Universidad Autonoma
de Madrid

FACULTAD DE CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

TESIS DOCTORAL

PAPEL DE mTOR EN LA FISIOLOGIAY PATOLOGIA CEREBRAL
Role of mTOR in brain physiology and pathology

Mario Villa Gonzalez



Madrid, 2022/23

Universidad Autonoma
de Madrid

FACULTAD DE CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

Tesis doctoral presentada por
MARIO VILLA GONZALEZ

Para optar al grado de Doctor

por la Universidad Auténoma de Madrid

PAPEL DE mTOR EN LA FISIOLOGIAY PATOLOGIA CEREBRAL
Role of mTOR in brain physiology and pathology

Trabajo codirigido por
la Dra. Maria José Pérez Alvarez
Profesora Titular de la Universidad Auténoma de Madrid
y
el Dr. Francisco Wandosell Jurado

Profesorde Investigacién del CSIC en el Centro de Biologia Molecular ‘Severo Ochoa’

La presente Tesis Doctoral ha sido realizada en la Facultad de Biologia (UAM)y en el Centro de
Biologia Molecular ‘Severo Ochoa’ (UAM-CSIC)



P
U A Universidad Autonoma
de Madrid

Maria José Pérez Alvarez, Profesora titular de la Universidad Auténoma de Madrid y Francisco

Wandosell Jurado, Profesorde Investigacion del CSIC del Centro de Biologia Molecular ‘Severo Ochoa’
INFORMAN:

Que la presente Tesis Doctoral, titulada Papel de mTOR en la fisiologia y patologia cerebral/Role of
mTOR in brain physiology and pathology, ha sido realizada bajo nuestra direccion por Mario Villa
Gonzalez, considerando que se encuentra en condiciones de ser presentaday defendida publicamente

para optar al grado de Doctor por la Universidad Auténoma de Madrid.

Fdo. Maria José Pérez Alvarez Fdo. Francisco Wandosell Jurado

Departamento de , C B M
|U|.U G \ A .,a Severo Ochoa

»
|Ll\l\LR51DAD ALIOI\ OMA ( < 4 \ CS]C U\M




A mis padres,
a mi hermana

y a todos mis seres queridos



Sin lugar a duda, los agradecimientos son la parte mas dificil de escribir, y mas adn para aquellos que escribir
nos supone un suplicio. Resulta complicado agradecer de forma breve el apoyo de toda la gente que me ha
ayudado a superar esta etapa, en donde sentimientos como la ilusidn, la euforia, la frustracién o el desanimo,
han marcado el guidon de mis dias durante estos afios. Por ello, si me olvido de alguien, espero que no me lo

tenga en cuenta.

Mamd, papd y mi hermana Laura, el final de mi Tesis Doctoral no solo es fruto de mi esfuerzo, sinotambién del
vuestro. El apoyo incondicional que dia a dia me habéis ofrecido al llegar a casa os hace tan participes como yo
de este resultado. A pesar de no haber contribuido en conocimiento o técnica, los valores que me habéis
inculcado convuestro ejemplo como el esfuerzo, la responsabilidad o la humildad, siempre han estado presentes
inconscientemente en cada dia de trabajo. Gracias por vuestroaguante cuando la frustracidn era el protagonista
del dia, y gracias por todo el carifio y medios que habéis desplegado para que todo esto saliera adelante. Sin
vosotros nada de esto hubiera sucedido, os estaré eternamente agradecido. Marta, mi compafiera de vida,
gracias por soportarme, apoyarme y recordarme que llegaré a ser un gran cientifico. De no ser por ti, hubiera

abandonado la tesis una y mil veces. De nuevo, gracias a los cuatro. Sois los pilares de mi vida.

Hoy me identifico como un sujeto mas del efecto tunel que existe en las carreras de ciencia, donde la Tesis
Doctoral parece la Unica salida profesional. Sin embargo, estos afios me han permitido conocer maravillosas
personas que han contribuido a que hoy sea como soy. Solo por eso, la Tesis Doctoral ya ha tenido sentido.
Quiero empezar agradeciendo a todo el personal de los servicios tanto cientificos, técnicos como de limpieza

del CBMSOYy de la Facultad de Biologia, sinvuestro esfuerzogran parte del trabajo no seria posible.

A todos mis compaieros y amigos del CBMSO. Lara, Marta y Sergio, haber compartido con vosotros cada dia de
esta etapa hace que me sienta muy orgulloso gracias a personas como vosotros. A nivel laboral habéis sido unos
auténticos profesionales, pero a nivel personal no tengo palabras para agradeceros todo lo que habéis hecho
por mi. Esta tesis también es el resultado de vuestra dedicacidn, porque siempre he tenido vuestrohombro para
apoyarme. Carol, eres el claro ejemplo de que eltiempo es efimero. Gracias por aparecer en nuestro laboratorio,
y demostrarme tucarifio y ayuda en cuestion de meses. Irene, gracias por ayudarme a dar mis primeros pasos.
Berta y Gonzalo, gracias por vuestra ayuda siempre que lo he requerido. Saul, Andrés y Alfredo, habéis hecho
gue mis obstaculos sean menores, gracias por todo. Gracias al resto de compafieros que han dejado su granito
de arena, especialmente a /vo, fuiste, eres y serds un referente cientifico para mi. Gracias por tus valiosos
consejos. A todos vosotros y al resto de personas que han pasado por el laboratorio, gracias, habéis sido los

mejores compafieros que uno puede tener.

El desarrollo de la Tesis Doctoral no solo me ha hecho crecer a nivel cientifico, sino también a nivel profesional.
Me identifico como una persona reacia a salir de mi zona de confort, pero es precisamente fuera de esta donde

comienza el aprendizaje.



Por ello, quiero agradecer, a toda la gente que ha hecho que mi estancia en Caen fuera una leccién de vida,
mucho mas importante y satisfactoria que el mejor resultado que podamos encontrar en este manuscrito.
Gracias al Dr. Denis Vivien por aceptarme e interesarse en el desarrollo de mi tesis. Marina, gracias por todo lo
gue hiciste por mi, por tu dedicacion y esfuerzo. Gracias a Manu, fuiste mi apoyo dia a dia. Sin darme cuenta,
me llevé un granamigo. De nuevo, solo por esto, la estancia ya tiene sentido. Gracias a toda la gente que dedicé
su tiempo en conocerme y ayudarme: Damien, Florent, Sara, Maxime, Thomas, Paul, Jonathan, Fanny, Celia,

Bart, Quentin, ... Mercibeaucoup!

A todos mis compafieros y amigos de la Facultad de Biologia. Sin duda, habéis hecho que me sienta como en
casa. Pablo Lopez, Pablo Palau, Pablo Baladrdn, Luis, Julia, Félix y resto de estudiantes, infinitas gracias por
permitirme compartir momentos con vosotros tanto a nivel profesional como personal, y hacer que cada dia
haya sido mas llevadero, pues los problemas compartidos menos problemas son. Gracias por cada sonrisa que

me habéis sacado, incluso en los peores dias. Se que me llevo grandes amigos.

Paula y Gerardo, habéis sido los mejores estudiantes y compafieros que uno pueda tener. Paula, gracias por
iluminar el laboratorio con tu energia y dedicacién. Desde el primer momento supe que eras una persona en la
gue confiar y no me equivoqué. Gerardo, mi querido Jerry, has sido lo mejor y lo peor que me ha pasadoen la
tesis, tl ya lo sabes. Eres sacrificio, ilusidn y lucha, incluso cuando la vida da giro de 360°. Has sido la persona

gue ha dado sentidoa todo, cuando todo carecia de sentido. Gracias por que tu locura apareciera en mi vida.

Gracias a todos mis amigos fuera de la universidad, que dia tras dia han hecho evadirme de los malos momentos
y me han ofrecido su apoyo. Gracias por entender, aunque sea complicado para la mente humana, que los

ratones y células no entienden de fin de semana ni de dias de fiesta.

Para terminar, quiero agradecer a mis directores la confianza que depositaron en mi cuando ni apenas sabia
coger una pipeta. Paco, muchas gracias por aceptarme y dirigirme en cada escollo del camino. Sin duda, has sido
un excelente director haciendo facil lo dificil. Gracias por brindarme tucercaniay paciencia, sialguna vez saqué
los pies del tiesto. Ha sido un placer trabajar a tu lado. Gracias Maria José, por ser la persona que lo ha dado
todo por serlo que soy hoy. Gracias por apostar por mi de forma ciega, y por transmitirme tu espiritu luchador
y tu capacidad de aguante, la cual he puesto a prueba dia siy dia también, y que espero seguir desafiando.
Gracias por tus consejos a nivel profesional, pero sobre todo por arroparme en lo personal. Gracias a ti, he
crecido por encima de mis expectativas. Creo que nunca podre devolverte todo lo que has hecho por mi. Siempre

estaré endeuda contigo.
Esperohaber estadoa la altura con todos y cada uno de vosotros, ya que vosotros lo habéis hecho conmigo.

En definitiva, infinitas gracias a todos.



INDICE



ABREVIATURAS

RESUMEN

ABSTRACT

I
1.

