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mTOR es una quinasa que se encuentra en la célula formando parte de dos complejos: mTORC1 y mTORC2 

(mTORCs). Ambos complejos son capaces de coordinar diferentes respuestas celulares de carácter anabólico y 

catabólico con el objetivo de mantener la homeostasis celular. Debido a su localización celular, mTORCs son 

considerados centros integradores de señales, pues su actividad se encuentra determinada por la disponibilidad 

de determinados nutrientes que convergen en ellos mediante diferentes vías de señalización molecular. mTOR 

adquiere un papel relevante en el Sistema Nervioso Central (SNC) y su desregulación se encuentra asociada a 

diversas patologías neurodegenerativas, entre las que están la isquemia cerebral o la enfermedad de Alzheimer  

(EA). Si bien ambas enfermedades presentan una etiología y desarrollo dispar, comparten ciertas similitudes 

entre las que se encuentran diversos factores de riesgo tanto genéticos como ambientales, entre los que se 

encuentran lesiones vasculares que pueden producir episodios hipóxicos. Además, ambas patologías presentan 

una desregulación diferente en la actividad de mTORCs. Por ello, en la presente Tesis Doctoral hemos decidido 

explorar el papel de mTOR en la isquemia cerebral y la EA mediante el uso de modelos celulares y animales.   

En primer lugar, mediante el uso de cultivos primarios de neuronas y astrocitos de corteza cerebral de ratón 

expuestos a una privación de oxígeno y glucosa (OGD), hemos confirmado que existe una desregulación de la 

actividad de mTORCs distinta, en cada uno de los tipos celulares, debido a cambios desiguales en la actividad de 

las vías PI3K/Akt/mTORC1 y AMPK, lo que induce alteraciones en algunas de las funciones celulares que 

controlan estos complejos. En neuronas, existe un aumento de la apoptosis, un incremento transitorio y 

defectivo de la respuesta autofágica y una reducción del tamaño neuronal dependiente del tiempo. En 

astrocitos, hemos observado cambios morfológicos, incremento en los niveles de GFAP y una ralentización de la 

tasa de división celular, sin afectar a su supervivencia. Debido a la vulnerabilidad de las neuronas al OGD, 

realizamos varios abordajes de regeneración como la reoxigenación (ReOx) y la inducción de la autofagia que no 

mejoraron la viabilidad de los cultivos. Sin embargo, el uso de medios condicionados por astrocitos (ACM) 

mostró un efecto neuroprotector, sugiriendo la importancia de las células de glía en los procesos de 

regeneración neuronal. Curiosamente, la inhibición de mTORCs mediante la administración de rapamicina en 

ratones isquémicos, redujo el volumen de lesión cerebral disminuyendo la pérdida neuronal debido, en parte, a 

una reducción en la respuesta glial. Lo que confirma el beneficio frente al daño isquémico, de la modulación de 

la actividad de mTORCs glial, como posible herramienta terapéutica. En segundo lugar, mediante el uso de 

cultivos neuronales del ratón transgénico (Tg) APP/PS1, modelo de la EA, hemos caracterizado que las neuronas 

Tg presentan una mayor actividad de la vía PI3K/Akt/mTORC1, así como una mayor vulnerabilidad al OGD que 

las neuronas Wt. Además, hemos observado que el OGD genera una reducción en la amiloidosis neuronal 

mediante mecanismos independientes de la proteólisis de la proteína APP, los cuales estamos tratando de 

elucidar.  

En conjunto, estos datos ponen de manifiesto el posible uso de mTOR como diana terapéutica para reducir la 

neurodegeneración asociada a ambas enfermedades.  
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mTOR is an intracellular kinase that being part of two complexes named mTORC1 and mTORC2 (mTORCs). Both 

complexes coordinate different cellular responses related to anabolic and catabolic pathways to maintain 

cellular homeostasis. Their strategical molecular position in the cell, revels that mTORCs are an integration 

center, since their activities are determined by extracellular nutrients availability. This information converges in 

mTORCs through different signaling pathways mTOR plays a pivotal role in central nervous system and its 

dysregulation is associated with neurodegenerative pathologies, including cerebral ischemia and Alzheimer's 

disease. It is known that the etiology and progress of both diseases are different, but they present some 

similarities that genetic and environmental risk factors that include vascular lesions inducers of hypoxic 

episodes. In addition, both disorders reveal differential dysregulation of mTORCs activities. Therefore, in the 

present PhD Thesis we explore deeply about the role of mTOR in both pathologies using cellular and animal 

models.   

First, we have confirmed that there is a different dysregulation of mTORCs activit ies in neurons and astrocytes 

after OGD, using primary cultures from mouse cerebral cortex, by changes on activity levels of PI3K/Akt/mTORC1 

and AMPK pathways. That induces alterations in some cellular functions controlled by them. In neurons, we 

found an increment in apoptosis, a transient and defective increase in autophagic response and a time-

dependent reduction on neuronal size. In astrocytes, we have observed changes in morphology, increased in 

GFAP levels and a reduction in the cell division rate, without affectation in cellular survival. Because of high 

neurons vulnerability to OGD, we include several regeneration approaches such as reoxygenation (ReOx) and 

induction of autophagy that did not improve the viability of the cultures. However, the use of astrocyte 

conditioned media (ACM) before OGD showed a neuroprotective effect. That show the importance of glia cells 

in neuronal regeneration processes. Interestingly, inhibition of mTORCs by rapamycin administration, to mice 

under ischemic induction, reduced brain damage volume and neuronal loss, in part by a reduction in glial 

response. 

That confirms the benefit of glial modulation of mTORCs activities against ischemic damage, as a potential 

therapeutic tool. Finally, using primary cultures of neurons from APP/PS1 transgenic mice (Tg), as a model of 

AD, we have characterized that Tg neurons show a higher PI3K/Akt/mTORC1 pathway activity s, as well as a 

higher vulnerability to OGD than Wt neurons. In addition, we have observed that OGD induces a reduction in of 

neuronal amyloidosis through an independent of APP proteolysis mechanisms, which we are trying to elucidate 

now 

Taken together, these data highlight the potential use of mTOR as a therapeutic target to reduce the  

neurodegeneration associated with both diseases. 
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1. Introducción 
Durante el último siglo, la esperanza de vida media a nivel global ha incrementado de forma exponencial. No 

obstante, de forma simultánea, también se ha producido un aumento en la tasa de incidencia de diversas 

enfermedades neurodegenerativas entre las que encontramos el accidente cerebrovascular (ACV) de tipo 

isquémico o ictus, y la enfermedad de Alzheimer (EA). Ambas patologías suponen un elevado impacto en la 

población con considerables costes socioeconómicos. El ictus representa la segunda causa de muerte a nivel 

mundial y una de las principales causas de discapacidad a largo plazo (Katan & Luft, 2018), mientras que la EA 

es la principal causa de demencia en todo el mundo (Cummings et al., 2016). Desafortunadamente, no existe 

ningún tratamiento efectivo ante ambas enfermedades, siendo necesario explorar nuestras estrategias 

terapéuticas que permitan frenar el avance de la consecuente neurodegeneración asociada. En todas las células 

eucariotas, la disponibilidad y cantidad de nutrientes regulan el equilibrio entre respuestas anabólicas y 

catabólicas, manteniendo así la homeostasis celular. A pesar de las diferencias existentes entre ambas 

enfermedades, tanto en el ictus como en la EA existe un desequilibrio en dichas respuestas, implicadas en el 

desarrollo de ambas patologías. En base a ello, comprender tanto los mecanismos reguladores de estos procesos 

como los efectos de su modulación podría ser un aspecto clave para la optimización de nuevos abordajes 

experimentales que permitan mantener el equilibrio entre la supervivencia y muerte celular.  

Ante este escenario, la proteína mTOR surge como un candidato potencial de estudio debido a su papel 

regulador en multitud de respuestas celulares asociadas a la esperanza de vida y envejecimiento. Asimismo, la 

desregulación de mTOR se encuentra relacionada con el desarrollo de diversas patologías de carácter 

neurodegenerativo. Por ello, el estudio de sus mecanismos de regulación y los efectos sobre esta quinasa, podría 

proporcionar nuevos enfoques terapéuticos que eviten los efectos negativos enfermedades relacionadas con el 

envejecimiento (Weichhart, 2018). 

2. mTOR y su papel en el Sistema Nervioso Central 
La diana de la rapamicina en células de mamífero o mTOR (del inglés mammalian Target Of Rapamycin) es una 

proteína quinasa serina y treonina atípica, perteneciente a la familia de proteínas relacionadas con la 

fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K). mTOR se encuentra en la célula formando parte de dos grandes complejos 

proteicos denominados mTORC1 y mTORC2, donde interacciona con otras proteínas actuando como centro 

catalítico de estos (Laplante & Sabatini, 2012).  

El descubrimiento de la rapamicina o sirolimus se remonta al año 1965, cuando una expedición canadiense en 

la Isla de Pascua (Chile) aisló el principio activo a partir de la bacteria Streptomyces hygroscopicus (Vézina et al., 

1975). Tras la descripción de sus propiedades antibióticas, se descubrió que dicho compuesto podía ejercer 

funciones antifúngicas e inmunodepresoras, expandiéndose su uso en clínica (Marx & Marks, 2001; Meiser et 

al., 1991).  
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Años posteriores, el uso de la rapamicina en varias pruebas en levadura permitió identificar los genes TOR1 y 

TOR2 como dianas de dicho fármaco (Cafferkey et al., 1993; Kunz et al., 1993) y, posteriormente, diferentes 

experimentos bioquímicos permitieron aislar, purificar e identificar a mTOR como diana de la rapamicina 

(Sabatini et al., 1994; Sabers et al., 1995). 

2.1. Estructura de la proteína y complejos mTOR 
mTOR es una proteína muy conservada evolutivamente que presenta varios dominios mediante los cuales 

interacciona con las diferentes proteínas que conforman sus complejos mTORC1 y mTORC2 (mTORCs) (van Dam 

et al., 2011). Desde el extremo N-terminal encontramos el dominio de repeticiones HEAT (Huntingtin Elongation 

Factor 3 A subunit of PP2A TOR1), el dominio FAT (transactivation/transformación-associated domain), el 

dominio FRB (FKBP12 rapamycin binding domain), el dominio KD (C-terminal kinase domain) y finalmente el 

dominio FATC (C-terminal smal FAT domain) en el extremo C-terminal (Yang et al., 2013) (Figura 1). 

 

Figura 1. Estructura proteica de mTOR. Desde el extremo N-terminal, mTOR presenta el dominio de repeticiones HEAT, el dominio FAT, 

el dominio FRB de interacción con la rapamicina, el dominio quinasa y el dominio FATC  en el extremo C-terminal. Imagen modificada de 

Cargnello et al., 2015. 

Desde un punto de vista estructural, mTORCs están formados tanto por proteínas comunes a ambos complejos 

como por proteínas específicas de cada uno de ellos. Además de la propia mTOR, la cual actúa como centro 

catalítico de mTORCs, Deptor (DEP domain containing mTOR interacting protein), mLST8 (mammalian lethal with 

Sec13 protein 8) y el complejo Tti2/Tel2 son proteínas comunes a ambos. Raptor (Regulatory associated protein 

of mTOR) y PRAS40 (Proline-rich Akt substrate 40 kDa) son proteínas específicas del complejo mTORC1, mientras 

que Rictor (Rapamycin-insensitive companion of mTOR), mSin1 (Mammalian stress-activated map kinase-

interacting protein 1) y Protor1/2 (Protein observed with Rictor 1 and 2) son proteínas específicas del complejo 

mTORC2 (Figura 2) (Cargnello et al., 2015; Perez-Alvarez et al., 2018; Saxton & Sabatini, 2017). Tanto la 

estructura proteica de cada complejo como la función de las proteínas que los conforman se recoge a 

continuación en la Tabla 1.    
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Figura 2. Estructura proteica de los complejos mTORC1 y mTORC2. mTOR, Deptor, mLST8 y Tit1/Tel2 (azul) son proteínas comunes para 

ambos complejos de mTOR. Raptor y PRAS40 (granate) son proteínas específicas de mTORC1 mientras que Rictor, mSin1, Protor1/2 

(amarillo) son proteínas específicas de mTORC2. Imagen obtenida de Villa-González et al., 2022. 

mTORC1 mTORC2 

mTOR Serina/Treonina quinasa mTOR Serina/Treonina quinasa 

Deptor Inhibidor de mTOR Deptor Inhibidor de mTOR 

mLST8 Regulador de la actividad de mTORC1 mLST8 Regulador de la actividad de mTORC2 

Tit2/Tel2 Proteínas de andamiaje reguladoras del 
ensamblaje y estabilidad de mTORC1 

Tit2/Tel2 Proteínas de andamiaje reguladoras del 
ensamblaje y estabilidad de mTORC1 

Raptor 
Proteína de andamiaje reguladora del 
ensamblaje, localización e interacción de 

substratos de mTORC1 

Rictor 
Proteína de andamiaje reguladora del 
ensamblaje, localización e interacción de 

substratos de mTORC2 

PRAS40 
Inhibidor de mTORC1 

mSin1 
Proteína de andamiaje reguladora del 
ensamblaje, localización e interacción de 

substratos de mTORC2 

 Protor1/2 Proteína reguladora de actividad de mTORC2  

 

Tabla 1. Función de las proteínas que conforman mTORCs. A la izquierda se describen las funciones de las proteínas que forman el 

complejo mTORC1 y a la derecha las funciones de las proteínas que forman el complejo mTORC2. En azul se muestran las proteínas 

comunes para ambos complejos, mientras que en rojo las proteínas específicas de mTORC1 y en amarillo las específicas de mTORC2.  

Además de las diferencias estructurales, mTORCs presentan diferente susceptibilidad a la rapamicina. Mientras 

que mTORC1 es altamente sensible, mTORC2 es insensible al tratamiento con rapamicina (Laplante & Sabatini, 

2012). Sin embargo, se ha demostrado que altas dosis de rapamicina o un uso prolongado en el tiempo también 

afecta a la actividad de mTORC2 (Sarbassov et al., 2006). La presencia de rapamicina en la célula induce la 

formación del complejo FKBP12-Rapamicina, el cual se une al dominio FRB de mTOR compitiendo con otras 

proteínas en su unión a dicho dominio, inhibiendo alostéricamente así la actividad de mTOR (J. Li et al., 2014; 

Sehgal, 2003).  
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Desde un punto de vista funcional, tanto la regulación de la actividad de mTORCs como las respuestas celulares 

dirigidas por ambos representan otra diferencia considerable. Por un lado, la actividad de mTORC1 está regulada 

por la disponibilidad y cantidad de factores tróficos (factores de crecimiento, neurotransmisores y hormonas), 

glucosa, oxígeno y aminoácidos, mientras que la actividad de mTORC2 está controlada exclusivamente por 

factores tróficos (Takei & Nawa, 2014). Por otro lado, las respuestas celulares dirigidas por mTORC1 

comprenden la síntesis de macromoléculas como proteínas y lípidos, el control del crecimiento celular y axonal, 

la progresión del ciclo celular y la modulación de la autofagía; siendo la supervivencia celular y la remodelación 

del citoesqueleto las respuestas controladas por mTORC2 (Villa-González et al., 2022) (Figura 3). 

 

Figura 3. Señales moduladoras de la actividad de mTORCs y respuestas celulares dirigidas por ambos. La actividad de mTORC1 (rojo) 

está regulada por factores tróficos, glucosa, oxígeno y aminoácidos mientras que solamente los factores tróficos modulan la a ctividad de 

mTORC2 (amarillo). La síntesis de macromoléculas, crecimiento celular, progresión del ciclo celular y autofagía, son las respuestas que 

se encuentran bajo el gobierno de mTORC1, mientras que mTORC2 regula la remodelación del citoesqueleto y la supervivencia celular. 

Imagen modificada de Villa-González et al. 2022.  

A pesar de que mTOR presenta una expresión y localización ubicua, esta adquiere un papel relevante en el 

Sistema Nervioso Central (SNC), donde alteraciones tanto genéticas como disfunciones a nivel proteico pueden 

derivar en diversas patologías denominadas mTORpatías (Karalis & Bateup, 2021; Moloney et al., 2021). 

2.2. Señalización upstream de mTORC1 
mTORC1 es considerado un sensor del estado celular debido a la convergencia de múltiples señales que a través 

de sus correspondientes vías de señalización inciden sobre él modulando su actividad. La disponibilidad y 

cantidad de los diferentes factores que lo regulan permite a este poner en marcha una gran batería de 

respuestas dirigidas al mantenimiento de la homeostasis celular (véase apartado 2.1) (Perez-Alvarez et al., 2018; 

Tafur et al., 2020; Zoncu et al., 2011). En los siguientes apartados, se describen las cuatro vías principales de 

señalización que modulan la actividad de mTORCs (Figura 4).  
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2.2.1. Regulación de mTORC1 mediada por factores tróficos 

Los factores tróficos son uno de los elementos que modulan la actividad de mTORC1 mediante la vía canónica 

PI3K/Akt/mTORC1. El inicio de esta vía tiene lugar en la superficie de la membrana plasmática mediante la unión 

de diferentes factores de crecimiento como insulina, IGF-1, NGF, BDNF, VEGF, diversas neurotrofinas (NT-1, 3 y 

4) o diferentes hormonas, a sus receptores específicos de membrana, pertenecientes a la familia receptor 

tirosina-quinasa (RTK) o receptor acoplado a proteína G (GPCR). La interacción ligando-receptor permite la 

activación de la proteína fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K), la cual induce la fosforilación del fosfatidilinositol 

bifosfato (PIP2) originándose fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). El PIP3 sirve como plataforma de anclaje y 

activación de la quinasa dependiente de 3-fosfoinosítido 1 (PDK1), la cual promueve la fosforilación de la 

proteína quinasa B (PKB), conocida comúnmente como Akt, en la treonina 308 (Thr308) (Dibble & Cantley, 2015; 

Laplante & Sabatini, 2012).  

Akt es uno de los principales centros de regulación de esta vía, implicada en procesos de proliferación, 

supervivencia, crecimiento y metabolismo (F. Xu et al., 2020). La actividad de Akt se encuentra regulada al 

menos por dos fosforilaciones. La primera de ellas, la fosforilación en la Thr308 (vía RTK/PI3K/PDK1) y la segunda 

directamente a través de mTORC2 en la serina 473 (Ser473). Esta segunda fosforilación procedente de mTORC2 

evidencia la estrecha relación existente entre ambos complejos de mTOR, en donde la activación de mTORC2 es 

esencial para la activación de Akt y consecuentemente para la activación de mTORC1 (Jhanwar-Uniyal et al., 

2019; Xie & Proud, 2014). Clásicamente, estas fosforilaciones han sido consideradas esenciales para la activación 

de Akt. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la actividad de Akt se encuentra finamente 

regulada y requiere diversas fosforilaciones además de las descritas previamente. Por ejemplo, se ha 

demostrado que la fosforilación de la Ser477 o la Thr479 son claves para mejorar su estabilidad e interacción 

con mTORC2 (Gao et al., 2014).  

Una vez activa, Akt inhibe directamente mediante fosforilación al complejo de esclerosis tuberosa (TSC), 

formado por tres subunidades: TSC1 o hamartina, TSC2 o tuberina y TSC1D7, una proteína de andamiaje para el 

resto de los componentes que constituyen el centro catalítico del complejo (Feliciano, 2020; Ramlaul et al., 

2021). A su vez, TSC controla la actividad de Rheb (Ras homolog enriched in brain), una proteína GTPasa que 

presenta un estado activo unido a GTP o inactivo unido a GDP. Cuando TSC se encuentra activo, bloquea la unión 

de Rheb a GTP favoreciendo su forma inactiva unida a GDP. Sin embargo, condiciones favorables de factores 

tróficos desencadena la activación de Akt, induciendo la fosforilación de TSC2 en la Thr1462, desestabilizando e 

inactivando TSC. Esto favorece el estado Rheb-GTP que induce finalmente la activación de mTORC1, mediante 

una fosforilación directa a la propia mTOR en la Ser2448 (Inoki et al., 2003; Li et al., 2004; Long et al., 2005).  
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Además de la señalización descrita, es necesario que mTORC1 se localice en la superficie de la membrana 

lisosomal, donde se encuentra Rheb. La interacción Rheb-mTORC1 es un proceso esencial para la activación de 

mTORC1. La translocación de mTORC1 desde el citosol hasta la superficie de la membrana lisosomal se 

encuentra mediada por la presencia de aminoácidos (véase apartado 2.2.3) (Angarola & Ferguson, 2020; S. 

Zhang et al., 2021). 

2.2.2. Regulación de mTORC1 mediada por glucosa y oxígeno 

La glucosa es uno de los principales factores reguladores de la actividad de mTORC1. Su internalización en el 

cerebro se encuentra regulada por los transportadores de glucosa y su disponibilidad a nivel celular es detectada 

mediante la relación entre los niveles de AMP y ADP/ATP, por la proteína AMPK, uno de los principales 

reguladores negativos de mTORC1 (Cespedes et al., 2019). Una reducción en la concentración de glucosa supone 

una menor actividad glucolítica y por tanto un desbalance en la relación AMP-ADP/ATP, detectado por la quinasa 

de supresión tumoral LKB1, la cual induce la fosforilación de la subunidad α de AMPK (AMPKα) en la Thr172. A 

pesar de que la mayoría de la fosforilación de AMPK es LKB1 dependiente, existen otras quinasas que también 

contribuyen a la activación de esta como, por ejemplo, la CaMKKβ o la TAK1 (Muraleedharan & Dasgupta, 2022). 

AMPK activa inhibe mTORC1 mediante dos mecanismos distintos. Por un lado, mediante fosforilación directa de 

Raptor en la Ser722 y Ser792, induciendo el desensamblaje de mTORC1 e inactivándolo; o bien a través de la 

fosforilación de TSC2 en la Thr1227 y la Ser1345, que mejora su estabilidad favoreciendo el estado de Rheb-GDP 

inactivo e inhibiendo, por tanto, mTORC1 (Tamargo-Gómez & Mariño, 2018; Xu et al., 2012).  

AMPK es principalmente un sensor de la disponibilidad de glucosa. No obstante, una reducción en los niveles de 

oxígeno también genera una disminución en los niveles celulares de ATP al inhibirse la fosforilación oxidativa , lo 

que induce un desequilibrio entre los niveles de AMP-ADP/ATP, induciendo su activación y por tanto la inhibición 

de mTORC1 (Laplante & Sabatini, 2012). 

El oxígeno es otro elemento regulador de la actividad de mTORC1 y una reducción en la disponibilidad de 

oxígeno o hipoxia modulan negativamente la actividad de dicho complejo. La ausencia de oxígeno en la célula 

induce un incremento en la expresión del gen redd1, que codifica para la proteína REDD1 (del inglés regulated 

in development and DNA damage and development 1), una proteína de respuesta a estrés altamente conservada 

(Seong et al., 2019). A pesar de que el mecanismo no está del todo claro, REDD1 modularía la actividad mTORC1 

mediante un proceso dependiente de TSC. REDD1 desplazaría a la proteína 14-3-3 de su interacción con TSC2, 

mejorando la interacción entre TSC1 y TSC2, lo que induce la inhibición de mTORC1 vía Rheb (DeYoung et al., 

2008; Tan & Hagen, 2013). En el SNC, el oxígeno desempeña un papel esencial en las diferentes funciones 

neuronales, ya que su metabolismo es altamente dependiente de la fosforilación oxidativa (Dienel, 2019). 
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2.2.3. Regulación de mTORC1 mediada por aminoácidos 

Los aminoácidos (aas) constituyen otro de los elementos reguladores de mTORC1, dirigiendo su translocación 

desde el citosol hasta la superficie de la membrana lisosomal, donde es activado (Laplante y Sabatini, 2012). 

Dicha translocación se encuentra mediada por las proteínas Rag GTPasas (del inglés Ras-related GTP binding), 

proteínas G pertenecientes a la superfamilia de Ras que se encuentran en la célula formando heterodímeros: 

RagA o RagB unido a RagC o RagD (RagA/B-RagC/D). Estas proteínas presentan un estado activo unido a GTP y 

un estado inactivo unido a GDP. La disponibilidad de aminoácidos en la célula permite la conformación activa 

de dichos heterodímeros, permitiendo el reclutamiento de mTORC1 en la superficie de la membrana lisosomal, 

donde es activado mediante el eje Akt/TSC/Rheb (Rabanal-Ruiz y Korolchuk 2018; Sancak et al 2008).  

 

Figura 4. Señalización upstream de mTORC1. La vía canónica PI3K/Akt/mTORC1 regula la actividad de mTORC1 mediante la unión de 

diferentes factores tróficos a su receptor RTK o GPCR. La activación del  receptor induce la activación de PI3K, que, mediante una serie de 

interacciones intermedias, permite la fosforilación de Akt en la Thr308. Por otra parte, la activación de mTORC2 induce la fosforilación 

de Akt en la Ser473. Ambas fosforilaciones activan Akt, la cual inhibe mediante fosforilación al complejo TSC, permitiendo que Rheb en 

su estado activo (Rheb-GTP) estimule la fosforilación de mTORC1. La presencia de aminoácidos permite la transloc ación de mTORC1 

desde localizaciones citosólicas hasta la superficie de la membrana lisosomal, donde es activada en la Ser2448 gracias a su interacción 

con Rheb. Por otro lado, el desequilibrio en la relación entre AMP-ADP/ATP, debido a la ausencia de glucosa, activan LKB1 que activa 

mediante fosforilación en la Thr172 a AMPK. AMPK inhibe la actividad mTORC1 mediante dos mecanismos: 1)  fosforilando directamente 

a Raptor en las Thr722/792, desestabilizando el complejo mTORC1 y 2) mediante fosforilación directa a TSC2 en la Ser1387, estabilizando 

el complejo TSC, promoviendo así el estado inactivo de Rheb (Rheb-GDP). Por otro lado, la hipoxia induce un incremento en la 

sobreexpresión de REDD1, que estabilizará el complejo TSC inhibiendo mTORC1. Imagen obtenida de Villa-González et al., 2022.  
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2.3. Señalización downstream de mTORCs 
La posición estratégica de mTORCs en la célula permite la convergencia de las diferentes vías de señalización 

descritas previamente, a través de las cuales los diferentes factores tienen su impacto en la actividad de mTORCs 

(Villa-González et al., 2022). Como ya hemos indicado anteriormente, la disponibilidad y cantidad de estos 

determinará el nivel de actividad de ambos complejos, que, a través de sus proteínas diana orquestarán 

diferentes respuestas celulares anabólicas y/o catabólicas. En el siguiente apartado describimos los principales 

procesos celulares dirigidos por mTORCs a través de sus principales dianas.  

2.3.1. Dianas y respuestas dirigidas por mTORC1 

La síntesis de proteínas es uno de los procesos celulares controlados por mTORC1 más estudiados. Las 

principales dianas de mTORC1 implicadas en la síntesis de proteína son la proteína P70 ribosomal S6 quinasa 

(P70S6K) y las proteínas de unión al factor de iniciación de la traducción eucariota 4E (eIF4E) (4EBPs), las cuales  

dirigen la elongación e inicio de la traducción de proteínas, respectivamente (Takei & Nawa, 2014; Yang et al., 

2022). 

El inicio de la traducción de proteínas se encuentra regulado por las proteínas 4EBPs. En condiciones favorables 

de nutrientes, mTORC1 activo fosforila directamente a las proteínas 4EBPs en varios residuos, permitiendo la 

liberación de varios factores de iniciación eucariotas (eIFs) localizados en el extremo 5’ -UTR de los ARNm, 

favoreciendo así el inicio de la traducción de proteínas. Tres de los epítopos fosforilados por mTORC1 mejor 

caracterizados son la Thr37/46 y la Ser65 (Batool et al., 2019; Böhm et al., 2021). Algunos autores han reportado 

la existencia de una jerarquía de fosforilación en estas proteínas tanto en los residuos fosforilados por mTORC1 

como en otros sitios de fosforilación, que juega un papel fundamental en el desacoplamiento de las 4EBPs de 

los eIFs, permitiendo así una correcta traducción de proteínas (Ayuso et al., 2010; Ayuso et al., 2015; Gingras 

et al., 2001). 

