo 
con la morfología y acidez lisosomal, que reduciría el flujo autofágico promoviendo 
la senescencia neuronal.  
 

6 Hipótesis 
La forma fosforilada de MLKL ocasiona alteraciones en la morfología y acidificación 
lisosomal, lo que contribuye al establecimiento de la senescencia neuronal. 
 

7 Objetivo General 
Determinar si la proteína MLKL fosforilada altera la morfología lisosomal y cambia su 
pH, en un modelo in vitro de senescencia neuronal. 
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8 Objetivos particulares 
 
• Caracterizar la dinámica de los cambios en la morfología lisosomal durante la 

geroconversión de neuronas corticales. 

• Determinar si existe una correlación entre los cambios en la morfología 
lisosomal y cambios en el pH lisosomal. 

• Estudiar si la forma fosforilada de MLKL se localiza en la membrana de 
lisosomas con morfología alterada.  

• Evaluar si se recupera la morfología y el pH lisosomal al inhibir la vía de 
fosforilación de MLKL con Necrostatina 1 (Nec1). 

9 Material y métodos 
 
 
Los números de catálogo y características de los reactivos empleados se 
especifican en el anexo 12.1. 
 

9.1 Cultivo de neuronas corticales de rata Wistar 
 
Las ratas Wistar (WI) se obtuvieron del Bioterio del Instituto de Fisiología Celular de 
la UNAM. Los animales fueron mantenidos en cuartos a 22°C con ciclos de luz 
oscuridad de 12h y con disponibilidad ad libitum de alimento y agua. El cuidado y 
experimentación fue realizado de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
ZOO-1999 y siguiendo la guía internacional para el uso y cuidado de animales de 
laboratorio (National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory 
Animals) para el manejo de animales de laboratorio. El protocolo fue aprobado por 
el Comité Interno del Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL SCO174-
21). 
 
Se extrajeron embriones de ratas de 17 días de gestación. Se aisló la corteza 
cerebral y disoció con tripsina-EDTA durante 3 minutos (1µL por cada corteza). Para 
disgregar el tejido mecánicamente, se pipeteó con una pipeta Pasteur (100 veces) y 
las células se sembraron a una densidad de 1.0 x 105 células/cm2 en cajas de 12 
pozos sobre cubreobjetos de vidrio, el protocolo detallado y las soluciones 
empleadas se encuentran en el anexo 12.3. Las cajas de cultivo y los cubreobjetos 
se trataron con poli-L-lisina 24 horas antes de sembrar las células. Para sembrar las 
células y mantenerlas en cultivo se empleó medio Neurobasal suplementado con 
B27, GlutaMAX y gentamicina (cantidades en el Anexo 12.2). Cada 6 días se cambió 
la mitad de medio por medio nuevo. Los cultivos se mantuvieron a 37°C con 5% CO2. 
Los experimentos se realizaron a los 6 días in vitro DIV (cultivo joven),13 DIV, 20 DIV 
y 26 DIV (cultivo senescente). 
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9.1.2 Tratamientos con necrostatina  

Las células se mantuvieron por 6 días in vitro a 37°C y 5% CO2. Al día 6 in vitro las 
células fueron tratadas con Necrostatina 1 a una concentración final de 100 μM. 
Posteriormente se mantuvieron a 37°C y 5% CO2 hasta alcanzar 13 DIV, 20 DIV y 
26 DIV cambiando la mitad del medio con medio Neurobasal completo cada 6 días.  

 

9.2 Tinción con lysotracker para estudiar morfología l isosomal 
 
La tinción se realizó en células sembradas sobre cubreobjetos de vidrio. Se 
prepararon soluciones de tinción frescas en medio Neurobasal a 37°C antes de cada 
experimento. Para teñir los lisosomas se utilizaron 450 µL de una solución 70nM de 
Lysotracker Red por pozo la cual se incubó 15 minutos a 37°C sin agitación. Se 
realizó un lavado con PBS 1X para posteriormente teñir los núcleos con 450 µL de 
una solución 0.2 µg/mL de Hoechst 33258 por pozo. Se incubó 15 minutos a 37°C 
sin agitación y se lavó cada pozo con 450 µL de PBS. Se retiró el PBS y se añadieron 
500 µL de medio Neurobasal completo (Anexo 12.2). Las muestras se observaron 
en el microscopio confocal LSM800 con incubadora, las células se mantuvieron a 
37°C durante todo el curso del experimento. Por cada célula se fotografiaron 10 
planos, con una separación de 0.36 µm entre cada uno de ellos. 
 
 

9.2.1 Cuantif icación y clasif icación de l isosomas  
 
Las imágenes obtenidas fueron binarizadas en el software Fiji y sometidas a análisis 
de partículas. Se contaron y clasificaron las partículas presentes en cada plano, de 
acuerdo a la tabla 1. El campo claro de cada una de las imágenes se empleó para 
delimitar el área del soma y únicamente se cuantificaron los lisosomas presentes en 
esta área. Para cada célula se obtuvo el porcentaje del soma que ocupaba cada tipo 
de lisosoma y el número de cada tipo de lisosoma presente. Los valores obtenidos 
de los 10 planos se promediaron. Este análisis se realizó para 100 células por 
condición, provenientes de 3 experimentos independientes. 
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Tabla 1. Parámetros empleados para la clasificación de los lisosomas  (Gorostieta-
Salas, Moreno-Blas, Geronimo-Olvera, et al., 2021) 
 
 

Área (µm2) Circularidad Clasificación 
otorgada 

0.1-10 0.6-1.0 Lisosomas 
circulares 

0.1-10 0.0-0.6 Lisosomas de baja 
circularidad 

10-100 0.0-1.0 Lisosomas 
agrandados 

 

9.3 Medición de pH lisosomal 
 

9.3.1 Tinción con AztecLysopH  
 
La tinción se realizó en células sembradas a una densidad de 1.0 x 105 células/cm2 
sobre cubreobjetos de vidrio. Se prepararon soluciones de tinción frescas en medio 
Neurobasal a 37°C antes de cada experimento. Se tiñeron los núcleos con 450 µL 
por pozo de una solución 0.2 µg/mL de Hoechst 33258 la cual se incubó 5 minutos, 
posteriormente se añadieron 450 µL por pozo de una solución 40nM de AztecLysopH 
(Sintetizado y donado por el grupo del Dr. Arturo Jiménez del Instituto de Química, 
UNAM), la cual se incubó 5 minutos a 37°C sin agitación. Se lavó cada pozo con 450 
µL de PBS 1X. Se retiró el PBS y se añadieron 500 µL de medio Neurobasal 
completo. Las muestras se observaron en el microscopio confocal LSM800 con 
incubadora, las células se mantuvieron a 37°C durante todo el curso del experimento. 
Por cada célula se fotografiaron 10 planos, con una separación de 0.36 µm entre 
cada uno de ellos. Se analizaron 100 células por ventana temporal provenientes de 
3 experimentos independientes utilizando un objetivos 63x/1.4.  