H W N

INTRODUCCION
Introduccidén
MTOR y su papel en el Sistema Nervioso Central
2.1. Estructuradela proteina y complejos mTOR
2.2. Sefializacién upstream de mTORC1
2.2.1. Regulacién de mTORC1 mediada por factores tréficos
2.2.2. Regulacion de mTORC1 medida por la glucosay el oxigeno
2.2.3. Regulacién de mTORC1 mediada por aminoacidos
2.3. Sefializacién downstream de mTORCs
2.3.1. Dianasy respuestas dirigidas por mTORC1
2.3.2. Dianasy respuestas dirigidas por mTORC2
Patologias del Sistema Nervioso Central asociadas a la desregulacion de mTOR
3.1. El accidente cerebrovascular de tipo isquémico
3.1.1. Patologia de laisquemia cerebral
3.1.2. Estrategiasterapéuticasfrente a laisquemia cerebral
3.1.3. Modelos celulares y animales para el estudio de isquemia cerebral
3.1.4. Papel de mTORCs en laisquemia cerebral
3.2. Laenfermedad de Alzheimer
3.2.1. APP y su procesamiento postraduccional
3.2.2. Hipétesis de la cascada amiloidogénica

3.2.3. Disfuncion de la via de mTOR en la enfermedad de Alzheimer

3.2.4. La isquemia cerebral como factor de riesgode la enfermedad de Alzheimer

OBJETIVOS
MATERIALY METODOS
Animales
Modelo transgénico de la enfermedad de Alzheimer

Aislamientodel ADN genémico y genotipado

Modelo in vivo de isquemia cerebral mediante la inyeccién de trombina intravasal

4.1. Administracion de rapamicina a ratones
4.2. Adquisicidn de imagenes mediante resonancia magnética

Cultivos primarios de neuronas y astrocitos de corteza cerebral de ratén

O 00 00 N U1 w O

12
13
14
15
15
17
18
18
18
21
21
22
23
25
26
27
28
30
32
33
33
33
34
34
35
35



5.1. Compuestos administrados a cultivos celulares
6. Modelo exvivo de isquemia cerebral
7. WesternBlot
7.1. Extraccidnde proteinas, cuantificacion y preparacién de las muestras
7.2. Electroforesis y transferencia
7.3. Inmunodeteccién de proteinas mediante anticuerpos
8. Andlisis mediante inmunohistoquimica e inmunocitoquimica
8.1. Inmunohistoquimica
8.2. Inmunofluorescencia
9. Adquisicion de imagenes mediante microscopia
10. Andlisis de colocalizacidn y posicionamiento de proteinas
11. Citometria de flujo
12. Andlisis de la integridad celular
12.1. Medida de viabilidad celular por MTT
12.2. Medida de la integridad de la membrana plasmadtica por rojo neutro
13. Andlisis estadistico
Iv. RESULTADOS
1. Analisis del papel de mTORCs en modelos celulares de isquemia cerebral
1.1. Analisis del papel de mTORCs en neuronas
1.1.1. EI OGD reduce la actividad de mTORCs induciendo la muerte por apoptosis
1.1.2. La actividad de mTORC1 no es recuperable tras exposiciones prolongadas al
0GD
1.1.3. Impactodel OGD en las respuestas celulares dirigidas por mTORCs
1.1.3.1. EI OGD induce la autofagia de forma transitoria y defectiva
1.1.3.2. EI OGD reduce el tamafio neuronal
1.1.4. Efecto precondicionamiento con rapamicina frente al OGD
1.1.5. Medios condicionados de astrocitos
1.2. Analisis del papel de mTORCs enastrocitos
1.2.1. EI OGD desregula la actividad de mTORCs
1.2.2. EI OGD no induce la muerte celular por apoptosis
1.2.3. Impactodel OGD en las respuestas celulares dirigidas por mTORCs
1.2.3.1. EI OGD incrementa los niveles de GFAP e induce cambios morfolégicos
1.2.3.2. EI OGD ralentiza la tasa de divisién celular de astrocitos

2. Analisis del papel de mTORCs en modelos animales de isquemia cerebral

36
36
37
37
37
38
39
39
40
41
41
41
41
41
42
42
43
44
44
44
49

51
51
52
54
56
59
59
62
63
63
65
67



VI.
VII.
VIII.

2.1. Laadministracién de rapamicina disminuye el volumen de lesién isquémico
2.2. Efecto de la rapamicina sobre la actividad de mTORCs
2.3. Efecto de la rapamicina sobre las neuronas tras la MCAO
2.4. Efecto de la rapamicina sobre las células de la glia tras la MCAO
Analisis del papel de mTORCs en modelos celulares de la enfermedad de Alzheimer
3.1. Analisis del papel de mTORCs en neuronas Tg APP/PS1
3.1.1. EI OGD reduce la hiperactividad de la via PI3K/Akt/mTORC1 en neuronas Tg
3.1.2. EI OGD induce la muerte celular en neuronas Tg
3.2. Analisis del impacto del OGD sobre la amiloidosis neuronal
DISCUSION
Efecto del OGD en modelos celulares de isquemia cerebral
1.1. EI OGD tiene un impactodiferente en la actividad de mTORCs en neuronas y
astrocitos
1.2. Impactodel OGD en las respuestas celulares dirigidas por mTORCs en neuronas y
astrocitos
1.3. LaReOx Yy el precondicionamiento con rapamicina resultan abordajes ineficaces
para la regeneracion de los cultivos neuronales tras el OGD
Efecto de la inhibicion de mTORCs en modelos animales de isquemia cerebral
Efecto del OGD sobre modelos celulares de la enfermedad de Alzheimer
3.1. EI OGD reduce la hiperactividad de mTORCs en neuronas Tg
3.2. EI OGD reduce la amiloidosis neuronal
CONCLUSIONES / CONCLUSIONS
BIBLIOGRAFIA
ANEXO

67
68
69
70
73
74
74
76
77
82
83
83

87

90

92
93
93
94
96
99
115



ABREVIATURAS



4EBP
aas
A1/A2
ACM
ACV
ADNg
ADP
Akt
AMP
AMPK
APP
ATP
BA
BACE-1
BafAl
BBB
BDNF
CC3
DIV
DMEN
EA
EAE
EAF
elFs
GDP
GFAP
GPCR
GTP
HBSS
HIF-1a
IF

IL
IGF-1
HQ
IMP
M1/M2
MCAO

MEM
mTOR
mTORC1
mTORC2
mTORCs
MTT

Eukaryotic translation initiation factor 4E-Binding Protein
Aminoacidos (Aminoacids)

Astrocitotipo Al (inflamatorio) o A2 (neuroprotector)

Medio condicionado de astrocitos (Astrocytes Conditioned Medium)
Accidente cerebrovascular

AND gendmico

Adenosin bifosfato (Adenosine biphosphate)

Proteina quinasa B (Protein kinase B)

Adenosin monofosfato (Adenosine monophosphate)

Adenosin monofosfato quinasa (Adenosine Monophosphate Kinase)
Proteina Precursora del Amiloide (Amyloid Precursor Protein)
Adenosin trifosfato (Adenosine triphosphate)

Péptido B-Amiloide (Amyloid-B peptide)

a-secretasa

Bafilomicina Al

Barrera hematoencefalica (Blood Brain Barrier)

Factor neurotroéfico derivado del cerebro (Brain Derived Neurotrophic Factor)
Caspasa 3 Cortada (Cleaved Caspase 3)

Dias in vitro

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Enfermedad de Alzheimer

Enfermedad de Alzheimer Esporadica

Enfermedad de Alzheimer Familiar

Factores de iniciacidon eucariotas (eukaryotic Initiation Factors)
Guanosin di-fosfato (Guanosine diphosphate)

Proteina acidica fibrilar glial (Glial fibrillar acid protein)

Receptor acoplado a proteina G (G Protein-Coupled Receptor)
Guanosin tri-fosfato (Guanosine triphosphate)

Hanks’ Balance Salt Solution

Factorinducible por hipoxia 1a (Hypoxia inducible factor 1c)
Inmunofluorescencia

Interleuquina

Factor de crecimientosimilar ala insulina (Insulin Growth Factor 1)
Inmunohistoquimica

Integridad de la Membrana Plasmatica

Microglia tipo Al (inflamatoria) o M2 (neuroprotectora)

Oclusidn de la arteria cerebral media (Middle Cerebral Artery Occlusion)
Minimum Essential Medium

Diana de la rapamicina en mamiferos (mammalian Target of Rapamycin)
Complejo 1 de mTOR (mTOR Complex 1)

Complejo 2 de mTOR (mTOR Complex 2)

Complejos 1y 2 de mTOR (mTOR Complexes)
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltretrazoliode bromo



NB/27
NGF
NT
0GD
P70S6K
PBS
PBS-T
PCR
PDK1
PFA
PI3K
PIP,
PIP;
PKB/Akt

pMCAO

PrP
PSEN1/2
Rag
Raptor
REED1
ReOx
Rheb
Rictor
ROS
RTK

S6

Ser
SNC

SREBP

Thr
TSC

Tg
tMCAO
tPA

Tyr
ULK
VEGF
Wit

WB

Neurobasal+B27

Factor de crecimiento nervioso (Nerve Growth Factor)

Neurotrofina (Neurotrophin)

Privacion de oxigeno y glucosa (Oxygen Glucose Deprivation)

Proteina ribosomal 70S quinasa (Ribosomal Protein 70 S6 Kinase)

Tampodn salino fosfato (Phosphate Buffered Saline)

Tampdn salino fosfato (Phosphate Buffered Saline) + Tween

Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

Quinasa dependiente del 3-fosfoinositido 1 (Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase-1)
Paraformaldehido

Fosfatidilinositol-3-quinasa (Phosphatidylinositol-3-kinase)

Fosfatidilinositol bifosfato (Phosphatidylinositol Biphosphate)

Fosfatidilinositol trifosfato (Phosphatidylinositol Triphosphate)

Proteina quinasa B o Akt (Protein Kinase B or Akt)

Oclusion permanente de la arteria cerebral media (permanente Middle Cerebral Artery
Occlusion)

Proteina pridnica

Presenilina 1/2 (Presenilin 1/2)

Ras-related GTP binding

Regulatory associated protein of mTOR

Regulated in development and DNA amage and development 1

Reoxigenacion

Homodlogo de Ras enriquecido en cerebro (Ras homolog enriched in brain)
Rapamycin-insensitive companion of mTOR

Especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species)

Receptor tirosina-quinasa

Proteina ribosomal S6 (S6 ribosomal protein)

Serina

Sistema Nervioso Central

Proteinas de unidn a elementos reguladores de esteroles (Sterol Regulatory Element-
Binding Proteins)

Treonina

Complejo de esclerosis tuberosa (Tuberous Sclerosis Complex)
Ratontransgénico

Oclusién transitoria de la arteria cerebral media (transient Middle Cerebral Artery Occlusion)
Activador del plasmindgeno tisular (tissue Plasminogen Activator)

Tirosina

Unc-51 like autophagy activating kinase

Factor de crecimiento endothelial vascular (Vascular Endotelial Growth Factor)
Ratonsalvaje (Wyld type)