El proceso de elongación en la síntesis de proteínas se encuentra regulado por P70S6K. mTORC1 activo fosforila 

directamente a la proteína P70S6K en el epítopo Thr389. Una vez activa, esta es capaz de fosforilar a la proteína 

ribosómica S6 en el epítopo Ser240/244, permitiendo el reclutamiento de la subunidad ribosómica 40S a la 

maquinaria de traducción de proteínas (Biever et al., 2015). 

Además de la síntesis de proteínas, la síntesis de lípidos también se encuentra bajo el gobierno de mTORC1. En 

el SNC los lípidos participan en múltiples procesos estructurales de las neuronas como el crecimiento axonal y 

dendrítico, o la mielinización, necesaria para la rápida transmisión del impulso nervioso y el mantenimiento de 

la integridad axonal. Además, también juegan un papel clave en procesos metabólicos ya que pueden usarse 

como fuente de energía cuando escasean otros metabolitos energéticos (Cheon & Cho, 2021; Katsu-Jiménez et 

al., 2017). mTORC1 regula la síntesis lipídica a través de la proteína P70S6K, la cual activa las proteínas de unión 

a elementos reguladores de esteroles 1 y 2 (SREBP1-2) (Bakan & Laplante, 2012). Una vez activos, SREBP1-2 se 
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translocan al núcleo y actúan como factores de transcripción de una extensa batería de genes implicados en 

lipogénesis (Han & Wang, 2018). Se ha observado que una disminución en la actividad del eje mTORC1-P70S6K, 

disminuye notablemente la síntesis lipídica y en consecuencia el tamaño neuronal (Porstmann et al., 2008; 

Porstmann et al., 2009). Además, una reducción en la actividad mTORC1 se encuentra asociada a una disrupción 

en el proceso de mielinización y en consecuencia a trastornos en el neurodesarrollo (Figlia et al., 2018; Norrmén 

et al., 2014). 

A pesar de que la síntesis de macromoléculas, como proteínas o lípidos, es un proceso necesario para el 

mantenimiento de las funciones celulares, también es de vital importancia un correcto control de la degradación 

de componentes celulares. El balance entre procesos de síntesis y degradación de proteínas, denominado 

proteostasis, debe estar finamente regulado. Existen enfermedades neurodegenerativas como la EA, Parkinson 

o Huntington que cursan con una acumulación de agregados proteicos de carácter tóxico debido a un 

desequilibrio en la proteostasis (Perez-Alvarez et al., 2018). mTORC1 también tiene un papel fundamental en el 

control de catabolismo celular mediante la regulación de mecanismos de degradación como la autofagía.  

La autofagia representa uno de los sistemas de degradación intracelular controlados por mTORC1, mediante el 

cual la célula es capaz de degradar componentes celulares dañados e innecesarios como proteínas mal plegadas 

o restos de orgánulos para la obtención de elementos estructurales como aas, lípidos, etcétera (Thiebaut et al., 

2019). Dentro de la autofagía, se han descrito tres tipos: la autofagía mediada por chaperonas, la microautofagia 

y la macroautofagia. La autofagía mediada por chaperonas se encuentra regulada por la chaperona Hsp70, que 

reconoce proteínas citosólicas propensas a degradarse, transportándolas a la membrana lisosomal donde serán 

translocadas a su interior para su posterior degradación. La microautofagia es un proceso en el cual la membrana 

del lisosoma se invagina secuestrando una pequeña porción el citoplasma que posteriormente será degradada 

en su interior. Finalmente, la macroautofagia implica la formación de una vesícula de aislamiento que secuestra 

una porción de citoplasma, la cual contiene los restos celulares que van a degradarse. Parte de este trabajo se 

ha centrado en el estudio de la macroautofagia, por ello, a partir de ahora nos referiremos a ella como 

‘autofagia’. 

El mecanismo de autofagía conlleva una serie de etapas: 1) inducción, 2) formación del fagoporo, 3) elongación 

y formación del autofagosoma, 4) transporte y fusión con el lisosoma y 5) degradación y reciclaje (Ahsan et al., 

2021; Nakamura & Yoshimori, 2018). 

mTORC1 modula la autofagía mediante dos mecanismos distintos que ocurren en la etapa de inducción y en la 

de formación del fagoporo. ULK-1 es una proteína que forma parte del complejo ULK (formado por otras 

proteínas de la familia ATG, adaptadores como FIP200 y la quinasa de lípidos PI3K de clase III, entre otros), un 

macrocomplejo proteico implicado en la primera etapa de inducción de la autofagía (Walker & Ktistakis, 2020). 

En condiciones favorables de nutrientes, mTORC1 se encuentra activo e inhibe el complejo ULK mediante 



 

17 
 

fosforilación directa en la Ser757 de ULK-1, induciendo su disociación. Además, mTORC1 también fosforila a las 

proteínas ATG14 y UVRAG, las cuales forman parte del complejo PI3KCIII, implicado en la segunda etapa de 

formación del fagoporo (Gallagher et al., 2016; Xiang et al., 2020). Por el contrario, en condiciones 

desfavorables de nutrientes, mTORC1 permanece inactivo siendo incapaz de inhibir el inicio de la autofagia.  

Además de mTORC1, AMPK es otro modulador de la inducción de la respuesta autofágica (Tamargo-Gómez & 

Mariño, 2018). AMPK regula este proceso mediante dos mecanismos sinérgicos que implican la inhibición de 

mTORC1. Por un lado, mediante las fosforilaciones directas de Raptor en la Ser792 y TSC2 en la Ser1387, y por 

otro lado, fosforilando a ULK-1 en la Ser555 permitiendo la activación de este complejo (Chun & Kim, 2021; Ge 

et al., 2022). 

2.3.2. Dianas y respuestas dirigidas por mTORC2 

La supervivencia celular se encuentra controlada por mTORC2 a través de varios miembros de la familia de las 

quinasas AGC, como son las proteínas Akt y SGK1 (Guertin et al., 2009). A través de la activación de PI3K (véase 

apartado 2.2.1), mTORC2 activa directamente mediante fosforilación a la proteína Akt en la Ser473. Akt activa 

es capaz de regular la supervivencia celular mediante diferentes mecanismos: 1) bloqueando la apoptosis 

mediante regulación directa de elementos pro-apoptóticos como BAD y caspasa-9, 2) mediante el control 

transcripcional de varios factores como la familia de factores de transcripción FoxO, NF-kB, Mdm2, CREB o YAP, 

y 3) mediante la regulación de GSK3α/β implicada en el metabolismo celular (Saxton & Sabatini, 2017; Song et 

al., 2005). Además, mTORC2 también activa a SGK1, una quinasa implicada en la regulación de la supervivencia 

celular así como el correcto transporte de iones, liberación de hormonas, excitabilidad neuronal o proliferación 

y apoptosis (Lang et al., 2010). 

Además de la supervivencia celular, el control del citoesqueleto es un aspecto esencial para múltiples procesos 

como la plasticidad sináptica o el correcto mantenimiento de las funciones de células gliales  como la migración 

celular hacia regiones de daño. Se ha reportado que la ablación de Rictor disminuye la actividad de mTORC2 

repercutiendo en el tamaño y morfología neuronal (Angliker & Rüegg, 2013; Thomanetz et al., 2013). Dos de 

los efectores de mTORC2 implicados en la remodelación del citoesqueleto son las proteínas PKC-α y las Rho 

GTPasas Rho y Rac. PKC-α activa contribuye a la regulación del citoesqueleto de actina mientras que Rho y Rac 

promueven el ensamblaje y organización de los monómeros de actina (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 

2006). 
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3. Patologías del Sistema Nervioso Central asociadas a la desregulación 

de mTOR 
La actividad de mTORCs se encuentra finamente regulada gracias a las múltiples vías de señalización que 

convergen sobre ellos. Por ello, su posición en la célula hace que ambos complejos desempeñen un papel 

fundamental en el mantenimiento de la homeostasis celular. Varios artículos han reportado que la desregulación 

de mTORCs se encuentra asociada a diversas patologías del SNC, entre las que se encuentran el ACV de tipo 

isquémico y la EA (Karalis & Bateup, 2021; Ryskalin et al., 2018; Switon et al., 2017).  

3.1. El accidente cerebrovascular de tipo isquémico 
El ACV es una enfermedad neurodegenerativa de naturaleza compleja y multifactorial que se produce como 

consecuencia de la disminución o bloqueo del flujo sanguíneo en una arteria cerebral, impidiendo el correcto 

aporte de sangre en el cerebro (Virani et al., 2021). Dentro de los ACV se pueden distinguir dos tipos: isquémicos 

y hemorrágicos, con una incidencia del 85% y del 15%, respectivamente (Thom et al., 2006). Los ACV de tipo 

isquémicos se producen por la oclusión de una arteria cerebral debido a la formación de un trombo o émbolo, 

mientras que los ACV de tipo hemorrágico son ocasionados por la rotura de un vaso sanguíneo en el interior del 

cerebro o en su superficie, impidiendo el correcto aporte sanguíneo. Además, la hemorragia generada 

incrementa la presión intracraneal, empeorando al daño generado en el tejido nervioso (Donnan et al., 2008).  

En la actualidad, el ACV de tipo isquémico o ictus se sitúa como la segunda causa de muerte en el mundo y la 

principal causa de discapacidad a largo plazo. Entre el 30-50% de los pacientes que sobreviven presentan alguna 

discapacidad, generando un gran impacto socioeconómico (Katan & Luft, 2018; Meschia & Brott, 2018). En 

España, la incidencia anual es de aproximadamente 27.000 fallecidos, lo que supone un ictus cada seis minutos 

(Sociedad Española de Neurología, 2020). Debido a la diferencia de incidencia y mortalidad existentes entre 

ambos tipos, en el presente trabajo nos hemos centrado en el ACV de tipo isquémico  

3.1.1. Patología de la isquemia cerebral 

Después del inicio del ACV isquémico se desencadena una secuencia compleja de eventos patológicos, conocida 

como cascada isquémica, que producen efectos deletéreos sobre el tejido cerebral (Dirnagl et al., 1999). Los 

diferentes eventos de esta cascada presentan una evolución temporal rápida con una duración variable, desde 

poco minutos hasta días (Figura 5). 

 

 



 

19 
 

 

Figura 5. Evolución temporal de los eventos patológicos desencadenados durante la cascada isquémica. Representación temporal y 

magnitud de los eventos principales que se suceden durante la cascada isquémica. Imagen obtenida de  Dirnalg et al., 1999. 

Minutos después de la reducción del flujo sanguíneo, se produce una disminución en el correcto aporte de 

nutrientes en el cerebro, especialmente de glucosa y oxígeno. A pesar de que el tejido cerebral constituye el 

2.5% del peso corporal, es responsable del 25% del consumo de energía del organismo, presentando una tasa 

metabólica 3.5 veces más elevada que el cerebro de otros primates. El elevado consumo de oxígeno y glucosa 

que obtiene de la sangre, son destinados prácticamente en su totalidad para obtener energía mediante la 

fosforilación oxidativa (Lee et al., 2000).  

 

La ausencia de nutrientes las neuronas, genera un fallo energético a nivel celular impidiendo el correcto 

mantenimiento de los gradientes iónicos. Tras este fallo energético, comienzan a desencadenarse procesos 

patológicos que contribuyen a la excitotoxicidad debido la liberación excesiva o ausencia de recaptación de 

aminoácidos excitatorios en el espacio presináptico neuronal, produciéndose la acumulación de glutamato 

extracelular, el incremento en la concentración del Ca2+ intracelular, … , los cuales desembocan finalmente en 

la muerte neuronal (Anrather & Iadecola, 2016). El conjunto de estos procesos desencadena la liberación de 

diferentes moléculas a partir de restos celulares o neuronas dañadas, induciendo la activación de la microglía y, 

consecuentemente, la liberación de moléculas pro-inflamatorias como las citoquinas TNFα e IFNγ o como las 

interleuquinas IL-1β, IL-6 o IL-15, entre otras, por esta (Arboix & Sánchez-López, 2021; Maida et al., 2020). Las 

diferentes moléculas pro-inflamatorias secretadas por la microglía activada, así como la liberación de 

neurotransmisores y citoquinas por las neuronas cercanas afectadas, provocan la activación de los astrocitos. Al 

igual que la microglía, los astrocitos producen y secretan una gran batería de moléculas pro-inflamatorias 

contribuyendo aún más al proceso de neuroinflamación generado (Hernández et al., 2021). El mantenimiento 

de estos procesos en el tiempo desencadena finalmente la muerte neuronal,  daño tisular y déficits neurológicos, 

de aspecto irreversible; donde la gravedad de la disfunción neurológica dependerá del área afectada y la 

duración de la oclusión (Hernández et al., 2021). 

 

Tras un ACV de tipo isquémico se pueden diferenciar dos zonas según el grado de afectación: el núcleo y la 

penumbra isquémica. El núcleo isquémico representa la zona de mayor daño donde el flujo sanguíneo se reduce 

drásticamente, mientras que la penumbra isquémica supone la zona que rodea al núcleo isquémico. El daño 
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producido en el núcleo es prácticamente irreversible debido a la elevada tasa de necrosis , mientras que la zona 

de penumbra, a pesar de estar irrigada por un bajo flujo sanguíneo, podría ser parcialmente salvable con una 

detección temprana (Ginsberg, 2003) (Figura 6).  

 

Figura 6. Procesos desencadenados en el núcleo y la penumbra isquémica tras un ACV isquémico. Imagen representativa de los 

diferentes procesos patológicos a nivel morfológico y bioquímico que se producen en el núcleo y penumbra isquémica tras un AC V. 

Imagen obtenida de Dirnalg et al., 1999. 

Ambas regiones presentan cierto dinamismo tanto a nivel temporal como a nivel espacial. La detección precoz 

del ACV isquémico es esencial para evitar el avance de la lesión estructural que representa el núcleo isquémico; 

cuya propagación provoca un empeoramiento de la función neurológica (Figura 7).  

 

Figura 7. Evolución temporal y espacial de las dos zonas de lesión generadas tras el ACV isquémico. Representación gráfica de la 

evolución temporal de la zona de penumbra isquémica (gris) y núcleo isquémico (negro).  Notesé el avance temporal de ambas áreas 

lesionadas. Imagen obtenida de Dirnalg et al., 1999. 
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3.1.2. Estrategias terapéuticas frente a la isquemia cerebral 

Hasta la fecha, el único tratamiento aprobado frente al ACV isquémico es la reperfusión del tejido mediante la 

eliminación del coágulo o trombo. Los dos métodos empleados son el uso de agentes antitrombóticos , como el 

activador del plasminógeno tisular (tPA) (Vivien, 2017), o la trombectomía vascular (extracción mecánica del 

coágulo) (Munich et al., 2019). Ambas estrategias presentan cierta limitación debido a la escasa ventana 

temporal de aplicación, fuera de la cual su práctica incrementa el riesgo hemorrágico (Campbell et al., 2019). La 

administración del tPA se encuentra acotada a las 3-4,5 horas posteriores al inicio del ACV (Drieu et al., 2020), 

mientas que la trombectomía vascular hasta un máximo de 24 horas después del ACV (Nogueira et al., 2018). 

Además, a pesar de que la reperfusión del tejido cerebral tras el ACV puede disminuir el volumen de daño y 

mejorar la recuperación neurológica, no reduce la consecuente neurodegeneración (Villa-González et al., 2022).  

Como alternativa a la reperfusión, existe un extenso uso de compuestos neuroprotectores que han demostrado 

ser relativamente eficaces en diferentes modelos animales de isquemia cerebral (Ahsan et al., 2021; Koh et al., 

2008; Perez-Alvarez & Wandosell, 2016; Xian et al., 2021; Yao et al., 2021). Sin embargo, su traslación a la 

clínica ha resultado ineficaz (Perez-Alvarez et al., 2018). La gran mayoría de estudios realizados en isquemia 

cerebral ponen su foco en las neuronas ignorando a las células de la glía. En los últimos años, los abordajes 

basados en las células de glía han demostrado resultados prometedores, convirtiéndolas en una herramienta 

potencial frente al ACV isquémico (Hernández et al., 2021; S. Xu et al., 2020). Además, conocer en profundidad 

el papel de mTOR en todas las células nerviosas que se encuentran afectadas por la isquemia cerebral, es otro 

de los grandes retos pendientes en la comunidad científica, que podría ser esencial para el desarrollo de nuevas 

estrategias terapéuticas.  

3.1.3. Modelos celulares y animales para el estudio de la isquemia cerebral 

Experimentalmente, existen dos abordajes para el estudio de la isquemia cerebral. Por un lado, el modelo ex 

vivo de uso más extendido es el OGD (del inglés Oxygen and Glucose Deprivation), que consiste en la simulación 

de una isquemia cerebral mediante la privación de oxígeno y glucosa utilizando como modelo de estudio líneas 

celulares y/o cultivos primarios de neuronas y/o células gliales. Este abordaje presenta la ventaja de un estudio 

individualizado de la respuesta molecular que ocurren en cada tipo celular. Además, permite el control de la 

cantidad y disponibilidad de los diferentes factores ausentes en una isquemia cerebral de forma individualizada, 

así como el tiempo de exposición al daño. Respecto al modelo in vivo, este se puede clasificar en dos grupos 

experimentales según la extensión del tejido afectado. Por un lado, la isquemia cerebral global en donde todo 

el cerebro se encuentra afectado y por otro lado la isquemia cerebral focal en donde la lesión de se produce a 

nivel local mediante la oclusión de una arteria cerebral, siendo la oclusión de la arteria cerebral media o MCAO 

(del inglés Middle Cerebral Artery Occlusion) el modelo más extendido. Este modelo permite realizar oclusiones 

durante un tiempo determinado (MCAO transitoria, tMCAO) o permanente cuando la oclusión de la arteria 

cerebral se mantiene hasta el sacrificio del animal (MCAO permanente, pMCAO).  
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Además, dentro del modelo focal existen diferentes formas de generar isquemia ya sea mediante la inserción 

de una sutura intraluminal en la base de la arteria cerebral media (Longa et al., 1989) o el uso de agentes 

químicos que puedan desencadenar la formación de trombos como el uso de trombina intravasal (Orset et al., 

2007) o cloruro férrico (Karatas et al., 2011), así como otros métodos como la electrocoagulación arterial directa 

(Llovera et al., 2014). 

3.1.4. Papel de mTORCs en la isquemia cerebral 

La falta de glucosa y oxígeno generada por el bloqueo o disminución del flujo sanguíneo sobre el tejido cerebral, 

induce un fallo energético celular. En consecuencia, se desencadenan el resto de los eventos patológicos que 

tienen lugar en la cascada isquémica. La disminución de estos nutrientes, además de factores tróficos y 

aminoácidos provoca una desregulación de las vías de señalización que indicen sobre la actividad de mTORCs 

(véase apartado 2.2). 

A nivel tisular, varios trabajos han reportado una reducción en la actividad de mTORCs tras la isquemia cerebral. 

Por un lado, se ha demostrado que un evento isquémico genera una reducción en la actividad de mTORC1 

mediante mecanismos dependientes de la vía canónica PI3K/Akt/mTORC1 (Chong et al., 2013; Dutta et al., 

2015; Mateos et al., 2016). Del mismo modo, también se ha descrito reducción en la actividad de mTORC2 

debido a la disminución en los niveles de fosforilación de Akt en Ser473 (Perez-Alvarez et al., 2015).  

Ante estos resultados, parece evidente que aumentar la actividad de mTORCs tras la isquemia cerebral podría 

ser una estrategia efectiva para frenar los daños generados por misma. No obstante, los resultados publicados 

hasta la fecha muestran cierta controversia. Algunos trabajos han mostrado que la regulación positiva de la 

actividad de mTORCs tras la isquemia cerebral mediante el uso de diferentes compuestos tiene un efecto 

neuroprotector (Ahsan et al., 2021; Lei et al., 2021; Pan et al., 2022), mientras que el uso de inhibidores 

farmacológicos de mTORCs agrava el daño isquémico (Chi et al., 2021). Paradójicamente, una de las estrategias 

estudiadas para reducir el daño isquémico, consiste en la inducción de la autofagía a través de la inhibición de 

mTORCs mediante el uso de inhibidores clásicos como la rapamicina o rapálogos de nueva generación, los cuales 

muestran efectos neuroprotectores como una reducción del área infartada y en consecuencia una mejora del 

estado neurológico del animal (Carloni et al., 2008; Rami et al., 2008; C. X. Shi et al., 2020; Sun et al., 2020). Sin 

embargo, existen evidencias en la literatura, que apuntan al hecho de que la inducción de la autofagía también 

tiene efectos negativos frente a la isquemia cerebral, induciendo la muerte neuronal y agravando el daño 

isquémico (Liu et al., 2019; Wang et al., 2011; Wen et al., 2008; Xu et al., 2016). Ante la controversia existente, 

es necesario profundizar en el estudio del papel de mTOR en la isquemia cerebral mediante diferentes enfoques, 

para optimizar las posibles estrategias terapéuticas que se basen en su regulación.  

La isquemia cerebral no induce el mismo efecto sobre la actividad de mTORCs en todas las regiones afectadas. 

Concretamente, se ha reportado que la isquemia cerebral induce un incremento de la actividad de mTORC1 en 
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la penumbra isquémica y una disminución en el núcleo isquémico (Wu et al., 2018). Por otro lado, la gran 

mayoría de trabajos se centran en la fase aguda de la enfermedad. Tal y como hemos mencionado previamente, 

la escasa ventana temporal que presenta la reperfusión del tejido hace que muchos pacientes no reciban 

tratamiento y, aunque lo reciban, la neurodegeneración posterior es inevitable. Por ello, es necesario estudiar 

los efectos de la actividad de mTORCs y su modulación en fases crónicas de la enfermedad.  

Por otro lado, la mayor parte de estudios ponen el foco en las neuronas sin tener en cuenta las células de glía. 

En los últimos años, se ha demostrado el papel activo de las células de la glía en el desarrollo de la isquemia 

cerebral. Por ello, comprender los efectos de dicha patología sobre la actividad de mTORCs en las células de glía, 

así como su estudio en fases crónicas de la enfermedad, podría ser una de las claves para elucidar la controversia 

existente entre los diferentes abordajes terapéuticos y poder elaborar estrategias exitosas (Hernández et al., 

2021; Herrera et al., 2017). 

3.2. La enfermedad de Alzheimer 
La EA es una enfermedad neurodegenerativa con una elevada incidencia en la población mundial. La EA 

representa la primera causa de demencia en todo el mundo, lo que supone entre un 60-80% de los casos de 

demencia. Esta patología cursa con una pérdida de memoria tanto a corto como a largo plazo, daños cognitivos 

y desequilibrio emocional, sintomatología que se agrava conforme al avance la enfermedad. En el análisis post-

mortem, a nivel macroscópico se observa la atrofia de ciertas regiones cerebrales como una reducción del grosor 

de la corteza, disminución severa del hipocampo y un engrosamiento de los ventrículos (Figura 8). A nivel 

microscópico, la EA se caracteriza por la pérdida neuronal y un incremento en la reactividad de microglía y 

astrocitos. En 1907, Alois Alzheimer describió dos tipos de inclusiones cerebrales que representan las marcas 

histopatológicas que definen la EA: las placas seniles formadas por la acumulación extracelular del péptido β-

Amiloide (βA) y los ovillos neurofibrilares intracelulares formados por la proteína Tau hiperfosforilada (Figura 

9).  Atendiendo a la clasificación de los estadios de la EA realizada por Braak and Braak (Braak & Braak, 1991), 

la acumulación del péptido βA tiene su origen en los lóbulos frontales, temporales, parte del hipocampo y del 

sistema límbico, mientras que los ovillos neurofibrilares comienzan a acumularse en parte del lóbulo temporal 

e hipocampo. El avance de la enfermedad, así como su severidad, hace que dichos agregados proteicos se 

extiendan hacia la gran mayoría de regiones cerebrales (Figura 9)  



 

24 
 

 

Figura 8. Diferencias macroscópicas entre un cerebro sano y un cerebro de un paciente con EA . En el análisis post-mortem, el cerebro 

de un paciente que ha sufrido la EA se pueden apreciar una reducción en la superficie y grosor de la corteza, así como una hipertrofia 

ventricular. Imagen obtenida de Alzheimer Universal. 

 

Figura 9. Evolución patológica de la Enfermedad de Alzheimer. A. Representación gráfica de las placas seniles ricas en βA y los ovillos 

neurofibrilares formados por la proteína Tau hiperfosforilada. B. Evolución de los depósitos de las placas seniles y los ovillos 

neurofibrilares conforme al avance de la EA. Imagen obtenida de (Masters et al., 2015).  

La EA puede clasificarse en dos grupos: la forma familiar (EAF) y la forma esporádica (EAE) (Dorszewska et al., 

2016).  

• La EAF representa menos del 5% de los casos de EA y se diagnostica en pacientes en cuyas familias 

presentan casos de EA en más de una generación. Sin embargo, desde un punto de vista clínico resulta 

indistinguible de la EAE. Los pacientes que cursan con EAF presentan mutaciones autosómicas 

dominantes en uno de los tres genes responsables de la patología: el gen codificante de la proteína APP 

(del inglés Amyloid Precursor Protein) o en los genes codificantes para las proteínas Presenilina 1 y 2 

(PSEN1 y PSEN2), implicadas en el procesamiento de APP (Liu et al., 2020). 
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• La EAE constituye al menos el 95% de los casos restantes de la EA, apareciendo de forma arbitraria en 

pacientes sin ningún vínculo hereditario con familiares que hayan padecido la EA. Generalmente, la EAE 

suele darse en pacientes por encima de los 65 años y se asocia estrechamente a diferentes factores de 

riesgo como la edad o el estilo de vida donde adquieren un papel relevante el sedentarismo, la 

alimentación o el consumo de tabaco y alcohol. Además, también se ha relacionado con diversos 

problemas metabólicos, hipertensión o lesiones vasculares (Iadecola, 2016; H. Shi et al., 2020; Solis et 

al., 2020). Además, el análisis genómico de estos pacientes de EAE ha llevado a la descripción de una 

serie de factores de riesgo, que, a pesar de representar alelos normales en la población, se encuentran 

incrementados en estos pacientes. En la actualidad, ya hay descritos más de 75 genes de riesgo como 

por ejemplo los genes que codifican para las proteínas ApoE o ApoJ, entre otros. Incluso, se han 

caracterizado alteraciones en genes relacionados no solo con la EA si no con otras enfermedades 

neurodegenerativas o trastornos asociados con la EA (Bellenguez et al., 2022). 

Independientemente de padecer EAF o EAE, la enfermedad cursa con un incremento progresivo en la 

acumulación de las placas seniles y ovillos neurofibrilares. Esto genera una disfunción neuronal y sináptica 

además de un ambiente inflamatorio que desencadena la consecuente neurodegeneración y deterioro cognitivo 

(Bondi et al., 2017).  

3.2.1. APP y su procesamiento postraduccional 

El péptido βA es generado como el resultado del procesamiento postraduccional de la proteína APP. El gen de 

la proteína APP se encuentra en el cromosoma 21 y está compuesto por 18 exones los cuales pueden sufrir hasta 

10 formas de splicing alternativo generando diferentes isoformas de la proteína entre 563 y 770 aminoácidos. 