9.3.1.1 Cálculo de pH l isosomal  

 
Las imágenes obtenidas fueron binarizadas en el software Fiji y sometidas a análisis 
de partículas. Se contaron y clasificaron las partículas presentes en cada plano de 
acuerdo a la sección 6.2. Para cada partícula se obtuvo la intensidad de 
fluorescencia roja y verde, la cual posteriormente se empleó con la ecuación 1 para 
obtener el valor de pH.  Este análisis se realizó para 100 células por condición, 
provenientes de 3 experimentos independientes. 
 

 
 

Ecuación 1. Ecuación empleada para calcular el pH lisosomal 
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9.3.2 Tinción con Lysosensor yellow/blue DND90  
 
Las células se sembraron a una densidad de 1.0 x 105 células/cm2 en cajas de 15mm 
con fondo de vidrio. Se prepararon soluciones de tinción frescas en medio 
Neurobasal a 37°C antes de cada experimento. Se tiñeron los lisosomas con 900 µL 
de una solución 1:10,000 de Lysosensor yellow/blue DND90 la cual se incubó 5 
minutos a 37°C sin agitación. Se lavó con 900 µL de PBS 1X. Se retiró el PBS y se 
añadieron 1500 µL de medio Neurobasal completo.  
 

9.3.2.1 FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, 
Microscopia de Tiempo de vida de Fluorescencia) 

 
Las muestras se observaron en un microscopio confocal construido con la técnica de 
conteo de fotones individuales, con láseres y detectores de avalancha MPD 
acoplados al contador picoharp3000 (Picoquant).  
 
Por cada célula se fotografió 1 plano empleando un objetivo 60X Plan Apo VC (Nikon, 
MRD01602) y un láser de 355nm a una intensidad de 5.8 para excitar las moléculas 
de Lysosensor a una frecuencia de 10 mHz.  
 
Para la separación de ambas señales, se emplearon un filtro magenta (Thor Labs, 
FD1M) y un filtro short pass.  
 
Las imágenes obtenidas fueron analizadas con el software de tiempo de vida media 
de fluorescencia y correlación SymPhoTime. Se definió como región de interés el 
soma de cada neurona, excluyendo la superficie del núcleo. Para neurona se obtuvo 
el tiempo de vida media promedio y las cuentas asociadas a cada tiempo de vida 
media. Este análisis se realizó para 10 células por condición, provenientes de 3 
experimentos independientes. 
 
Las imágenes obtenidas fueron binarizadas en el software Fiji y sometidas a análisis 
de partículas. Se contaron y clasificaron las partículas presentes en cada plano de 
acuerdo a la sección 6.2. Para cada partícula se obtuvo la intensidad de 
fluorescencia azul y amarilla, la cual posteriormente se empleó con la ecuación 2 
para obtener el valor de pH.  Este análisis se realizó para 30 células por condición, 
provenientes de 3 experimentos independientes. 
 

 
 

Ecuación 2. Ecuación empleada para calcular el pH lisosomal 
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9.4 Inmunofluorescencia 
 
Las células se sembraron a una densidad de 1.0 x 105 células/cm2 sobre 
cubreobjetos de vidrio. Las células se fijaron con metanol 100% en hielo por 20 
minutos y luego enjuagadas con PBS 1X y permeabilizadas con PBS/Tritón 0.5% por 
5 minutos. El bloqueo se realizó con PBS/BSA 5% /Tween 0.5% por 30 minutos. Los 
anticuerpos primarios se incubaron toda la noche a 4°C. Después de 3 lavados con 
PBS/Tween 0.5%, se incubó el anticuerpo secundario con las células por una hora a 
TA. Los anticuerpos primarios y secundarios se diluyeron en PBS/ Tween 0.1% 
/Tritón 0.25% a las concentraciones que se describen a continuación: Pollo anti β-
Tubulina clase III (1:200), ratón anti-LAMP1 (1: 150), Conejo anti-MLKL fosforilada 
en la serina 345 (1:500), Conejo anti-MLKL (1:500), Alexa 488 Fluor anti-ratón 
(1:500), Alexa 594 Fluor anti-conejo (1:500), Alexa 647 Fluor anti-pollo (1:500).  Las 
imágenes fueron adquiridas utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 800 y 
procesadas utilizando el Software Fiji.  
 

9.5 Análisis estadístico 

Todos los datos fueron analizados y graficados utilizando el programa Prisma 6 
(GraphPad Software Inc). Los análisis estadísticos se especifican en el pie de 
figura correspondiente a cada gráfica.  
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10 Resultados 
 

10.1 Los lisosomas agrandados y de baja circularidad incrementan en el soma de 
neuronas corticales conforme se van volviendo senescentes. 

 
En el modelo de senescencia neuronal in vitro desarrollado en el laboratorio se 
observó un aumento en la cantidad de lisosomas en neuronas senescentes 
(cultivadas 26 DIV) en comparación con neuronas jóvenes (cultivadas 6 DIV) 
(Moreno-blas et al., 2019), con una morfología diferente, en ocasiones tubular.  
 
La hipótesis de trabajo es que los lisosomas amorfos pueden contribuir a la 
geroconversión de las neuronas al impedir el flujo autofágico ya que no son 
funcionales. Para poner a prueba esa hipótesis, se evaluaron los cambios en la 
morfología de los lisosomas en cultivos de distintas edades, ya que tales cambios 
deberían ocurrir antes de que las neuronas adquirieran el fenotipo senescente. 
 
A los 6 DIV y 13 DIV, las neuronas aún no presentan características de senescencia, 
mientras que a partir de los 20 DIV ya se detecta actividad de SA-βgal y alteraciones 
en la morfología nuclear característicos de la senescencia (datos no publicados) y a 
los 26 DIV ya se observa acumulación de lipofuscina, incremento en p21CIP/WAF1, 
focos de γH2AX, sobreexpresión de GATA4 y producción de SASP (Moreno-blas et 
al., 2019). 
 
Como se observa en la figura 11a, la cantidad de lisosomas detectados con 
Lysotracker aumentó desde los 13 DIV. Se llevó a cabo un estudio sistemático sobre 
la dinámica de los cambios en la morfología lisosomal durante el cultivo, clasificando 
los lisosomas en tres grupos según su forma: con baja circularidad, circulares y 
agrandados (Métodos tabla 1, anexo 13.4) como se ejemplifica en la Figura 11b. 
Encontramos que en las neuronas jóvenes (6 DIV) el 80% de los lisosomas son 
circulares, lo cual contrasta con las neuronas senescentes (26DIV), en las cuales el 
70% de los lisosomas presentes son agrandados (Fig. 16c). Los lisosomas circulares 
y de baja circularidad se observan desde el sexto día de las neuronas en cultivo y se 
encuentran predominantemente en el soma de las neuronas. Los lisosomas 
agrandados se observan a partir del día 13 en cultivo distribuidos en el soma y los 
axones de las neuronas (Fig. 11a). Dadas la dificultad de cuantificar a los lisosomas 
en los axones individualmente se decidió estudiar como primer abordaje únicamente 
los lisosomas presentes en el soma de las neuronas corticales.  
  