Western Blot




RESUMEN



mMTOR es una quinasa que se encuentra en la célula formando parte de dos complejos: mTORC1y mTORC2
(mTORCs). Ambos complejos son capaces de coordinar diferentes respuestas celulares de caracter anabdlicoy
catabdlico con el objetivo de mantener la homeostasis celular. Debido a su localizacién celular, mTORCs son
considerados centros integradores de sefiales, pues suactividad se encuentra determinada por la disponibilidad
de determinados nutrientes que convergen en ellos mediante diferentes vias de sefializacién molecular. mTOR
adquiere un papel relevante en el Sistema Nervioso Central (SNC) y su desregulaciéon se encuentra asociada a
diversas patologias neurodegenerativas, entre las que estan laisquemia cerebral o la enfermedad de Alzheimer
(EA). Si bien ambas enfermedades presentan una etiologia 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 hipdxicos. Ademas, ambas patologias presentan
una desregulacidn diferente en la actividad de mTORCs. Por ello, en la presente Tesis Doctoral hemos decidido

explorar el papel de mTOR en la isquemia cerebraly 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 ratén
expuestos a una privacion de oxigeno y glucosa (OGD), hemos confirmado que existe una desregulacién de la
actividad de mTORCs distinta, en cada uno de los tipos celulares, debido a cambios desiguales enla actividad de
las vias 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 autofagica y una reduccién del tamano neuronal dependiente del tiempo. En
astrocitos, hemos observado cambios morfolégicos, incremento en los niveles de GFAP y una ralentizaciéndela
tasa de division celular, sin afectar a su supervivencia. Debido a la vulnerabilidad de las neuronas al OGD,
realizamos varios abordajes de regeneracién como la reoxigenacién (ReOx) y la induccion de la autofagia que no
mejoraron la viabilidad de los cultivos. Sin embargo, el uso de medios condicionados por astrocitos (ACM)
mostré un efecto neuroprotector, sugiriendo la importancia de las células de glia en los procesos de
regeneracion neuronal. Curiosamente, la inhibicion de mTORCs mediante la administracién de rapamicina en
ratones isquémicos, redujo el volumen de lesién cerebral disminuyendo la pérdida neuronal debido, en parte, a
una reduccion en la respuesta glial. Lo que confirma el beneficio frente al dafio isquémico, de la modulacién de
la actividad de mTORCs glial, como posible herramienta terapéutica. En segundo lugar, mediante el uso de
cultivos neuronales del ratédntransgénico (Tg) APP/PS1, modelo de la EA, hemos caracterizado que las neuronas
Tg presentanuna mayor actividad de la via PI3K/Akt/mTORC1, asi como una mayor vulnerabilidad al OGD que
las neuronas Wt. Ademads, hemos observado que el OGD genera una reduccidn en la amiloidosis neuronal
mediante mecanismos independientes de la protedlisis de la proteina 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

neurodegeneracidn asociada a ambas enfermedades.



ABSTRACT



mTOR is an intracellular kinase that being part of two complexes named mTORC1and 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
mMTORCs 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 activities 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 mMTORCs 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 observedthat 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 mMTOR as a therapeutic target to reduce the

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

obstante, de forma simultanea, 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 patologias suponen un elevado impacto en la
poblacién con considerables costes socioecondmicos. 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
ningun tratamiento efectivo ante ambas enfermedades, siendo necesario explorar nuestras estrategias
terapéuticas que permitanfrenar el avance de la consecuente neurodegeneracién asociada. Entodas las células
eucariotas, la disponibilidad y cantidad de nutrientes regulan el equilibrio entre respuestas anabdlicas y
catabdlicas, manteniendo asi 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 patologias. En base a ello, comprender tanto los mecanismos reguladores de estos procesos
como los efectos de su modulacidon podria ser un aspecto clave para la optimizacién de nuevos abordajes

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

Ante este escenario, la proteina 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
desregulacion de mTOR se encuentra relacionada con el desarrollo de diversas patologias de cardacter
neurodegenerativo. Por ello, el estudio de sus mecanismos de regulaciény los efectos sobre esta quinasa, podria
proporcionar nuevos enfoques terapéuticos que eviten los efectos negativos enfermedades relacionadas con el

envejecimiento (Weichhart, 2018).

2. mTORYy su papel en el Sistema Nervioso Central

La diana de la rapamicina en células de mamifero o mTOR (del inglés mammalian Target Of Rapamycin) es una
proteina quinasa serina y treonina atipica, perteneciente a la familia de proteinas relacionadas con la
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI13K). mTOR se encuentra en la célula formando parte de dos grandes complejos
proteicos denominados mTORC1 y mTORC2, donde interacciona con otras proteinas actuando como centro

cataliticode estos (Laplante & Sabatini, 2012).

El descubrimiento de la rapamicina o sirolimus se remonta al afio 1965, cuando una expedicién canadiense en
la Isla de Pascua (Chile) aisl6 el principio activoa partir de la bacteria Streptomyces hygroscopicus (Vézina et al.,
1975). Tras la descripcidn de sus propiedades antibidticas, se descubrié que dicho compuesto podia ejercer
funciones antifungicas e inmunodepresoras, expandiéndose su uso en clinica (Marx & Marks, 2001; Meiser et

al., 1991).



Afos posteriores, el uso de la rapamicina en varias pruebas en levadura permitio identificar los genes TOR1y
TOR2 como dianas de dicho farmaco (Cafferkey et al., 1993; Kunz et al., 1993) y, posteriormente, diferentes
experimentos bioquimicos permitieron aislar, purificar e identificar a mTOR como diana de la rapamicina
(Sabatiniet al., 1994; Sabers et al., 1995).
2.1. Estructuradelaproteinay complejos mTOR

mTOR es una proteina muy conservada evolutivamente que presenta varios dominios mediante los cuales
interacciona con las diferentes proteinas que conforman sus complejos MTORC1y mTORC2 (mTORCs) (van Dam
etal., 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/transformacién-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).

Rapamycin

N-terminal C-terminal

HEAT FAT FRB Kinase FATC
repeats domain

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 interaccidn con larapamicina, el dominio quinasay el dominio FATC en el extremo C-terminal. Imagen modificada de
Cargnello etal., 2015.

Desde un punto de vista estructural, mTORCs estanformados tanto por proteinas comunes a ambos complejos
como por proteinas especificas de cada uno de ellos. Ademads de la propia mTOR, la cual actia como centro
cataliticode mTORCs, Deptor (DEP domain containing mTOR interacting protein), mLST8 (mammalian lethal with
Sec13 protein 8) y el complejo Tti2/Tel2 son proteinas comunes a ambos. Raptor (Regulatory associated protein
of MTOR)y PRAS40 (Proline-rich Akt substrate 40 kDa) son proteinas especificas del complejo mTORC1, mientras
gue Rictor (Rapamycin-insensitive companion of mTOR), mSinl (Mammalian stress-activated map kinase-
interacting protein 1) y Protorl/2 (Protein observed with Rictor 1 and 2) son proteinas especificas 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 funcidon de las proteinas que los conforman se recoge a

continuacién en la Tabla 1.



Raptor )~ ~ PRAS40

Deptor ) |
Protor1/2

mTORC1 mTORC2

Figura 2. Estructura proteicade los complejos mTORC1 y mTORC2. mTOR, Deptor, mLST8 y Tit1/Tel2 (azul) son proteinas comunes para
ambos complejos de mTOR. Raptor y PRAS40 (granate) son proteinas especificas de mTORC1 mientras que Rictor, mSin1, Protor1/2
(amarillo) son proteinas especificasde mTORC2. Imagen obtenida de Villa-Gonzalez et al., 2022.

mTORC1 mTORC2
mTOR Serina/Treonina quinasa mTOR Serina/Treonina quinasa
Deptor Inhibidor de mTOR Deptor Inhibidor de mTOR
mLSTS Regulador de la actividad de mTORC1 mLSTS Regulador de la actividad de mTORC2
Tit2/Tel2 Proteinas de andamiaje reguladoras del Tit2/Tel2 Proteinas de andamiaje reguladoras del
ensamblaje y estabilidad de mTORC1 ensamblaje y estabilidad de mTORC1
Proteina de andamiaje reguladora del . Proteina de andamiaje reguladora del
Raptor ensamblaje, localizacién e interaccién de Rictor ensamblaje, localizacién e interaccién de
substratos de mTORC1 substratos de mTORC2
Inhibidor de mTORC1 . Proteina de andamiaje reguladora del
PRAS40 mSinl ensamblaje, localizacién e interaccion de
substratos de mTORC2
Protorl/2 Proteinareguladorade actividad de mTORC2

Tabla 1. Funcion de las proteinas que conforman mTORCs. A la izquierda se describen las funciones de las proteinas que forman el
complejo mTORC1 y a la derecha las funciones de las proteinas que forman el complejo mTORC2. En azul se muestran las proteinas
comunes para ambos complejos, mientras que en rojo las proteinas especificas de mTORC1 y en amarillo las especificas de mTORC2.

Ademads de las diferencias estructurales, mTORCs presentan diferente susceptibilidad a la rapamicina. Mientras
gue mTORC1 es altamente sensible, mMTORC2 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
formacién del complejo FKBP12-Rapamicina, el cual se une al dominio FRB de mTOR compitiendo con otras
proteinas en su unioén a dicho dominio, inhibiendo alostéricamente asila actividad de mTOR (J. Li et al., 2014;

Sehgal, 2003).
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Desde un punto de vista funcional, tanto la regulacién de la actividad de mTORCs como las respuestas celulares
dirigidas por ambos representan otra diferencia considerable. Por unlado, la actividad de mTORC1 estd regulada
por la disponibilidad y cantidad de factores tréficos (factores de crecimiento, neurotransmisores y hormonas),
glucosa, oxigeno y aminoacidos, mientras que la actividad de mTORC2 estd controlada exclusivamente por
factores tréficos (Takei & Nawa, 2014). Por otro lado, las respuestas celulares dirigidas por mTORC1
comprenden la sintesis de macromoléculas como proteinasy lipidos, el control del crecimiento celular y axonal,
la progresion del ciclo celular y la modulacion de la autofagia; siendo la supervivencia celular y la remodelacion
del citoesqueleto las respuestas controladas por mTORC2 (Villa-Gonzalez et al., 2022) (Figura 3).
Oxygen Glucose
Trophic factors

Amino acids \ / (growth factors, neurotransmitters

and hormones)

Synthesis of macromolecules / \ Autophagy Cytoskelgtal Cell survival

(lipids, proteins, .. remodeling
Cellular growth  Cell cyle / \
(axonal growth)  progression Synaptic Neuronal

plasticity morphology

Figura 3. Sefiales moduladoras de la actividad de mTORCs y respuestas celularesdirigidas por ambos. La actividad de mTORC1 (rojo)
estaregulada por factorestréficos, glucosa, oxigeno y aminoacidos mientras que solamente los factores tréficos modulan laactividad de
mTORC2 (amarillo). La sintesis de macromoléculas, crecimiento celular, progresién del ciclo celular y autofagia, son las respuestas que
se encuentran bajo el gobierno de mTORC1, mientras que mTORC2 regulala remodelacién del citoesqueleto y la supervivencia celular.
Imagen modificada de Villa-Gonzalez et al. 2022.