A pesar de que APP es una proteína de localización ubicua, la isoforma APP695 es la predominante en el SNC, 

expresada mayoritariamente en neuronas, mientras que las isoformas APP751 y APP770 son predominantes en 

glía (Agostinho et al., 2015; O'Brien & Wong, 2011). APP es una proteína transmembrana con un único dominio 

transmembrana, un dominio extracelular largo y un dominio intracelular corto. Tras su procesamiento 

proteolítico, la región transmembrana y la región extracelular darán lugar al péptido βA, de entre 39 a 43 

aminoácidos. A pesar de que su función no se conoce por completo, en el SNC parece tener función en procesos 

de migración, sinaptogénesis y plasticidad sináptica (Thinakaran & Koo, 2008).  

La proteólisis es una de las diferentes modificaciones que puede sufrir la proteína APP. Este proceso se lleva a 

cabo mediante la acción de varias proteasas denominadas inicialmente como secretasas. Dentro de las 

secretasas implicadas en el procesamiento de APP encontramos la α-secretasa, la β-secretasa (conocida como 

BACE-1) y la -secretasa formada por, al menos, 4 proteínas transmembrana: las mencionadas previamente 

PSEN1 y PSEN2, nicastrina y APH-1 (Cole & Vassar, 2008; De Strooper et al., 2012). 
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El procesamiento proteolítico de APP es llevado a cabo mediante dos mecanismos distintos que pueden ocurrir 

a la vez en condiciones fisiológicas dando lugar a la vía de procesamiento no amiloidogénica y a la vía 

amiloidogénica. En la vía no amiloidogénica, la α-secretasa realiza el primer corte en el dominio extracelular de 

APP, entre los aminoácidos 16 y 17, generando dos fragmentos. Uno de ellos, de carácter soluble y secretado al 

medio extracelular denominado sAPPα (del inglés, soluble APPα). El otro fragmento sufre un segundo corte en 

el dominio intracelular por la -secretasa generando los fragmentos p3 y AICD del inglés, APP intracelular 

domain). En la vía amiloidogénica es donde se produce la generación del péptido βA. En este caso, la proteína 

APP sufre dos cortes seriados. El primero de ellos lo lleva a cabo BACE-1, generando un fragmento soluble 

secretado al medio extracelular, denominado sAPPβ. El segundo corte lo realiza la -secretasa en el otro 

fragmento, generando a su vez otros dos residuos. Uno de ellos, de localización intracelular denominado AICD 

y el otro de localización extracelular el cual conformará el péptido βA con una longitud variable entre 39 y 40 

aminoácidos.  

 

Figura 10. Proteólisis de APP. La proteína APP presenta dos vías de proteólisis. En la vía no amiloidogénica, las α y -secretasas previenen 

la formación del péptido βA. En la vía amiloidogénica, los cortes producidos por las β y -secretasas generan la formación del péptido βA, 

el cual puede agregarse y formar las placas seniles desencadenando la EA.  Imagen obtenida de Nicolas & Hassan, 2014 .  

El resto de los fragmentos generados durante el procesamiento de APP presentan diversas funciones fisiológicas 

como: señalización sináptica (p3), factor neuroprotector y de adhesión célula-substrato (sAPPα y sAPPβ) o como 

cofactor de transcripción (AICD) (Tiwari et al., 2019). 

3.2.2. Hipótesis de la cascada amiloidogénica 

Independientemente de la etiología de la EA previamente descritas (EAF o EAE), la cascada amiloidogénica o la 

‘Hipótesis Amiloide’ es una de las hipótesis más aceptadas respecto al inicio de la patología. Dicha hipótesis fue 

propuesta por George Glenner en 1984 (Glenner & Wong, 1984), sugiriendo que un incremento de los 

agregados de βA (ya sea por un incremento en su producción o por un desequilibrio en su eliminación), generaría 
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oligómeros de carácter neurotóxico que conforman las placas seniles, desencadenando la EA (Roda et al., 2022; 

Selkoe & Hardy, 2016).  

A su vez, estas acumulaciones de βA generan alteraciones en la homeostasis celular que contribuyen al 

desarrollo de la enfermedad como por ejemplo disfunciones en el metabolismo del calcio, fallo mitocondrial, 

incremento del estrés oxidativo, inflamación y la desregulación en la señalización celular de diversas quinasas y 

fosfatasas.  

Además, la ‘Hipótesis Amiloide’ propone que la acumulación de estos oligómeros tóxicos induce un incremento 

anómalo en la fosforilación de la proteína Tau, la cual se acumularía en las neuronas formando los ovillos 

neurofibrilares. La acumulación intraneuronal de estos ovillos neurofibrilares contribuye a la pérdida de sinapsis 

y disfunción neuronal desencadenando la muerte de estas. De esta forma, la disfunción generada por la 

hiperfosforilación de la proteína Tau tendría un efecto sumatorio en la demencia progresiva de la EA (Hernández 

& Avila, 2007). 

3.2.3. Disfunción de la vía de mTOR en la enfermedad de Alzheimer 

A pesar de la correlación existente entre βA y Tau, se desconocen los mecanismos moleculares que subyacen a 

ambos. Uno de los posibles nexos entre el βA y la hiperfosforilación de Tau tiene que ver con la hiperactivación 

de mTORC1 (Caccamo et al., 2013; Caccamo et al., 2011). Se ha descrito, que la acumulación del βA extracelular 

podría interaccionar con los receptores de membrana estimulando así la actividad de la vía de señalización 

PI3K/Akt/mTORC1. El incremento en la actividad de mTORC1 generaría un incremento en la actividad de la 

P70S6K (substrato de esta). Dado que P70S6K se ha descrito como una quinasa implicada en la fosforilación 

directa de Tau, un aumento en la actividad de mTORC1 podría contribuir a la hiperfosforilación de Tau (An et 

al., 2003; Pei et al., 2006; Pei & Hugon, 2008; Zhou et al., 2008). 

Una de las múltiples alteraciones que tienen lugar en enfermedades asociadas a la edad como la EA son los 

mecanismos de proteostasis, los cuales son esenciales en este tipo de patologías puesto que su naturaleza se 

caracteriza por la acumulación de proteínas incorrectamente degradadas. Por ello, la EA, el Párkinson o la 

enfermedad de Huntington, entre otras, son comúnmente denominadas proteinopatías.  

La autofagia es uno de los principales mecanismos del control de dicha proteostasis celular. En cerebros de 

pacientes que padecen EA se han observado la acumulación de vesículas autofágicas en diversas regiones de las 

neuritas, siendo esto un indicativo de un evidente fallo en el sistema de autofagía  (Nixon & Yang, 2011). La 

hiperactivación de mTORC1, reportada previamente en modelos de la EA, el cual gobierna la respuesta 

autofágica, podría ser una de las causas del fallo en la respuesta autofágica y una de las razones por la cual las 

neuronas son incapaces de eliminar los agregados de βA.  
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Por todo ello, uno de los principales enfoques terapéuticos asociados a la EA consiste en la inhibición de mTORC1 

mediante fármacos como la rapamicina con el objetivo de restablecer la correcta proteostasis celular vía 

autofagía (Benito-Cuesta et al., 2021). 

3.2.4. La isquemia cerebral como factor de riesgo de la enfermedad de Alzheimer 
El conjunto de eventos patológicos desarrollados tras un ACV isquémico desemboca en múltiples trastornos 

neurológicos, siendo la demencia uno de ellos (Vijayan et al., 2017). En pacientes mayores de 60 años que han 

sufrido un ACV de tipo isquémico, se ha demostrado que existe un incremento del 16% de riesgo en el desarrollo 

de demencia (Lavados et al., 2021). Se estima que la isquemia cerebral es capaz de adelantar la aparición de 

demencia en 10 años y que, dicho episodio se produce en un 25% de los pacientes durante el primer año tras el 

ACV (Hachinski et al., 2019; Lui & Nguyen, 2018).  

Tal y como hemos se menciona previamente, la etiología de la EA no está del todo clara. Sin embargo, 

especialmente en la forma EAE, la interacción entre factores genéticos y ambientales contribuyen al desarrollo 

de la enfermedad (Zhang et al., 2018). 

Tanto la EA como el ACV de tipo isquémico presentan ciertos factores de riesgo en común, entre los que se 

incluyen la hipertensión, obesidad, resistencia a la insulina, diabetes tipo II, elevados niveles de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y el envejecimiento (Hachinski et al., 2019). Además de estos, la hipoxia es otro de 

los factores de riesgo que puede contribuir a la aparición y progresión de la EA (Sala Frigerio et al., 2019). Desde 

un punto de vista experimental, existen múltiples estudios realizados que han demostrado que la hipoxia podría 

aumentar la secreción del péptido βA, incrementar la fosforilación de la proteína Tau e inducir neuroinflamación  

(Gao et al., 2013; Salminen et al., 2017; Shiota et al., 2013). Trabajos previos en modelos animales de tMCAO 

han demostraron que la hipoxia altera el procesamiento de APP, contribuyendo a una mayor acumulación del 

péptido βA, debido a un incremento de APP tanto a nivel de ARNm como a nivel de proteína (Hall et al., 1995; 

Luan et al., 2005; Milner et al., 2014). En este sentido, hay datos que confirman que la hipoxia modifica los 

niveles y/o actividad de las secretasas regulando así el procesamiento proteolítico de APP. Por un lado, se ha 

observado que la hipoxia reduce los niveles de ADAM10, uno de los subtipos de α-secretasa, y en consecuencia 

de su actividad (Auerbach & Vinters, 2006; Webster et al., 2004) mientras que el efecto sobre BACE-1 o alguna 

subunidad de la -secretasa es el opuesto (Liu et al., 2016; Sun et al., 2006). 

Asimismo, existen evidencias que relacionan la patogénesis de la EA con una disfunción del sistema vascular. La 

acumulación del péptido βA en regiones cercanas a los vasos sanguíneos compromete la capacidad de las células 

endoteliales para el mantenimiento de un flujo sanguíneo cerebral correcto. La acumulación del péptido βA en 

dichas regiones altera el equilibrio entre el aporte y necesidad energética del cerebro, haciéndolo más 

vulnerable al desarrollo del ACV de tipo isquémico (Iadecola & Gottesman, 2018). Por ejemplo, la demencia 

pugilística (DP) o encefalopatía traumática crónica es una enfermedad neurodegenerativa poco frecuente 
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caracterizada por la neurodegeneración progresiva debida a traumatismos craneales , que desencadenan 

microlesiones vasculares afectando al correcto transporte de nutrientes (McKee et al., 2018).  

La DP es considerada una variante de la EA con una histopatología idéntica a la descrita en la EA. Sin embargo, 

es considerada una tautopatía primaria en donde la acumulación difusa de placas ricas en βA es posterior a la 

acumulación de la proteína Tau hiperfosforilada (Stein et al., 2015). A nivel microscópico, se ha caracterizado la 

presencia de los ovillos neurofibrilares en la regiones frontales y temporales de la corteza cerebral. Además, se 

ha observado que también se produce una acumulación de estos agregados alrededor de microvasos cerebrales, 

pudiendo comprometer al correcto aporte de oxígeno y glucosa, agravando aún más el desarrollo de la patolog ía 

(McKee et al., 2013).  

En resumen, existe una evidente asociación entre ambas patologías en donde tanto el ACV isquémico como 

diversas lesiones vasculares suponen un factor de riesgo en la patogénesis y evolución de la EA.  

En ausencia de terapias efectivas, mTORCs surge como un candidato potencial de estudio. Sin embargo, la 

actividad de mTORCs en ambas patologías no siguen la misma tendencia ya que se ha descrito un incremento 

en la actividad de estos complejos en la EA y, de forma opuesta, una reducción de su actividad en el ACV de tipo 

isquémico. Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que la modulación farmacológica, mediante 

la inhibición de mTORC1 con rapamicina, reduce la secreción del péptido βA tanto en modelos celulares ex vivo 

como en modelo animales de la EA (Benito-Cuesta et al., 2021).  

Apoyándonos en estos antecedentes, la hipótesis inicial de la presente Tesis Doctoral es que el mantenimiento 

en la actividad de mTORCs es fundamental para la supervivencia e integridad del tejido cerebral tras un evento 

neurodegenerativo como la isquemia cerebral, pudiendo este cursar con el desarrollo de demencia, y en última 

instancia, esencial para el mantenimiento de las funciones cerebrales.  
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II. OBJETIVOS  
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El ACV de tipo isquémico y la EA son dos enfermedades neurodegenerativas con una estrecha relación. Muchos 

de los pacientes que sufren un ACV isquémico desarrollan cuadros clínicos de demencia, representando así un 

factor de riesgo que puede desencadenar el inicio de la EA. Además, en ambas patologías existe un desbalance 

en las rutas de señalización que controlan el equilibrio de la homeostasis celular, donde la proteína mTOR es 

uno de los principales actores.   

Por ello, la presente Tesis Doctoral tiene como objetivo general analizar el papel de la proteína mTOR en la 

fisiología y patología cerebral empleando la isquemia cerebral y la EA como modelos de estudio de 

enfermedades neurodegenerativas, y si esta pudiera ser considerada como una potencial diana terapéutica. 

Atendiendo dicho objetivo general, nos planteamos los siguientes objetivos específicos: 

1. Analizar el papel de mTOR en modelos celulares y animales de isquemia cerebral:  

a. Evaluación de la actividad de mTOR y sus vías upstream tras el OGD en cultivos de neuronas y 

astrocitos primarios de corteza cerebral de ratón. 

b. Análisis de las principales respuestas celulares dirigidas por mTORC1 y mTORC2 tras el OGD en 

cultivos de neuronas y astrocitos primarios de corteza cerebral de ratón. 

c. Evaluación del impacto de la inhibición de mTORCs en modelos in vivo. 

2. Analizar el papel de mTOR en modelos celulares de la Enfermedad de Alzheimer: 

a. Analizar las variaciones en la actividad de mTORCs tras el OGD en cultivos de neuronas primarias 

de corteza cerebral de ratones APP/PS1.  

b. Evaluar el efecto del OGD sobre la amiloidosis neuronal. 
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 
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1. Animales 

Los animales empleados para esta Tesis Doctoral fueron criados en el Animalario del Centro de Biología 

Molecular ‘Severo Ochoa’ (CBMSO) (Madrid, España) y en el Centre Universitaire de Ressources Biologiques 

(Normandy University, Caen, France). Los ratones se mantuvieron con comida y agua ad libitum en un ambiente 

de temperatura controlada y ciclos de luz/oscuridad 12/12h. Las cepas empleadas fueron la cepa de ratones 

silvestres (wild type, Wt) CD1 y el doble ratón transgénico (Tg) APP/PS1, modelo de la EA. La manipulación y los 

procedimientos experimentales se realizaron siguiendo los protocolos y la normativa vigente (RD 53/2013), cuyo 

procedimiento está aprobado por el Comité de Ética y Experimentación Animal del CBMSO y la Dirección General 

de Medio Ambiente de la Comunidad de Madrid, así como las pautas de Animal Research: Reporting of In vivo 

Experiments (ARRIVE) (https://arriveguidelines.org/).  

2. Modelo transgénico de la enfermedad de Alzheimer 

El modelo de la EA empleado ha sido la línea murina doble transgénica B6.Cg-Tg (APPswe, PSEN1dE9), que 

sobreexpresa el gen que codifica para la proteína APP humana con la mutación sueca y el gen que codifica para 

la proteína PSEN1 con el exón 9 delecionado. Los ratones fueron obtenidos de Jackson Laboratory (Bar  Harbor, 

USA; stock nº 005864). Esta línea transgénica se empleó para la realización de cultivos primarios de neuronas 

de corteza cerebral de ratón necesarios para la consecución del objetivo 2 (véase apartado de Objetivos).  

3. Aislamiento del ADN genómico y genotipado 

Para el aislamiento y purificación del ADN genómico (ADNg) y su posterior genotipado se empleó el kit NZY 

Tissue gDNA Isolation de NZYTech (Lisboa, Portugal). Los cerebelos de embriones entre los estadíos E16-E18 

prenatal fueron incubados en un buffer de lisis comercial durante 3 horas a 1500 rpm y 56oC. Posteriormente, 

se procedió a la purificación del ADNg mediante el uso de diferentes buffers establecidos por la casa comercial 

del kit de uso.  El genotipado del ADNg se determinó mediante PCR (Polymerase Chain Reaction), obteniéndose 

tres productos correspondientes a los genes transgénicos app y psen1, además del control interno de la proteína 

priónica (PrP) presente tanto en los ratones Tg como en los ratones Wt, de mismo fondo genético (hermanos de 

camada). Los primers empleados se detallan a continuación (Tabla 2): 

Transgén Primer sense Primer antisense 

APP CCG AGA TCT CTG AAG TGA AGA TGG ATG GTG GAT ACC CCC TCC CCC AGC CTA GAC C 

PS1 CAG GTG GTG GAG CAA GAT G GTG GAT ACC CCC TCC CCC AGC CTA GAC C 

PrP CCT CTT TGT GAC TAT GTG GAC TGA TGT CGG GTG GAT ACC CCC TCC CCC AGC CTA GAC C 

Tabla 2. Secuencia de los primers sense y antisense de cada transgén. Las secuencias están descritas desde el extremo 5’ 

(izquierda) hasta el extremo 3’ (derecha). 
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La reacción de PCR se realizó empleando el kit GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega). La composición de la 

solución de PCR fue: 1X Colorless GoTap® Flexi Buffer, MgCl2 2.5 mM, dNTPs 0.2 mM (Invitrogen), 0.1 µM del 

primer APP-sense, 0.1 µM del primer PS1-sense, 0.2 µM del primer PrP-sense, 0.2 µM del primer PrP-antisense 

y 1U de GoTaq® DNA Polimerasa. El programa empleado para la reacción de PCR se compuso de: 3 minutos a 

94oC, 39 ciclos de 94oC durante 1.5 minutos, 60oC durante 1 minuto, 72oC durante 1.5 minutos y finalmente 72oC 

durante 4 minutos. El resultado de la PCR se visualizó mediante electroforesis en un gel de agarosa 1%. Las 

muestras se prepararon empleando un Buffer 6X compuesto por 0.25% de azul de bromofenol, 0.25% de xileno 

cianol, 60% glicerol y 50 mM Tris pH 7.6. Los resultados mostraron tanto en ratones Wt como Tg, una banda de 

750 pares de bases (pb) correspondiente al PrP genómico (usado como control interno de la integridad del ADN 

extraído). Exclusivamente en ratones Tg se observaron dos bandas adicionales: una de ellas de 1300 pb 

correspondiente al transgén PS1 y otra de 400 pb correspondiente al transgén de APP. 

4. Modelo in vivo de isquemia cerebral mediante la inyección de trombina intravasal 

El modelo animal de isquemia cerebral empleado fue el modelo de MCAO mediante la inyección de trombina 

intravasal (Orset et al., 2007). Se emplearon ratones macho de la cepa CD1 de 3 meses de edad, los cuales 

fueron anestesiados mediante isoflurano inhalado al 5%, 1.5% O2 y 1.5% NO2. Durante la cirugía, los ratones se 

mantuvieron al 2-3% de isoflurano según el requerimiento de cada animal. Tras la fijación del animal al 

estereotáxico, se le realizó una craneotomía en el hueso temporal, se retiró la duramadre y las meninges hasta 

aislar la arteria cerebral media (ACM). A continuación, se introdujo una micropipeta de vidrio en el lumen de la 

base de la ramificación de la ACM y neumáticamente se introdujo 1U de ɑ-trombina murina purificada (Enzyme 

Research Labs, USA) para la inducción del coágulo in situ. Pasados 10 minutos, se retiró la micropipeta de vidrio. 

El flujo cerebral sanguíneo se monitorizó mediante un láser Doppler empleando una sonda de fibra óptica 

(Oxford Optronix, Reino Unido) antes y hasta 20 minutos después de la oclusión de la ACM, con el objetivo de 

verificar y excluir la recanalización espontánea temprana.  

4.1. Administración de rapamicina a ratones 

La administración de rapamicina se realizó por inyección intraperitoneal (i.p.) 48 horas antes o 20 minutos 

después de la MCAO. La dosis de uso fue 20 mg/kg. Se partió de un stock de 20 mg de rapamicina en 1 mL de 

etanol, y el día requerido se preparó la proporción deseada en una formulación vehículo previamente descrita 

por (Hartman et al., 2012) compuesta por 5% de polietilenglicol-400 (PEG400, Fluka, USA) y 5% de Tween®80 

(Sigma-Aldrich, USA) en PBS 1X debido a la naturaleza hidrófoba de la rapamicina. El grupo control fue 

administrado exclusivamente con la solución vehículo. 
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4.2. Adquisición de imágenes mediante resonancia magnética 

La toma de imágenes por resonancia magnética se realizó 24 horas después de la cirugía. Los ratones fueron 

anestesiados mediante isoflurano al 5% y se mantuvieron alrededor del 2-3% de isoflurano según el 

requerimiento del animal, y con 30% O2 y 70% N2O durante la toma de las secuencias. La toma de secuencias se 

realizó empleando un Pharmascan 7T (Bruker, Alemania). Las imágenes se adquirieron utilizando una secuencia 

de multicorte TE/TR 33ms/2500 ms. Además, se adquirieron una serie de secuencias ponderadas en T2, con las 

que se obtuvo el angiograma para el control de la recanalización de la arteria cerebral media. Los tamaños de 

las lesiones fueron cuantificados mediante el uso del software ImageJ, descartando aquellos animales que 

mostraban lesiones inferiores a 5 mm3 tras las 24 horas MCAO, considerándolos como un fracaso en el 

procedimiento quirúrgico.  

5. Cultivos primarios de neuronas y astrocitos de corteza cerebral de ratón  

Los cultivos primarios de corteza cerebral de ratón se realizaron a partir de embriones entre los estadíos E16-

E18 (para la obtención de neuronas) o a partir de crías de ratón entre los estadíos P0-P1 (para la obtención de 

astrocitos), según lo descrito por (Kaech & Banker, 2006). Las cortezas cerebrales fueron diseccionadas y 

troceadas en condiciones de esterilidad en Minimum Essential Media (MEM) frío (Sigma-Aldrich, Munich, 

Alemania). A continuación, el tejido se pasó a un tubo Falcon de 50 mL donde fueron lavadas por decantación 

con Hank’s Balance Solution 1X sin Ca2+ y sin Mg2+ (HBSS 1X) (Merck, Darmstadt, Alemania). Seguidamente, se 

procedió a la digestión química del tejido mediante una proporción 8:1:1 de HBSS 1X, DNase I a 1 mg/mL y 2.5% 

de Tripsina (ThermoFisher Scientific, Whalthman, USA), durante 15 minutos a 37°C y con agitación suave.  

Finalmente, el tejido se lavó tres veces con HBSS 1X y se disgregó mecánicamente con varias pipetas de vidrio 

redondeadas con fuego de forma suave evitando formar burbujas.  

En el caso del cultivo de neuronas, las células se sembraron a la confluencia requerida empleando un medio de 

plaqueo compuesto por MEM, glucosa 20%, suero fetal bovino (FBS) 10% (Sigma-Aldrich, Munich, Alemania) y 

GlutaMax 2 nM. Tras 3-4 horas, dicho medio se sustituyó por un medio específico de neuronas compuesto por 

Neurobasal (Thermo-Fisher Scientific, Whalthman, USA), B27 2% y GlutaMax 2 nM. Para los Western Blot (WB) 

se sembraron 100.000 células/cm2 mientras que para las inmunofluorescencias (IF) y ensayos de viabilidad 

celular se sembraron a 10.000 o 20.000 células/cm2, respectivamente. Al segundo día in vitro (DIV), se añadió al 

cultivo arabinósido de citosina (AraC) a 5 µM para evitar el crecimiento de la glía. Al 3 DIV se refrescó el medio 

de cultivo retirando y añadiendo 1/3 de medio fresco.   

En el caso del cultivo de astrocitos, se sembraron 7.5x106 células en un Flask de 75 cm2 (Nunc) hasta alcanzar 

una confluencia del 85-90%, realizando cambios de medio completo cada tres días. Una vez alcanzada la 

confluencia, se realizó el pase de astrocitos a placa empleando diferentes densidades de cultivo en función del 

experimento a realizar. Para los Western Blot (WB) se sembraron 30.000 células/cm2 y para las IF, ensayos de 
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MTT y rojo neutro la densidad fue de 5.000 células/cm2. Los astrocitos se cultivaron empleando MEM, glucosa 

20%, FBS al 10%, Glutamax a 2 nM y ácido pirúvico a 2 nM.  

Las células se mantuvieron a 37oC con un 5% de CO2. En los experimentos de inmunofluorescencia, los cristales 

donde se sembraron las neuronas y los astrocitos fueron recubiertos con Poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich, Munich, 

Alemania) a una concentración de 1 mg/mL para el caso de las neuronas , y con Poli-D-Lisina Sigma-Aldrich, 

Munich, Alemania) a una concentración de 0.1 mg/mL para el caso de los astrocitos, para facilitar su adhesión.  

5.1. Compuestos administrados a cultivos celulares 

Los compuestos administrados a los cultivos primarios de neuronas y astrocitos de corteza cerebral de ratón 

oscilaron entre las 4 horas y las 24 horas según la finalidad y conveniencia del experimento. Los compuestos 

administrados, así como su concentración y duración, se recogen en la siguiente tabla (Tabla 3): 

Nombre Concentración Tiempo de duración Casa comercial 

Rapamicina 200 nM 6h - 24h  LC Laboratories (USA) 

Bafilomicina A1 (BafA1) 50 nM-100nM 4h Santa Cruz Biotech (USA) 

Cloroquina  40 µm 4h   Sigma-Aldrich (Alemania) 

Inhibidor de proteasoma (MG132) 1 µm 17h  Tocris (Reino Unido) 

Tabla 3. Tratamientos administrados a cultivos celulares. Compuestos, dosis y tiempo de duración de los diferentes 

compuestos empleados sobre los cultivos celulares primarios de neuronas y astrocitos.  

6. Modelo ex vivo de isquemia cerebral 

La realización del OGD se llevó a cabo empleando como medio de cultivo DMEM sin glucosa (Sigma-Aldrich, 

Munich, Alemania) y una cabina de hipoxia donde la composición de gases fue 1% de O2, 5% de CO2 y 94% de N2 

(modelo Withley H35 Hypoxystation, Don Whitley Scientific, Reino Unido). El tiempo de duración del OGD se 

ajustó al requerimiento de cada experimento. La simulación de la reperfusión del tejido se realizó restaurando 

las condiciones basales de cultivos para cada tipo celular previamente descritos (véase el apartado 5.1), el cual 

hemos denominado reoxigenación (ReOx). 
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7. Western Blot (WB) 

7.1. Extracción de proteínas, cuantificación y preparación de las muestras  

Según el origen de las muestras, la extracción de proteínas se realizó de dos formas: 

• Para la extracción de proteínas a partir de los cultivos celulares se aspiró el medio de cultivo y se lavó con 

HBSS 1X. A continuación, las placas se mantuvieron en hielo y se rascaron con un tampón de lisis, 

recolectando el lisado generado en un tubo eppendorf durante 30 minutos en hielo para que se produjese 

la lisis completa. La composición del tampón de lisis fue Tris 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, Tritón 100X 1%, 

EDTA 5 mM, ácido okadaico 0.1 mM (Calbiochem), ortovanadato sódico 0.2 M e inhibidores de proteasas 

1X (Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Pasados los 30 minutos, se centrifugaron los tubos durante 

10 minutos a 10000 rpm a 4oC y se recolectó el sobrenadante descartando el precipitado. 

• Para la extracción de proteínas a partir de muestras de tejido cerebral, las muestras se mantuvieron en hielo 

y se las añadió el tampón de lisis para su homogenización mediante el uso de un Potter. El tampón de lisis 

estuvo compuesto por Tris 50 mM pH 8; NaCl 100 mM, NaF 100 mM, EDTA 5 mM, Tritón 100X 1%, ácido 

okadaico 0.1 mM, ortovanadato sódico 0.2 M e inhibidores de proteasas 25X. Una vez lisadas, las muestras 

se mantuvieron durante 30 minutos en hielo para su lisis y se centrifugaron durante 10 minutos a 10000 

rpm a 4oC, recolectándose el sobrenadante y descartando el precipitado. 