Cada tipo lisosomal muestra una dinámica distinta, en el caso de los lisosomas 
circulares se observó que se mantiene un porcentaje constante de ellos a lo largo 
del tiempo en cultivo (Fig.11d). Los lisosomas de baja circularidad presentaron un 
incremento gradual y proporcional al tiempo en cultivo (Fig.11e) y los lisosomas 
agrandados se encontraron presentes a partir del día 13 in vitro (Fig.11f). En un 
estudio previo se observó que la inhibición farmacológica de la autofagia a los 6 o 13 
DIV promueve un incremento en el porcentaje de neuronas senescentes (Moreno-
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blas et al., 2019). Considerando estos resultados y la temporalidad del 
establecimiento de senescencia en el cultivo, los lisosomas agrandados y de baja 
circularidad en el soma podrían contribuir al establecimiento de la senescencia 
neuronal in vitro al tener una morfología anormal que los llevaría a participar 
inadecuadamente en la autofagia. 
 

 
 
Figura 11. Los lisosomas agrandados y de baja circularidad incrementaron conforme 

las neuronas se van volviendo senescentes. 
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a) Imágenes representativas de las obtenidas en el microscopio confocal en rojo se muestran los 
lisosomas teñidos con Lysotracker y en azul los núcleos teñidos con Hoechst. Imágenes 
representativas de tres experimentos independientes. Las barras de escala representan 25 μm. 
b) Clasificación empleada para analizar los lisosomas, en escala de grises se muestran los 
lisosomas teñidos con Lysotracker. Las líneas naranjas muestran el contorno de los lisosomas 
agrandados, las líneas azules muestran el contorno de los lisosomas de circularidad baja y los 
círculos amarillos delimitan a los lisosomas circulares.  Imágenes representativas de una neurona 
de 13 días in vitro. c) Distribución de las poblaciones lisosomales calculadas respecto al total de 
lisosomas en el soma. d-f) Área del soma ocupada por lisosomas circulares, baja circularidad o 
agrandados. En todas las gráficas (c-f) se cuantificaron 100 células por condición provenientes 
de tres experimentos independientes. Las barras representan la desviación estándar y los 
números los valores calculados para P empleando Kruskal-Wallis como prueba estadística 
seguida por la prueba post hoc Dunn. A los 6 DIV solo se encontró una célula con lisosoma 
agrandado, por lo que no se incluyó en la gráfica.  g) Resumen gráfico. Los lisosomas de baja 
circularidad y los agrandados incrementan en neuronas senescentes a partir del día 13 in vitro.  
El ancho de la barra representa la abundancia de ese tipo lisosomal en el soma 
 

10.2 La acidez de los lisosomas incrementó en neuronas senescentes  
 
 

 
 
 

Figura 12. AztecLysopH permite monitorear el pH lisosomal y observar la morfología 
de los lisosomas. 

a). Estructura química del AztecLysopH, abajo se muestra una representación de la escala de pH 
asociada al espectro de color. b) Imagen representativa de lisosomas teñidos con AztecLysopH y 
núcleos con Hoechst. La imagen de la izquierda corresponde a la señal de emisión del 
AztecLysopH protonado (lisosomas ácidos) y la imagen de la derecha a la emisión de la forma 
desprotonada del AztecLysopH (lisosomas menos ácidos). Barra de escala representa 25 μm. c) 
Clasificación empleada para los lisosomas presentes en la neurona, en escala de grises se 
muestran los lisosomas teñidos con AztecLysopH. En rojo se muestra la contribución de 
AztecLysopH protonado y en verde la de la forma desprotonada del AztecLysopH. Las líneas 
naranjas muestran el contorno de los lisosomas agrandados, las líneas azules muestran el 
contorno de los lisosomas de circularidad baja y los círculos amarillos delimitan a los lisosomas 
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circulares. Imágenes representativas de una célula con 13 días in vitro, la barra de escala 
representa 25 μm. 
 
Para que los lisosomas funcionen correctamente, es importante que mantengan su 
forma circular y tamaño (de Araujo et al., 2020). Una de sus funciones principales es 
descomponer componentes celulares con hidrolasas que requieren un pH óptimo de 
entre 4.0 y 5.0. Con el fin de conocer si existe una diferencia fisiológica asociada a 
la morfología entre los tres tipos de lisosomas observados, se monitoreó el pH 
lisosomal con el sensor de pH lisosomal AztecLysopH. Este sensor es una molécula 
sintetizada por el grupo de trabajo del Dr. Arturo Jiménez del Instituto de Química de 
la UNAM que emite a 640 nm a pH menor a 4.2 y a 511 nm a pH mayor a 4.2 (Fig.12a, 
b) y puede utilizarse para medir el pH en el interior del lisosoma. Se corroboró que 
los lisosomas teñidos con esta molécula pueden clasificarse morfológicamente de la 
misma manera que los teñidos con Lysotracker (Figura 12c). 
 
Como se puede observar en la figura 13a, se realizaron mediciones de pH lisosomal 
a los 6DIV, 13 DIV, 20 DIV y 26 DIV, distinguiendo su morfología.  
 
El pH de los lisosomas circulares disminuye gradualmente con el tiempo en cultivo, 
alcanzando un máximo de 4.0 a los 26 DIV el cual es considerado como el límite 
inferior del intervalo de pH óptimo lisosomal (Frese et al., 2008; Lehner & Quiroga, 
2016; Linebaugh et al., 1999; Saha et al., 1979; Trivedi et al., 2020)  
 
En el caso de los lisosomas de baja circularidad se observó un incremento de acidez 
a los 13 DIV respecto a los 6 DIV, alcanzando un pH debajo de 4.0. Considerando 
que la escala de pH es logarítmica, el cambio observado puede ser biológicamente 
significativo. Sin embargo, se detectó una recuperación del pH óptimo a los 20 DIV 
que se mantuvo a los 26 DIV (Figura 13c).  
 
A los 6 DIV solo se encontró una célula con 2 lisosomas agrandados, por lo que no 
se incluyó en la gráfica. El pH de los lisosomas agrandados varía con el tiempo, con 
un valor de 3.9 a los 13 DIV, 3.6 a los 20 DIV, y recuperándose a 4.3 al día 26 in 
vitro. Los primeros dos valores mencionados corresponden a una acidez mayor a la 
reportada como óptima para función de las enzimas lisosomales, lo cual podría 
comprometer la función de las enzimas lisosomales a los 13 y 20 días in vitro. En las 
neuronas senescentes la acidez óptima parece haberse recuperado y los lisosomas 
agrandados alcanzan un pH de aproximadamente 4.3, que permitiría la maduración 
y actividad de las enzimas en su interior.   
 