A pesar de que mTOR presenta una expresién y localizacidn 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 patologias denominadas mTORpatias (Karalis & Bateup, 2021; Moloney et al., 2021).
2.2. Senalizacion upstream de mTORC1

MTORC1 es considerado un sensor del estado celular debido a la convergencia de multiples sefiales que a través
de sus correspondientes vias de sefalizacion 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 bateria de
respuestas dirigidas al mantenimiento de la homeostasis celular (véase apartado 2.1) (Perez-Alvarezet al., 2018;
Tafur et al., 2020; Zoncu et al., 2011). En los siguientes apartados, se describen las cuatro vias principales de

sefalizacion que modulan la actividad de mTORCs (Figura 4).
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2.2.1. Regulacion de mTORC1 mediada por factores troficos
Los factores tréficos son uno de los elementos que modulan la actividad de mTORC1 mediante la via candnica

PI13K/Akt/mTORC1. Elinicio de esta via tiene lugar en la superficie de la membrana plasmatica mediante la union
de diferentes factores de crecimiento como insulina, IGF-1, NGF, BDNF, VEGF, diversas neurotrofinas (NT-1, 3y
4) o diferentes hormonas, a sus receptores especificos de membrana, pertenecientes a la familia receptor
tirosina-quinasa (RTK) o receptor acoplado a proteina G (GPCR). La interaccion ligando-receptor permite la
activacion de la proteina fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K), la cual induce la fosforilacién del fosfatidilinositol
bifosfato (PIP;) originandose fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIPs). El PIP; sirve como plataforma de anclaje y
activacion de la quinasa dependiente de 3-fosfoinositido 1 (PDK1), la cual promueve la fosforilacion de la
proteina quinasa B (PKB), conocida cominmente como Akt, enla treonina 308 (Thr308) (Dibble & Cantley, 2015;
Laplante & Sabatini, 2012).

Akt es uno de los principales centros de regulacion de esta via, implicada en procesos de proliferacion,
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 fosforilacion en la Thr308 (via RTK/PI3K/PDK1) y la segunda
directamente a través de mTORC2 en la serina 473 (Ser473). Esta segunda fosforilacidn procedente de mTORC2
evidencia la estrecha relacién existente entre ambos complejos de mTOR, endonde la activacién de mTORC2 es
esencial para la activacién de Akt y consecuentemente para la activacién de mTORC1 (Jhanwar-Uniyal et al.,,
2019; Xie & Proud, 2014). Cldsicamente, estas fosforilaciones han sido consideradas esenciales parala activacién
de Akt. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la actividad de Akt se encuentra finamente
regulada y requiere diversas fosforilaciones ademas de las descritas previamente. Por ejemplo, se ha
demostrado que la fosforilacidon de la Serd77 o la Thr479 son claves para mejorar su estabilidad e interaccién

con mTORC2 (Gao et al., 2014).

Una vez activa, Akt inhibe directamente mediante fosforilacién al complejo de esclerosis tuberosa (TSC),
formado por tres subunidades: TSC1 0 hamartina, TSC2 otuberina y TSC1D7, una proteina de andamiaje para el
resto de los componentes que constituyen el centro catalitico del complejo (Feliciano, 2020; Ramlaul et al.,
2021). A suvez, TSC controla la actividad de Rheb (Ras homolog enriched in brain), una proteina GTPasa que
presenta un estado activo unido a GTP oinactivo unido a GDP. Cuando TSC se encuentra activo, bloquea la union
de Rheb a GTP favoreciendo su forma inactiva unida a GDP. Sin embargo, condiciones favorables de factores
tréficos desencadena la activacién de Akt, induciendo la fosforilacién de TSC2 en la Thr1462, desestabilizando e
inactivando TSC. Esto favorece el estado Rheb-GTP que induce finalmente la activacion de mTORC1, mediante

una fosforilacién directa ala propia mTOR en la Ser2448 (Inokiet al., 2003; Li et al., 2004; Long et al., 2005).
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Ademads de la sefializacion descrita, es necesario que mTORC1 se localice en la superficie de la membrana
lisosomal, donde se encuentra Rheb. La interaccién Rheb-mTORC1 es un proceso esencial para la activacion de
MTORCL1. La translocacién de mTORC1 desde el citosol hasta la superficie de la membrana lisosomal se
encuentra mediada por la presencia de aminoacidos (véase apartado 2.2.3) (Angarola & Ferguson, 2020; S.

Zhangetal., 2021).

2.2.2. Regulacion de mTORC1 mediada por glucosa y oxigeno
La glucosa es uno de los principales factores reguladores de la actividad de mTORC1. Su internalizacién en el

cerebrose encuentra regulada por los transportadores de glucosa y su disponibilidad a nivel celular es detectada
mediante la relacion entre los niveles de AMP y ADP/ATP, por la proteina AMPK, uno de los principales
reguladores negativos de mTORC1 (Cespedes et al.,2019). Una reduccidn en la concentraciéon de glucosa supone
una menor actividad glucolitica y por tanto un desbalance en la relacion AMP-ADP/ATP, detectado por la quinasa
de supresién tumoral LKB1, la cual induce la fosforilacion de la subunidad o de AMPK (AMPKa) en la Thr172. A
pesar de que la mayoria de la fosforilacién de AMPK es LKB1 dependiente, existen otras quinasas que también

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

AMPK activa inhibe mTORC1 mediante dos mecanismos distintos. Por un lado, mediante fosforilacion directa de
Raptor en la Ser722 y Ser792, induciendo el desensamblaje de mTORC1 e inactivandolo; o bien a través de la
fosforilacion de TSC2 en laThr1227 yla Ser1345, que mejora su estabilidad favoreciendo el estado de Rheb-GDP

inactivo e inhibiendo, por tanto, nTORC1 (Tamargo-Gémez & Marifio, 2018; Xu et al., 2012).

AMPK es principalmente un sensor de la disponibilidad de glucosa. No obstante, una reduccién en los niveles de
oxigeno también genera una disminucion en los niveles celulares de ATP al inhibirse la fosforilacién oxidativa, lo
que induce undesequilibrio entre los niveles de AMP-ADP/ATP, induciendo su activacidny por tanto la inhibicidn

de mTORC1 (Laplante & Sabatini, 2012).

El oxigeno es otro elemento regulador de la actividad de mTORC1 y una reducciéon en la disponibilidad de
oxigeno o hipoxia modulan negativamente la actividad de dicho complejo. La ausencia de oxigeno en la célula
induce un incremento en la expresién del gen redd1, que codifica para la proteina REDD1 (del inglés regulated
in development and DNA damage and development 1), una proteina de respuesta a estrésaltamente conservada
(Seong etal., 2019). A pesar de que el mecanismono esta deltodo claro, REDD1 modularia la actividad mTORC1
mediante un proceso dependiente de TSC. REDD1 desplazaria ala proteina 14-3-3 de su interaccion con TSC2,
mejorando la interaccién entre TSC1y TSC2, lo que induce la inhibicién de mTORC1 via Rheb (DeYoung et al,
2008; Tan & Hagen, 2013). En el SNC, el oxigeno desempefia un papel esencial en las diferentes funciones

neuronales, ya que su metabolismo es altamente dependiente de la fosforilacion oxidativa (Dienel, 2019).
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2.2.3. Regulacion de mTORC1 mediada por aminoacidos
Los aminoacidos (aas) constituyen otro de los elementos reguladores de mTORC1, dirigiendo su translocacién

desde el citosol hasta la superficie de la membrana lisosomal, donde es activado (Laplante y Sabatini, 2012).
Dicha translocacion se encuentra mediada por las proteinas Rag GTPasas (del inglés Ras-related GTP binding),
proteinas G pertenecientes a la superfamilia de Ras que se encuentran en la célula formando heterodimeros:
RagAo RagB unido a RagC o RagD (RagA/B-RagC/D). Estas proteinas presentan un estado activo unidoa GTPy
un estado inactivo unido a GDP. La disponibilidad de aminodcidos en la célula permite la conformacion activa
de dichos heterodimeros, permitiendo el reclutamiento de mTORC1 en la superficie de la membrana lisosomal,

donde es activado mediante el eje Akt/TSC/Rheb (Rabanal-Ruiz y Korolchuk2018; Sancak et al2008).
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Figura 4. Sefializacion upstream de mTORC1. La via candnica PI3K/Akt/mTORC1 regula la actividad de mTORC1 mediante la unién de
diferentes factorestroficosasu receptor RTK o GPCR. La activacion del receptor induce la activaciénde PI3K, que, mediante una serie de
interaccionesintermedias, permite la fosforilacién de Akt en la Thr308. Por otra parte, la activacion de mTORC2 induce lafosforilacion
de Akt en laSer473. Ambas fosforilaciones activan Akt, la cual inhibe mediante fosforilacién al complejo TSC, permitiendo que Rheb en
su estado activo (Rheb-GTP) estimule la fosforilaciéon de mTORC1. La presencia de aminoacidos permite la translocacion de mTORC1
desde localizacionescitosdlicas hasta la superficie de la membrana lisosomal, donde es activada en la Ser2448 gracias a su interaccién
con Rheb. Por otro lado, el desequilibrio en la relacién entre AMP-ADP/ATP, debido a la ausencia de glucosa, activan LKB1 que activa
mediante fosforilacion en laThrl172 a AMPK. AMPK inhibe la actividad mTORC1 mediante dos mecanismos: 1) fosforilando directamente
a RaptorenlasThr722/792, desestabilizando el complejo mTORC1 y 2) mediante fosforilacidn directaa TSC2 en laSer1387, estabilizando
el complejo TSC, promoviendo asi el estado inactivo de Rheb (Rheb-GDP). Por otro lado, la hipoxia induce un incremento en la
sobreexpresion de REDD1, que estabilizara el complejo TSC inhibiendo mTORC1. Imagen obtenida de Villa-Gonzdlez et al., 2022.
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2.3. Senalizacion downstream de mTORCs
La posicion estratégica de mTORCs en la célula permite la convergencia de las diferentes vias de sefializacién

descritas previamente, a través de las cuales los diferentes factores tienen suimpacto enla actividad de mTORCs
(Villa-Gonzalez et al., 2022). Como ya hemos indicado anteriormente, la disponibilidad y cantidad de estos
determinard el nivel de actividad de ambos complejos, que, a través de sus proteinas diana orquestaran
diferentes respuestas celulares anabdlicas y/o catabdlicas. Enel 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 sintesis de proteinas es uno de los procesos celulares controlados por mTORC1 mas estudiados. Las

principales dianas de mTORC1 implicadas en la sintesis de proteina son la proteina P70 ribosomal S6 quinasa
(P70S6K) vy las proteinas de unién al factor de iniciacion de la traduccién eucariota 4E (elF4E) (A4EBPs), las cuales
dirigen la elongacién e inicio de la traduccidn de proteinas, respectivamente (Takei & Nawa, 2014; Yanget al.,

2022).