La cuantificación de proteínas se realizó empleando el kit DC Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, USA) (Lowry et 

al., 1951). Se realizó una curva patrón con albúmina de suero bovino (BSA) diluida en el mismo tampón de lisis. 

La densidad óptica se obtuvo empleando un espectrofotómetro modelo Genesys 20 (ThermoFisher Scientific, 

Whalthman, USA). Una vez realizada la cuantificación de la concentración proteica, las muestran se prepararon 

a una concentración stock de 2 µg/µL y se desnaturalización con tampón Laemmli 5X (Tris-HCl 0.315 M pH 6.8, 

SDS 10% (p/v), glicerol 50% (v/v), β-mercaptoetanol 25%, EDTA 37.5 mM y azul de bromofenol 0,02% (p/v)) 

mediante una incubación a 85oC durante 5 minutos. Las muestras fueron almacenadas a -20oC hasta su uso. 

7.2. Electroforesis y transferencia 

Para la electroforesis y transferencia de proteínas se empleó el sistema MiniPROTEAN (Bio-Rad, Hercules, USA). 

Se realizaron geles de acrilamida/bisacrilamida 30:1 (Bio-Rad, Hercules, USA). La electroforesis se realizó 

durante 10 minutos a un voltaje constante de 80 mV y posteriormente se aumentó el voltaje a 120 mV durante 

1 hora, empleando un tampón de electroforesis compuesto por Tris 25 mM (Sigma), glicina 250 mM (Sigma) 

0,1% SDS y agua. Tras la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (BioTech, 

USA) en un buffer de transferencia compuesto por Tris 25 mM, glicina 250 mM, 20% metanol,  con un voltaje 

constante a 30V durante toda la noche a 4oC.  
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7.3. Inmunodetección de proteínas mediante anticuerpos 

Para comprobar que la transferencia se había realizado correctamente, las membranas se tiñeron durante 5 

minutos con una solución de rojo Ponceau (Ponceau 0.2% (Sigma), ácido acético glacial (Panreac) 3% en agua). 

Seguidamente, las membranas se lavaron con PBS1X+Tween al 0,1% (PBS-T) en agitación durante 5 minutos. A 

continuación, se procedió al bloqueo de uniones inespecíficas de los anticuerpos empleando una solución de 

bloqueo compuesta por leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en PBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente 

y en agitación. Tras el bloqueo, se realizaron 3 lavados con PBS-T y se incubaron las membranas con el anticuerpo 

primario correspondiente (ver Tabla 4), disuelto en PBS-T+5% BSA, en agitación a 4oC toda la noche. Tras 3 

lavados de 5 minutos con PBS-T, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente, 

disuelto en la solución de bloqueo (1:5000) durante 1 hora a temperatura ambiente.  Tras la incubación con la 

solución de bloqueo, las membranas fueron lavadas 3 veces durante 5 minutos con PBS-T. La inmunoreactividad 

de las proteínas fue visualizada empleando un sistema de quimioluminiscencia (Enhanced Chemiluminescence 

Detection system, ECL, PerkinElmer Life Sciences, USA). Las membranas fueron incubadas durante 1 minuto con 

el ECL y se expusieron el tiempo requerido para su visualización empleando un transiluminador (Bio-Rad, 

Hercules, USA). Los anticuerpos empleados para las imunodetecciones por WB se recogen en la siguiente tabla 

(Tabla 4). 

 

Anticuerpo Isotipo Dilución Casa comercial Referencia 

Akt Total Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 9272 

Akt p-Thr308 Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 9275 

Akt p-Ser473 Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 9271 

mTOR Total Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 2972 

mTOR p-Ser2448 Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 2971 

AMPKα p-Thr172 Rabbit mAb 1:1000 Cell Signaling 2535 

p-ACC Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 3661 

P70S6K Total Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 9202 

P70S6K p-Thr389 Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 9205 

S6 Total Rabbit mAb 1:1000 Cell Signaling 2217 

S6 p-Ser240/244 Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 2215 

4EBP-1  Total Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 2845 

4EBP-1 p-Thr37/46 Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 9459 

Caspasa 3 Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 9262 

ULK-1 p-Ser555 Rabbit mAb 1:1000 Cell Signaling 5869 

ULK p-Ser757 Rabbit mAb 1:1000 Cell Signaling 14202 

LC3 I/II Rabbit pAb 1:1000 Sigma-Aldrich L7543 
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p62 Mouse mAb 1:1000 Novus Biologicals H00008878-M01 

NBR1 Mouse mAb 1:500 Santa Cruz Biotech Sc-130380 

GFAP Rabbit pAb 1:1000 Dako M0761 

PCNA Mouse mAb 1:1000 Cell Signaling 13110 

Erk p-Thr202/Tyr204 Mouse mAb 1:1000 Cell Signaling 4370 

APP (22C11) Mouse mAb 1:500 Millipore MAB348 

BACE-1 Rabbit mAb 1:1000 Cell Signaling 5606 

β-Actina Mouse mAb 1:2000 Sigma-Aldrich A5441 

Vinculina Mouse mAb 1:1000 Sigma-Aldrich V9131 

Tabla 4. Anticuerpos primarios empleados para la inmunodetección mediante WB. mAb: anticuerpo monoclonal; pAb: 
anticuerpo policlonal 

8. Análisis mediante inmunohistoquímica e inmunocitoquímica 

8.1. Inmunohistoquímica 

Las secciones cerebrales empleadas para inmunohistoquímica (IHQ) procedieron de ratones Wt de la cepa CD1 

de 3 meses de edad, sacrificados 24 horas después de la pMCAO. Los animales fueron perfundidos con 

paraformaldehído (PFA) frío al 4% en PBS 1X 7.5 pH, para su correcta fijación. Posteriormente, se extrajo el 

cerebro completo y se mantuvieron durante 24 horas en inmersión en PFA 4%. Al día siguiente, los cerebros se 

lavaron con PBS 1X tres veces y se sumergieron en sacarosa al 20% durante 24 horas para su crioprotección. 

Tras ello, las muestras fueron incluidas en Cryomatrix (ThermoFisher Scientific, Whalthman, USA), congeladas y 

almacenadas a -80oC hasta su uso. Los cerebros se cortaron en secciones de 10 µm en el plano coronal en el 

Servicio de Histología del Centro Nacional de Biotecnología (CNB-UAM-CSIC). Las secciones se mantuvieron en 

portaobjetos a -20oC hasta su uso.  

Las tinciones de IHQ se realizaron empleando DAB. Las muestras fueron atemperadas durante 2 horas. 

Seguidamente, se realizaron dos lavados con PBS 1X durante 10 minutos a temperatura ambiente para su 

correcta hidratación. Tras ello, se realizó la permeabilización del tejido empleando un tampón que contenía PBS 

1X + Tritón X-100 al 0,25% durante 20 minutos. A continuación, los cortes se incubaron durante 1 hora a 

temperatura ambiente con un tampón de bloqueo compuesto por PBS 1X + Tritón X-100 0,1% + BSA 1% + Suero 

de caballo (HS) 1%. Tras el bloqueo, se procedió a la incubación del anticuerpo primario toda la noche a 4oC 

diluido en la misma solución de bloqueo. Los anticuerpos primarios empleados fueron α-NeuN (Millipore, 

MAB377, 1:200, Mouse mAb), α-GFAP (Dako, M0761, 1:1000, Rabbit pAb) y α-Iba-1 (Wako, 019-19741, 1:500, 

Rabbit pAb). Al día siguiente, se procedió al lavado del anticuerpo primario empleando PBS 1X + Tritón X-100 

0,1% tres veces durante 10 minutos. Tras ello, se incubó con PBS 1X + H2O2 0,1% para inactivar la peroxidasa 

endógena. Seguidamente, se procedió a la incubación del anticuerpo secundario empleando el kit ABC 
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(Vectastain® ABC, Vector Laboratories, USA) según las instrucciones de la casa comercial. Tras el lavado del 

reactivo ABC con PBS 1X 3 veces durante 5 minutos, se procedió al revelado con DAB durante 10-15 minutos. 

Posteriormente a la incubación del DAB, se detuvo la reacción lavando con PBS 1X 3 veces durante 5 minutos. 

Finalmente, se procedió a la deshidratación del tejido y al montaje de las muestras mediante Depex (Sigma-

Aldrich, USA). 

8.2. Inmunofluorescencia 

La inmunofluorescencia se realizó sobre neuronas y astrocitos primarios de corteza de ratón adheridos a 

cristales de vidrio. Las células se fijaron mediante un gradiente de PFA 2% a 37oC durante 10 minutos y PFA 4% 

a 37oC durante otros 10 minutos. Tras su fijación, las células se mantuvieron en PBS 1X a 4oC hasta su uso. Las 

células se lavaron tres veces con PBS 1X durante 5 minutos para la eliminación de los posibles restos de PFA y 

tras ello se procedió a su permeabilización empleando un tampón compuesto por PBS 1X + Tritón X-100 al 0,25%. 

A continuación, las células se incubaron en un tampón de bloqueo compuesto por PBS 1X + Tritón X-100 0,1% + 

BSA 1% + HS 1% durante 1 hora. Tras ello, se incubó el anticuerpo primario deseado (Tabla 5) toda la noche a 

4oC en tampón de bloqueo. Al día siguiente, se procedió al lavado del anticuerpo primario empleando PBS 1X + 

Tritón X-100 0,1% tres veces durante 10 minutos. Tras ello, se incubaron los anticuerpos secundarios unidos a 

sus respectivos fluoróforos durante una hora en oscuridad a temperatura ambiente (Alexa Fluor® 1:1000, 

Molecular Probes). Los núcleos fueron teñidos con DAPI a 1 µg/mL durante 10 minutos a temperatura ambiente 

en PBS 1X (Merk, Darmstadt, Alemania). Posteriormente se procedió al lavado mediante PBS 1X, 3 veces durante 

5 minutos, y agua MiliQ para eliminar el resto de las sales procedentes del PBS. Finalmente, se procedió al 

montaje empleando Fluoromount-G (Southern Biotechnology Associates, Inc). 

Anticuerpo primario Isotipo Dilución Casa comercial Referencia 

Tau-1 Mouse mAb 1:1000 Chemicon MAB3420 

MAP2 Chicken 1:1000 Abcam Ab5392 

TUJ-1 Mouse mAb 1:1000 Santa Cruz Biotech. Sc-58888 

Cleaved Caspase 3 Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 9661 

mTOR Rabbit pAb 1:200 Cell Signaling 2972 

Lamp-1 Rat mAb 1:1000 DSHB 1D4B 

GFAP Rabbit pAb 1:1000 Dako M0761 

PSD95 Rabbit mAb 1:1000 Cell Signaling 3450 

Sinaptofisina Rabbit mAb 1:1000 Cell Signaling D35E4 

Tubulina-Tyr Mouse mAb 1:1000 Thermo-Fisher 13-8000 

Tabla 5. Anticuerpos primarios empleados en la inmunodetección mediante inmunocitoquímica.  mAb: anticuerpo 
monoclonal; pAb: anticuerpo policlonal 
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9. Adquisición de imágenes mediante microscopía 

La adquisición de imágenes mediante microscopía se realizó en el Servicio de Microscopía Óptica y Confocal del 

CBMSO. Se empleó un microscopio de barrido láser confocal LSM710 acoplado a un microscopio vertical Axio 

Imager M2 Zeiss (Oberkochen, Alemania). Las imágenes fueron procesadas mediante el programa ImageJ 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/), tomando como referencia de señal cero el control sin la presencia de anticuerpo 

primario correspondiente a cada experimento.  

10.  Análisis de colocalización y posicionamiento de proteínas  

El análisis de posicionamiento de proteínas se realizó empleando los coeficientes de Manders M1 y M2 a partir 

de imágenes de IF confocal. Ambos coeficientes representan la señal total de un canal que se superpone con la 

señal del otro canal. De esta forma, el coeficiente de Manders M1 representa la fracción del canal A sobre el 

canal B, mientras que el coeficiente de Manders M2 representa la fracción del canal B sobre el canal A.  

11.   Citometría de flujo 

Los experimentos de citometría de flujo se realizaron para analizar el ciclo celular de astrocitos primarios teñidos 

con ioduro de propidio, colorante fluorescente capaz de intercalarse entre el DNA y RNA, permitiendo 

determinar la cantidad de DNA que tiene cada célula durante su ciclo celular. Para ello, las células fueron lavadas 

con HBSS 1X sin Ca2+ y Mg2+ y levantadas mediante tripsinización. Tras ello, se centrifugaron durante 5 minutos 

a 1800 rpm. Posteriormente, se lavaron dos veces con HBSS 1X sin Ca2+ y Mg2+ y se resuspendieron en etanol al 

70%. Las muestras se mantuvieron a -20oC hasta su análisis. Para el análisis, las muestras se lavaron empleando 

HBSS 1X sin Ca2+ y Mg2+. Tras ello, las células se incubaron en 0,5 mL de tampón de ciclo (ioduro de propidio 1 

µM y RNAsa 10 µM) durante 30 minutos en oscuridad.  

Este análisis se realizó en el Servicio de Citometría del Centro de Biología Molecular ‘Severo Ochoa’ empleando 

el citómetro FACS Canto A (Becton Dickinson, USA). Se adquirieron un total de 10.000 eventos por cada muestra 

analizada según su tamaño y complejidad, con el objetivo de excluir restos celulares . Los resultados fueron 

analizados empleando el programa informático FlowJo. Los resultados se expresaron en base al contenido de 

DNA celular mostrando el porcentaje de células que se encuentra en cada fase del ciclo celular 

12. Análisis de la integridad celular 

12.1. Medida de viabilidad celular por MTT 

Para medir la viabilidad mitocondrial de las células se realizó un ensayo utilizando el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltretrazolio de bromo (MTT). El MTT es un compuesto que se emplea para medir la actividad 

mitocondrial de la célula tras la conversión de la sal del tetrazolio en formazán. Dicho ensayo nos proporciona 

una información que refleja la actividad de la enzima oxidoreductasa mitocondrial dependiente de NAD(P)H.  

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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Las células se sembraron en placas multipocillo M24, y tras finalizar el experimento, se lavaron con PBS 1X para 

eliminar los restos del rojo fenol del medio de cultivo, evitando así posibles errores de lectura óptica. 

Posteriormente se añadió la solución de MTT a 0,5 mg/mL (DMEN sin rojo fenol, 25 mg de MTT y GlutaMax 2nM) 

que se dejó incubar durante 1 hora a 37oC. A continuación, se retiró la solución de MTT y se añadió DMSO 

durante 10 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente, para disolver los cristales de formazán formados. 

Finalmente, la medida de densidad óptica se realizó en un espectrofotómetro modelo Genesys 20 (ThermoFisher 

Scientific, Whalthman, USA) a 550 nm. 

12.2. Medida de integridad la de membrana plasmática por rojo neutro 

La integridad de la membrana plasmática (IMP) se analizó mediante un ensayo con rojo neutro, compuesto 

incorporado por las células y retenido en su interior cuando la membrana está íntegra. Para este ensayo, las 

células se incubaron con la solución de rojo neutro a 50 μg/mL durante 1 hora a 37oC en una atmósfera de CO2 

al 5%. Posteriormente, se lavaron con un tampón que contiene formaldehído al 1% (v/v) y CaCl2 al 1% (p/v) en 

agua destilada. A continuación, se añadió 1 mL de tampón de extracción formado por una mezcla de 1% de ácido 

acético glacial (v/v) y 50% de etanol absoluto (v/v) en agua destilada. Para facilitar la extracción, se mantuvieron 

en agitación durante 5 minutos. La cuantificación de la densidad óptica se realizó en un espectrofotómetro 

modelo Genesys 20 (ThermoFisher Scientific, Whalthman, USA) a 550 nm. 

13. Análisis estadístico  

El análisis de los resultados obtenidos se realizó empleando el programa GraphPad Prism 8.0® by Dotmatics. 

Según el número de variables y grupos experimentales, se eligió el test correspondiente. Se empleó la prueba t -

Student cuando la distribución fue normal o ANOVA two-way cuando se analizaron más de dos variables. En los 

casos donde el análisis mediante ANOVA resultó significativo, se llevaron a cabo comparaciones múltiples (post 

hoc) más adecuadas. Los análisis de correlación se llevaron a cabo mediante el test de correlación de Pearson y 

los coeficientes de Manders M1 y M2. El nivel mínimo de confianza se estableció en p < 0.05. Las diferencias 

estadísticamente significativas se indicaron según el p-valor como * para ≤ 0.05, ** para ≤ 0.01 o *** para ≤ 

0.001. Los resultados se representaron mediante gráficos de barras como la media ± SEM (error estándar de la 

media) de, al menos, 3 experimentos independientes.  
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IV. RESULTADOS 
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1. Análisis del papel de mTORCs en modelos celulares de isquemia 

cerebral 
mTOR desempeña un papel central en la fisiología celular y su desregulación está asociada a algunas enfermades 

neurodegenerativas, entre las que se encuentra la isquemia cerebral. Sin embargo, existe cierta controversia 

con relación al momento óptimo de su modulación y, en consecuencia, de sus efectos neuroprotectores tras un 

evento isquémico. En base a ello, con el objetivo de comprender la dinámica temporal de la actividad de mTORCs 

tras el OGD tanto en neuronas como en astrocitos, realizamos un análisis temporal tanto del nivel de actividad 

de ambos complejos, como del grado de activación de las vías de señalización que los regulan. 

1.1. Análisis del papel de mTORCs en neuronas 

1.1.1. El OGD reduce la actividad de mTORCs induciendo la muerte por apoptosis  
En un primer abordaje, analizamos el impacto del OGD a lo largo del tiempo sobre la actividad de mTORC1. Los 

cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón fueron crecidos y mantenidos en condiciones 

estándares. Tras 5DIV, fueron expuestos a distintos tiempos de OGD: 4, 8, 12, 17 y 24 horas (ver Material y 

Métodos). La actividad de mTORC1 se analizó mediante WB a partir de extractos solubles de proteína, 

cuantificando los niveles de fosforilación de mTOR en el residuo Ser2448, y los niveles de fosforilación de los 

residuos de sus proteínas diana: P70S6K en Thr389 y 4EBP-1 en Thr37/46, que nos permiten inferir variaciones 

en la actividad de mTORC1. Asimismo, también analizamos los niveles totales de cada proteína para determinar 

si los cambios observados en los niveles de los fosfo-epítopos analizados se deben a variaciones en la actividad 

de mTORC1 o a cambios en la cantidad total de proteína per se. 

Los resultados mostraron que el OGD induce una disminución dependiente del tiempo de exposición en la 

actividad de mTORC1, al observarse una clara reducción tanto en los niveles totales de la proteína mTOR como 

sus niveles de fosforilación en Ser2448, a todos los tiempos ensayados (Figura 11A-C). Al analizar los substratos 

de mTORC1, observamos una reducción significativa y dependiente del tiempo en los niveles de fosforilación de 

P70S6K en Thr389, que alcanza niveles del 50% tras exposiciones prolongadas al OGD. No se observaron 

variaciones en los niveles totales de esta proteína (Figura 11D-E). En relación con 4EBP-1, los resultados 

mostraron una reducción significativa dependiente del tiempo, tanto en los niveles totales de proteína como en 

sus niveles de fosforilación en Thr37/46 (Figura 11F-G).  
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Figura 11. La actividad de mTORC1 se reduce de una forma dependiente del tiempo de exposición al OGD. A. Imágenes de WB 

representativas procedentes de extractos proteicos obtenidos a partir de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón, 

sometidas a distintos tiempos de OGD (n=4). Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra mTOR Total, mTOR 

p-Ser2448, P70S6K Total, P70S6K p-Thr389, 4EBP-1 Total, 4EBP-1 p-Thr37/46 y β-Actina, como control de carga. B-G. Los gráficos 

muestran la cuantificación de los datos normalizados frente a la β-Actina y expresados como el porcentaje de variación frente al control. 

Los valores representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001) (C=Control).  

La actividad de mTORC1 se encuentra regulada tanto por diferentes vías de señalización como por su localización 

celular (véase el apartado 1.2 de la Introducción). Por ello, tras los resultados obtenidos, analizamos si existían 

alteraciones en alguno de estos mecanismos que nos permitieran explicar la disminución de actividad de 

mTORC1.  

 

 

P70S K Total70  Da

P70S K p Thr3 970  Da

 EBP 1 p Thr37/  17  Da

 EBP 1 Total17  Da

  Ac na 0  Da

mTOR Total2 9  Da

mTOR p Ser2   2 9  Da

   

   

C  h  h 12h 17h 2 h

O D



 

46 
 

En primer lugar, analizamos el impacto del OGD sobre la actividad de las vías upstream de mTORC1: la vía 

PI3K/Akt y la vía AMPK. La actividad de la vía PI3K/Akt se analizó cuantificando por WB los niveles totales de Akt 

y sus niveles de fosforilación en Thr308 y Ser473, regulados por la vía RTK/PI3K/PDK1 y mTORC2, 

respectivamente. La cuantificación de los resultados mostró que el OGD no induce variaciones en los niveles 

totales de Akt (Figura 12B), pero si en los niveles de fosforilación de los residuos analizados. Los niveles de 

fosforilación en Thr308 presentan una reducción del 50% respecto al control tras 4, 12 y 24h, alcanzando valores 

cercanos al control tras 8 y 17h de OGD (Figura 12C). Por otro lado, los niveles de fosforilación en Ser473 

mostraron una reducción significativa respecto al control dependiente del tiempo, alcanzando valores cercanos 

al 50% tras exposiciones prolongadas al OGD (Figura 12D), indicando una reducción en la actividad de mTORC2. 

La actividad de la vía AMPK fue inferida a partir de la cuantificación de los niveles de fosforilación de la propia 

AMPKα en Thr172. Los resultados mostraron un incremento significativo respecto al control tras el OGD, 

alcanzando un máximo tras 4h y disminuyendo de una forma dependiente del tiempo de exposición al OGD 

hasta valores cercanos al control tras 24h (Figura 12E).  

 

Figura 12. El OGD desregula las vías de señalización PI3K/Akt y AMPK. A. Imágenes de WB representativas procedentes de extractos 

proteicos obtenidos a partir de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón, sometidos a varios tiempos de OGD (n=4). 

Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra Akt Total, Akt p-Thr308, Akt p-Ser473, AMPKα p-Thr172 y β-Actina, 

como control de carga. B-D. Los gráficos muestran la cuantificación de los datos normalizados frente a la β-Actina y expresados como el 

porcentaje de variación frente al control. Los valores representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

(C=Control). 
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En segundo lugar, para determinar si el OGD inducía alteraciones en la localización celular de mTOR, realizamos 

un ensayo de posicionamiento celular mediante microscopía confocal, empleando anticuerpos específicos 

contra las proteínas mTOR y Lamp-1 (proteína de la membrana lisosomal). La cuantificación se realizó 

empleando los coeficientes de Manders M1 y M2 (véase apartado 9 de Material y Métodos), donde mTOR se 

definió como la fracción A (M1) y Lamp-1 como la fracción B (M2).  

En base a los resultados anteriores donde hemos observado una reducción de la actividad de mTORC1 de una 

forma dependiente del tiempo, para este estudio seleccionamos dos tiempos de exposición al OGD: un tiempo 

corto de 6 horas y otro prolongado de 17 horas. Además, con el objetivo de determinar si la inhibición 

farmacológica de mTOR inducía cambios en su localización celular de forma análoga al OGD, realizamos en 

paralelo un control negativo donde añadimos rapamicina durante 24 horas. 

Los resultados mostraron que el OGD no induce una deslocalización de mTOR de la superficie la membrana 

lisosomal debido al incremento significativo respecto al control, del coeficiente M1, tras 17hOGD. No se 

observaron variaciones en el coeficiente M2 (Figura 13B-C). La inhibición farmacológica de mTOR tampoco 

indujo cambios en su posicionamiento, ya que no se observaron variaciones en el coeficiente M1 (Figura 13B). 

No obstante, la rapamicina provocó un incremento tanto en el marcaje de Lamp-1 (Figura 13A), como en el 

coeficiente M2 (Figura 13C), lo que sugiere un aumento del número de lisosomas. 

 

Figura 13. El OGD no deslocaliza a mTOR de la membrana lisosomal. A. Imágenes representativas de IF procedentes de cultivos primarios 

de neuronas de corteza cerebral de ratón marcadas con Dapi (azul), mTOR (verde) y Lamp-1 (magenta) (n=3). Barra de escala: 20 μm. B. 

Representación gráfica del coeficiente Manders M1 (Lamp-1 sobre mTOR). C. Representación gráfica del coeficiente Manders M2 (mTOR 

sobre Lamp-1). Los datos representan las medias de los valores del coeficiente de Manders M1 y M2 ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p 

≤ 0,01; ***p ≤ 0,001). 
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En resumen, estos resultados demuestran que la reducción de la actividad de mTORC1 tras el OGD es debida a 

una disminución en la actividad de sus vías reguladoras y no a variaciones en su localización celular.  

A continuación, quisimos analizar en qué medida la disminución de la actividad de mTORCs tenía impacto en la 

supervivencia e integridad neuronal. La supervivencia neuronal fue analizada mediante la cuantificación por WB 

de los niveles de caspasa 3 cortada (CC3), proceso irreversible en la muerte celular por apoptosis (Asadi et al., 

2022). De forma complementaria, mediante un ensayo de IF analizamos si el efecto observado ocurría en todas 

las neuronas del cultivo. La integridad neuronal fue determinada mediante el análisis por MTT, el cual nos 

permite inferir la viabilidad neuronal, y mediante el ensayo de rojo neutro analizamos la integridad de la 

membrana plasmática (IMP) (véase el apartado 12 de Material y Métodos). 

Los resultados mostraron que el OGD induce la muerte celular por apoptosis debido al incremento en los niveles 

de CC3 por WB (Figura 14A-B), y además reduce la integridad neuronal medida por MTT e IMP (Figura 14D-E) de 

forma significativa respecto al control. Sin embargo, los resultados de IF muestran que el OGD no induce el corte 

de la caspasa 3 en todas las neuronas en cultivo (Figura 14C). 

 

Figura 14. El OGD induce la muerte celular por apoptosis reduciendo tanto la viabilidad neuronal como la IMP. A. Imágenes de WB 

representativas de extractos proteicos procedentes de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón (n=4). Las 

imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra CC3 y β-Actina, como control de carga B. Cuantificación gráfica de los 

niveles de CC3. Los datos están normalizados frente a la β-Actina. C. Imágenes de IF de neuronas primarias de corteza cerebral de ratón 

marcadas con Dapi (azul), CC3 (verde) y MAP2 (azul oscuro) (n=3). Barra de escala: 50 μm. D. Cuantificación gráfica de la viabilidad 

neuronal medida por MTT (n=3). D. Cuantificación gráfica de la IMP medida por rojo neutro (n=3). Todos los datos están expresados 

como el porcentaje de variación respecto al control y representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001). 
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1.1.2. La actividad de mTORC1 no es recuperable tras exposiciones largas al OGD 
Los resultados obtenidos en la sección anterior muestran una reducción en la actividad de mTORCs, de forma 

paralela a una disminución en la supervivencia e integridad neuronal de una forma dependiente del tiempo de 

exposición al OGD. No obstante, hemos observado que tras realizar exposiciones prolongadas al OGD, existe 

una actividad residual de mTORCs. Este resultado se correlaciona con que en algunas neuronas no se indujo el 

corte de la caspasa 3 a tiempos largos de OGD. Esto hecho sugiere que el mantenimiento de la actividad de 

mTORCs podría ser esencial para la supervivencia neuronal. Por ello, analizamos si tras el OGD la actividad de 

mTORCs podía ser recuperable, incrementando así los niveles de supervivencia e integridad neuronal.  