 En resumen, a los 13 DIV coincide que el pH de los lisosomas de baja 
circularidad es menor al óptimo y que aparecen los lisosomas agrandados, también 
con un pH más ácido del óptimo, sugiriendo que la disfunción lisosomal precede a la 
geroconversión. 
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Figura 13.  La acidez de los lisosomas, y la presencia de lisosomas agrandados 

detectados con el sensor AztecLysopH incrementó previo al establecimiento de la 
senescencia neuronal. 

a) Imagen representativa de microscopía confocal para detectar lisosomas teñidos con 
AztecLysopH y núcleos con Hoechst. La fila superior corresponde al empalme, la fila central a la 
señal de emisión del AztecLysopH protonado (lisosomas ácidos) y la fila inferior a la emisión de 
la forma desprotonada del AztecLysopH (lisosomas de baja acidez). Barra de escala representa 
20 μm. b-d) Gráficos del pH calculado de lisosomas circulares, de baja circularidad o agrandados 
presentes en neuronas corticales a los 6 DIV, 13 DIV, 20 DIV y 26DIV, según se indica. Se 
cuantificaron 100 células por condición provenientes de tres experimentos independientes. Las 
barras representan la desviación estándar y los números los valores calculados para p mediante 
una prueba ANOVA de dos vías como prueba estadística seguida de una prueba Tukey. A los 6 
DIV solo se encontró una célula con lisosoma agrandado, por lo que no se incluyó en la gráfica.  
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Los datos de pH lisosomal obtenidos con el sensor molecular AztecLysopH se 
complementaron con mediciones empleando la molécula comercial Lysosensor 
Yellow Blue, ya que la molécula AztecLysopH no se había empleado previamente en 
este tipo de células y cultivo.  Ambas moléculas tienen un pKa de 4.2, sin embargo, 
los espectros de absorción y emisión de sus formas protonadas y desprotonadas 
varían.  
 
El Lysosensor yellow/blue protonado y desprotonado absorbe a 329 nm y 384 nm 
respectivamente, al ser valores cercanos al UV empleamos un microscopio distinto 
al de las mediciones con AztecLysopH, ya que la combinación de láseres disponible 
no permitía excitar al Lysosensor yellow/blue. Para realizarlo, se estableció una 
colaboración con el Doctor Jorge Peón y su laboratorio en el Instituto de Química de 
la UNAM, que permitió cuantificar el pH lisosomal con Lysosensor Yellow/Blue 
mediante la técnica de microscopía de tiempo de vida de fluorescencia (FLIM) 
empleando un láser de 355nm para excitarlo.  
 
La técnica FLIM utiliza el tiempo de vida media de fluorescencia de las moléculas 
como característica para identificarlas y localizarlas en el plano, los resultados se 
expresan en cuentas correspondientes a cada especie fluorescente. En la figura 14a 
a se muestran en la fila superior las imágenes correspondientes a las cuentas 
asociadas al Lysosensor desprotonado y en la inferior las que corresponden al 
protonado. Para cada uno de los somas (Figura 14b) se obtuvo la relación entre el 
número de cuentas asociadas a Lysosensor Yellow Blue protonado y Lysosensor 
Yellow Blue desprotonado (A2/A1). 
 
En el soma (Figura 14c) de neuronas corticales, se observó un aumento máximo de 
pH al día 20 in vitro), que correlaciona con el incremento en la acidez cuantificado 
con el AztecLysopH. Sin embargo, con este primer análisis no fue posible determinar 
la morfología de los lisosomas ni su tamaño. 
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Figura 14. La acidez lisosomal detectada con el Lysosensor Yellow/Blue tuvo 
variaciones dependiendo del tiempo de las neuronas corticales en cultivo. 

a) Lisosomas teñidos con Lysosensor Yellow/Blue DND90 detectados con la técnica FLIM a 6, 
13, 20 y 26 DIV. La fila superior corresponde al Lysosensor desprotonado y la inferior al 
protonado. b) Ejemplo del ROI empleado para analizar solo los lisosomas presentes en el soma. 
La columna izquierda corresponde a las cuentas correspondientes del tiempo de vida media lento 
(Lysosensor protonado) y la columna derecha a las cuentas correspondientes al tiempo de vida 
media rápido (Lysosensor desprotonado) c) Gráfico la relación de cuentas correspondientes a 
Lysosensor protonado respecto al Lysosensor desprotonado presentes en neuronas corticales a 
los 6 DIV, 13 DIV, 20 DIV y 26DIV. Se cuantificaron 10 células por condición provenientes de 3 
experimentos independientes.  
 
Para realizar un análisis sobre cada grupo lisosomal se binarizaron las imágenes 
obtenidas y en FIJI se cuantificó la intensidad de fluorescencia de ambas especies 
para calcular el pH de los lisosomas diferenciando la morfología de cada uno de 
ellos.  
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Figura 15. La acidez de los lisosomas detectada con el sensor Lysosensor 

Yellow/Blue DND90 incrementó en neuronas senescentes. 
a) Representación de la escala de pH asociada al espectro de color del Lysosensor Yellow/Blue 
DND90. b) Imagen representativa de lisosomas teñidos con Lysosensor Yellow/Blue DND90. La 
imagen de la izquierda corresponde a la señal de emisión del Lysosensor Yellow/Blue DND90 
protonado (lisosomas ácidos) y la imagen de la derecha a la emisión de la forma desprotonada 
del Lysosensor Yellow/Blue DND90 (lisosomas menos ácidos). Barra de escala representa 25 
μm.  c) Imágenes representativas de Lisosomas teñidos con Lysosensor Yellow/Blue presentes 
en neuronas corticales a los 6 DIV, 13 DIV, 20 DIV y 26DIV. Barra de escala representa 25 μm.  
d-f) Gráfico del pH calculado de lisosomas presentes en neuronas corticales a los 6 DIV, 13 DIV, 
20 DIV y 26DIV. Se cuantificaron 30 células por condición provenientes de tres experimentos 
independientes. Las barras representan la desviación estándar y los números los valores 
calculados para p calculado mediante una prueba ANOVA de dos vías como prueba estadística 
seguida de una prueba Tukey. A los 6 DIV solo se encontró una célula con lisosoma agrandado, 
por lo que no se incluyó en la gráfica. 
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Las mediciones menores a 500 nm se asociaron a la contribución desprotonada del 
Lysosensor yellow/blue y las mayores a 500 nm como las provenientes del 
Lysosensor yellow/blue protonado (Fig. 15a, b).  
 
El pH de los lisosomas circulares (Fig. 15 d) inicia en 4.2, sin embargo, a partir del 
día 13 in vitro su pH disminuyó de tal modo que alcanzó un pH menor al necesario 
para un buen funcionamiento de sus enzimas. En el caso de los lisosomas 
agrandados y de baja circularidad (Fig. 15 e,f)  el pH disminuyó respecto al tiempo 
en cultivo partiendo de valores de acidez menores a 4.0. 
 
Estos resultados en conjunto con los del AztecLyso pH permitieron establecer que el 
pH en el interior de los lisosomas amorfos es tan ácido, que dificultaría que las 
enzimas lisosomales maduren y funcionen. Una observación interesante es que el 
pH lisosomal no es constante y cambia respecto a los días en cultivo de las neuronas.  
 