El inicio de la traduccién de proteinas se encuentra regulado por las proteinas 4EBPs. En condiciones favorables
de nutrientes, mTORC1 activo fosforila directamente a las proteinas 4EBPs en varios residuos, permitiendo la
liberacion de varios factores de iniciacion eucariotas (elFs) localizados en el extremo 5’ -UTR de los ARNm,
favoreciendo asi el inicio de la traduccidn de proteinas. Tres de los epitopos fosforilados por mTORC1 mejor
caracterizados sonla Thr37/46yla Ser65 (Batooletal., 2019; B6hm et al., 2021). Algunos autores han reportado
la existencia de una jerarquia de fosforilacién en estas proteinas tanto enlos residuos fosforilados por mTORC1
como en otros sitios de fosforilacion, que juega un papel fundamental en el desacoplamiento de las 4EBPs de
los elFs, permitiendo asi una correcta traduccion de proteinas (Ayuso etal., 2010; Ayuso et al., 2015; Gingras

et al., 2001).

El proceso de elongacion en la sintesis de proteinas se encuentra regulado por P70S6K. mTORC1 activo fosforila
directamente a la proteina P70S6K en el epitopo Thr389. Una vez activa, esta es capaz de fosforilar a la proteina
ribosdmica S6 en el epitopo Ser240/244, permitiendo el reclutamiento de la subunidad ribosémica 40S a la

magquinaria de traduccion de proteinas (Biever et al., 2015).

Ademas de la sintesis de proteinas, la sintesis de lipidos también se encuentra bajo el gobierno de mTORC1. En
el SNC los lipidos participan en multiples procesos estructurales de las neuronas como el crecimiento axonal y
dendritico, o la mielinizacién, necesaria para la rapida transmision del impulso nervioso y el mantenimiento de
la integridad axonal. Ademas, también juegan un papel clave en procesos metabdlicos ya que pueden usarse
como fuente de energia cuando escasean otros metabolitos energéticos (Cheon & Cho, 2021; Katsu-Jiménez et
al., 2017). mTORC1regula la sintesis lipidica a través de la proteina P70S6K, la cual activa las proteinas de unién

a elementos reguladores de esteroles 1y 2 (SREBP1-2) (Bakan & Laplante, 2012). Una vez activos, SREBP1-2 se
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translocan al nucleo y actian como factores de transcripcién de una extensa bateria de genes implicados en
lipogénesis (Han & Wang, 2018). Se ha observado que una disminucion en la actividad del eje mTORC1-P70S6K,
disminuye notablemente la sintesis lipidica y en consecuencia el tamafio neuronal (Porstmann et al., 2008;
Porstmann et al., 2009). Ademds, una reduccidn en la actividad mTORC1 se encuentra asociada a una disrupcion
en el proceso de mielinizacidn y en consecuencia a trastornos en el neurodesarrollo (Figlia et al., 2018; Norrmén

et al., 2014).

A pesar de que la sintesis de macromoléculas, como proteinas o lipidos, es un proceso necesario para el
mantenimiento de las funciones celulares, también es de vitalimportancia un correcto control de la degradacion
de componentes celulares. El balance entre procesos de sintesis y degradacién de proteinas, denominado
proteostasis, debe estar finamente regulado. Existen enfermedades neurodegenerativas comola EA, Parkinson
o Huntington que cursan con una acumulacidon de agregados proteicos de caracter téxico 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 regulacién de mecanismos de degradaciéon como la autofagia.

La autofagia representa uno de los sistemas de degradacién intracelular controlados por mTORC1, mediante el
cual la célula es capaz de degradar componentes celulares dafiados e innecesarios como proteinas mal plegadas
o restos de organulos para la obtencién de elementos estructurales como aa, lipidos, etcétera (Thiebautetal,
2019). Dentro de la autofagia, se han descritotres tipos: la autofagia mediada por chaperonas, la microautofagia
y la macroautofagia. La autofagia mediada por chaperonas se encuentra regulada por la chaperona Hsp70, que
reconoce proteinas citosélicas propensas a degradarse, transportandolas a la membrana lisosomal donde seran
translocadas a suinterior para su posterior degradacion. La microautofagia es un proceso en el cual la membrana
del lisosoma se invagina secuestrando una pequefia porcion el citoplasma que posteriormente serd degradada
en suinterior. Finalmente, la macroautofagia implica la formacion de una vesicula de aislamiento que secuestra
una porcion 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 autofagia conlleva una serie de etapas: 1) induccidn, 2) formacion del fagoporo, 3) elongacion
y formacion del autofagosoma, 4) transporte yfusion con el lisosomay 5) degradaciony reciclaje (Ahsan etal,,

2021; Nakamura & Yoshimori, 2018).

MTORC1 modula la autofagia mediante dos mecanismos distintos que ocurren en la etapa de induccion y en la
de formacién del fagoporo. ULK-1 es una proteina que forma parte del complejo ULK (formado por otras
proteinas de la familia ATG, adaptadores como FIP200y la quinasa de lipidos PI3K de clasell, entre otros), un
macrocomplejo proteico implicado en la primera etapa de induccién de la autofagia (Walker & Ktistakis, 2020).

En condiciones favorables de nutrientes, mTORC1 se encuentra activo e inhibe el complejo ULK mediante
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fosforilacion directa en la Ser757 de ULK-1, induciendo su disociacion. Ademas, mTORC1 también fosforila a las
proteinas ATG14 y UVRAG, las cuales forman parte del complejo PI3KCIII, implicado en la segunda etapa de
formacién 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.

Ademds de mTORC1, AMPK es otro modulador de la induccién de la respuesta autofagica (Tamargo-Gémez &
Mariiio, 2018). AMPK regula este proceso mediante dos mecanismos sinérgicos que implican la inhibicién de
mTORCL1. 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 activacién 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 proteinas Akt y SGK1 (Guertin et al., 2009). A través de la activacién de PI3K (véase
apartado2.2.1), mTORC2 activa directamente mediante fosforilacién a la proteina Akt en la Ser473. Akt activa
es capaz de regular la supervivencia celular mediante diferentes mecanismos: 1) blogueando la apoptosis
mediante regulaciéon directa de elementos pro-apoptéticos como BAD y caspasa-9, 2) mediante el control
transcripcional de varios factores como la familia de factores de transcripcion FoxO, NF-kB, Mdm2, CREB o YAP,
y 3) mediante la regulacién de GSK3a/B implicada en el metabolismo celular (Saxton & Sabatini, 2017; Song et
al., 2005). Ademas, mTORC2 también activa a SGK1, una quinasa implicada en la regulacién de la supervivencia
celular asicomo el correcto transporte de iones, liberacidon de hormonas, excitabilidad neuronal o proliferacion

y apoptosis (Lang et al., 2010).

Ademads de la supervivencia celular, el control del citoesqueleto es un aspecto esencial para multiples procesos
como la plasticidad sinaptica o el correcto mantenimiento de las funciones de células gliales como la migracién
celular hacia regiones de dafo. Se ha reportado que la ablacién de Rictor disminuye la actividad de mTORC2
repercutiendo en el tamafio y morfologia neuronal (Angliker & Riiegg, 2013; Thomanetz et al., 2013). Dos de
los efectores de mTORC2 implicados en la remodelacidn del citoesqueleto son las proteinas PKC-a y las Rho
GTPasas Rhoy Rac. PKC-a activa contribuye a la regulacion del citoesqueleto de actina mientras que Rho y Rac
promueven el ensamblaje y organizacién de los mondémeros de actina (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al,

2006).
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3. Patologias del Sistema Nervioso Central asociadas a la desregulacion
de mTOR

La actividad de mTORCs se encuentra finamente regulada gracias a las multiples vias de sefializacién que

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

fundamental en el mantenimiento de la homeostasis celular. Varios articulos han reportado que la desregulacion

de mTORCs se encuentra asociada a diversas patologias 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. Elaccidente cerebrovascular de tipo isquémico
El ACV es una enfermedad neurodegenerativa de naturaleza compleja y multifactorial que se produce como

consecuencia de la disminucion o blogueo del flujo sanguineo 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 hemorragicos, con una incidencia del 85% vy del 15%, respectivamente (Thom et al., 2006). Los ACV de tipo
isquémicos se producen por la oclusién de una arteria cerebral debido a la formacidn de un trombo o émbolo,
mientras que los ACV de tipo hemorragico son ocasionados por la rotura de un vasosanguineo en el interior del
cerebro o en su superficie, impidiendo el correcto aporte sanguineo. Ademas, la hemorragia generada
incrementa la presion intracraneal, empeorando al dafio generado en el tejido nervioso (Donnan et al., 2008).

En la actualidad, el ACV de tipo isquémico o ictus se sitla como la segunda causa de muerte en el mundo y la
principal causa de discapacidada largoplazo. Entre el 30-50% de los pacientes que sobreviven presentanalguna
discapacidad, generando un gran impacto socioeconémico (Katan & Luft, 2018; Meschia & Brott, 2018). En
Espafia, laincidencia anuales de aproximadamente 27.000 fallecidos, lo que supone un ictus cada seis minutos
(Sociedad Espaiiola de Neurologia, 2020). Debido a la diferencia de incidencia y mortalidad existentes entre
ambos tipos, en el presente trabajo nos hemos centradoen el ACV de tipo isquémico

3.1.1. Patologia de laisquemia cerebral

Después delinicio del ACV isquémico se desencadena una secuencia compleja de eventos patoldgicos, conocida
como cascada isquémica, que producen efectos deletéreos sobre el tejido cerebral (Dirnagl et al., 1999). Los
diferentes eventos de esta cascada presentan una evolucién temporal rapida con una duracidn variable, desde

poco minutos hasta dias (Figura 5).
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Figura 5. Evolucion temporal de los eventos patoldgicos desencadenados durante la cascada isquémica. Representacion 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 reduccién del flujo sanguineo, se produce una disminucién en el correcto aporte de
nutrientes en el cerebro, especialmente de glucosa y oxigeno. A pesar de que el tejido cerebral constituye el
2.5% del peso corporal, es responsable del 25% del consumo de energia del organismo, presentando una tasa
metabdlica 3.5 veces mas elevada que el cerebro de otros primates. El elevado consumo de oxigeno y glucosa
gue obtiene de la sangre, son destinados practicamente en su totalidad para obtener energia mediante la

fosforilacion 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 idnicos. Tras este fallo energético, comienzan a desencadenarse procesos
patoldgicos que contribuyen a la excitotoxicidad debido la liberacién excesiva o ausencia de recaptacién de
aminodcidos excitatorios en el espacio presindptico neuronal, produciéndose la acumulacién de glutamato
extracelular, el incremento en la concentracién del Ca2* intracelular, ..., los cuales desembocan finalmente en
la muerte neuronal (Anrather & ladecola, 2016). El conjunto de estos procesos desencadena la liberacion de
diferentes moléculas a partir de restos celulares o neuronas dafiadas, induciendo la activaciéon de la microgliay,
consecuentemente, la liberacion de moléculas pro-inflamatorias como las citoquinas TNFa e IFNy o como las
interleuquinas IL-1pB, IL-6 o IL-15, entre otras, por esta (Arboix & Sanchez-Lépez, 2021; Maida et al., 2020). Las
diferentes moléculas pro-inflamatorias secretadas por la microglia activada, asi como la liberacién de
neurotransmisores y citoquinas por las neuronas cercanas afectadas, provocan la activacién de los astrocitos. Al
igual que la microglia, los astrocitos producen y secretan una gran bateria de moléculas pro-inflamatorias
contribuyendo aun mas al proceso de neuroinflamacion generado (Hernandez etal., 2021). El mantenimiento
de estos procesos en el tiempo desencadena finalmente la muerte neuronal, dafio tisular y déficits neuroldgicos,
de aspecto irreversible; donde la gravedad de la disfuncidon neurolégica dependera del drea afectada y la

duracioén de la oclusion (Hernandez etal., 2021).