Para ello, los cultivos primarios de neuronas expuestos a 17h de OGD se sometieron a un reestablecimiento de 

las condiciones basales del cultivo durante 24 horas, simulando una reperfusión del tejido (ReOx) (véase 

apartado 6 de Material y Métodos). Además, en algunos cultivos, añadimos rapamicina durante el OGD con el 

objetivo de determinar si la inhibición farmacológica de mTOR tenía un efecto sumatorio que nos permitiera 

determinar la importancia de la actividad de mTORCs en la supervivencia neuronal.  

Cuantificamos mediante WB los niveles de mTOR p-Ser2448, Akt p-Ser473, P70S6K p-Thr389 y 4EBP-1 p-

Thr37/46 (Figura 15A). Los resultados mostraron que la ReOx no recupera los niveles de actividad de mTORC1, 

al no observarse cambios en los niveles de fosforilación de mTOR en p-Ser2448 (Figura 15C) ni de sus fosfo-

epítopos diana P70S6K p-Thr389 (Figura 15D) y 4EBP-1 p-Thr37/46 (Figura 15E). Sin embargo, si observamos una 

recuperación parcial de la actividad de mTORC2 debido al incremento significativo respecto al control, en los 

niveles de Akt p-Ser473 (Figura 15B). El uso de rapamicina mostró un efecto sumatorio al del OGD, confirmando 

que existe una actividad residual de mTORCs tras el OGD. Además, observamos que la ReOx no recupera la 

actividad de mTORC1 ni mTORC2 cuando se añadió rapamicina durante el OGD (Figura 15B-E). 
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Figura 15. La actividad de mTORC2 es parcialmente recuperable tras la ReOx. A. Imágenes de WB representativas procedentes de 
extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón tratados (n=4). La rapamicina fue añadida durante el 

OGD a una concentración de 200 nM. Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra Akt p -Ser473, mTOR p-

Ser2448, P70S6K p-Thr389, 4EBP-1 p-Thr37/  , y β-Actina, como control de carga. B-E. Los gráficos muestran la cuantificación de los 

datos normalizados frente a la β-Actina y expresados como el porcentaje de variación frente al control. Los valores representan las medias 

± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

A continuación, quisimos determinar si en condiciones de ReOx, aunque la actividad de mTORC1 no se 

recuperase, se producían cambios en la supervivencia e integridad neuronal. Los resultados obtenidos 

mostraron que tras la ReOx se produjo un aumento significativo en los niveles de CC3 por WB (Figura 16A-B) y 

un incremento tanto de la viabilidad neuronal e IMP (Figura 16C-D). El uso de rapamicina reveló que en 

condiciones control la inhibición de mTORCs incrementa de forma significativa los niveles de CC3 (Figura 16B), 

reduciendo tanto la viabilidad como la IMP (Figura 16C-D). No detectamos diferencias significativas con el uso 

de la rapamicina durante el OGD en ninguno de los parámetros analizados frente a los cultivos sin tratar con 

rapamicina. Tras la ReOx, no existió una reducción en los niveles de CC3 por WB ni variaciones en la viabilidad 

neuronal e IMP (Figura 16B-D). 
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Figura 16. La ReOx no revierte los efectos deletéreos del OGD. A. Imágenes de WB representativas procedentes de extractos de cultivos 

primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón (n=4). Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra CC3 y 

β-Actina, como control de carga B. Cuantificación gráfica de los niveles de CC3 normalizados frente a la β-Actina. C. Cuantificación gráfica 

de la viabilidad neuronal medida por MTT (n=3). D. Cuantificación gráfica de la IMP medida por rojo neutro (n=3). Todos los datos están 

expresados como el porcentaje de variación respecto al control y representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; 

***p ≤ 0,001). 

En resumen, estos resultados muestran que la ReOx en cultivos primarios de neuronas recupera parcialmente 

los niveles de actividad mTORC2, pero no de mTORC1. Además, no se producen cambios en la supervivencia 

neuronal tras la ReOx a pesar de observar un ligero incremento en la IMP. La rapamicina indujo una inhibición 

completa en la actividad de mTORCs que no generó un efecto aditivo al OGD en los parámetros analizados.   

1.1.3. Impacto del OGD en las respuestas celulares dirigidas por mTORCs 
A continuación, para determinar en qué medida la reducción de actividad de mTORCs inducida por el OGD se 

reflejaba en las respuestas celulares controladas por ambos complejos, analizamos  la respuesta autofágica 

(mediada por mTORC1) y la morfología neuronal (controlada por mTORC2).  

1.1.3.1. El OGD induce la autofagia de forma transitoria y defectiva 

La autofagia es un proceso catabólico regulado, entre otros, por mTORC1. Este proceso permite el reciclaje de 

restos celulares para la obtención de componentes reutilizables tanto en procesos estructurales como 

metabólicos. Dado que los resultados previos indicaban que el OGD reducía la actividad de mTORC1, quisimos 

determinar si esto se reflejaba en la respuesta autofágica, mediante el análisis por WB de varios marcadores. 

En primer lugar, analizamos los niveles de LC3 II, proteína presente en las vesículas autofágicas que nos permite 

determinar si existe un incremento en el número de estas, y, por tanto, indicativo de un aumento en la respuesta 

autofágica. También se analizaron los niveles de dos adaptadores autofágicos, NBR1 y p62, los cuales anclan 
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substratos potencialmente degradables en el interior de la vesícula autofágica tras su fusión con el lisosoma. 

Para determinar si existe un incremento en el flujo autofágico neto se recurre al uso de bafilomicina (BafA1) 

(Klionsky et al., 2021), un bloqueante de la fusión fagosoma-lisosoma que permite la acumulación de todos los 

fagosomas generados que van a ser degradados. Para visualizar este efecto, en algunos cultivos añadimos BafA1 

durante las últimas 4 horas de OGD, concentración y tiempo suficiente para determinar si existe un incremento 

del flujo autofágico sin aumentar la toxicidad (Benito-Cuesta et al., 2017). 

Los resultados mostraron que el OGD genera un incremento significativo de los niveles de LC3 II (Figura 17B) y 

una reducción de los niveles de NBR1 y p62 (Figura 17B-C), lo que podría indicar un aumento de la respuesta 

autofágica. Sin embargo, el uso de BafA1 reveló que la inducción de la respuesta autofágica se produce de forma 

transitoria sin incrementar la tasa de degradación al no observar un aumento en los niveles de NBR1 y p62. 

Solamente tras 6hOGD se observaron diferencias en los niveles de LC3 II con el uso de la BafA1 (Figura 17A-B), 

sin encontrar diferencias a ninguno de los tiempos ensayados en los niveles de NBR1 y p62 (17C-D).  

  

Figura 17. El OGD incrementa transitoriamente la respuesta autofágica. A. Imágenes de WB representativas procedentes de extractos 

proteicos de cultivos primarios de neuronas tras el OGD en presencia (+) o ausencia de Bafilomicina (BafA1) (50nM) (n=3). Las 

imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra NBR1, p62, LC3 I/II y β-Actina, como control de carga. B-D. Los gráficos 
muestran la cuantificación de los datos normalizados frente a la β-Actina y expresados como porcentaje de variación frente al control. 

Los valores representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001). 

1.1.3.2. El OGD reduce el tamaño neuronal 

La reorganización del citoesqueleto es uno de los procesos controlados por mTORC2. Dado que los resultados 

obtenidos previamente han mostrado que el OGD disminuye la actividad de mTORC2 y que esta era 

parcialmente recuperable tras la ReOx, nos preguntamos si existían alteraciones en la morfología neuronal. Este 
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análisis se llevó a cabo cuantificando la longitud axonal, la longitud de neuritas y el promedio de neuritas por 

neurona mediante el uso de la herramienta Neurite-J del software ImageJ (Torres-Espín et al., 2014). Además, 

para determinar la implicación directa de mTORC2, añadimos rapamicina durante 24h, tiempo suficientemente 

prolongado para obtener una inhibición completa de mTORC2 (Sarbassov et al., 2006). 

En primer lugar, para analizar el tamaño del axón empleamos el anticuerpo Tau-1, marcador específico de dicha 

región neuronal. Los resultados de IF muestran que tras 17hOGD existe una reducción significativa en la longitud 

axonal respecto al control, que se recupera tras la ReOx (Figura 18A). Los efectos del tratamiento con rapamicina 

fueron similares a los observados tras el OGD (Figura 18C). En el análisis de la longitud y promedio de neuritas 

por neurona empleamos el anticuerpo TUJ-1, específico de la isoforma β-III de la tubulina, predominante en el 

citoesqueleto neuronal. Además, el uso de Faloidina nos permitió visualizar el citoesqueleto de actina 

polimerizada (Figura 18B). Los resultados mostraron que el OGD reduce de forma significativa la longitud de 

neuritas respecto al control de una forma dependiente del tiempo, sin observarse cambios en su longitud tras 

la ReOx. No observamos cambios con el uso de rapamicina (Figura 18D).  

El análisis del número de neuritas por neurona reveló que tras 6hOGD existe un incremento significativo de las 

mismas respecto al control (Figura 18E). El marcaje con Faloidina mostró que tras 17hOGD se produce una 

disminución de la F-Actina en los conos crecimiento dendrítico que incrementó tras la ReOx. No se observaron 

cambios en los cultivos tratados con rapamicina (Figura 18B).  

Estos resultados sugieren que el OGD tiene un impacto considerable en la longitud y mantenimiento axonal, así 

como en la longitud de neuritas, parámetros que se recuperan parcialmente recuperables con la ReOx.  
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Figura 18. El OGD reduce el tamaño neuronal. A. Imágenes representativas de IF de cultivos primarios de corteza cerebral de ratón 

marcadas con MAP2 (azul) y Tau-1 (amarillo). Barra de escala: 20 μm (n=3). B. Imágenes representativas de IF de cultivos primarios de 

neuronas de corteza cerebral de ratón marcadas con Dapi (azul), TUJ-1 (verde) y F-Actina (rojo). Barra de escala: 20 μm (n=3). C. 

Representación gráfica de la cuantificación de la longitud axonal  (μm). D. Representación gráfica de la cuantificación de la longitud de 

neuritas (μm). E. Representación gráfica de la cuantificación del promedio de neuritas por neurona. Los valores de todos los gráficos 

representan las medias ± SEM (t-Student *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

En conclusión, estos resultados muestran como la disminución en la actividad de mTORCs tras el OGD tiene un 

impacto directo en dos de las respuestas celulares moduladas por ambos complejos.  

1.1.4. Efecto del precondicionamiento con rapamicina frente al OGD 

En los últimos años, se ha intensificado el estudio de la inhibición de mTORCs mediante el uso de rapamicina en 

modelos animales de isquemia cerebral, mostrando resultados prometedores respecto a la reducción del daño 

isquémico. Algunos autores sugieren que este éxito se fundamenta en la denominada ‘tolerancia cerebral’ 

gracias al incremento de la respuesta autofágica de forma previa al daño (Chauhan et al., 2015; Q. Li et al., 2014; 

Wu et al., 2018; Zhang et al., 2019).  

Al observar que la ReOx no revertía los efectos observados en los parámetros utilizados para determinar los 

niveles de muerte neuronal, quisimos determinar si la inhibición de mTORCs de forma previa al OGD inducía una 

respuesta autofágica, y si está podría tener un efecto neuroprotector. Por ello, los cultivos primarios de 

neuronas fueron expuestos a 6 y 17h de OGD, en ausencia o presencia de rapamicina durante las 24 horas 

previas al OGD. 

Mediante WB analizamos los niveles de fosforilación de Akt p-Ser473 y S6 p-Ser240/244 (diana directa de 

mTORC1/P70S6K) como indicadores de la actividad de mTORCs. Los resultados mostraron que en condiciones 

control, el precondicionamiento con rapamicina reduce significativamente los niveles de fosforilación de ambos 

fosfo-epítopos respecto al control, confirmando el efecto inhibidor de la rapamicina (Figura 19B -C). En 

condiciones de OGD, el uso de rapamicina solamente mostró diferencias significativas en los niveles de Akt p-

Ser473 (Figura 19B). 
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Seguidamente, para determinar el efecto del precondicionamiento con rapamicina sobre la respuesta 

autofágica, analizamos los niveles de ULK-1 p-Ser757 (diana de AMPK activa), LC3 II y p62. Los resultados 

mostraron que en condiciones control, la rapamicina reduce significativamente los niveles de ULK-1 p-Ser757. 

Tras 6 y 17hOGD, los niveles de fosforilación de dicho fosfo-epítopo se mostraron significativamente reducidos 

respecto al control, sin observarse diferencias en presencia de rapamicina (Figura 19D).  

En relación con LC3 II, se observó que en condiciones basales el precondicionamiento con rapamicina 

incrementa los niveles de dicho marcador respecto al control. Como ya vimos previamente (véase apartado 

1.1.3.1. de Resultados), el OGD induce un incremento significativo en los niveles de LC3 II respecto al control de 

una forma dependiente del tiempo. Sin embargo, el precondicionamiento con rapamicina solamente mostró 

tras 6hOGD un incremento significativamente superior (Figura 19E). Los niveles de p62 mostraron una reducción 

significativa respecto al control tras el OGD de forma dependiente del tiempo, sin observar diferencias 

significativas tras el precondicionamiento con rapamicina en ninguno de los grupos experimentales (Figura 19F).   

  

Figura 19. El precondicionamiento con rapamicina incrementa la respuesta autofágica.  A. Imágenes de WB representativas procedentes 

de extractos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón sometidas a varios tiempos de OGD en presencia (+) o 

ausencia de rapamicina administrada 24h antes del OGD (200nM) (n=3). Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos 

contra Akt p-Ser473, S6 p-Ser240/244, ULK-1 p-Ser757, p62, LC3 I/II y β-Actina como control de carga. B-F. Los gráficos muestran la 

cuantificación de los datos normalizados frente a la β-Actina y expresados como el porcentaje de variación frente al control. Los valores 

representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

A continuación, analizamos si el incremento en la respuesta autofágica inducida por el precondicionamiento con 

rapamicina reducía los efectos deletéreos del OGD sobre la supervivencia e integridad neuronal. Del mismo 

Control Rapa (preO D)

  

ULK1 p Ser757113  Da

  Ac na 0  Da

p 2 2  Da

LC3 I
LC3 II

17  Da
1   Da

 3  Da A t p Ser 73

S  p Ser2 0/2  32  Da

 

   

Rapa (preO D)

Control  hO D17hO D

   



 

56 
 

modo que en experimentos previos, analizamos los niveles de CC3 por WB, la viabilidad neuronal por MTT y la 

IMP mediante rojo neutro.  

Los resultados mostraron que el precondicionamiento con rapamicina incrementa significativamente los niveles 

de CC3 respecto al control, sin mostrar diferencias significativas tras el OGD (Figura 20A-B). Por otro lado, en 

condiciones control la rapamicina reduce significativamente tanto la viabilidad neuronal como la IMP. Tras el 

OGD, ambos parámetros experimentaron una reducción significativa respecto al control de una forma 

dependiente del tiempo sin observarse variaciones tras el precondicionamiento con rapamicina (Figura 20C -D).  

En conclusión, estos resultados sugieren que el precondicionamiento con rapamicina en neurona s no 

incrementa la supervivencia frente al OGD, a pesar del aumento en la respuesta autofágica. 

 

Figura 20. El precondicionamiento con rapamicina no incrementa la supervivencia neuronal . A. Imágenes de WB representativas 

procedentes de extractos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón sometidas a varios tiempos de OGD en presencia 
(+) o ausencia de rapamicina administrada 24h antes del OGD (200nM) (n=3). Las imunodetecciones se realizaron empleando los 

anticuerpos contra CC3 y β-Actina, como control de carga. B. Representación gráfica de la cuantificación de la CC3 mediante WB. El 

gráfico muestra los datos normalizados frente a la β-Actina. C. Representación gráfica de viabilidad neuronal medida mediante MTT. D. 

Representación gráfica de la IMP mediante el ensayo de rojo neutro. Los gráficos muestran la cuantificación de los datos expresados 
como el porcentaje de variación frente al control. Los valores representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 

0,001). 

1.1.5. Medios condicionados de astrocitos 

Los resultados obtenidos en los experimentos anteriores muestran que abordajes como la ReOx o el 

precondicionamiento con rapamicina no resultan alternativas eficaces para reducir el daño neuronal en cultivos 

primarios de neuronas en nuestro modelo de OGD. Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de 

considerar a las células de glía en procesos de regeneración neuronal (Herrera et al., 2017). Entre ellas, los 

astrocitos desempeñan un papel importante en la funcionalidad de los circuitos neuronales. Actualmente, se 

conoce que en respuesta al daño isquémico, estas células pueden secretar factores tróficos como BDNF, VEGF 

o IGF-1, que presentan un efecto neuroprotector (Hernández et al., 2021).  

Por ello, recurrimos al uso de medios condicionados de astrocitos (ACM, de sus siglas en inglés Astrocytes 

Conditioned Medium), obtenidos a partir de cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratón 

mantenidos durante 24 horas en NB/B27 (medio de cultivo empleado para el mantenimiento neuronal, véase 

apartado 5 de Material y Métodos). Este medio, enriquecido en factores secretados por los astrocitos, fue 

empleado para el crecimiento y mantenimiento de las neuronas desde el inicio del cultivo hasta su exposición 



 

57 
 

al OGD. En paralelo, para determinar si mTORCs tenía un papel relevante,  ensayamos un control negativo en 

paralelo al que añadimos rapamicina.  

En este grupo de experimentos, analizamos tanto la longitud de neuritas como la presencia de proteínas 

sinápticas tras la exposición al OGD. El análisis de la longitud de neuritas se realizó empleando un anticuerpo 

frente a MAP2, y se cuantificó mediante el programa Neurite-J. Los resultados mostraron que tanto en 

condiciones control como tras OGD, el ACM incrementa de forma significativa la longitud de neuritas frente al 

uso de NB/B27. Tras la ReOx, se observó que los cultivos mantenidos en ACM mostraron una recuperación 

significativa de la longitud de neuritas frente al uso de NB/B27. El uso de rapamicina redujo significativamente 

la longitud de neuritas en todas las condiciones ensayadas (Figura 21B). De forma cualitativa, se observó que el 

ACM incrementó la intensidad del marcaje de MAP2 frente al uso de NB/B27 en todos los grupos experimentales 

ensayados (Figura 21A). 

 

Figura 21.  Impacto del ACM sobre la longitud de neuritas tras el OGD. A. Imágenes de IF de cultivos primarios de neuronas de corteza 

cerebral de ratón marcadas con Dapi (azul), MAP2 (verde) Barra de escala: 50 μm (n=2). B. Representación gráfica de la cuantificación de 

la longitud de neuritas (µm) (Rapa=Rapamicina). Los datos están comparados frente al control  en NB/B27 y representan las medias ± 

SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  
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Seguidamente, el análisis de proteínas presentes en los contactos sinápticos se realizó mediante el uso de 

anticuerpos específicos contra proteínas de la región pre y postsináptica: sinaptofisina y PSD95, 

respectivamente. Analizamos su colocalización mediante el coeficiente de correlación de Pearson (véase 

Material y Métodos). Los resultados mostraron que en condiciones control el ACM incrementa 

significativamente la colocalización entre ambas proteínas sinápticas frente al uso de NB/B27. Tras el OGD se 

observó una pérdida de marcaje de ambas proteínas en los cultivos mantenidos con NB/B27. El uso del ACM 

mostró una menor reducción de dichos marcadores tras el OGD. Tras la ReOx, solamente se observó una 

recuperación significativa de la colocalización entre ambas proteínas en aquellos cultivos neuronales que fueron 

mantenidos en ACM (Figura 22B). La inhibición de mTORCs mediante el uso de rapamicina redujo en su totalidad 

los contactos sinápticos en las neuronas mantenidas en NB/B27, afectando en menor medida a aquellas 

neuronas expuestas al ACM (Figura 22B).  

Estos resultados sugieren que el ACM presenta un efecto neuroprotector tras el OGD.   

 

 

Figura 22.  El ACM mantiene los contactos sinápticos tras el OGD A. Imágenes de IF de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral 
de ratón marcadas con Dapi (azul), sinaptofisina (verde) y PSD95 (magenta) (n=2). B. Representación gráfica de la cuantificación del 

coeficiente de colocalización (Coeficiente de Pearson) (Rapa=Rapamicina) Los datos están comparados frente al control  en NB/B27 y 

representan las medias ± SEM (t-Student *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001). 
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1.2. Análisis del papel de mTORCs en astrocitos 
Los astrocitos son las células de la glía más abundantes del SNC y suponen entre un 20-40% del total de las 

células del cerebro en mamíferos, desempeñando funciones esenciales tanto durante el desarrollo embrionario 

del SNC como en el cerebro adulto (Liddelow & Barres, 2017). Tras un ACV isquémico los astrocitos 

experimentan una serie de cambios a nivel bioquímico, morfológico y metabólico adquiriendo nuevas funciones 

en un proceso denominado astrogliosis (Escartin et al., 2021). Actualmente, se desconoce el papel de mTORCs 

en astrocitos tras la isquemia cerebral y por ello, decidimos analizar su implicación en astrocitos tras un 

accidente isquémico simulado mediante el OGD. 

1.2.1. El OGD desregula la actividad de mTORCs  
Para conocer el impacto del OGD sobre la actividad de mTORCs en astrocitos, utilizamos cultivos primarios de 

astrocitos de corteza cerebral de ratón. Basándonos en los resultados obtenidos previamente en neuronas, los 

astrocitos fueron expuestos a dos tiempos de OGD: uno corto (6hOGD) y otro largo (17hOGD). Además, 

incluimos la ReOx para estudiar el efecto de la recuperación de las condiciones basales de cultivo tras el daño. 

En algunos cultivos realizamos un precondicionamiento con durante las 24 horas previas al OGD.  

En primer lugar, quisimos determinar si el OGD generaba variaciones en la actividad de mTORC1 de una forma 

análoga a la observada en neuronas. Mediante WB analizamos los niveles de fosforilación de mTOR en Ser2448 

como medida directa de su nivel de actividad y los niveles de fosforilación de sus proteínas diana P70S6K p-

Thr389 y 4EBP-1 p-Thr37/46. 

Los resultados obtenidos mostraron que los niveles de actividad de mTORC1 se reducen tras 6hOGD e 

incrementan a las 17hOGD, respecto al control. Esta dinámica se observó tanto en los niveles de mTOR p-

Ser2448 como en los niveles de P70S6K p-Thr389. Tras la ReOx, los niveles de fosforilación de mTOR y P70S6K 

presentaron valores significativamente superiores al control (Figura 23B-C). El tratamiento con rapamicina de 

forma previa al OGD, mostró una reducción significativa en los niveles de actividad de mTORC1 en todos los 

grupos experimentales, reflejado en los niveles de mTOR p-Ser2448 y de P70S6K p-Thr389 (Figura 23B-C). En 

relación con 4EBP-1 p-Thr37/46, no se detectaron variaciones significativas en ninguno de los grupos 

experimentales ensayados. Sin embargo, se observó una redistribución en el patrón de fosforilación entre las 

diferentes isoformas (Figura 23D). 
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Figura 23. El OGD induce variaciones en la actividad de mTORC1 en astrocitos. A . Imágenes de WB representativas de extractos 

proteicos de cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratón sometidos a 6hOGD, 17hOGD y ReOx en presencia (+) o ausencia 

(-) de rapamicina 200nM añadida 24h antes del OGD (n=4). Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra mTOR 

p-Ser2448, P70S6K p-Thr389, 4EBP-1 p-Thr37/46 y β-Actina, como control de carga. B-E. Los gráficos muestran la cuantificación de los 

datos normalizados frente a la β-Actina y expresados como porcentaje de variación respecto al control. Los valores representan las 

medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

A continuación, analizamos si existían alteraciones tanto en los niveles de actividad de las vías de señalización 

que modulan la actividad de mTORC1, como en su localización celular que nos permitieran explicar esta dinámica 

de fosforilación observada. 

Mediante WB analizamos los niveles de actividad de la vía PI3K/Akt, observando un incremento significativo en 

los niveles de Akt p-Thr308 respecto al control tras 17hOGD, sin observar variaciones en el resto de los grupos 

experimentales (Figura 24B). Los niveles de Akt p-Ser473 presentaron la misma dinámica de fosforilación que la 

observada en la actividad de mTORC1. Sin embargo, tras la ReOx los niveles de Akt p-Ser473 fueron 

significativamente inferiores. El uso de rapamicina indujo una reducción significativa respecto al control en la 

actividad mTORC2 en todos los grupos experimentales debido a una disminución en sus niveles de fosforilación 

(Figura 24C). Respecto a la actividad de la vía de AMPK, se observó un incremento significativo respecto al 

control tras el OGD, observándose una reducción significativa tras la ReOx. No se observaron diferencias en los 

cultivos tratados con rapamicina (Figura 24D). 
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Figura 24. El OGD induce variaciones en la actividad de las vías PI3K/Akt y AMPK. A Imágenes de WB representativas de extractos 

proteicos de cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratón sometidos a 6hOGD, 17hOGD y ReOx en presencia (+) o ausencia 

(-) de rapamicina 200nM añadida 24h antes del OGD (n=4). Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra Akt p-

Thr308, Akt p-Ser473, AMPKα p-Thr172 y β-Actina, como control de carga. B-D. Los gráficos muestran la cuantificación de los datos 

normalizados frente a la β-Actina y expresados como porcentaje de variación frente al control. Los valores representan las medias ± SEM 

(t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

El posicionamento celular de mTOR se determinó mediante la inmunodetección de mTOR y Lamp-1, empleando 

los coeficientes de Manders M1 y M2, de forma análoga al estudio realizado en neuronas (véase Material y 

Métodos). mTOR se definió como la fracción A (M1) y Lamp-1 como la fracción B (M2). Los resultados mostraron 

que ni el OGD ni la ReOx, deslocalizan a mTOR de la membrana lisosomal debido al incremento significativo 

respecto al control del coeficiente de Manders M1 (Figura 25B), en paralelo al incremento significativo del 

coeficiente de Manders M2 (Figura 25C), respecto a las condiciones control. También observamos que la 

inhibición farmacológica de mTOR mediante la rapamicina no deslocaliza a mTOR de la superficie de la 

membrana lisosomal (Figura 25B-C), observándose un incremento del marcaje con Lamp-1 (Figura 25A).  
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Figura 25. En astrocitos, el OGD no deslocaliza a mTOR de la membrana del lisosoma. A. Imágenes de IF de cultivos primarios de 

astrocitos de corteza cerebral de ratón marcadas con Dapi (azul), mTOR (verde) y Lamp-1 (magenta). Barra de escala: 50 μm. B. 

Representación gráfica de la cuantificación del coeficiente de colocalización (mTOR sobre Lamp -1). D. Representación gráfica del 

coeficiente de colocalización Manders M2 (Lamp-1 sobre mTOR). G. Los datos están normalizados frente al control y representan las 

medias ± SEM (t-Student test*p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

En resumen, estos resultados muestran como las variaciones de actividad de mTORCs observadas en los 

astrocitos tras el OGD, se deben a alteraciones en la actividad de las vías de señalización que controlan su 

actividad y no a cambios en su localización celular, de forma análoga a lo observado en neuronas.  

1.2.2. El OGD no induce la muerte celular por apoptosis 

A continuación, quisimos determinar si las variaciones observadas en la actividad de mTORCs  tras el OGD tenían 

un impacto en la supervivencia e integridad de los astrocitos, de forma análoga a las neuronas. Del mismo modo 

que en experimentos anteriores, analizamos los niveles de muerte celular por apoptosis mediante la 

inmunodetección por WB de los niveles de CC3, la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT y la IMP 

mediante el ensayo de rojo neutro (véase apartado Material y Métodos).  