Se compararon los valores de pH lisosomal obtenidos con Lysosensor Yellow Blue y 
los obtenidos con AztecLysopH con el fin de encontrar un pH característico asociado 
a cada morfología lisosomal. Este objetivo no se logró debido a las diferencias 
experimentales inherentes al tipo de medición efectuada y a que estas no se 
realizaron en las mismas condiciones de temperatura y CO2 por las diferencias entre 
el tipo de microscopio necesario para observar cada sensor. Sin embargo, el 
comportamiento de las variaciones de pH para cada grupo lisosomal sí resultó 
constante.  
 
Integrando las observaciones, se puede decir que a lo largo del tiempo en cultivo los 
lisosomas circulares se acidifican en 0.6 unidades (Fig.16a). Los lisosomas de baja 
circularidad aumentaron su acidez al día 13 in vitro y al día 20 in vitro disminuyeron, 
logrando un pH óptimo lisosomal que se mantiene al día 26 in vitro (Fig. 16b). En el 
caso de los lisosomas agrandados, su pH es menor al óptimo en los días 13 y 20 in 
vitro y se recupera al día 26 (Fig. 16c).  
 
En resumen, el pH dentro de los lisosomas es característico para cada morfología 
lisosomal (Fig. 16d) y distinto entre las neuronas jóvenes y las neuronas 
senescentes. La mayoría de estos cambios sucedieron en los días 13 y 20, por lo 
cual sugerimos que los cambios morfológicos y de pH podrían contribuir al fallo de la 
autofagia y el establecimiento de la senescencia neuronal.  
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Figura 16. La comparación de las mediciones de pH lisosomal con AztecLysopH y 
Lysosensor Yellow/Blue DND90 muestra que ambas detectan el mismo patrón de 

incremento de acidez lisosomal a lo largo del tiempo en cultivo 
a-c) Comparación del pH calculado de lisosomas circulares, de baja circularidad o agrandados 
presentes en neuronas corticales a los 6 DIV, 13 DIV, 20 DIV y 26DIV con AztecLysopH y 
Lysosensor Yellow/Blue DND90. Las barras representan la desviación estándar y los números 
los valores calculados para p calculado mediante una prueba ANOVA de dos vías como prueba 
estadística seguida de una prueba Tukey. d) Resumen gráfico de los cambios en abundancia y 
pH de cada tipo lisosomal a lo largo del tiempo en cultivo. El ancho de la barra representa la 
abundancia de ese tipo lisosomal en el soma y el color fue asignado de acuerdo al pH donde el 
3.0 es rojo y el 5.0 verde.  
  



	 45	

 
 
 
Los cambios en la morfología, número y pH de lisosomas nos llevaron a pensar que 
estos organelos podrían estar interactuando mediante procesos de fusión y fisión 
que les permitiera intercambiar contenidos, incrementar su tamaño y estabilizar su 
pH de manera similar a como lo hacen las mitocondrias. Sin embargo, las 
maquinarias de fusión y fisión lisosomal no están descritas aún.  
 
Se ha reportado que, independiente a su propiedad de formar poros en membrana 
celular durante la necroptosis, MLKL puede interactuar con proteínas que promueven 
la fisión mitocondrial y también puede unirse a fosfolípidos (Wang et al., 2012b; Zhan 
et al., 2021). Durante el envejecimiento MLKL fosforilada incrementa en las neuronas 
de corteza de rata (Thadathil et al., 2021) y de hipocampo en cerebros de ratones 
viejos, donde se observa de forma punteada en el citoplasma (Arrázola et al., 2023). 
Considerando que las neuronas senescentes, aunque tienen MLKL fosforilada (datos 
previos no publicados) no mueren por necroptosis, y que la inhibición de la vía 
RIPK1-RIPK3-MLKL evita la senescencia neuronal, sugerimos que pMLKL podría 
estar actuando sobre otros blancos celulares, como los lisosomas, y contribuir a los 
cambios en su morfología y pH. 
 
 

10.3 La inhibición de RIPK1 con necrostatina, aunque también el tratamiento con 
DMSO, evitaron el incremento de la acidez de los lisosomas agrandados en 
neuronas senescentes 

Con el objetivo de saber si la proteína MLKL está relacionada con los cambios en la 
morfología lisosomal observados en el modelo de senescencia neuronal in vitro, 
evaluamos los efectos de la inhibición de su activación sobre la morfología y pH 
lisosomal, así como su localización subcelular.  

Tratamos a las células con Necrostatina 1 (Nec1) (Fig.17 a), una molécula que se 
une al sitio de unión a ATP de RIPK1, inhibiendo así su actividad (Degterev et al., 
2008). Como se muestra en las figuras 17 y 18, la inhibición de la fosforilación de 
MLKL mostró un efecto sobre la morfología y el pH lisosomal. Sin embargo, se 
observaron efectos similares cuando las células se trataron con el vehículo en el que 
se encuentra disuelta la Nec1, el DMSO (0.07 !M) 

En el caso de la abundancia de cada uno de los grupos lisosomales (Fig. 17c-d), al 
inhibir la fosforilación de MLKL mediada por RIPK1 con el tratamiento con Nec1 se 
observó que a lo largo del tiempo en cultivo: a) los lisosomas circulares predominaron 
en número respecto a los de baja circularidad y los agrandados; b) los lisosomas de 
baja circularidad aumentaron al día 13 in vitro, lo cual no se mantuvo a lo largo del 
tiempo en cultivo como ocurre en las células control; c) los lisosomas agrandados 
disminuyeron respecto a los controles. 
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En cuanto al pH lisosomal (Fig. 18 a, b,c ), la Nec1 y el DMSO tuvieron los siguientes 
efectos: a) el pH de los lisosomas circulares no cambió a los días 13 y 20 in vitro, 
mientras que en neuronas senescentes, a los 26 DIV, promovieron una disminución 
en la acidez; .b) los lisosomas de baja circularidad disminuyeron su acidez; c)  el pH 
de los lisosomas agrandados se recuperó, es decir, no disminuyó como en los 
controles, sino que aumentó y se mantuvo en niveles óptimos para el funcionamiento 
de las enzimas lisosomales. 
 
El efecto observado por el DMSO podría ser también a través de inhibir también a 
RIPK1. Las especies reactivas de oxígeno funcionan como un activador de la vía 
RIPK1-RIPK3-MLKL, la cinasa RIPK1 tiene tres cisteínas que le permiten sensar 
estas especies y activar su autofosforilación en la serina 161, lo cual permite reclutar 
a RIKP3 para su activación (Zhang et al., 2017). El DMSO, al ejercer su función 
antioxidante, podría disminuir esta activación, funcionando como un regulador 
negativo de la fosforilación de MLKL. 
 