Tras un ACV de tipo isquémico se pueden diferenciar dos zonas segun el grado de afectacion: el nicleo y la
penumbra isquémica. El nucleo isquémico representa la zona de mayor dafo donde el flujo sanguineo se reduce

drasticamente, mientras que la penumbra isquémica supone la zona que rodea al nucleo isquémico. El dafio
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producido en el ndcleo es practicamente irreversible debido a la elevada tasa de necrosis, mientras que la zona
de penumbra, a pesar de estar irrigada por un bajo flujo sanguineo, podria ser parcialmente salvable con una

deteccién temprana (Ginsberg, 2003) (Figura 6).
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Figura 6. Procesos desencadenados en el nucleo y la penumbra isquémica tras un ACV isquémico. Imagen representativa de los
diferentes procesos patologicos a nivel morfoldgico y bioquimico que se producen en el nicleo y penumbra isquémica tras un ACV.
Imagen obtenida de Dirnalgetal., 1999.

Ambas regiones presentan cierto dinamismo tanto a nivel temporal como a nivel espacial. La deteccidn precoz
del ACV isquémico es esencial para evitar el avance de la lesién estructural que representa el nicleo isquémico;

cuya propagacion provoca un empeoramiento de la funcién neurolégica (Figura 7).
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Figura 7. Evolucién temporal y espacial de las dos zonas de lesion generadas tras el ACV isquémico. Representacion grafica de la
evolucion temporal de la zona de penumbra isquémica (gris) y nucleo isquémico (negro). Notesé el avance temporal de ambas areas
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 Unico tratamientoaprobado frente al ACV isquémico es la reperfusion del tejido mediante la

eliminacion del codgulo o trombo. Los dos métodos empleados son el uso de agentes antitrombéticos, como el
activador del plasmindgeno tisular (tPA) (Vivien, 2017), o la trombectomia vascular (extraccién mecanica del
coagulo) (Munich et al., 2019). Ambas estrategias presentan cierta limitacién debido a la escasa ventana
temporal de aplicacién, fuera de la cual su préactica incrementa el riesgo hemorragico (Campbell et al., 2019). La
administracion del tPA se encuentra acotada a las 3-4,5 horas posteriores al inicio del ACV (Drieu et al., 2020),
mientas que la trombectomia vascular hasta un maximo de 24 horas después del ACV (Nogueira et al., 2018).
Ademas, a pesar de que la reperfusion del tejido cerebral tras el ACV puede disminuir el volumen de dafo y

mejorar la recuperacion neurolégica, no reduce la consecuente neurodegeneracion (Villa-Gonzalez et al., 2022).

Como alternativa a la reperfusién, existe un extensouso de compuestos neuroprotectores que han demostrado
ser relativamente eficaces en diferentes modelos animales de isquemia cerebral (Ahsan etal., 2021; Koh et al.,
2008; Perez-Alvarez & Wandosell, 2016; Xian et al., 2021; Yao et al., 2021). Sin embargo, su traslacion a la
clinica ha resultado ineficaz (Perez-Alvarez et al., 2018). La gran mayoria de estudios realizados en isquemia
cerebral ponen su foco en las neuronas ignorando a las células de la glia. En los Ultimos afios, los abordajes
basados en las células de glia han demostrado resultados prometedores, convirtiéndolas en una herramienta
potencial frente al ACVisquémico (Hernandez etal., 2021; S. Xu et al., 2020). Ademas, 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 enla comunidad cientifica, que podria ser esencial para el desarrollo de nuevas

estrategiasterapéuticas.

3.1.3. Modelos celulares y animales para el estudio de laisquemia cerebral
Experimentalmente, existen dos abordajes para el estudio de la isquemia cerebral. Por un lado, el modelo ex

vivo de uso mas extendido es el OGD (del inglés Oxygen and Glucose Deprivation), que consiste enla simulacion
de una isquemia cerebral mediante la privacién de oxigeno y glucosa utilizando como modelo de estudio lineas
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. Ademas, permite el control de la
cantidady disponibilidad de los diferentes factores ausentes en una isquemia cerebral de forma individualizada,
asi como el tiempo de exposicion al dafio. Respecto al modelo in vivo, este se puede clasificar en dos grupos
experimentales segun la extension del tejido afectado. Por un lado, la isquemia cerebral global en donde todo
el cerebro se encuentra afectadoy por otro lado la isquemia cerebral focal en donde la lesién de se produce a
nivel local mediante la oclusion de una arteria cerebral, siendola oclusion de la arteria cerebral media o MCAO
(del inglés Middle Cerebral Artery Occlusion) el modelo mas extendido. Este modelo permite realizar oclusiones
durante un tiempo determinado (MCAO transitoria, tMCAQ) o permanente cuando la oclusién de la arteria

cerebral se mantiene hasta el sacrificio del animal (MCAO permanente, pMCAO).
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Ademds, dentro del modelo focal existen diferentes formas de generar isquemia ya sea mediante la insercién
de una sutura intraluminal en la base de la arteria cerebral media (Longa et al., 1989) o el uso de agentes
quimicos que puedan desencadenar la formacion de trombos como el uso de trombina intravasal (Orsetet al.,,
2007) ocloruro férrico (Karatas et al., 2011), asi como otros métodos como la electrocoagulacién arterial directa

(Lloveraet al., 2014).

3.1.4. Papel de mTORCs en laisquemia cerebral
La falta de glucosa y oxigeno generada por el bloqueo o disminucién del flujo sanguineo sobre el tejido cerebral,

induce un fallo energético celular. En consecuencia, se desencadenan el resto de los eventos patoldgicos que
tienen lugar en la cascada isquémica. La disminucion de estos nutrientes, ademds de factores troficos y
aminoacidos provoca una desregulacion de las vias de sefializacién que indicen sobre la actividad de mTORCs

(véaseapartado2.2).

A nivel tisular, varios trabajos hanreportado una reduccion en la actividad de mTORCs tras la isquemia cerebral.
Por un lado, se ha demostrado que un evento isquémico genera una reduccidn en la actividad de mTORC1
mediante mecanismos dependientes de la via candnica PI3K/Akt/mTORC1 (Chong et al., 2013; Dutta et al,,
2015; Mateos et al., 2016). Del mismo modo, también se ha descrito reduccién en la actividad de mTORC2

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

Ante estos resultados, parece evidente que aumentar la actividad de mTORCs tras la isquemia cerebral podria
seruna estrategia efectiva para frenar los dafios generados por misma. No obstante, los resultados publicados
hasta la fecha muestran cierta controversia. Algunos trabajos han mostrado que la regulacion 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
farmacoldgicos de mTORCs agrava el dafioisquémico (Chi etal., 2021). Paradéjicamente, una de las estrategias
estudiadas para reducir el dafio isquémico, consiste en la induccién de la autofagia a través de la inhibicién de
mTORCs mediante el uso de inhibidores cldsicos como la rapamicina o rapalogos de nueva generacion, los cuales
muestran efectos neuroprotectores como una reducciéon del drea infartada y en consecuencia una mejora del
estado neuroldgico del animal (Carloniet al., 2008; Rami et al., 2008; C. X. Shietal., 2020; Sun et al., 2020). Sin
embargo, existen evidencias en la literatura, que apuntan al hecho de que la induccién de la autofagia también
tiene efectos negativos frente a la isquemia cerebral, induciendo la muerte neuronal y agravando el dafio
isquémico (Liu etal., 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 basenen su regulacion.

La isquemia cerebral no induce el mismo efecto sobre la actividad de mTORCs entodas 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 disminucién en el nucleo isquémico (Wu et al., 2018). Por otro lado, la gran
mayoria de trabajos se centranenla fase aguda de la enfermedad. Tal y como hemos mencionado previamente,
la escasa ventana temporal que presenta la reperfusidon del tejido hace que muchos pacientes no reciban
tratamientoy, aunque lo reciban, la neurodegeneracién posterior es inevitable. Por ello, es necesario estudiar

los efectos de la actividad de mTORCs ysu modulacién en fases crénicas de la enfermedad.

Por otro lado, la mayor parte de estudios ponen el foco en las neuronas sin tener en cuenta las células de glia.
En los ultimos afios, se ha demostrado el papel activo de las células de la glia en el desarrollo de la isquemia
cerebral. Por ello, comprender los efectos de dicha patologia sobre la actividad de mTORCs enlas células de glia,
asicomosu estudioenfases cronicas de la enfermedad, podria ser una de las claves para elucidar la controversia
existente entre los diferentes abordajes terapéuticos y poder elaborar estrategias exitosas (Hernandez et al,

2021; Herrera et al., 2017).