Los resultados mostraron que el OGD no induce la muerte celular por apoptosis al no detectarse señal de la CC3 

en ninguno de los grupos experimentales ensayados (Figura 26A). Respecto a la viabilidad celular y la IMP, se 

observó que en condiciones control el uso de rapamicina reduce significativamente ambos parámetros. Tras el 

OGD, los niveles de ambos parámetros se vieron significativamente reducidos respecto a sus controles, sin 

observarse diferencias en los grupos tratados con rapamicina. Tras la ReOx, solamente se observó una 
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recuperación significativa de la viabilidad celular en aquellos astrocitos que no fueron precondicionados con 

rapamicina (Figura 26B-C) 

 

Figura 26. El OGD reduce la viabilidad e IMP sin inducir la muerte celular por apoptosis. A. Imágenes de WB representativas de extractos 

proteicos de cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratón sometidos a 6hOGD, 17hOGD y ReOx en presencia (+) o ausencia 

(-) de rapamicina 200nM añadida 24h antes del OGD (n=4). Las inmunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra CC3 

y β-Actina, como control de carga. B. Representación gráfica de la actividad oxidoreductasa mitocondrial. C. Representación gráfica de 

la IMP. Los valores de todos los gráficos representan el porcentaje de variación respecto al control  y representan las medias ± SEM 

(ANOVA two-way *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

Estos resultados muestran que en astrocitos el OGD reduce la viabilidad celular y la IMP sin inducir la muerte 

celular por apoptosis  

1.2.3. Impacto del OGD en las respuestas celulares dirigidas por mTORCs 
Hasta el momento, hemos observado como los niveles de actividad de mTORCs varían según el tiempo de 

exposición al OGD, sin inducir la muerte celular por apoptosis, de forma opuesta a lo observado en neuronas, 

donde la disminución de la actividad de mTORCs está estrechamente relacionada con el incremento de la muerte 

neuronal. Algunos autores han reportado un incremento de astrocitos en la zona de daño en modelos animales 

de isquemia cerebral (Badan et al., 2003; Revuelta et al., 2019). Por ello, ante estos resultados, sospechamos 

que el OGD podría estar induciendo directamente reactividad de los astrocitos en cultivo, y que podría estar 

asociada a las variaciones en la actividad de mTORCs observadas. 

1.2.3.1. El OGD incrementa los niveles de GFAP e induce cambios morfológicos en astrocitos 

Las variaciones morfológicas generadas en los astrocitos tras la isquemia cerebral es uno de los cambios más 

característicos que ocurre durante el proceso de astrogliosis. Los astrocitos sufren una hipertrofia acompañada 

de un incremento en los niveles de la proteína GFAP (Brenner, 2014; Gottipati et al., 2014; Pekny et al., 2019). 

Sin embargo, se desconoce el papel de mTORCs en estos procesos. Por ello, analizamos si las variaciones 

observadas en la actividad de mTORCs tras el OGD tenían alguna implicación tanto en los niveles de GFAP como 

en su morfología.  

Los niveles de GFAP se analizaron mediante WB observándose un incremento significativo tras el OGD, sin 

observarse variaciones en el resto de los grupos experimentales ensayados (Figura 27B).  
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El análisis morfológico fue realizado mediante IF, empleando anticuerpos específicos contra la proteína GFAP. 

En condiciones control, los astrocitos presentan formas poligonales con pequeños procesos. El OGD indujo 

cambios morfológicos distintos según el tiempo de exposición. Mientras que tras 6hOGD predominaron 

morfologías bipolares, tras 17hOGD la mayoría de los astrocitos presentaban formas poligonales con una 

marcada hipertrofia del soma. Tras la ReOx, los astrocitos mostraron una morfología estrellada con múltiples  

procesos celulares que presentaban un intenso marcaje de GFAP. El uso de rapamicina indujo cambios en la 

morfología de los astrocitos. En condiciones control, la rapamicina provoca una hipertrofia somática y tras el 

OGD se observó una marcada heterogeneidad en su morfología sin que predominada ninguna específica, 

observándose morfologías estrelladas, poligonales y bipolares. Tras  la ReOx se observaron morfologías 

estrelladas con procesos que presentaban un marcaje intenso de GFAP (Figura 27C).  

 

 

Figura 27. El OGD incrementa los niveles de GFAP e induce cambios morfológicos en los astrocitos. A. Imágenes de WB representativas 

de extractos proteicos de cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratón sometidos a 6hOGD, 17hOGD y ReOx en p resencia 

(+) o ausencia (-) de rapamicina 200nM añadida 24h antes del OGD (n=4). Las inmunodetecciones se realizaron empleando los 

anticuerpos contra GFAP y β-Actina, como control de carga. B. Representación gráfica de la cuantificación de los datos de GFAP 
normalizados frente a la β-Actina y expresados como porcentaje de variación frente al control. Los valores representan las medias ± SEM 

(ANOVA two-way *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  C. Imágenes representativas de IF de cultivo primarios de astrocitos  de corteza 

cerebral de ratón marcadas con Dapi (azul), GFAP (rojo). Barra de escala: 50 μm. 



 

65 
 

1.2.3.2. El OGD ralentiza la tasa de división celular de astrocitos 

La proliferación de los astrocitos es otro de los procesos asociados a la astrogliosis que ocurre tras la isquemia 

cerebral (Escartin et al., 2021). Para analizar si existía alguna relación entre la actividad de mTORCs y la tasa de 

proliferación astrocítica, analizamos mediante WB y citometría de flujo si el OGD provocaba alteraciones en la 

progresión del ciclo celular.  

Mediante WB cuantificamos los niveles de PCNA, Erk p-Thr202/Tyr204 y β-Actina. PCNA es un cofactor de la 

DNA polimerasa esencial en la replicación del ADN que ocurre durante la fase S del ciclo celular. Erk es una 

proteína que pertenece a la familia de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs). La presencia de 

factores tróficos en el medio extracelular, que inducen la división celular, desencadena una cascada de 

señalización que desemboca en la activación de dicha proteína, mediante la fosforilación de los epítopos Thr202 

y Tyr204, permitiendo su translocación al núcleo donde regula la transcripción de genes implicados en la 

progresión del ciclo celular (Roskoski, 2021). Finalmente, el citoesqueleto de Actina debe desorganizarse para 

que se pueda producir una correcta división del material genético y puedan generarse dos células hijas. Por ello, 

variaciones en estos marcadores nos permitirán determinar si existe alguna anomalía en la progresión del ciclo 

celular. 

Teniendo en cuenta la capacidad proliferativa de los astrocitos, se partió de un mismo volumen para todas las 

muestras y no de una concentración común de proteínas. Además, no se realizó una normalización respecto al 

control de carga y se compararon los niveles absolutos de proteína frente a sus respectivos controles.   

Con el objetivo de abarcar un ciclo celular completo, analizamos la evolución de los niveles de dichos marcadores 

durante 6, 17 y 24 horas de OGD. Incluimos como control negativo un medio de cultivo sin suero (-FBS) que 

induce la parada de ciclo celular. Además, para analizar la implicación de mTORCs en dicho proceso, en algunos 

cultivos añadimos rapamicina durante 24 horas.  

Los resultados obtenidos mostraron que el OGD disminuye de forma significativa los niveles de PCNA, Erk p-

Thr202/Tyr204 y β-Actina respecto a sus correspondientes controles de una forma dependiente al tiempo de 

exposición al OGD. Ninguno de los marcadores empleados mostró diferencias significativas en presencia de 

rapamicina. Solamente se vieron reducidos de forma significativa los niveles de Erk p-Thr202/Tyr204 respecto a 

su control cuando se eliminó el FBS del medio de cultivo (Figura 28B-D). 
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Figura 28. El OGD reduce los niveles de varios marcadores implicados en proliferación A. Imágenes de WB representativos de extractos 
proteicos procedentes de cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratón. Las imunodetecciones se realizaron empleando 

los anticuerpos contra Erk p-Thr202/204, PCNA y β-Actina. B-D. Cuantificación gráfica de la inmunodetección mediante WB. Los datos de 

cada proteína están normalizados frente al grupo control, considerado el 100% y expresados como el porcentaje de variación respecto 

al mismo. Los datos representan las medias ± SEM (ANOVA one-way *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001) (C=Control). 

A continuación, realizamos un análisis de las frecuencias de las diferentes fases del ciclo celular mediante 

citometría de flujo con yoduro de propidio. Los resultados mostraron que tanto la administración de rapamicina 

como la eliminación del FBS disminuyen la porción de células presentes en la fase S e incrementan la frecuencia 

de la fase G1. El OGD redujo de una forma dependiente del tiempo de exposición el número de células en la fase 

S respecto al control (Figura 29A-B). 

 

Figura 29. El OGD ralentiza la tasa de división celular de los astrocitos. A. Representación gráfica de las frecuencias de las diferentes 

fases del ciclo celular medidas mediante el marcaje de yoduro de propidio por FACS. B. Valores de las frecuencias de las diferentes fases 

del ciclo celular. Los datos representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001). 
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En resumen, estos resultados muestran que en astrocitos el OGD genera alteraciones en los niveles de GFAP 

acompañado de variaciones morfológicas, así como una ralentización en la tasa de división.  

2. Análisis del papel de mTORCs en modelos animales de isquemia cerebral 
Los resultados obtenidos en las dos secciones anteriores evidencian que el OGD genera una desregulación en la 

actividad de mTORCs, tanto en neuronas como en astrocitos, lo que se refleja en algunas de las respuestas 

celulares dirigidas por ambos complejos.  

A pesar de que el modelo de OGD presenta ciertas ventajas, como la posibilidad de estudiar la respuesta 

individual de cada tipo celular, también presenta ciertas limitaciones como la imposibilidad de analizar las 

interacciones entre los diferentes tipos celulares y su implicación en el desarrollo de patologías como la isquemia 

cerebral. Dado los resultados obtenidos en nuestro modelo ex vivo, con relación al papel de mTORCs en cada 

tipo celular, recurrimos al uso de un modelo in vivo de isquemia cerebral para analizar los efectos de la inhibición 

de mTORCs (véase Material y Métodos).  

La modulación de mTORCs mediante diferentes agentes neuroprotectores es una de las estrategias terapéuticas 

más extendidas de la isquemia cerebral en donde la inhibición de mTORCs mediante el uso de rapamicina, tal y 

como hemos mencionado previamente, comprende uno de estos abordajes. Sin embargo, desde un punto de 

vista experimental, existe mucha controversia sobre el momento idóneo de uso (Chong et al., 2013; Fletcher et 

al., 2013; Guo et al., 2014; Perez-Alvarez et al., 2018). Por ello, comparamos los efectos de la administración de 

rapamicina tanto 48 horas antes como 20 min después de la inducción de la isquemia cerebral (véase Material 

y Métodos)  

2.1. La administración de rapamicina disminuye el volumen de lesión isquémico 
En primer lugar, analizamos mediante resonancia magnética si la administración de rapamicina reducía el 

volumen de lesión isquémico. Los resultados mostraron que la administración de rapamicina tanto antes como 

después de la isquemia, reduce el volumen de lesión respecto a los ratones isquémicos sin tratar. No se 

observaron diferencias significativas en relación al momento de su administración (Figura 30B). 

 

Figura 30. El tratamiento con rapamicina reduce el volumen de daño inducido tras la MCAO. A. Imágenes representativas de resonancia 

magnética que muestran el volumen de lesión tras 24 horas de la inducción de la MCAO. B. Cuantificación gráfica de los volúmenes de 

lesión. Los datos representan las medias ± SEM (t-Student one-way *p ≤ 0,05). I=isquémico (MCAO); R=rapamicina. Dosis de rapamicina 

= 20 mg/kg. (I n=11; I+Rpre n=12 ratones; I+Rpost n=10). 
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2.2. Efecto de la rapamicina sobre la actividad de mTORCs  
A continuación, quisimos determinar si la administración de rapamicina generaba una reducción en la actividad 

de mTORCs a las 24 horas post MCAO. A partir de extractos proteicos procedentes de corteza cerebral de ratones 

control e isquémicos, analizamos mediante WB los niveles de fosforilación de Akt p-Ser473 (vía mTORC2) y S6 

p-Ser240/244 (vía mTORC1/P70S6K), permitiéndonos inferir la actividad de ambos complejos  en el tejido. 

Los resultados mostraron que en los ratones sham, la rapamicina reduce solamente la actividad de mTORC1 

debido a la disminución significativa en los niveles de fosforilación de S6 p-Ser240/244 (Figura 31C). En los 

ratones isquémicos, se observó que existía una reducción en la actividad de mTORCs debido a una reducción 

significativa en los niveles tanto de Akt p-Ser473 como de S6 p-Ser240/244 respecto al control (Figura 31B-C). 

 

Figura 31. El tratamiento con rapamicina reduce la actividad de mTORC1, pero no de mTORC2. A. Imágenes de WB representativas de 
extractos proteicos de la zona dañada de corteza cerebral de ratón. Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra 

Akt p-Ser473, S6 p-Ser240/244 y β-Actina, como control de carga. B-C. Cuantificación gráfica de la inmunodetección mediante WB. Los 

datos están normalizados frente a la β-Actina y expresados como el porcentaje de variación frente al sham. Los valores de los gráficos 
representan las medias ± SEM (t-Student one-way *p ≤ 0,05). Sham n=5, Sham+Rapa n=5, MCAO n=6; MCAO+Rapapre n=6 y 

MCAO+Rapapost n=6. Los valores de todos los gráficos representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

S=sham; I=isquemia (MCAO); R=rapamicina. 
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2.3. Efecto de la rapamicina sobre las neuronas tras la MCAO 
Para analizar si la inhibición de mTORC1 mediante el uso de rapamicina tenía algún efecto sobre las neuronas, 

realizamos tinciones de secciones de cerebro mediante un ensayo de IHQ, empleando un anticuerpo contra la 

proteína NeuN, marcador específico de neuronas. Realizamos un contaje del número de células NeuN+ total, es 

decir, de toda la zona lesionada, y diferenciando las dos regiones características de la lesión: el núcleo y la 

penumbra isquémica. En el modelo animal empleado y al tiempo analizado (véase Material y Métodos), el núcleo 

isquémico se corresponde con la región S1 mientras que la penumbra isquémica se corresponde con la región 

M1/M2.  

Los resultados mostraron que la MCAO reduce de forma significativa el número total de células NeuN+ respecto 

al sham (Figura 32B), observándose una mayor pérdida de estas en el núcleo isquémico que en la penumbra 

isquémica (Figura 32C). A nivel morfológico, se observó que la MCAO genera una hipertrofia celular con un 

marcaje perinuclear de NeuN (Figura 32A).  

En los ratones isquémicos, la administración de rapamicina mostró una pérdida menor total de células NeuN+ 

respecto a los ratones isquémicos sin tratar (Figura 32B), observándose de nuevo que el núcleo isquémico 

presentaba una mayor reducción en el número de células NeuN+ que la penumbra isquémica (Figura 32C). No 

se observaron diferencias significativas entre la administración de rapamicina antes o después de la MCAO.  

Estos resultados sugieren, que la inhibición de mTORC1 mediante el uso de la rapamicina tiene un efecto 

neuroprotector tras la MCAO.  
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Figura 32. La inhibición de mTORC1 tiene un efecto neuroprotector frente a la MCAO.  A. Imágenes representativas de IHQ marcadas 

con NeuN tanto en la penumbra como en el núcleo isquémico. Barra de escala: 100 μm. B. Cuantificación gráfica de las células NeuN+ en 

el área total de daño. C. Cuantificación gráfica de las células Iba-1+ en la penumbra y núcleo isquémico área total  de daño. Sham n=5, 
Sham+Rapa n=5, MCAO n=6; MCAO+Rapapre n=6 y MCAO+Rapapost n=6. Los valores de todos los gráficos representan las medias ± SEM 

(t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  S=sham; I=isquemia (MCAO); R=rapamicina. 

2.4. Efecto de la rapamicina sobre células gliales tras la MCAO 
La activación de la microglía y los astrocitos es uno de los primeros eventos que ocurren tras la isquemia cerebral 

(Liddelow et al., 2017) en donde no se conoce con exactitud el papel que desempeñan mTORCs en dicha 

respuesta. Por ello, analizamos si la inhibición de mTORCs durante la isquemia cerebral tenía algún efecto en la 

respuesta glial que nos permitiera explicar los resultados neuroprotectores observados anteriormente respecto 

al número de neuronas.  

En primer lugar, estudiamos la respuesta microglial tras la MCAO, y si esta se ve modificada con el uso de 

rapamicina. Para ello, mediante IHQ empleamos el anticuerpo Iba-1 y realizamos un contaje de células Iba-1+ y 

una cuantificación del porcentaje de área marcada con Iba-1. 

Los resultados mostraron que en los ratones sham, la rapamicina generó un incremento significativo del área 

marcada con Iba-1 (Figura 33B), sin observar variaciones en el número de células Iba-1+ (Figura 33C). A nivel 

morfológico, se puede observar un incremento en el número de procesos en cada célula. 

Tras la MCAO, se observó un incremento significativo tanto en el área marcada con Iba-1 como en el número de 

células Iba-1+. Los ratones tratados con rapamicina muestran una reducción significativa de ambos parámetros 

en comparación a los ratones isquémicos sin tratar. No existieron diferencias en los grupos experimentales 

tratados con rapamicina (Figura 33B-C).  

El análisis comparativo entre el núcleo y la penumbra isquémica reveló que solamente el grupo MCAO presentó 

diferencias significativas entre ambas regiones, existiendo un mayor número de células Iba-1+ en el núcleo 

isquémico y una mayor área marcada con Iba-1 en la penumbra isquémica (Figura 33D-E).  
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Además del análisis en la respuesta microglial,  también quisimos determinar los posibles cambios en la 

respuesta astrocitaria. En primer lugar, analizamos mediante WB las posibles variaciones en los niveles de GFAP. 

Los resultados mostraron que tras la MCAO todos los grupos experimentales presentaron un incremento 

significativo respecto al sham en sus niveles de GFAP, sin observarse variaciones en el momento de uso de la 

rapamicina (Figura 34A-B).  
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Figura 33. Efecto de la administración de rapamicina i.p. sobre la respuesta microglial tras la MCAO. A. Imágenes representativas de 

IHQ marcadas con Iba-1 tanto en la penumbra como en el núcleo isquémico.  Barra de escala: 100 μm. B. Cuantificación del porcentaje 
del área total de daño marcada con Iba-1 respecto al Sham. C. Cuantificación gráfica de las células Iba-1+ en el área total. D. Cuantificación 

del porcentaje de área marcada total en la penumbra y núcleo isquémico con Iba-1 respecto al Sham E. Cuantificación gráfica de las 

células Iba-1+ en la penumbra y núcleo isquémico área total  de daño. Sham n=5, Sham+Rapa n=5, MCAO n=6; MCAO+Rapapre n=6 y 

MCAO+Rapapost n=6. Los valores de todos los gráficos representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

S=sham; I=isquemia (MCAO); R=rapamicina.  

De forma complementaria, mediante IHQ analizamos el área total marcada con GFAP, observándose un 

incremento significativo en todos los grupos isquémicos respecto al sham (Figura 34D). Este incremento se vio 

reducido tras la administración de rapamicina, sin observarse variaciones en el momento de la inyección (Figura 

34D). Analizando las posibles diferencias entre el núcleo y la penumbra isquémica, no se observaron diferencias 

significativas en ninguno de los grupos experimentales (Figura 34E).  

Estos resultados muestran que la administración de rapamicina reduce la respuesta microglial y astrocítica tras 

la isquemia cerebral, la cual podría explicar el efecto neuroprotector observado previamente.  
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Figura 34. Efecto de la administración de rapamicina i.p. sobre la respuesta astrocítica tras la MCAO. A. Imágenes de WB 
representativas de extractos proteicos de la zona dañada de corteza cerebral de ratón. B. Cuantificación gráfica de la inmunodetección 

mediante WB. Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra GFAP y Vinculina, como control de carga. Los datos 

están normalizados frente a la Vinculina y expresados como el porcentaje de variación frente al Sham. C. Imágenes representativas de 

IHQ marcadas con GFAP tanto en la penumbra como en el núcleo isquémico.  Barra de escala: 100 μm. D. Cuantificación del porcentaje 
de área marcada total con GFAP respecto al Sham. E. Cuantificación del porcentaje de área marcada en la penumbra y núcleo isquémico 

con GFAP respecto al Sham. Sham n=5, Sham+Rapa n=5, MCAO n=6; MCAO+Rapapre n=6 y MCAO+Rapapost n=6. Los valores de todos los 

gráficos representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  S=sham; I=isquemia (MCAO); R=rapamicina. 

3. Análisis del papel de mTOR en modelos celulares de la enfermedad 

de Alzheimer 
La EA y la isquemia cerebral presentan una estrecha relación donde la hipoxia, el colesterol o la edad, entre 

otros, son considerados factores comunes de riesgo. Además, ambas patologías presentan una desregulación 

en la proteostasis celular, lo que genera una reducción en la tasa de degradación y, por lo tanto, una acumulación 

de proteínas disfuncionales como es el caso del βA en la EA. Una de las estrategias para reducir la carga amiloide 

cerebral podría ser la modulación de los sistemas de autofagia para la eliminación agregados tóxicos que 

aceleran el proceso de neurodegeneración. Por ello, debido a su papel en el control de la proteostasis, la 

modulación de mTORCs en la EA podría ser considerada como estrategia terapéutica.  
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En ambas enfermedades, la actividad de mTORCs en neuronas se encuentra desregulada de forma opuesta: 

mientras que en la isquemia cerebral la actividad de mTORCs está disminuida, durante la EA existe una 

hiperactivación en la actividad de estos complejos (Caccamo et al., 2013; Villa-González et al., 2022). Ante este 

escenario, analizamos de qué manera la exposición al OGD modifica los parámetros neudegenerativos de las 

neuronas en un modelo de EA. 

3.1. Análisis del papel de mTORCs en neuronas Tg APP/PS1 

3.1.1. El OGD reduce la hiperactividad de la vía PI3K/Akt/mTORC1 en neuronas Tg 
En primer lugar, realizamos cultivos primarios de neuronas transgénicas (Tg) de corteza cerebral del ratón doble 

transgénico modelo de la EA, y neuronas wild type (Wt) de mismo fondo genético (hermanos de camada). De 

forma similar a experimentos previos, las neuronas fueron expuestas 6h y 17hOGD. Con el objetivo de inferir la 

actividad de mTORC1, analizamos mediante WB los niveles de fosforilación de mTOR p-Ser2448, así como de 

sus substratos P70S6K p-Thr389 y 4EBP-1 p-Thr37/46 (Figura 35A). Los resultados mostraron que el OGD reduce 

la fosforilación de mTOR p-Ser2448 en neuronas Tg (Figura 35B). Esta reducción en la fosforilación de mTOR 

conlleva una disminución de su actividad debido a la reducción significativa de los niveles de fosforilación de sus 

substratos P70S6K p-Thr389 y 4EBP-1 p-Thr37/46, respecto a sus correspondientes controles. (Figura 35C-D). 

Además, se observó que las neuronas Tg presentaban un incremento en los niveles basales de fosforilación tanto 

de mTORC1 como de sus substratos respecto a las neuronas Wt (Figura 35). 

 

Figura 35. El OGD reduce la actividad de mTORC1 en neuronas Tg. A. Imágenes de WB representativos procedentes de extractos 

proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón Tg y Wt sometidas a varios tiempos de OGD (n=4). Las 

imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra mTOR p-Ser2448, P70S6K p-Thr389, 4EBP-1 p-Thr37/   y β-Actina, 

como control de carga. B-D. Cuantificación gráfica de los datos normalizados frente a la β-Actina y expresados como porcentaje de 

variación frente al control Wt. Los valores representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

Para determinar la posible causa de la disminución en la actividad de mTORC1 tras el OGD, se analizaron los 

niveles de actividad de las vías de señalización implicadas en su modulación: la vía PI3K/Akt y la vía AMPK 

Los resultados mostraron que las neuronas Tg presentaban una mayor actividad de la vía PI3K/Akt frente a las 

neuronas Wt. Esto se determinó mediante el análisis por WB de los niveles de fosforilación de Akt p-Thr308 (vía 

PDK1/PI3K) y Akt p-Ser473 (vía mTORC2) (Figura 36A). Se observó que en condiciones control las neuronas Tg 

presentaban unos niveles de ambos fosfo-epítopos mayores que los de las neuronas Wt. Tras el OGD, se observó 
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que los niveles de Akt p-Thr308 y Akt p-Ser473 mostraron una reducción significativa de una forma dependiente 

al tiempo de exposición de OGD, respecto a sus correspondientes controles (Figura 36B-C).  

Estos resultados sugieren que el OGD genera una disminución tanto en la actividad de la vía PI3K/Akt como de 

mTORC2, de forma análoga entre neuronas Tg y Wt (Figura 36). 

 

Figura 36. El OGD reduce la actividad de la vía PI3K/Akt y de mTORC2 en neuronas Tg. A. Imágenes de WB representativos procedentes 

de extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón Tg y Wt sometidas a varios tiempos de OGD (n=4). 

Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra Akt p-Thr308, Akt p-Ser473 y β-Actina, como control de carga. B-

C. Cuantificación gráfica de los datos normalizados frente a la β-Actina y expresados como el porcentaje de variación frente al control. 

Los valores representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

A continuación, determinamos los niveles de actividad de la vía AMPK mediante el análisis de los niveles 

fosforilación de AMPKα p-Thr172, y de sus substratos p-ACC y ULK p-Ser555 (Figura 37A). No se observaron 

diferencias significativas entre ambos genotipos para ninguno de los fosfo-epítopos de las proteínas analizadas. 

Tras  hO D, los niveles de fosforilación de AMPKα p-Thr172 muestran un incremento significativo respecto al 

control. Tras 17hOGD, se observó una reducción significativa de estos respecto a los niveles obtenidos tras 

6hOGD, manteniéndose superiores a los niveles del control (Figura 37B). Los niveles de p-ACC mostraron un 

patrón de fosforilación similar. Sin embargo, sus niveles de fosforilación fueron significativamente inferiores a 

los del control (Figura 37C). Finalmente, los niveles de fosforilación de ULK p-Ser555 mostraron una reducción 

significativa respecto al control tras ambos tiempos de exposición al OGD (Figura 37D). Estos resultados sugieren 

que el OGD genera una activación de AMPK de forma transitoria y dependiente de substrato.  

 

Figura 37. El OGD incrementa la actividad de AMPK de forma transitoria tanto en neuronas Tg como Wt. A. Imágenes de WB 

representativas procedentes de extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón Tg y Wt sometidas a 

varios tiempos de OGD (n=4). Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra AMPKα p-Thr172, p-ACC, ULK p-

Ser555 y β-Actina, como control de carga. B-D. Cuantificación gráfica de los datos normalizados frente a la β-Actina y expresados como 

porcentaje de los valores frente al control Wt. Los valores representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 

0,001). 
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En conclusión, estos resultados apuntan a que la reducción observada en la actividad de mTORC1 es debida a la 

desregulación de las vías de señalización que controlan su actividad, observándose además una hiperactivación 

de la actividad de mTORCs en neuronas Tg.  

3.1.2. El OGD induce la muerte celular por apoptosis en neuronas Tg 

A continuación, analizamos si las diferencias observadas en la actividad de mTORCs tras el OGD tenía impacto 

en la supervivencia de las neuronas Tg. Determinamos la tasa de apoptosis mediante el análisis por WB de los 

niveles de CC3 y la viabilidad neuronal mediante el ensayo de MTT. 