En conjunto estos datos indican que al inhibir la fosforilación de MLKL vía RIPK1 
previo al establecimiento del fenotipo senescente evita que se dé un incremento de 
lisosomas agrandados y que los pocos que existan mantengan un pH funcional (Fig. 
18d). La disminución de lisosomas agrandados en neuronas senescentes es 
compensada con lisosomas circulares, los cuales mantuvieron un pH funcional 
durante todo el tiempo en cultivo.  
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Figura 17. Inhibir la activación de la vía RIPK1-RIPK3-MLKL al día 6 de cultivo 

disminuyó la formación de lisosomas agrandados. 
a) Esquema de tratamiento con Nec1 b) Los lisosomas fueron teñidos con AztecLysopH y los 
núcleos con Hoechst. Los paneles grandes corresponden al empalme, los cuadros pequeños 
superiores corresponden a la señal de emisión del AztecLysopH protonado (lisosomas ácidos) y 
los inferiores a la emisión de la forma desprotonada del AztecLysopH (lisosomas de baja acidez). 
La barra de escala representa 25 μm. c) Efecto de la Nec1 y el DMSO sobre la distribución de 
las poblaciones lisosomales en el soma. Se cuantificaron 100 células por condición provenientes 
de tres experimentos independientes. d) Resumen gráfico del efecto de la Nec1 y el DMSO sobre 
la población de los tres tipos lisosomales. El ancho de la barra representa la abundancia de ese 
tipo lisosomal en el soma.  
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Figura 18. La administración de Nec1 y DMSO al día 6 in vitro evita que los lisosomas 

incrementen su acidez. 
a-c) pH calculado de lisosomas de neuronas 13 DIV , 20 DIV  y 26 DIV respectivamente tratadas 
con necrostatina. Se cuantificaron 100 células por condición provenientes de tres experimentos 
independientes. Las barras representan la desviación estándar y los números los valores 
calculados para p calculado mediante una prueba ANOVA de dos vías como prueba estadística 
seguida de una prueba Tukey. d) Resumen gráfico de los cambios en abundancia y pH de cada 
tipo lisosomal a lo largo del tiempo en cultivo con y sin tratamiento con necrostatina. El ancho de 
la barra representa la abundancia de ese tipo lisosomal en el soma y el color fue asignado de 
acuerdo al pH donde el 3.0 es rojo y el 5.0 verde. 
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10.4 pMLKL se distribuye en la cercanía de los lisosomas agrandados 
 
Para identificar si es que MLKL ejerce su papel sobre el pH lisosomal directamente 
en los lisosomas, se evaluó su localización subcelular en neuronas corticales durante 
el establecimiento del fenotipo senescente (Fig. 19a).  

 
Figura 19. En las neuronas, pMLKL se distribuye cerca de los lisosomas agrandados. 
a) Imágenes representativas de las obtenidas en el microscopio confocal; en magenta se 
muestran los lisosomas (LAMP1), en turquesa pMLKL y en gris la señal de TUJ1, proteína 
específica de neuronas. Imágenes representativas de tres experimentos independientes. Las 
barras de escala representan 25 !m. b) Imagen representativa de una neurona con 13 DIV donde 
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se observa la distribución de pMLKL alrededor de los lisosomas agrandados. Separación entre 
los planos 0.36!m 

 
Respecto al tiempo en cultivo, la distribución de pMLKL pasó de ser nuclear en 
células jóvenes a citoplásmica en neuronas senescentes. La abundancia de pMLKL 
en el citoplasma hace que sea difícil distinguir si se acumula sobre los lisosomas 
agrandados directamente o si interactúa con ellos de otra manera (Fig. 19b). Lo que 
sí se puede observar es que los focos de MLKL se encuentran cerca de los lisosomas 
agrandados. Sin embargo, hacen falta más experimentos para concluir el tipo de 
interacción que existe entre ellos.  

11 Discusión 
 
Abundantes observaciones muestran que la acumulación de células senescentes 
contribuye al envejecimiento y a la patología de diversas enfermedades. Con el 
envejecimiento también se acumulan células cerebrales senescentes, incluidas las 
neuronas, y en estudios previos observamos que resultan de una pérdida del flujo 
autofágico. Es necesario, ahora, entender qué cambios ocurren en las neuronas que 
llevan a la disfunción de la autofagia. Trabajos previos muestran que los lisosomas 
en las células senescentes adquieren una morfología tubular, sin embargo, no se 
había descrito si son causa o consecuencia del fenotipo senescente.  
 
En este trabajo investigamos en qué momento del establecimiento del fenotipo 
senescente es que comienzan a aparecer los lisosomas tubulares, agrandados, y si 
mantienen su funcionalidad. Descubrimos que los lisosomas agrandados y tubulares, 
con un pH menor al funcional, son detectables en las neuronas corticales a partir de 
los 13 días en cultivo, lo que corresponde en temporalidad previo al establecimiento 
del fenotipo senescente (Moreno-blas et al., 2019). Podemos concluir que los 
lisosomas amorfos y disfuncionales no son consecuencia de la senescencia, dado 
que a los 13 días de cultivo aún no aparecen características de ella. Por lo tanto, la 
formación de lisosomas amorfos podría contribuir a los cambios que llevan a la 
senescencia neuronal. 
 
El aumento de lisosomas agrandados coincide temporalmente con la degeneración 
de los microtúbulos. Considerando que los lisosomas son transportados a lo largo de 
los microtúbulos para ser distribuidos en la célula; la fragmentación de los 
microtúbulos podría provocar acumulación de lisosomas en el soma que al no poder 
ser transportados, sufren modificaciones en su morfología. Dada su proximidad por 
la acumulación, podría favorecerse la fusión de lisosomas dando lugar a los 
lisosomas agrandados. El aumento en la abundancia de los lisosomas de circularidad 
baja observados a los días 20 y 26 in vitro podrían tener como origen la fisión de 
lisosomas agrandados. Poco se ha descrito acerca de la fisión y fusión lisosomal, sin 
embargo, previamente se ha publicado que los lisosomas se fusionan por periodos 
cortos para intercambiar su contenido y se fisionan para formar vesículas empleando 
proteínas como clatrinas y kinesinas para guiar la formación de la vesícula y su corte 
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posterior (Saffi et al., 2019). Pensamos que los lisosomas tienen una dinámica de 
fusión-fisión esencial para sus funciones celulares, equivalente a la dinámica 
mitocondrial, que en el envejecimiento podría atrofiarse.  
 
Los lisosomas agrandados y de baja circularidad podrían no fusionarse con los 
autofagosomas debido a cambios en su morfología y pH, lo que contribuiría a la 
atrofia de la autofagia. Experimentos con cloroquina, que favorece la alcalinización 
lisosomal, muestran que cuando el pH de los lisosomas es básico, no se puede 
fusionar con los autofagosomas (Mauthe et al., 2018). El pH extremadamente ácido 
o básico podría ser incompatible con la maquinaria molecular de la fusión, y la 
morfología alterada podría modificar el arreglo de proteínas necesario para la unión 
de motores moleculares o impedir la unión de proteínas necesarias para la fusión 
con el autofagosoma. 
 