3.2. Laenfermedadde Alzheimer
La EA es una enfermedad neurodegenerativa con una elevada incidencia en la poblacion 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 patologia cursa con una pérdida de memoria tantoa corto como a largo plazo, dafios cognitivos
y desequilibrio emocional, sintomatologia que se agrava conforme al avance la enfermedad. En el andlisis post-
mortem, a nivel macroscoépico se observa la atrofia de ciertas regiones cerebrales como una reduccién del grosor
de la corteza, disminucion severa del hipocampo y un engrosamiento de los ventriculos (Figura 8). A nivel
microscoépico, la EA se caracteriza por la pérdida neuronal y un incremento en la reactividad de microglia y
astrocitos. En 1907, Alois Alzheimer describié dos tipos de inclusiones cerebrales que representan las marcas
histopatolégicas que definen la EA: las placas seniles formadas por la acumulaciéon extracelular del péptido B-
Amiloide (BA) y los ovillos neurofibrilares intracelulares formados por la proteina Tau hiperfosforilada (Figura
9). Atendiendo a la clasificaciénde los estadios de la EA realizada por Braakand Braak (Braak & Braak, 1991),
la acumulacidn del péptido BA tiene su origen en los Iébulos frontales, temporales, parte del hipocampo y del
sistema limbico, mientras que los ovillos neurofibrilares comienzan a acumularse en parte del Iébulo temporal
e hipocampo. El avance de la enfermedad, asi como su severidad, hace que dichos agregados proteicos se

extiendan hacia la gran mayoria de regiones cerebrales (Figura9)
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Brain Atrophy in Advanced Alzheimer’s Disease

Figura 8. Diferencias macroscdpicas entre un cerebro sano y un cerebro de un paciente con EA. En el andlisis post-mortem, el cerebro
de un paciente que ha sufrido la EA se pueden apreciar una reduccién en lasuperficie y grosor de la corteza, asi como una hipertrofia
ventricular. Imagen obtenida de Alzheimer Universal.
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Figura 9. Evolucidn patoldgica de la Enfermedad de Alzheimer. A. Representacion gréafica de las placas senilesricas en BAy los ovillos
neurofibrilares formados por la proteina Tau hiperfosforilada. B. Evolucion de los depdsitos 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 esporadica (EAE) (Dorszewska et al.,

2016).

e La EAF representa menos del 5% de los casos de EA y se diagnostica en pacientes en cuyas familias
presentancasos de EA en mds de una generacion. Sin embargo, desde un punto de vista clinico resulta
indistinguible de la EAE. Los pacientes que cursan con EAF presentan mutaciones autosdmicas
dominantes en uno de los tres genes responsables de la patologia: el gen codificante de la proteina APP
(del inglés Amyloid Precursor Protein) o en los genes codificantes para las proteinas Presenilina 1y 2

(PSEN1y PSEN2), implicadas en el procesamiento de APP (Liu et al., 2020).
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e La EAE constituye al menos el 95% de los casos restantes de la EA, apareciendo de forma arbitraria en
pacientes sin ningun vinculo hereditario con familiares que hayan padecido la EA. Generalmente, la EAE
suele darse en pacientes por encima de los 65 afios 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
alimentacién o el consumo de tabaco y alcohol. Ademas, también se ha relacionado con diversos
problemas metabdlicos, hipertension o lesiones vasculares (ladecola, 2016; H. Shiet al., 2020; Solis et
al., 2020). Ademas, el andlisis gendmico de estos pacientes de EAE ha llevado a la descripcidon de una
serie de factores de riesgo, que, a pesar de representar alelos normales en la poblacién, se encuentran
incrementados en estos pacientes. En la actualidad, ya hay descritos mds de 75 genes de riesgo como
por ejemplo los genes que codifican para las proteinas ApoE o Apol, entre otros. Incluso, se han
caracterizado alteraciones en genes relacionados no solo con la EA si no con otras enfermedades

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

Independientemente de padecer EAF o EAE, la enfermedad cursa con un incremento progresivo en la
acumulacion de las placas seniles y ovillos neurofibrilares. Esto genera una disfuncidon neuronal y sindptica
ademads de un ambiente inflamatorio que desencadena la consecuente neurodegeneracién y deterioro cognitivo

(Bondietal., 2017).

3.2.1. APPy su procesamiento postraduccional
El péptido BA es generado como el resultado del procesamiento postraduccional de la proteina APP. El gen de

la proteina APP se encuentra enel cromosoma 21y estd compuesto por 18 exones los cuales pueden sufrir hasta
10 formas de splicing alternativo generando diferentes isoformas de la proteina entre 563 y 770 aminodcidos.
A pesar de que APP es una proteina de localizacién ubicua, la isoforma APP®%> es la predominante en el SNC,
expresada mayoritariamente en neuronas, mientras que las isoformas APP7>1 y APP770 son predominantes en
glia (Agostinhoetal., 2015; O'Brien & Wong, 2011). APP es una proteina transmembrana con un Unico dominio
transmembrana, un dominio extracelular largo y un dominio intracelular corto. Tras su procesamiento
proteolitico, la regidén transmembrana y la regién extracelular daran lugar al péptido BA, de entre 39 a 43
aminodcidos. A pesar de que su funcién no se conoce por completo, en el SNC parece tener funcién en procesos

de migracién, sinaptogénesis y plasticidad sindptica (Thinakaran & Koo, 2008).

La protedlisis es una de las diferentes modificaciones que puede sufrir la proteina APP. Este proceso se lleva a
cabo mediante la accién de varias proteasas denominadas inicialmente como secretasas. Dentro de las
secretasas implicadas en el procesamiento de APP encontramos la a-secretasa, la B-secretasa (conocida como

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

PSEN1 y PSEN2, nicastrinay APH-1 (Cole & Vassar, 2008; De Strooper etal., 2012).
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El procesamiento proteolitico de APP es llevado a cabo mediante dos mecanismos distintos que pueden ocurrir
a la vez en condiciones fisiolégicas dando lugar a la via de procesamiento no amiloidogénica y a la via
amiloidogénica. En la via no amiloidogénica, la a-secretasarealiza el primer corte en el dominio extracelular de
APP, entre los aminoacidos 16 y 17, generando dos fragmentos. Uno de ellos, de caracter solubley secretadoal
medio extracelular denominado sAPPa (del inglés, soluble APPa). El otro fragmento sufre un segundo corte en
el dominio intracelular por la y-secretasa generando los fragmentos p3 y AICD del inglés, APP intracelular
domain). En la via amiloidogénica es donde se produce la generacién del péptido BA. En este caso, la proteina
APP sufre dos cortes seriados. El primero de ellos lo lleva a cabo BACE-1, generando un fragmento soluble
secretado al medio extracelular, denominado sAPPP. El segundo corte lo realiza la y-secretasa en el otro
fragmento, generando a su vez otros dos residuos. Uno de ellos, de localizacién intracelular denominado AICD
y el otro de localizacién extracelular el cual conformara el péptido BA con una longitud variable entre 39 y 40

aminoacidos.
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Figura 10. Protedlisis de APP. La proteina APP presenta dos vias de protedlisis. En lavia no amiloidogénica, las ay y-secretasas previenen
laformacidén del péptido BA. En lavia amiloidogénica, los cortes producidos por las By y-secretasas generan la formacion del péptido BA
el cual puede agregarse y formar las placas senilesdesencadenando la EA. Imagen obtenida de Nicolas & Hassan, 2014 .

Elrestode los fragmentos generados durante el procesamiento de APP presentan diversas funciones fisioldgicas
como: sefalizacidn sindptica (p3), factor neuroprotector y de adhesién célula-substrato (sAPPay sAPPB) o como

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

3.2.2. Hipotesisde la cascada amiloidogénica
Independientemente de la etiologia de la EA previamente descritas (EAF o EAE), la cascada amiloidogénica o la

‘Hipdtesis Amiloide’ es una de las hipdtesis mdas aceptadas respectoalinicio de la patologia. Dicha hipétesis fue
propuesta por George Glenner en 1984 (Glenner & Wong, 1984), sugiriendo que un incremento de los

agregados de BA (ya sea por unincremento en su produccién o por un desequilibrio ensu eliminacidn), generaria
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oligémeros de caracter neurotoxico que conforman las placas seniles, desencadenandola EA (Roda et al., 2022;

Selkoe & Hardy, 2016).

A su vez, estas acumulaciones de BA 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, inflamacién y la desregulacion en la sefializacién celular de diversas quinasasy

fosfatasas.

Ademas, la ‘Hipdtesis Amiloide’ propone que la acumulacién de estos oligédmeros toxicos induce un incremento
anémalo en la fosforilacion de la proteina Tau, la cual se acumularia en las neuronas formando los ovillos
neurofibrilares. La acumulacidn intraneuronal de estos ovillos neurofibrilares contribuye a la pérdida de sinapsis
y disfuncién neuronal desencadenando la muerte de estas. De esta forma, la disfunciéon generada por la
hiperfosforilacién de la proteina Tau tendria un efecto sumatorio enla demencia progresiva de la EA (Hernandez

& Avila, 2007).

3.2.3. Disfuncion de la viade mTOR en la enfermedad de Alzheimer
A pesar de la correlacion existente entre BAy Tau, se desconocen los mecanismos moleculares que subyacena

ambos. Uno de los posibles nexos entre el BAy la hiperfosforilacion de Tau tiene que ver con la hiperactivacion
de mTORC1 (Caccamo etal., 2013; Caccamo et al., 2011). Se ha descrito, que la acumulacion del BA extracelular
podria interaccionar con los receptores de membrana estimulando asi la actividad de la via de sefializacion
PI3K/Akt/mTORC1. El incremento en la actividad de mTORC1 generaria un incremento en la actividad de la
P70S6K (substrato de esta). Dado que P70S6K se ha descrito como una quinasa implicada en la fosforilacion
directa de Tau, un aumento en la actividad de mTORC1 podria contribuir a la hiperfosforilacion de Tau (An et

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

Una de las multiples 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 patologias puesto que su naturaleza se
caracteriza por la acumulaciéon de proteinas incorrectamente degradadas. Por ello, la EA, el Parkinson o la

enfermedad de Huntington, entre otras, son cominmente denominadas proteinopatias.

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 acumulacién de vesiculas autofagicas en diversas regiones de las
neuritas, siendo esto un indicativo de un evidente fallo en el sistema de autofagia (Nixon & Yang, 2011). La
hiperactivacion de mTORC1, reportada previamente en modelos de la EA, el cual gobierna la respuesta
autofagica, podria ser una de las causas del fallo en la respuesta autofagica yuna de las razones por la cual las

neuronas son incapaces de eliminar los agregados de BA.
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Por todo ello, uno de los principales enfoques terapéuticos asociados a la EA consiste en la inhibicién de mTORC1
mediante fdrmacos como la rapamicina con el objetivo de restablecer la correcta proteostasis celular via

autofagia (Benito-Cuestaetal., 2021).