Los resultados obtenidos muestran que en condiciones control las neuronas Tg presentan unos niveles mayores 

de CC3 respecto a las neuronas Wt (Figura 38A). Tras el OGD, se observó un incremento significativo de los 

niveles de CC3 de una forma dependiente del tiempo de exposición al OGD sin observar diferencias entre ambos 

genotipos (Figura 38B). 

Con relación a la viabilidad neuronal, en condiciones control las neuronas Tg mostraron unos niveles menores 

respecto a las neuronas Wt. Tras el OGD, se observó una reducción significativa de la viabilidad neuronal de una 

forma dependiente del tiempo respecto al control en ambos genotipos. Sin embargo, las neuronas Tg mostraron 

una mayor susceptibilidad frente a las neuronas Wt tras 6hOGD debido a unos niveles significativamente 

inferiores (Figura 38C). 

 

Figura 38. El OGD reduce la viabilidad celular e induce la apoptosis en neuronas Tg. A. Imágenes de WB representativos procedentes 

de extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón Tg y Wt sometidas a varios tiempos de OGD (n=3). 

Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra la Caspasa 3 cortada y β-Actina, como control de carga. B. 

Cuantificación gráfica de los niveles de CC3 normalizados respecto a la β-Actina y expresados como el porcentaje de variación frente al 
control Wt. C. Cuantificación gráfica de la viabilidad neuronal mediante MTT (n=6). Los valores representan las medias ± SEM (t-Student 

test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

A continuación, analizamos si el efecto del OGD tenía un impacto diferencial sobre la morfología de las neuronas 

Tg frente a las neuronas Wt. Del mismo modo que en apartados anteriores, mediante un ensayo de IF analizamos 

la longitud axonal mediante el marcaje de Tau-1 (Figura 39A), y la longitud de neuritas y el promedio de neuritas 

por cada neurona mediante la herramienta Neurite-J gracias al marcaje de la Tubulina tirosinada (Tub-Tyr) 

(Figura 39B). 

Los resultados mostraron que en condiciones control las neuronas Tg ya presentan una reducción significativa 

en la longitud de neuritas frente a las neuronas Wt (Figura 39D). Tras el OGD, se observó una reducción 
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significativa en todos los parámetros analizados de una forma dependiente del tiempo, tanto en neuronas Tg 

como en neuronas Wt. No obstante, las neuronas Tg presentaron de nuevo una mayor susceptibilidad al OGD, 

puesto que tras 6hOGD se observó una reducción significativa de todos los parámetros analizados frente a las 

neuronas Wt (Figura 39C-E). 

Desde un punto de vista morfológico, estos resultados muestran que las neuronas Tg son inicialmente más 

susceptibles al OGD que las neuronas Wt. 

 

Figura 39. El OGD reduce de forma precoz el tamaño neuronal en las neuronas Tg. A. Imágenes de IF de cultivos primarios de neuronas 

de corteza cerebral de ratón Wt y Tg marcadas con Map2 (azul), Tau-1 (amarillo); B. Dapi (azul) y Tub-Tyr (amarillo). Barra de escala: 20 

µm. C. Representación gráfica de la cuantificación de la longitud axonal (µm) (n=3), D longitud de neuritas (µm) (n=3) y promedio de 

neuritas por neurona (µm) (n=3). Los datos representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

3.2. Análisis del impacto del OGD sobre la amiloidosis neuronal 
La formación de las placas seniles debido a la acumulación del péptido βA es una de las dos marcas 

histopatológicas de la EA que, según la hipótesis de la cascada amiloidogénica, es la causa del inicio de la 

enfermedad.  

Tras observar que el OGD disminuye la actividad mTORCs en neuronas Tg, analizamos si este hecho tenía algún 

efecto sobre la acumulación/secreción del péptido βA. En primer lugar, determinamos si los tiempos de OGD 
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seleccionados podrían tener algún efecto en la secreción del βA. Para ello, realizamos cultivos primarios de 

neuronas de corteza cerebral de ratones Tg y recolectamos el medio de cultivo para analizar los niveles de βA 

secretado mediante un ELISA específico del péptido humano βA40. Los resultados mostraron que el OGD reducía 

significativamente los niveles de βA secretado tras 17hOGD (Figura 40). 

 

Figura 40.         educe    sec ec ó  de β  (1-40). Cuantificación gráfica de los niveles de βA humano detectados por ELISA en el 

sobrenadante de neuronas Tg de corteza cerebral de ratón (n=9). Los valores representan las medias ± SEM (t-Student test ***p ≤ 0,001). 

Tras este resultado nos preguntamos si el OGD podría modificar los niveles totales de las proteínas APP y/o de 

BACE-1 (β-secretasa), o solo su procesamiento, para explicar las diferencias observadas con el ELISA. Por ello, 

mediante WB analizamos los niveles de APP y BACE-1 observándose que el OGD reduce de forma significativa 

los niveles totales de APP (Figura 41 A-B) respecto al control de una forma dependiente del tiempo, sin afectar 

a los niveles totales de BACE-1 (Figura 41A-C).   

 

Figura 41. El OGD reduce los niveles de APP sin afectar a los niveles de BACE-1. A. Imágenes de WB representativas procedentes de 

extractos proteicos cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón Wt y Tg sometidas a varios tiempos de OGD (n=3). Las 

imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos de APP, BACE-1 y β-Actina, como control de carga. B-C. Cuantificación gráfica 

de los datos normalizados frente a la β-Actina y expresados como porcentaje de variación frente al control Wt. Los datos las medias ± 

SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

La disminución en los niveles totales de APP y la reducción de la secreción del péptido βA, correlacionaba con la 

disminución en la actividad de mTORC1 y el aumento transitorio en la actividad de AMPK. Ante este escenario, 

nos preguntamos si un incremento en la respuesta autofágica podría explicar los resultados observados. Por 

ello, analizamos mediante WB las posibles variaciones en los niveles de LC3 II y los adaptadores autofágicos 

NBR1 y p62.  
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Los resultados mostraron que en condiciones control las neuronas Tg presentaban unos niveles superiores de 

LC3 II a las neuronas Wt (Figura 42A-B), sin observarse diferencias en los niveles de NBR1 y p62 (Figura 42C-D). 

Tras el OGD en ambos genotipos, se observó un incremento en la respuesta autofágica debido al aumento en 

los niveles de LC3 II (Figura 42B) y a la reducción de los adaptadores autofágicos NBR1 y p62 (Figura 42 C-D), 

ambos de una forma dependiente del tiempo. 

 

Figura 42. El OGD induce la respuesta autofágica de forma análoga en neuronas Tg y Wt. A. Imágenes de WB representativos 
procedentes de extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón Tg y Wt sometidas a varios tiempos 

de OGD (n=3). Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra LC3 I/II, NBR1, p62 y β-Actina, como control de 

carga. B-D. Cuantificación gráfica de los datos normalizados frente a la β-Actina y expresados como el porcentaje de variación frente al 

control Wt. Los valores representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

A continuación, para confirmar que existía un incremento neto en la respuesta autofágica y con ello en la tasa 

de degradación de las neuronas Tg, incubamos algunos cultivos con BafA1 (Figura 43A). Los resultados 

mostraron que las neuronas Tg presentan un incremento transitorio de la respuesta autofágica análogo a las 

neuronas Wt, dado que no existían diferencias significativas en ninguno de los puntos experimentales 

ensayados. En condiciones control, los niveles de LC3 II y NBR1 incrementaron significativamente con el uso de 

BafA1 respecto al control, sin observarse variaciones en los niveles de p62 (Figura 43B-D). Tras el OGD, los niveles 

de NBR1 y p62 disminuyeron significativamente de una forma dependiente del tiempo sin observarse 

variaciones tras el uso de BafA1. Los niveles de LC3 II mostraron la misma dinámica que los adaptadores NBR1 y 

p62, observándose tras 6hOGD unos niveles mayores con el uso de BafA1 (Figura 43B-D).  
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Figura 43. El OGD induce una respuesta autofágica en neuronas Tg de forma análoga a las neuronas Wt  A. Imágenes de WB 

representativas procedentes de extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón Wt y Tg (5 DIV) 

sometidas a varios tiempos de OGD en presencia (+) o ausencia de Bafilomicina A1 (BafA1) (50nM) (n=3). Las imunodetecciones se 

realizaron empleando los anticuerpos contra NBR1. p62 y LC3 I/II y β-Actina, como control de carga. B-D. Los gráficos muestran la 

cuantificación de los datos normalizados frente a la β-Actina y expresados como porcentaje de variación frente al control. Los valores 

representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001) 

Estos resultados indican que el OGD incrementa el flujo autofágico de forma transitoria pero no la tasa de 

degradación. Por ello, frente a estos resultados descartamos que la reducción de los niveles totales de APP y, 

por tanto, la secreción del βA fuera mediante la autofagia. Para explorar el papel de otras vías implicadas en la 

degradación de proteínas, como el proteasoma, decidimos emplear un inhibidor genérico de este (MG132) en 

comparación con un inhibidor de actividad lisosomal (cloroquina).  Mediante WB se analizaron los niveles de LC3 

II, como indicativo de autofagia, y los niveles totales de APP. Además, tras los respectivos tratamientos se 

recogió el sobrenadante y se analizó mediante ELISA los niveles secretados de βA.  

Los resultados obtenidos revelaron que en condiciones control la cloroquina incrementó significativamente los 

niveles de LC3 II respecto al control sin observarse variaciones en los niveles de APP. El uso del inhibidor MG132 

tampoco modificó los niveles ni de APP ni de LC3 II. Tras 17hOGD, el uso de cloroquina incrementó los niveles 

de LC3 II respecto al, de forma análoga a BafA1 sin observarse variaciones en los niveles de APP. El inhibidor 

MG132 tampoco modificó los niveles de ambos marcadores (Figura 44A-B).  

Finalmente, mediante ELISA observamos que tras el OGD todos los grupos ensayados presentaron unos niveles 

de βA significativamente inferiores al control, sin mostrar diferencias significativas entre ellos (Figura   C).  
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Figura 44. Efecto del bloqueo de la proteólisis en los niveles totales de APP y en la secreción del βA. A. Imágenes de WB representativas 
procedentes de extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratón Wt y Tg (5 DIV) sometidas a varios 

tiempos de OGD (n=3) ± Cloroquina 40µM ± MG132 1µM. Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra APP, 

LC3 I/II y β-Actina, como control de carga. B-C. Los gráficos muestran la cuantificación de los datos normalizados frente a la β-Actina y 
expresados como porcentaje de variación frente al control Wt. D. Representación gráfica de la cuantificación de los niveles de βA 

detectados por ELISA en el sobrenadante de neuronas de corteza cerebral de ratón Tg APP/PS1 (n=9) tratados con Cloroquina y MG132. 

Los valores representan las medias ± SEM (t-Student test *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001).  

Estos resultados sugieren que la reducción observada en la amiloidosis de los cultivos primarios de neuronas de 

corteza cerebral de ratón procedentes de ratones Tg APP/PS1 tras el OGD no se debe a un procesamiento 

proteolítico de la proteína APP, sugiriendo que podrían deberse a alteraciones transcripcionales, las cuales 

estamos tratando de determinar. 
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El objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido analizar el papel de la proteína mTOR en procesos 

fisiológicos y patológicos cerebrales. Para ello, nos hemos centrado en dos enfermedades neurodegenerativas 

como modelos de estudio: el ACV de tipo isquémico y la enfermedad de Alzheimer. Aunque ambas patologías 

presentan tanto una etiología como un desarrollo dispar, tienen ciertos puntos de confluencia. Por un lado, el 

ACV es una enfermedad súbita y aguda, ocasionada por la disminución o bloqueo del flujo sanguíneo cerebral, 

mientras que la EA se caracteriza por un desarrollo progresivo cuyo origen exacto se desconoce. Recientemente, 

diversos autores han reportado una estrecha asociación entre ambas enfermedades como por ejemplo la 

existencia de diferentes factores de riesgo comunes a ambas, entre los que se encuentran mutaciones genéticas, 

hipertensión obesidad y diabetes. Además, se ha demostrado que distintos eventos hipóxicos o lesiones 

vasculares representan también un factor de riesgo en la patogénesis y evolución de la EA (J. T. He et al., 2020; 

Pluta et al., 202 ; Uł  ek-K z  ł e    ., 20  ). Durante los últimos años, la comunidad científica ha realizado 

un gran esfuerzo en la búsqueda de dianas terapéuticas que permitan reducir los efectos devastadores de ambas 

patologías, las cuales representan una alta incidencia en la población mundial. Sin embargo, hasta ahora no se 

ha encontrado ninguna terapia exitosa, siendo por tanto fundamental la búsqueda de nuevas dianas 

terapéuticas.  

Ante este escenario, la proteína mTOR es un candidato interesante de estudio. Su capacidad de integración de 

señales intra y extracelulares, así como su papel regulador en el balance entre supervivencia y muerte celular, 

la convierten en un importante nodo de regulación de procesos celulares que permiten el mantenimiento de la 

homeostasis celular (Querfurth & Lee, 2021). Este hecho ha despertado un interés científico, en proponer su 

uso como diana terapéutica. Por ello, conocer en profundidad como se modula su actividad y el papel que 

cumple en ambas patologías es crucial para proponer abordajes terapéuticos basados en mTOR.  

1. Efecto del OGD en modelos celulares de isquemia cerebral 

1.1. El OGD tiene un impacto diferente en la actividad de mTORCs en neuronas y astrocitos 

Parte del interés de este trabajo ha sido el estudio del impacto temporal del OGD sobre la actividad de mTORCs 

en neuronas y astrocitos. La mayoría de los autores que utilizan el OGD como modelo ex vivo de isquemia 

cerebral realizan exposiciones de corta duración que abarcan desde pocos minutos hasta, generalmente, no más 

de 4 horas (Pan et al., 2022; Thiebaut et al., 2019). De esta forma, no hay estudios que analicen el efecto de 

exposiciones prolongadas al OGD, siendo este uno de los puntos novedosos de esta Tesis Doctoral.  Desde un 

punto de vista clínico, la reperfusión del tejido cerebral es el único tratamiento aprobado en clínica, pero según 

el protocolo estandarizado cuenta con una ventana temporal muy estrecha. Además, se ha observado que la 

reperfusión no es una alternativa totalmente eficaz dado que no evita la neurodegeneración posterior. En base 

a esto, es esencial el estudio a tiempos largos de exposición al OGD en las células neurales, para conocer su 
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respuesta a largo plazo tras un evento isquémico y poder analizar nuevas dianas que permitan el aumento de la 

ventana terapéutica, y, en consecuencia, reducir la neurodegeneración.  

En primer lugar, mediante el uso de cultivos primarios de neuronas y astrocitos de corteza cerebral de ratón, 

hemos caracterizado el efecto diferencial del OGD a lo largo del tiempo sobre la actividad de mTORC1 en ambos 

tipos celulares mediante la cuantificación de los niveles de fosforilación tanto de la proteína mTOR en Ser2448, 

como de sus substratos directos: P70S6K en Thr389 y 4EBP-1 en Thr37/46. En neuronas, hemos observado que 

la actividad de mTORC1 disminuye drásticamente de una forma dependiente del tiempo de exposición al OGD. 

Sin embargo, en astrocitos, la actividad de dicho complejo sufre una reducción inicial a tiempos cortos  y una 

recuperación de esta a tiempos largos de exposición al daño. Dado que la actividad de mTORC1 está 

determinada por sus niveles de fosforilación, modulado tanto por diferentes vías de señalización como por su 

localización celular (Laplante & Sabatini, 2012; Villa-González et al., 2022), analizamos las posibles alteraciones 

de ambos mecanismos tras el OGD. Nuestros resultados demuestran que la desregulación de la actividad de 

mTORC1 observada tras el OGD era debida a una desregulación en las vías PI3K/Akt y AMPK y no a cambios en 

su localización celular. Estos datos coindicen con resultados publicados en otros trabajos, en los que se ha 

descrito una desregulación tanto de la vía canónica PI3K/Akt/mTORC1 como de la vía AMPK, dos de las 

principales vías de señalización que modulan la actividad de mTORC1, tras la isquemia cerebral (Jian et al., 2018; 

Pérez-Álvarez et al., 2018). 

La actividad de ambas vías está determinada por la disponibilidad de factores tróficos, oxígeno y glucosa. Dado 

que en el modelo de OGD empleado existe una restricción de dichos factores, era esperable que estas debían 

estar desreguladas. Sin embargo, hasta el momento se desconoce el estado de activación de ambas vías a 

tiempos largos de exposición. En base a ello, decidimos explorar su estado de activación tras exposiciones 

prolongadas al OGD.  

Akt es uno de los principales nodos de regulación de la vía canónica PI3K/Akt/mTORC1 y su actividad está 

controlada, mayoritariamente, por la fosforilación de la Thr308 (vía RTK/PI3K/PDK1) y de la Ser473 (vía 

mTORC2). En neuronas, nuestros resultados indican que el OGD reduce de una forma dependiente del tiempo 

la actividad de Akt, tal y como muestran los propios niveles de fosforilación de mTOR en Ser2448. No obstante, 

hemos observamos diferencias en los patrones de fosforilación en los dos de estos residuos fosforilables de Akt. 

Por un lado, los niveles de fosforilación en Thr308 mostraron una dinámica de fosforilación que incrementa y 

disminuye dependiendo del tiempo de exposición al OGD empleado, sin influir en la actividad quinasa de Akt 

sobre mTORC1. Algunos autores han reportado que tras el OGD existe un incremento en los niveles del mRNA 

de NGF (Li et al., 2022), el cual induce un incremento en la expresión y niveles de VEGF (Nakamura et al., 2011). 

En modelos de tMCAO, se ha demostrado que la administración de NGF incrementa los niveles de Akt p-Thr308 

y mTOR p-Ser2448, observándose una reducción del volumen de lesión (Li et al., 2022). En línea con dicha 
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hipótesis, resultados previos de nuestro laboratorio mostraron un incremento en los niveles de VEGF neuronal 

con un efecto neuroprotector a tiempos largos de exposición al OGD (Mateos et al., 2016). Por ello, 

hipotetizamos que este patrón de fosforilación observado en Thr308 podría ser debido a la secreción de algún 

factor trófico neuronal, que incremente la fosforilación de este residuo, con el objetivo de mantener algo de 

actividad de Akt, y por tanto la supervivencia neuronal tras el daño (Keppler-Noreuil et al., 2016). Sin embargo, 

no se ha descrito ningún factor trófico cuya dinámica de secreción sea similar a lo observado, por lo que no 

podemos proponer ningún candidato por ahora, siendo necesario realizar estudios con mayor profundidad. 

Otro de los residuos que regulan la actividad de Akt es la Ser473, cuya fosforilación es realizada directamente 

por mTORC2. Los niveles de Akt p-Ser473 mostraron una reducción dependiente del tiempo de exposición al 

OGD. Existen pocos datos sobre el papel de mTORC2 en isquemia cerebral, sin embargo, resultados previos 

publicados por nuestro grupo muestran una disminución en la actividad de mTORC2 en modelos de pMCAO 

(Perez-Alvarez et al., 2018; Perez-Alvarez & Wandosell, 2016). Los resultados del presente trabajo están de 

acuerdo con dichos resultados in vivo, además de demostrar que la reducción en los niveles de fosforilación en 

Ser473 observada en el tejido ocurre en neuronas, pues nuestros resultados obtenidos en cultivos primarios de 

astrocitos sometidos a OGD muestran de forma opuesta, un incremento de actividad de mTORC2 tal y como 

comentaremos a continuación 

En astrocitos, los niveles de fosforilación de ambos residuos de Akt presentan un patrón de fosforilación que 

indican que la actividad de dicha quinasa está disminuida a tiempos cortos y aumentada a tiempos largos de 

exposición al OGD. La reducción inicial de la actividad de mTORCs en astrocitos está de acuerdo con estudios 

previos (Pastor et al., 2009; Zhang & Miao, 2018; Zhu et al., 2020). Sin embargo, este es el primer trabajo donde 

se describe un incremento tanto en la actividad de la vía PI3K/Akt/mTORC1 como de mTORC2. Según nuestros 

resultados, el incremento de actividad en Akt es debido al aumento de la fosforilación en Ser473 pues los niveles 

de fosforilación en Thr308 se mantuvieron constantes. Dado que la fosforilación en Ser473 se debe a la 

fosforilación directa por mTORC2, hipotetizamos que debe de existir algún factor trófico soluble liberado por los 

astrocitos en condiciones de OGD, que podría tener un efecto a largo plazo, de forma similar a lo discutido 

previamente en el modelo neuronal. Mediante modelos ex vivo, se ha reportado que los astrocitos son capaces 

de secretar VEGF, entre otros factores tróficos, tras exposiciones al OGD (Y. N. Li et al., 2014; Y. Zhang et al., 

2017). Curiosamente, los resultados de precondicionamiento con rapamicina ponen de manifiesto que la 

actividad de mTORCs podría ser fundamental para la síntesis y liberación de dicho factor trófico, pues el 

tratamiento con rapamicina durante las 24 horas previas al OGD no permitió el desarrollo de dicha dinámica de 

actividad de mTORCs.  
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Además de la vía PI3K/Akt/mTORC1, la vía de AMPK regula negativamente la actividad de mTORC1.  La ausencia 

de glucosa en la célula, genera una disminución en la actividad glucolítica y por tanto un desbalance en la 

relación AMP/ATP, detectado de forma precoz e induciéndose la activación de AMPK mediante fosforilación, 

principalmente, por la quinasa LKB1 (Shackelford & Shaw, 2009). Nuestros resultados muestran que el OGD en 

neuronas, induce la activación transitoria de AMPK, mientras que en astrocitos la activación de AMPK se 

mantiene constante durante su exposición al OGD. Desde un punto de vista energético, a pesar de la existencia 

de otros combustibles metabólicos como el lactato o los cuerpos cetónicos suministrados por los astrocitos a las 

neuronas (Iglesias et al., 2017; Takahashi et al., 2014), el metabolismo neuronal es altamente dependiente de 

la fosforilación oxidativa para la obtención de ATP (Bonvento & Bolaños, 2021), haciéndolas altamente 

vulnerables a la hipoxia (Turner & Adamson, 2011). Se ha demostrado tanto ex vivo (Almeida et al., 2004; San 

Martín et al., 2017) como in vivo (Fiebig et al., 2019; Supplie et al., 2017) que el bloqueo de la fosforilación 

oxidativa en neuronas induce su muerte, mientras que los astrocitos son capaces de compensar la pérdida de 

producción del ATP mitocondrial y sobrevivir empleando otros metabolitos. En base a estos datos, podemos 

sugerir la existencia de mecanismos de compensación metabólicos en las neuronas que permitan mantener 

unos niveles de ATP suficientes como para conservar ciertas funciones. No obstante, es esencial la realización 

de experimentos futuros para elucidar el posible mecanismo compensatorio que explique esta respuesta. 

Además de la actividad de las diferentes vías de señalización que convergen en mTORC1, su traslocación a la 

superficie de la membrana del lisosoma es otro de los mecanismos celulares que permiten su activación (Yue et 

al., 2022). Nuestros resultados mostraron que el OGD no induce una deslocalización de mTORC1 de la 

membrana lisosomal en ninguno de los dos tipos celulares estudiados. La presencia de aminoácidos es esencial 

para la translocación de mTORC1 a la superficie de la membrana lisosomal donde es activado por el eje 

Akt/TSC/Rheb (Yao et al., 2021). Dado que el medio de cultivo empleado durante el modelo de OGD no presenta 

una restricción de ningún aas, podemos concluir que la presencia de estos evita la deslocalización de mTORC1. 

No obstante, encontramos que la inhibición farmacológica de mTORC1 mediante el uso de rapamicina tampoco 

deslocalizó a mTORC1 de la membrana lisosomal. Estos resultados son opuestos a lo descrito por el grupo del 

Dr. Sabatini, en donde mediante experimentos realizados en líneas celulares inmortalizadas procedentes de 

diferentes tejidos, han descrito que la rapamicina desacopla e inactiva a mTORC1 de la membrana lisosomal. 

Estos resultados podrían sugerir que, al menos en cultivos primarios de neuronas y astrocitos de corteza cerebral 

de ratón, el mecanismo de inhibición de mTORC1 por la rapamicina no se debe a un desacoplamiento del 

complejo de la membrana lisosomal. Por ello, es necesario realizar estudios más exhaustivos que permitan 

elucidar el mecanismo de acción en cultivos primarios de células nerviosas o si, por ejemplo, es una diferencia 

entre células primarias y transformadas. 
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1.2. Impacto del OGD en las respuestas celulares dirigidas por mTORCs en neuronas y 

astrocitos 

Una vez conocido el impacto diferencial del OGD sobre la actividad de mTORCs en neuronas y astrocitos,  

sospechamos que también podría existir alguna diferencia en las respuestas celulares mediadas por ambos 

complejos entre ambos tipos celulares. 

En primer lugar, hemos analizamos el efecto del OGD sobre la supervivencia y viabilidad celular. En neuronas, el 

mantenimiento o incremento de la actividad de mTORCs podría ser un aspecto esencial para su supervivencia 

tras la isquemia cerebral (Villa-González et al., 2022). Trabajos previos han reportado que la disminución en la 

actividad de mTORCs se correlaciona con una disminución en la viabilidad y un aumento de la muerte neuronal 

en modelos tanto in vivo como ex vivo (Gu et al., 2021; Pan et al., 2022; Zhu et al., 2020). Asimismo, el 

incremento de la actividad neuronal de mTORC1 vía PI3K/Akt mediante el uso de diferentes agentes 

neuroprotectores, ha demostrado reducir la muerte por apoptosis tras el OGD (Fakhri et al., 2021; Mateos et 

al., 2016; Perez-Alvarez & Wandosell, 2016; Tu et al., 2018; Xu et al., 2008). Nuestros resultados refuerzan 

dicha idea, ya que, a pesar de la drástica reducción de la supervivencia neuronal e incremento de la muerte 

celular por apoptosis, que ocurren de forma paralela a la disminución de la actividad de mTORCs tras 

exposiciones prolongadas al OGD, hemos observado que no todas las neuronas en el cultivo presentan el mismo 

grado de afectación. Aquellas neuronas que no experimentaron el corte de la caspasa 3, son capaces de resistir 

al OGD, probablemente debido al mantenimiento de una actividad mínima residual de mTORCs.  A pesar de no 

haber realizado un estudio para tratar de analizar los diferentes subtipos neuronales presentes en el cultivo, se 

ha reportado que el OGD afecta de manera diferencial a las neuronas piramidales o interneuronas (Povysheva 

et al., 2019). Por otra parte, en astrocitos, a diferencia de lo descrito por otros autores (Feng et al., 2021; 

Kasprowska et al., 2017; Xia et al., 2020), hemos observado que el OGD genera una disminución en la viabilidad 

celular sin desencadenarse la muerte celular por apoptosis.  

La autofagia representa una respuesta esencial para la proteostasis celular tras de un evento isquémico, al 

menos en la zona de penumbra donde existe un déficit transitorio de nutrientes . A pesar de la controversia 

existente, muchos autores han reportado una alteración de la autofagía tras la isquemia cerebral, la cual podría 

contribuir a la disfunción neuronal y a la neurodegeneración (Nixon, 2013; Shen et al., 2015). Por ello, tras 

observar que, en neuronas, el OGD generaba una disminución en la actividad de mTORC1 de forma paralela al 

incremento en la muerte neuronal, analizamos las posibles alteraciones en la respuesta autofágica. Atendiendo 

a los niveles de los marcadores LC3 II, NBR1 y p62, nuestros resultados sugieren que el OGD induce un 

incremento en el flujo autofágico de forma transitoria sin incrementar la tasa de degradación. La inducción de 

la respuesta autofágica está modulada de forma sinérgica tanto por mTORC1 como por AMPK (Lu et al., 2022). 

Por ello, a pesar de que nuestros resultados muestran una reducción en la actividad de mTORC1 de forma 
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gradual al tiempo de exposición al OGD, la activación temporal de AMPK observada podría explicar la inducción 

transitoria de la respuesta autofágica que hemos detectado. 