Los cambios en pH lisosomal documentados describen en general una basificación 
del lumen lisosomal (Porter et al., 2013), por lo que esperábamos que el pH de los 
lisosomas amorfos tuvieran un pH más básico. Sin embargo, obtuvimos evidencia de 
que ocurren cambios en el pH que aumentan su acidez, llegando a valores menores 
a 4. Si bien está ampliamente documentado que las enzimas lisosomas pierden su 
actividad a pH básico, hay un estudio en el que analizaron la actividad enzimática en 
un rango amplio de pH y descubrieron que bajando de pH 4 disminuye la maduración 
de las catepsinas (Tang et al., 2021). Esto sugiere que hay un umbral óptimo de pH 
para la funcionalidad de los lisosomas, por lo que proponemos que los lisosomas 
amorfos hiperacidificados que se forman durante la geroconversión no son 
funcionales. 
 
Existen inhibidores farmacológicos de la autofagia, como la bafilomicina A1, la 
cloroquina y el NH4Cl, que previenen la acidificación lisosomal. Experimentos con 
estos fármacos han evidenciado que, además de modificar el pH lisosomal, estos 
agentes promueven un enriquecimiento significativo del colesterol en la membrana 
lisosomal (Furuchi et al., 1993; Maharjan et al., 2022). Por lo cual mantener el pH 
óptimo del lisosoma podría ser crucial para el flujo de colesterol a otros 
compartimentos celulares, y que la hiperacidificación o hiperbasificación del lumen 
de este organelo podría resultar en cambios en su composición lipídica. El 
mecanismo detrás de la relación entre la acumulación de colesterol lisosomal y la 
acidificación lisosomal todavía no se entiende. Sin embargo, la acumulación de 
colesterol lisosomal podría afectar el anclaje de proteínas de fusión de membrana, 
tales como VAMPs o sintaxinas, que se requieren para la fusión autophagosoma-
lisosoma y promover así la acumulación de autofagosomas maduros observada en 
las células senescentes. La acumulación de colesterol en las membranas 
lisosomales también puede explicar los cambios en la morfología observados ya que 
este lípido produce curvaturas irregulares en las membranas lipídicas (Yesylevskyy 
et al., 2013) como las observadas en los lisosomas de baja circularidad.  
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Proponemos que la pMLKL podría alterar la morfología y el pH lisosomal, ya que 
observamos que la inhibición de la vía RIPK1-RIPK3-MLKL evita los cambios 
observados en morfología y pH lisosomal, particularmente la de los lisosomas 
agrandados. En células COS1 se demostró que la proteína lisosomal TMEM175 
regula el equilibrio de protones dentro y fuera del lisosoma al funcionar como 
intercambiador de iones y sensor del potencial de membrana lisosomal. Evitar su 
función genera un incremento en el pH, tamaño lisosomal y una acumulación 
perinuclear de los lisosomas (Yang et al., 2023) similar a la que observamos en las 
neuronas senescentes.  Considerando que en cultivos neuronales de 13 DIV pMLKL 
sale del núcleo y se localiza en regiones citoplásmicas donde también se observan 
lisosomas amorfos, proponemos que pMLKL podría estar interactuando con este 
canal favoreciendo la acumulación de protones en el interior de los lisosomas, 
predominantemente previo al establecimiento de la senescencia.  
 
Para corroborar la participación de pMLKL se podría inhibir su expresión y analizar 
si los lisosomas se mantienen saludables. En apoyo a esta propuesta está la 
observación de que en cerebros de ratones viejos que no expresan MLKL hay menos 
células cerebrales senescentes (Arrázola et al., 2023). Para probar lo anterior, sería 
necesario determinar el origen de los lisosomas de baja circularidad en cada una de 
las ventanas temporales, así como promover la fragmentación axonal 
farmacológicamente a los 6 DIV para establecer si la dinámica lisosomal observada 
es consecuencia de la baja movilidad de los lisosomas disponibles en la célula. 
También se deberían caracterizar las proteínas de membrana presentes en cada uno 
de los tipos lisosomales.  
 
Considerando que los lisosomas participan en funciones diversas y no solo en la 
autofagia, resulta interesante que exista a lo largo del cultivo un porcentaje constante 
de lisosomas circulares, pequeños y con pH cercano a 4.4 que podrían estar 
participando en actividades vitales para la célula como el monitoreo de nutrientes y 
la señalización celular. En este mismo sentido, vale la pena considerar que diversas 
enfermedades se desarrollan cuando los lisosomas no funcionan correctamente, en 
las llamadas enfermedades lisosomales (Parenti et al; 2021). Los resultados 
obtenidos con este trabajo tienen un impacto potencial en la biomedicina, ya que 
nuestro modelo de senescencia neuronal puede también ser un modelo para estudiar 
el mecanismo molecular por el cual los lisosomas amorfos se forman, como se 
desregula el control del pH que permite tenerlo más ácido de 4.0, pudiendo contribuir 
al entendimiento de las enfermedades lisosomales.  
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12 Conclusión 
 
En este trabajo se caracterizaron los cambios en la morfología y pH lisosomal de 
un modelo de senescencia neuronal in vitro. Lo que permitió establecer que la 
hiperacidificación de este organelo y la aparición de lisosomas polimórficos 
preceden la geroconversión. Estos cambios están asociados con la activación de la 
vía RIPK1/RIPK3/MLKL. Al inhibir esta vía, es posible reducir el número de 
lisosomas polimórficos y restaurar el pH óptimo necesario en su interior para el 
correcto funcionamiento de las hidrolasas lisosomales. 
 

13 Perspectivas 
 
 

• Corroborar la participación de pMLKL, inhibiendo su expresión, en la formación y 
acidez de lisosomas amorfos. 

• Estudiar mediante microscopía electrónica si la forma fosforilada de MLKL se 
acumula en la membrana de lisosomas polimórficos. 

• Estudiar si MLKL interacciona físicamente con TMEM175. 
• Evaluar si existen cambios en la composición lipídica de las membranas de los 

lisosomas polimórficos 
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14 Anexos 
 

14.1 Materiales y reactivos  
 
Tabla 2. Reactivos y materiales empleados para la realización de esta tesis 
 

 

Reactivo/ Material Marca Número de catálogo 
Concentración de 

trabajo

Ratas Wistar (WI) Charles River Raleigh

Medio Neurobasal Gibco 21103049

Gentamicina (50 mg/ml) Gibco 15750060

Suplemento B-27 (50x), sin suero Gibco 17504044

Caja de 12 pozos Corning CLS3513-50EA

Cubreobjetos redondo Paul Marienfeld 111580

Jeringa 20 mL BD Plastipak 302562

Filtro con diámetro de 25 mm y poro de 0.2 

uM
Corning 431224

Hojas de bisturí número 21 Braun

Cajas con fondo de vidrio de 15 mm Nest 801002

Desoxirribonucleasa I de pancreas bovino Sigma Aldrich D5025-375KU

Tripsina-EDTA 0.5% Gibco 15400054

Inhibidor de tripsina Gibco 17075029

Glutamax Gibco A1286001

Poli-L-lisina Sigma Aldrich P1524
0.1 mg/mL en agua 

estéril

Cloruro de sodio J.T. Baker 304001

Cloruro de potasio Sigma Aldrich P9541

Fosfato de monopatosio Sigma Aldrich P9791-100G

Rojo fenol Sigma Aldrich P5530

Sulfato de magnesio J.T. Baker 2500-01

Suero fetal bovino Invitrogen 16000-044

Necrostatina 1 Sigma Aldrich N9037
100 μM en medio 

neurobasal completo

Dimetilsulfóxido Sigma Aldrich D2438-50ML
0.07 μM en medio 

neurobasal completo

Lysotracker Red DND 90 Invitrogen L7528
70nM en medio 

neurobasal completo

Hoechst 33258 Enzo ENZ-52402
0.2 µg/mL  en medio 

neurobasal completo

AzteclysopH
40nM en medio 

neurobasal completo

Lysosensor yellow/blue  Invitrogen L7545
10nM en medio 

neurobasal completo

Portaobjetos esmerilados 25x75 mm Madesa

anti β-Tubulina clase III Abcam ab41489
1:200 en PBS/ Tween 

0.1% /Tritón 0.25% 

anti LAMP1 Abcam ab25630
1:150 en PBS/ Tween 

0.1% /Tritón 0.25% 

anti MLKL fosforilada en la serina 345 Abcam ab196496
1:500 en PBS/ Tween 

0.1% /Tritón 0.25% 

anti-MLKL Invitrogen PA5101810
1:500 en PBS/ Tween 

0.1% /Tritón 0.25% 

Alexa 488 Fluor anti-ratón Invitrogen A11029
1:500 en PBS/ Tween 

0.1% /Tritón 0.25% 

Alexa 594 Fluor anti-conejo Invitrogen A11037
1:500 en PBS/ Tween 

0.1% /Tritón 0.25% 

Alexa 647 Fluor anti-pollo Abcam ab150175
1:500 en PBS/ Tween 

0.1% /Tritón 0.25% 

Trton X-100 Sigma Aldrich T8532-100ML

TWEEN 20 Sigma Aldrich P2287-100ML

DAPI Sigma Aldrich D1306 1 ug/ mL en PBS 1X
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14.2  Componentes del medio Neurobasal complementado 
 
Tabla 3. Componentes del medio Neurobasal complementado para realizar el 
cultivo primario de neuronas corticales 
 

 
 

14.3 Cult ivo primario de neuronas corticales 
 
0. Un día antes: Preparar las soluciones en esterilidad, ponerle PLL a las cajas y 
asegurarse de tener todo el material necesario estéril.  
 
Tabla 4. Soluciones necesarias para el cultivo primario de neuronas corticales de 
rata 
 

Solución 1 
Componente Concentración Cantidad 

KRB (Amortiguador 
Krebs-Ringer) 1X 100 mL 

BSA - 0.3 g 
MgSO4 3.8% 800 uL 

Solución 2 
Solución 1 - 10 mL 

Tripsina EDTA 10 X 1 uL por embrión 
Solución 3 

Solución 1 - 10 mL 
DNAsa - 0.8 mg 

SBT - 5.2 mg 
MgSO4 3.8% 100 uL 

Solución 4 
Solución 1 - 10.5 mL 
Solución 3 - 2.0 mL 

Solución 5 
Solución 1 -  

CaCl2 1.2% 15 uL 
MgSO4 3.8% 100 uL 

Reactivo Volumen (mL) Concentración final 

Medio Neurobasal c.b.p. 50 mL

Gentamicina (50 mg/ml) 0.200 0.2 mg/mL

Suplemento B-27 (50X), sin 

suero
1.000 1.0 X

Glutamax (100 X) 0.075 0.2 X
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1. Colocar las soluciones a temperatura ambiente. 
 
2. En la campana antes de extraer los fetos  
a. Filtrar la solución 1 
b. Colocar 10 mi de la solución 1 en un tubo de 15 ml 
c. Poner 6 ml de la solución 1 en dos cajas de Petri y 8ml en otras dos 
(usar tapa y base)  
 
3. Llevar una de las tapas de la solución 1 a donde se extraerán los embriones 
 
4. Sacar la guillotina y poner periódico en la cama de la rata 
 
5. Sacrificio  
 
6. Limpiar el vientre con alcohol y abrir con tijeras  
 
7. Sacar a los cuernos uterinos, pasarlos por agua destilada estéril o PBS 1X estéril 
para quitar pelo y sangre y colocarlos en la caja con solución 1 para llevarlos a la 
campana.  
 
8. Limpiar el material usado para el sacrificio  
 
9. En la campara extraer las cortezas 
a. Sacar a los embriones de las deciduas y pasarlos a otra caja  
b. Cortar las cabezas entre los ojos y la nariz 
 
En microscopio: Quitar las meninges y disecar las cortezas colocándolas en otra caja 
 
10. Retirar el exceso de medio de la caja y dejar las cortezas húmedas. Cortar en 
trozos muy pequeños las cortezas con un bisturí nuevo. 
 
11. Transferir el tejido al tubo de 15 ml con 10 ml de la solución 1 (2a) con ayuda de 
una pipeta Pasteur 
 
12. Centrifugar a 2500 rpm 3 minutos 
 
13. Decantar el sobrenadante con cuidado de no dejar nunca seca la pastilla  
 
14. Agregar 7ml de la solución 2 filtrada más tripsina (1uL por embrión) . Agitar 
vigorosamente hasta deshacer el pellet 
 
15. Dejar incubar la tripsina 3 a 5 minutos. Agitar por inmersión cada minuto para 
evitar que se vuelva a formar el pellet.  
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16. Agregar 7 ml de la solución 4 y agitar por inmersión 
 
17. Centrifugar a 2500 rpm por 3 minutos 
 
18. Preparar otro tubo de 15 ml con 5 ml de la solución 5  
 
19. Decantar sobrenadante sin dejar seca la pastilla 
 
20. Agregar 5 ml de la solución 3 
 
21. Disgregar con pipeta Pasteur 100 a 200 veces  
 
22. Pasar en dos partes las células al filtro con malla 
 
23. Disgregar 30 a 60 veces pegando la pipeta a la malla sin hacer mucha presión  
 
24. Transferir las células disgregadas al tubo con sol. 5 
 
25. Centrifugar a 2500 rpm por 3 minutos  
 
26. Retirar sobrenadante y agregar medio 
 
27. Disgregar el pellet y contar las células obtenidas  
 
28. Sembrar a 200 mil células/mL. 
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14.4 Obtención de imágenes de l isosomas teñidos con Lysotracker y 
procesamiento  
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14.5 Estandarización AzteclysopH  en cult ivo primario de neuronas corticales 
de rata  
 

 
 
 
a) Imágenes representativas de las obtenidas en el microscopio de epifluorescencia; en rojo se 
muestran los lisosomas (AztecLysopH) a distintas concentraciones de trabajo. b) Imágenes 
representativas de una neurona con 6 y 20 DIV donde la tinción con AztecLysopH permite 
observar las morfologías lisosomales establecidas usando el Lysotracker. c) Validación de los 
cambios en la fluorescencia del AztecLysopH en respuesta a cambios en el pH lisosomal. 
Imágenes representativas de 3 experimentos independientes. Los números corresponden al 
valor de p calculado mediante una prueba estadística t student.  
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