El desbalance en la proteostasis desencadena la formación de agregados tóxicos debido a un fallo en la vía 

autofagía-lisosoma, entre otros posibles mecanismos (Giffard et al., 2004; Liu et al., 2019; Perez-Alvarez et al., 

2018). A la vista de la ausencia en la tasa de degradación lisosomal observada, algunos estudios han reportado 

que, a pesar de que el OGD permite el inicio de la respuesta autofágica, genera una disfunción lisosomal (Hossain 

et al., 2021), del mismo modo que lo observado en nuestros resultados. Esta disfunción es debida, posiblemente, 

tanto por una reducción en los niveles totales y actividad de ciertas catepsinas, como fallos en la unión 

autofagosoma-lisosoma (Cheng et al., 2019; X. Zhang et al., 2021). La inactividad lisosomal es una de las 

consecuencias de dicho fallo proteostático, desencadenando la acumulación de autofagosomas no degradables 

que desencadenan la muerte neuronal favoreciendo la consecuente neurodegeneración (Button et al., 2017). 

Concretamente, la recuperación tanto en los niveles como en la actividad de la catepsina D, es esencial para 

revertir la disfunción lisosomal e incrementar la supervivencia neuronal tras el OGD (Hossain et al., 2021).  

En astrocitos, de forma opuesta que en neuronas, tanto el incremento en la actividad de mTORCs como el 

mantenimiento de la supervivencia celular tras exposiciones prolongadas al OGD nos llevó a considerar 

alteraciones en su ciclo celular, una de las respuestas celulares reguladas por mTORC1 (Cuyàs et al., 2014). 

Numerosos autores han reportado un incremento en la proliferación de los astrocitos tras la isquemia cerebral 

(Haupt et al. 2007; Li et al. 2014). Nuestros resultados sugieren que el OGD induce la ralentización del ciclo 

celular, tal y como muestra la disminución observada por WB en los niveles de PCNA y p-Erk, así como una 

reducción en el número de astrocitos en fase S por citometría de flujo. Además, gracias al uso de rapamicina, 

hemos confirmado que la actividad de mTORCs es esencial para el avance del ciclo celular, al observarse una 

reducción máxima del número de astrocitos en fase S a pesar de no observar una reducción en PCNA y p-Erk, lo 

que confirma el papel de mTORCs en el control del ciclo celular, el cual debe de ser estudiado en profundidad 

en un contexto de isquemia cerebral. Estos resultados parecen contradictorios en relación con los datos 

reportados in vivo por otros autores y por nuestro grupo de investigación, donde se demuestra un incremento 

de astrocitos en la zona dañada tras la isquemia cerebral (Perez-Alvarez et al., 2015). Sin embargo, este aumento 

puede deberse tanto a procesos de migración celular como al incremento de división de los astrocitos en la zona 

dañada. En una isquemia cerebral, la activación y posterior proliferación, y migración de los astrocitos hacia el 

área de daño, está condicionada por diferentes estímulos como, por ejemplo, la presencia de diversas citoquinas 

liberadas tanto por las neuronas dañadas como por la microglía activa (Liu & Chopp, 2016). Al tratarse de un 

cultivo celular, hipotetizamos que la ausencia del microambiente cerebral podría ser una de las causas que 

explicara estos resultados. 
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La reorganización del citoesqueleto es uno de los procesos celulares en los que interviene mTORC2, pudiendo 

inducir cambios en la forma celular. Como hemos comprobado en nuestros resultados anteriores, el OGD induce 

una importante reducción en la actividad de mTORC2, en ambos tipos celulares. Este hecho nos llevó a estudiar 

si el OGD inducía algún cambio en la morfología neuronal y de los astrocitos. En neuronas, se ha descrito que 

una inhibición de mTORC2, induce una reducción en el tamaño y complejidad neuronal afectando a la función 

sináptica (Thomanetz et al., 2013). Pudimos comprobar que el OGD provocaba una reducción en la longitud de 

las neuritas y del axón, acompañado de una desestabilización de los microtúbulos y de los filamentos de actina, 

tal y como muestra el marcaje de F-Actina, resultados acordes a lo reportado por otros autores (Olivares-

Hernández et al., 2021; Wu et al., 2020). Los resultados obtenidos en neuronas tratadas con rapamicina, en las 

que se observa una retracción del axón, demuestran que los complejos de mTORCs están implicados en el 

mantenimiento y recuperación de la longitud axonal tras el daño isquémico del mismo modo que lo reportado 

por otros autores mediante el uso tanto de modelos ex vivo como in vivo (Diekmann et al., 2015; Leibinger et 

al., 2012; Zhu et al., 2019). El mecanismo por el cual ocurre este efecto no se conoce en profundidad. Sin 

embargo, podría deberse a una reducida actividad de mTORC2, dado que dicho complejo controla los elementos 

de la familia de las Rho GTPasas, reguladores de los microfilamentos (Tan et al., 2020).  

Los astrocitos presentan una gran variabilidad de morfologías en condiciones fisiológicas, que difieren mucho 

de los observado en condiciones de cultivo (Matyash & Kettenmann, 2010). Nuestros resultados han mostrado 

que el OGD induce variaciones en la morfología de estos, lo que es un indicativo de una reorganización de su 

citoesqueleto, probablemente mediado por mTORCs, ya que el uso de la rapamicina indujo cambios 

morfológicos tras el OGD que no se observaron en ausencia de dicho inhibidor. La proteína GFAP es la proteína 

predominante en el citoesqueleto de los astrocitos, cuyo papel en la isquemia cerebral es esencial para la 

formación de la cicatriz glial de manera ordenada, compacta y que permita reducir la propagación del área de 

daño (Li et al., 2008; Pekny et al., 1999). De forma paralela a las variaciones morfológicas, hemos observado un 

aumento en los niveles de GFAP tras el OGD, del mismo modo que lo reportado por otros autores tanto en 

modelos ex vivo como en modelos in vivo de isquemia cerebral (Li et al., 2015; Yang et al., 2011; Zhang & Miao, 

2018). Sin embargo, a la vista de los resultados obtenidos podemos concluir que no existe una correlación entre 

los niveles de actividad de mTORCs y el incremento en los niveles de GFAP, debido al incremento significativo 

de los niveles de GFAP desde momentos iniciales de exposición al OGD incluso cuando se inhibió mTORCs de 

manera farmacológica mediante el uso de rapamicina de forma previa al OGD.  
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1.3. La ReOx y el precondicionamiento con rapamicina resultan abordajes ineficaces para la 

regeneración de neuronas primarias tras el OGD 

Una vez caracterizado el impacto temporal del OGD en ambos tipos celulares sobre la actividad de mTORCs y 

sobre varias respuestas celulares controlados por ambos complejos, estudiamos dos abordajes de regeneración 

neuronal, dado que, a diferencia de los astrocitos, presentaron una mayor vulnerabilidad frente al OGD. 

En primer lugar, recurrimos al uso de la ReOx, abordaje que nos permite simular la reperfusión del tejido cerebral 

tras un evento isquémico. Mediante el uso de modelos in vivo, varios autores han reportado una mejora 

neurológica del animal asociada al incremento en la actividad de mTORCs en el tejido afectado (Chen et al., 

2019; Sun et al., 2020; D. Zhang et al., 2021). Sin embargo, al tratarse de un modelo in vivo, no es posible 

distinguir si este incremento en la actividad de mTORCs tiene lugar en las neuronas o en las células de glía. 

Asimismo, la mayoría de los trabajos publicados en los que se utilizan modelos ex vivo, realizan ReOx tras 

exposiciones cortas al OGD, por lo que actualmente, no existen datos relacionados con el efecto de la ReOx tras 

exposiciones prolongadas al daño por OGD.  

Nuestros resultados han mostrado que la ReOx induce mayor muerte neuronal, al observarse un incremento en 

los niveles de CC3 por WB. Aunque la reperfusión del tejido es el único tratamiento aprobado frente a la 

isquemia cerebral, esta tiene ciertos efectos deletéreos que se conocen como daño por reperfusión, 

desencadenando la neurodegeneración posterior (Granger & Kvietys, 2015). Estudios en modelos in vivo han 

demostrado que la reperfusión del tejido agrava el daño de la BBB (Aslam et al., 2013), incrementando el edema 

cerebral. Por ello, a la vista de nuestros resultados ex vivo y estos antecedentes, la reperfusión del tejido plantea 

serias dudas sobre su eficacia como estrategia terapéutica.  

Paralelamente, hemos observado que la ReOx permite la recuperación parcial de la actividad mTORC2, pero no 

necesariamente de mTORC1, permitiendo la recuperación del tamaño neuronal (longitud axonal y de neuritas), 

así como una ligera mejora en la viabilidad mitocondrial y la IMP. Sin embargo, de forma similar a lo reportado 

por Wu y colegas (Wu et al., 2018), la adición de rapamicina durante el OGD no permitió la recuperación parcial 

de la actividad de mTORC2 y el resto de parámetros analizados, sugiriendo la importancia del mantenimiento 

de una actividad residual de mTORCs para la regeneración de aquellas neuronas que logran sobrevivir al daño 

generado por OGD/ReOx.  

Durante los últimos años, la inducción de la autofagia ha adquirido un papel relevante como abordaje frente a 

la isquemia cerebral. Varios autores han descrito en modelos in vivo (Chauhan et al., 2015; Wu et al., 2018; Yin 

et al., 2012) y ex vivo (Lu et al., 2018; Sun & Yue, 2019), que el precondicionamiento con rapamicina tiene un 

efecto neuroprotector debido a una inducción de la autofagia, reduciendo la apoptosis . Sin embargo, no se ha 

evaluado su efecto frente modelos de isquemia cerebral prolongados, ya sea mediante la MCAO o mediante el 
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OGD. Por ello, quisimos evaluar el efecto del precondicionamiento con rapamicina sobre los cultivos primarios 

de neuronas corteza cerebral de ratón tras 17hOGD.  

Mediante la cuantificación por WB de los niveles de fosforilación de ambos substratos de mTORCs, Akt p-Ser473 

y S6 p-Ser240/244, confirmamos que la rapamicina estaba teniendo el efecto deseado sobre su actividad. 

Además, corroboramos que la rapamicina estaba induciendo ligeramente la autofagia, del mismo modo que lo 

reportado por trabajos previos en nuestro laboratorio (Benito-Cuesta et al., 2021). Sin embargo, dicha inducción 

de la autofagía fue, de nuevo, transitoria y defectiva, sin observarse un efecto neuroprotector.  

Una de las problemáticas que rodean a la rapamicina como agente neuroprotector debido a su efecto sobre la 

respuesta autofágica, y que podrían explicar los resultados obtenidos, es la dosis de uso. En nuestro caso, 

empleamos una dosis de 200 nM durante las 24 horas previas a la exposición al OGD, dosis suficiente para 

observar una inhibición completa de mTORC1 y mTORC2 (Benito-Cuesta et al., 2021). Chi y colegas han 

reportado una evidente asociación entre el uso de dosis altas, y por tanto inhibición de mTORC2, con el 

incremento del volumen de infarto tras la isquemia cerebral (Chi et al., 2021). A pesar de que el mecanismo no 

está del todo claro, dosis bajas de rapamicina presentan un efecto neuroprotector mayor frente al accidente 

cerebrovascular (Beard et al., 2019; Hadley et al., 2019), gracias a la inhibición de mTORC1, (regulador de la 

autofagía) y mantenimiento de la actividad de mTORC2 (regulador de la supervivencia neuronal).  

Clásicamente, las neuronas han sido el foco principal para la búsqueda de estrategias neuroprotectoras. Sin 

embargo, investigaciones recientes han demostrado que las células de glía tienen un papel activo tanto durante 

los procesos patológicos como en los neuro-reparadores (Hernández et al., 2021; S. Xu et al., 2020). Por ello, 

nos planteamos realizar un abordaje en donde las células de glía tuvieran un papel en la reducción del daño 

neuronal producido por exposiciones prolongadas al OGD, recurriendo al ACM. Confirmamos un efecto 

neuroprotector claro debido a que las neuronas presentaron una menor vulnerabilidad frente al OGD y la ReOx, 

dado que mantenían tanto su longitud de neuritas como las proteínas presentes en los contactos sinápticos  

(sinaptofisina y PSD95). El mantenimiento de los cultivos neuronales en ACM es un abordaje basado en una 

interacción no física astrocito-neurona, a diferencia de otros abordajes como el uso de un co-cultivo. Por ello, el 

efecto observado en neuronas podría deberse a factores tróficos secretados por los astrocitos al medio de 

cultivo, cuya naturaleza actualmente no conocemos. Se ha descrito que los astrocitos son capaces de secretar 

VEGF y BDNF mediante un mecanismo dependiente de la actividad de mTOR, lo que promueve una mejora en 

la supervivencia neuronal (Mateos et al., 2016; Q. Zhang et al., 2017). Incluso, abordajes experimentales 

mediante exoxomas derivados de astrocitos, sin contacto físico astrocito-neurona, han descrito un efecto 

neuroprotector mediado por un incremento en la actividad de mTOR tanto en neuronas expuestas a OGD como 

en modelos animales de isquemia cerebral (Bu et al., 2020; Deng et al., 2018). 
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2. Efecto de la inhibición de mTORCs en modelos animales de isquemia cerebral 

A la vista de los resultados obtenidos mediante los modelos celulares de OGD, nos planteamos analizar en un 

modelo in vivo los efectos de la inhibición de mTORCs en la isquemia cerebral. Como hemos mencionado 

previamente, los efectos de la isquemia cerebral no son iguales en todos tipos los celulares del SNC. Una 

evidencia de ello, es que la inhibición de mTORCs mediante el uso de rapamicina en modelos animales de 

isquemia cerebral ha reportado efectos tanto beneficiosos como perjudiciales (Chi et al., 2021; Chong et al., 

2013), probablemente debido a las diferentes dosis utilizadas o el tiempo de administración del compuesto y el 

momento de análisis de datos (Villa-González et al., 2022). Ante la controversia existente en la literatura 

respecto al momento idóneo de su uso, decidimos administrar la rapamicina i.p. tanto antes como después de 

la inducción de la isquemia cerebral mediante la MCAO. 

En primer lugar, confirmamos por WB que la rapamicina administrada i.p. era capaz de llegar a cerebro 

inhibiendo la actividad de mTORC1, pero no de mTORC2. Curiosamente, a diferencia de lo observado en 

nuestros experimentos ex vivo, corroboramos mediante resonancia magnética su efecto neuroprotector debido 

a que observamos una reducción del volumen de daño isquémico, así como una disminución de la pérdida 

neuronal, del mismo modo que lo reportado por otros autores (Beard et al., 2019; Guo et al., 2014) sin observar 

diferencias en relación con el momento de su administración.  

Los resultados previos obtenidos con el modelo de OGD, sugieren que el posible efecto neuroprotector 

observado puede deberse a la inhibición de la actividad de mTORCs en las células de glía, ya que esta inhibición 

en neuronas inducía la muerte neuronal. Tras un ACV isquémico, la microglía y los astrocitos se activan en un 

proceso denominado gliosis reactiva, adquiriendo un fenotipo A1/M1 (proinflamatorio) o A2/M2 

(antiinflamatorio/neuroprotector), donde algunos autores apuntan que mTORCs podría ser clave en dicho 

proceso (T. He et al., 2020; Rodriguez-Vargas et al., 2020). Respecto a los astrocitos, existen datos 

contradictorios sobre si la activación o inhibición de mTORC1 presenta efectos beneficios en el contexto de daño 

isquémico (Gubern et al., 2014; Huang et al., 2019; Pastor et al., 2009). Sin embargo, la inhibición de mTORC1 

en la microglía muestra una reducción de la respuesta microglial, mejorando la lesión cerebral (Li, Liu, et al., 

2016; Li, Wang, et al., 2016; Yan et al., 2022). Este efecto claro en la microglía parece deberse a que este tipo 

celular presenta un fenotipo M1 en estadios iniciales de la isquemia cerebral, induciendo un mayor daño 

neuronal. Nuestro análisis en relación con la respuesta de los astrocitos y la microglía tras la MCAO muestran 

que la inhibición de mTORC1 redujo notablemente la respuesta de ambos tipos celulares sin observar diferencias 

en el momento de administración de la rapamicina. Por tanto, nuestros resultados sugieren que la inhibición de 

mTORC1 tiene un efecto neuroprotector frente a la isquemia cerebral, en parte, gracias a la modulación de la 

respuesta glial. Sin embargo, es necesario un análisis más profundo para comprender los mecanismos mediados 

por mTOR, que, actuando en las células de glía, reducen el daño neuronal.  
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3. Efecto del OGD sobre modelos celulares de la enfermedad de Alzheimer 

La isquemia cerebral y la enfermedad de Alzheimer guardan una estrecha relación en donde la hipoxia o eventos 

isquémicos suponen un factor de riesgo extra para el desarrollo de la EA. Respecto a la actividad de mTORCs, 

trabajos previos han descrito que la isquemia cerebral induce una disminución en la actividad de ambos 

complejos de forma opuesta a la EA, en donde se ha observado una hiperactividad de estos (Benito-Cuesta et 

al., 2021; Caccamo et al., 2013; Caccamo et al., 2011). Por ello, el último objetivo de este trabajo ha sido explorar 

el efecto del OGD sobre cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratones APP/PS1, modelo de la 

EA, sobre la actividad de mTORCs y su efecto en la amiloidosis neuronal.  

3.1. El OGD reduce la hiperactividad de mTORCs en neuronas Tg  

En primer lugar, verificamos que el OGD generaba una disminución en la actividad de mTORC1 en neuronas Tg 

similar a la observada en neuronas Wt mediante el uso cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de 

ratones Wt y Tg APP/PS1, ambos hermanos de camada y de mismo fondo genético, y los sometimos a varios 

tiempos de OGD.  

Nuestros resultados mostraron que el OGD genera una reducción en la actividad de la vía PI3K/Akt/mTORC1 y 

en la actividad de ambos mTORCs de una forma dependiente al tiempo de exposición al OGD, de forma similar 

a la observada previamente en neuronas Wt. A pesar de la escasez de datos sobre el efecto del OGD en neuronas 

Tg APP/PS1, estos resultados siguen la línea de lo reportado por otros autores en donde el OGD genera una 

disminución en la actividad de dicha de señalización y en consecuencia sobre la actividad de mTORC1 (Dai et al., 

2017; Zhi et al., 2020). Asimismo, hemos observado como las neuronas Tg presentan una mayor activación en 

la actividad de la vía PI3K/Akt/mTORC1 y en la actividad de mTORCs, en comparación a las neuronas Wt, del 

mismo modo que lo reportado por otros autores en cerebros humanos post mortem, y en modelos animales y 

celulares de la EA (Benito-Cuesta et al., 2021; Caccamo et al., 2013; Pei & Hugon, 2008). Una de las posibles 

causas que permitirían explicar esta mayor actividad es el efecto de la unión del péptido βA a los receptores de 

membrana, los cuales estimularían la actividad de la vía PI3K/Akt/mTORC1 (Caccamo et al., 2011). 

Además, hemos observado como el OGD genera activación transitoria de la actividad de AMPK similar a la 

observada en neuronas Wt con efecto diferencial en dos de sus dianas directas: p-ACC y ULK-1 p-Ser555. La 

diferencia de fosforilación observada entre p-ACC y ULK-1 en Ser555, dianas directas de AMPK, sugieren una 

preferencia de substrato, siendo necesario la realización de experimentos futuros para elucidar el mecanismo 

por el cual se desencadena esta preferencia de substrato.  

A continuación, analizamos si el OGD tenía un impacto análogo tanto en la supervivencia como en la morfología 

neuronal frente a las neuronas Wt. En condiciones basales observamos que las neuronas Tg presentaban mayor 

vulnerabilidad mostrando una mayor tasa de apoptosis, menor viabilidad mitocondrial y una reducción en la 
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longitud de neuritas respecto a las neuronas Wt, a pesar de la hiperactivación basal de la ruta PI3K/Akt/mTOR. 

Esta observación fue corroborada tras una exposición corta al OGD, en la que observamos una mayor reducción 

en la reducción de la viabilidad mitocondrial y la longitud axonal, de neuritas y en el promedio de neuritas por 

cada neurona. Según la hipótesis más aceptada, la secreción del péptido βA podría generar en el medio de 

cultivo oligómeros tóxicos que desencadenan alteraciones en la homeostasis neuronal entre las que podría 

destacar la hiperfosforilación de Tau (Selkoe & Hardy, 2016), lo que desencadenaría a nivel celular la disfunción 

mitocondrial, estrés oxidativo, alteraciones en la señalización celular y muerte neuronal  (Ferrari, C. et al. 2021; 

Gulisano, W. et al. 2018), lo que nos permitiría explicar las diferencias basales entre ambos genotipos 

neuronales. Además, el uso de inhibidores de la γ-secretasa neuronal refuerzan dicha hipótesis, dado que se ha 

observado un efecto neuroprotector disminuyendo la acumulación intraneuronal de βA (Strömberg et al., 2015; 

Zhang et al., 2011), corroborando su efecto sobre la mayor vulnerabilidad de las neuronas Tg en comparación 

con las Wt (Baldassarro et al., 2017). 

3.2. Efecto del OGD sobre la amiloidosis neuronal 

A continuación, quisimos determinar si el OGD podría tener efecto en la amiloidosis neuronal. Mediante ELISA 

específico contra el βA humano, nuestros resultados mostraron que el OGD redujo significativamente la 

secreción del péptido βA al medio de cultivo. Seguidamente, recurrimos al WB para determinar si existía alguna 

alteración en los niveles de APP o BACE-1 que permitieran explicar este resultado. Observamos que el OGD 

reducía de una forma dependiente del tiempo los niveles totales de APP sin afectar a los niveles de BACE-1. A 

pesar de que en la bibliografía no existen trabajos reportados que se aproximen al modelo de OGD empleado 

en este trabajo, numerosos autores han reportado resultados contrarios donde mediante el uso de modelos 

animales y celulares de la EA sometidos a eventos de hipoxia u OGD han observado un incremento tanto en los 

niveles de BACE-1 como en los de APP, así como un aumento en la secreción y formación de placas ricas en βA 

(Baldassarro et al., 2017; Liu et al., 2016; Sun et al., 2006). 

Ante estos resultados, pensamos que la activación transitoria de AMPK y la inhibición de mTORC1 tras el OGD 

podrían estar teniendo un efecto inductor de la respuesta autofágica que permitiera explicar el descenso en los 

niveles totales de APP y de βA secretado. Mediante WB, observamos que el OGD estaba generando un 

incremento transitorio y defectivo en la respuesta autofágica tal y como muestran los niveles de LC3 II y los 

adaptadores autofágicos p62 y NBR1, de forma análoga a lo observado previamente en las neuronas Wt.  

A la vista de estos resultados, decidimos explorar el papel de otras vías celulares implicadas la proteólisis, para 

explorar si alguna de estas estaba implicada en los resultados observados. Mediante el uso de bloqueantes del 

resto de vías de proteolíticas de la célula como el inhibidor del proteasoma MG132 y la cloroquina, como un 

inhibidor de toda actividad lisosomal, observamos que la reducción en la amiloidosis no se debía a un 
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procesamiento proteolítico de la proteína APP que derivase en una menor secreción de βA, dado que no 

observamos diferencias mediante el análisis por ELISA.  

Estos resultados sugieren que la reducción en la amiloidosis pueda deberse a un mecanismo transcripcional que 

estamos tratando de determinar. Nuestra hipótesis actual sugiere que los efectos observados del OGD sobre la 

amiloidosis neuronal pueda deberse al modelo empleado. El doble murino transgénico APPswe/PSEN1 presenta 

de sobreexpresión app humano controlado por un fragmento promotor del prión (PrP). Algunos estudios han 

demostrado que la hipoxia induce la estabilización del factor inducible por hipoxia 1-α (HIF-1α) (Ashok et al., 

2017; Wang et al., 2021) el cual podría ejercer como factor de transcripción activador o represor de múltiples 

promotores entre los que se encuentra el promotor del PrP. Por ello, es necesario realizar abordajes 

complementarios que nos permitan elucidar si los resultados obtenidos son producto de un artefacto genético 

del modelo empleado.  
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1. El OGD desregula de forma diferente la actividad de mTORCs en cultivos primarios de neuronas y 

astrocitos. En neuronas, existe una disminución de dicha actividad dependiente del tiempo de 

exposición al OGD, mientras que, en astrocitos, existe una reducción inicial que se recupera tras tiempos 

de prolongados de exposición.  

OGD deregulates mTORCs activity in primary cultures of neurons and astrocytes differently. In neurons, 

the activity diminution is time-dependent, whereas, in astrocytes, the initial reduction of activity is 

recovered after long-time exposures to OGD. 

2. La desregulación de las vías de señalización PI3K/Akt y AMPK es la responsable de los cambios en la 

actividad de mTORC1 observados en ambos tipos celulares, y no debido a variaciones en su localización 

celular. 

Deregulation of PI3K/Akt and AMPK signaling pathways are responsible for the observed changes in 

mTORC1 activity in both cellular types, rather than variations in its cellular localization. 

3. El OGD reduce la viabilidad celular y la IMP, tanto en astrocitos como en neuronas. Sin embargo, 

solamente induce la muerte celular por apoptosis en neuronas. 

OGD reduces cell viability and IMP, in both astrocytes and neurons. However, OGD induces cell death by 

apoptosis in neurons only.  

4. La desregulación de mTORCs tras el OGD reduce el tamaño celular e induce la respuesta autofágica de 

manera transitoria en neuronas, mientras que, en astrocitos, induce un incremento en los niveles de 

GFAP, cambios morfológicos y una ralentización en la tasa de proliferación celular.  

mTORCs deregulation after OGD in neurons reduces cell size and induces transiently autophagy, while in 

astrocytes, it induces an increase in GFAP levels, morphological changes, and a slowdown cell 

proliferation rate.  

5. Los abordajes de regeneración neuronal tras OGD como la ReOx o el precondicionamiento con 

rapamicina no muestran efectos positivos. Sin embargo, el ACM presenta un efecto neuroprotector.  

After OGD, neuronal regeneration approaches such as ReOx or rapamycin preconditioning do not show 

positive effects. However, ACM has a neuroprotective effect.  

6. La administración de rapamicina en ratones reduce el volumen de lesión isquémico, disminuyendo tanto 

la pérdida neuronal como la respuesta glial. 

Rapamycin administration in mice reduces the ischemic injury volume, decreasing both neuronal loss and 

glial response. 
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7. Las neuronas Tg APP/PS1 presentan una mayor actividad basal de la vía PI3K/Akt y de mTORCs respecto 

a las neuronas Wt, reduciendo su actividad tras el OGD de forma análoga.  

Tg APP/PS1 neurons have a higher basal PI3K/Akt and mTORCs activities than Wt neurons, decreasing 

their activity after OGD in an analogous way.  

8. Las neuronas Tg APP/PS1 son más vulnerables al OGD que las neuronas Wt, mostrando una reducción 

en tamaño, tasa de supervivencia y viabilidad más rápida. Sin embargo, el OGD induce una respuesta 

autofágica similar en neuronas Tg APP/PS1 y Wt. 

Tg APP/PS1 neurons are more vulnerable to OGD, showing a faster reduction in size, survival rate and 

viability than Wt neurons. However, OGD induces a similar autophagic response in Tg APP/PS1 and Wt 

neurons. 

9. El OGD reduce la amiloidosis neuronal disminuyendo los niveles totales de la proteína APP sin afectar a 

la actividad de la secretasa BACE-1, mediante mecanismos independientes de proteólisis celular.  

OGD reduces neuronal amiloidosis decreasing total APP protein levels without BACE-1 activity changes, 

through mechanisms independent of cellular proteolysis. 
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