3.2.4. laisquemia cerebral como factor de riesgo de la enfermedad de Alzheimer
El conjunto de eventos patoldgicos desarrollados tras un ACV isquémico desemboca en multiples trastornos

neuroldgicos, siendo la demencia uno de ellos (Vijayan et al., 2017). En pacientes mayores de 60 afios 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 aparicién de
demencia en 10 afios y que, dicho episodio se produce en un 25% de los pacientes durante el primer afio tras el

ACV (Hachinskietal., 2019; Lui & Nguyen, 2018).

Tal y como hemos se menciona previamente, la etiologia de la EA no estd del todo clara. Sin embargo,
especialmente en la forma EAE, la interaccion 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 comun, entre los que se
incluyen la hipertension, obesidad, resistencia a la insulina, diabetes tipo |I, elevados niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y el envejecimiento (Hachinskiet al., 2019). Ademas de estos, la hipoxia es otro de
los factores de riesgo que puede contribuir a la aparicion y progresion de la EA (Sala Frigerio et al., 2019). Desde
un punto de vista experimental, existen multiples estudios realizados que han demostrado que la hipoxia podria
aumentar la secrecion del péptido BA, incrementar la fosforilacién de la proteina Tau e inducir neuroinflamacion
(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 acumulacién del
péptido BA, debido a un incremento de APP tanto a nivel de ARNm como a nivel de proteina (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 asi el procesamiento proteolitico de APP. Por un lado, se ha
observado que la hipoxia reduce los niveles de ADAM10, uno de los subtipos de a-secretasa,yen consecuencia
de su actividad (Auerbach & Vinters, 2006; Webster et al., 2004) mientras que el efectosobre BACE-1 0 alguna

subunidad de la y-secretasaes el opuesto (Liu etal., 2016; Sun et al., 2006).

Asimismo, existen evidencias que relacionan la patogénesis de la EA con una disfuncién del sistema vascular. La
acumulacién del péptido BA en regiones cercanas a los vasos sanguineos compromete la capacidad de las células
endoteliales para el mantenimiento de un flujo sanguineo cerebral correcto. La acumulacion del péptido BA en
dichas regiones altera el equilibrio entre el aporte y necesidad energética del cerebro, haciéndolo mas
vulnerable al desarrollo del ACV de tipo isquémico (ladecola & Gottesman, 2018). Por ejemplo, la demencia

pugilistica (DP) o encefalopatia traumatica crénica es una enfermedad neurodegenerativa poco frecuente
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caracterizada por la neurodegeneracién progresiva debida a traumatismos craneales, que desencadenan

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

La DP es considerada una variante de la EA con una histopatologia idéntica a la descrita en la EA. Sin embargo,
es considerada una tautopatia primaria en donde la acumulacién difusa de placas ricas en BA es posterior a la
acumulacién de la proteina Tau hiperfosforilada (Stein et al., 2015). A nivel microscdpico, se ha caracterizadola
presencia de los ovillos neurofibrilares en la regiones frontales y temporales de la corteza cerebral. Ademas, se
ha observado que también se produce una acumulacion de estos agregados alrededor de microvasos cerebrales,
pudiendo comprometer al correctoaporte de oxigeno y glucosa, agravando ain mas el desarrollode la patologia

(McKee etal., 2013).

En resumen, existe una evidente asociacidon entre ambas patologias en donde tanto el ACV isquémico como

diversas lesiones vasculares suponen un factor de riesgoen la patogénesis y evolucion de la EA.

En ausencia de terapias efectivas, mTORCs surge como un candidato potencial de estudio. Sin embargo, la
actividad de mTORCs en ambas patologias no siguen la misma tendencia ya que se ha descrito un incremento
en la actividad de estos complejos en la EAy, de forma opuesta, una reduccion de su actividad en el ACV de tipo
isquémico. Trabajos previos de nuestrolaboratorio han demostrado que la modulacion farmacolégica, mediante
la inhibicién de mTORC1 con rapamicina, reduce la secrecién del péptido BA tanto en modelos celulares ex vivo

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

Apoyandonos en estos antecedentes, la hipdtesis inicial de la presente Tesis Doctoral es que el mantenimiento
en la actividad de mTORCs es fundamental para la supervivencia e integridad del tejido cerebraltras un evento
neurodegenerativo como laisquemia cerebral, pudiendo este cursar con el desarrollo de demencia, y en ultima

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 relacion. Muchos
de los pacientes que sufren un ACVisquémico desarrollan cuadros clinicos de demencia, representandoasi un
factor de riesgo que puede desencadenar el inicio de la EA. Ademds, en ambas patologias existe un desbalance
en las rutas de sefializacidn que controlan el equilibrio de la homeostasis celular, donde la proteina mTOR es

uno de los principales actores.

Por ello, la presente Tesis Doctoral tiene como objetivo general analizar el papel de la proteina mTOR en la
fisiologia y patologia 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 especificos:

1. Analizarel papel de mTOR en modelos celulares y animales de isquemia cerebral:
a. Evaluacion de la actividad de mTOR y sus vias upstream tras el OGD en cultivos de neuronas y
astrocitos primarios de corteza cerebral de ratén.
b. Analisis de las principales respuestas celulares dirigidas por mTORC1y mTORC2 tras el OGD en
cultivos de neuronas y astrocitos primarios de corteza cerebral de ratén.
c. Evaluacion del impacto de la inhibicion de mTORCs en modelos in vivo.
2. Analizar el papel de mTOR en modelos celulares de la Enfermedad de Alzheimer:
a. Analizar las variaciones enla actividad de mTORCs tras el OGD en cultivos de neuronas primarias
de corteza cerebral de ratones APP/PS1.

b. Evaluarel efecto del OGD sobre la amiloidosis neuronal.

31



III. MATERIAL Y METODOS
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1. Animales

Los animales empleados para esta Tesis Doctoral fueron criados en el Animalario del Centro de Biologia
Molecular ‘Severo Ochoa’ (CBMSO) (Madrid, Espaifa) 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) CD1y el doble ratdn transgénico (Tg) APP/PS1, modelo de la EA. La manipulaciony los
procedimientos experimentales se realizaron siguiendo los protocolos y la normativa vigente (RD 53/2013), cuyo
procedimiento estd aprobado por el Comité de Etica y Experimentacién Animal del CBMSO y la Direccién General
de Medio Ambiente de la Comunidad de Madrid, asicomo las pautas de Animal Research: Reporting of In vivo

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

2. Modelo transgénicode la enfermedad de Alzheimer

El modelo de la EA empleado ha sido la linea murina doble transgénica B6.Cg-Tg (APPswe, PSEN1dE9), que
sobreexpresa el gen que codifica para la proteina APP humana con la mutaciénsuecay el gen que codifica para
la proteina PSEN1 con el exén 9 delecionado. Los ratones fueron obtenidos de Jackson Laboratory (Bar Harbor,
USA; stock n? 005864). Esta linea transgénica se empled para la realizacién de cultivos primarios de neuronas

de corteza cerebral de ratén necesarios para la consecucién del objetivo 2 (véase apartadode Objetivos).

3. Aislamiento del ADN gendmico y genotipado

Para el aislamiento y purificacién del ADN gendmico (ADNg) y su posterior genotipado se empled el kit NZY
Tissue gDNA Isolation de NZYTech (Lisboa, Portugal). Los cerebelos de embriones entre los estadios E16-E18
prenatal fueron incubados en un buffer de lisis comercial durante 3 horasa 1500 rpm y 56°C. Posteriormente,
se procedié a la purificacion del ADNg mediante el uso de diferentes buffers establecidos por la casa comercial
del kit de uso. El genotipado del ADNg se determiné mediante PCR (Polymerase Chain Reaction), obteniéndose
tres productos correspondientes a los genes transgénicos appy psenl, ademas del control interno de la proteina
pridnica (PrP) presente tantoen los ratones Tg como enlos ratones Wt, de mismo fondo genético (hermanos de

camada). Los primers empleados se detallana continuacion (Tabla 2):

Transgén Primer sense Primer antisense
APP CCGAGATCTCTG AAG TGA AGA TGG ATG GTG GAT ACCCCCTCCCCCAGCCTAGACC
PS1 CAGGTGGTG GAG CAAGATG GTG GAT ACCCCCTCCCCCAGCCTAGACC
PrP CCTCTTTGTGACTATGTGGACTGATGTCGG | GTG GAT ACCCCCTCCCCCAGCCTAGACC

Tabla 2. Secuenciade los primers sense y antisense de cada transgén. Las secuencias estan descritas desde el extremo 5’
(izquierda) hasta el extremo 3’ (derecha).
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La reaccién de PCR se realizé empleando el kit GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega). La composicién de la
solucién de PCR fue: 1X Colorless GoTap® Flexi Buffer, MgCl, 2.5 mM, dNTPs 0.2 mM (Invitrogen), 0.1 uM del
primer APP-sense, 0.1 UM del primer PS1-sense, 0.2 UM del primer PrP-sense, 0.2 M del primer PrP-antisense
y 1U de GoTag® DNA Polimerasa. El programa empleado para la reaccion de PCR se compuso de: 3 minutos a
94°C, 39 ciclos de 94°C durante 1.5 minutos, 60°C durante 1 minuto, 72°C durante 1.5 minutos y finalmente 72°C
durante 4 minutos. El resultado de la PCR se visualizé 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% gliceroly 50 mM Tris pH 7.6. Los resultados mostrarontanto en ratones Wt como Tg, una banda de
750 pares de bases (pb) correspondiente al PrP gendmico (usado como control interno de la integridad del ADN
extraido). Exclusivamente en ratones Tg se observaron dos bandas adicionales: una de ellas de 1300 pb

correspondiente altransgén PS1y otra de 400 pb correspondiente al transgén de APP.

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

El modelo animal de isquemia cerebral empleado fue el modelo de MCAO mediante la inyeccién 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% O,y 1.5% NO,. Durante la cirugia, los ratones se
mantuvieron al 2-3% de isoflurano segun el requerimiento de cada animal. Tras la fijaciéon del animal al
estereotaxico, selerealizé una craneotomia en el hueso temporal, se retiré la duramadre y las meninges hasta
aislar la arteria cerebral media (ACM). A continuacidn, se introdujo una micropipeta de vidrio en el lumen de la
base de la ramificacion de la ACMy neumaticamente se introdujo 1U de a-trombina murina purificada (Enzyme
Research Labs, USA) para la induccién del coagulo in situ. Pasados 10 minutos, se retird la micropipeta de vidrio.
El flujo cerebral sanguineo se monitorizé mediante un laser Doppler empleando una sonda de fibra éptica
(Oxford Optronix, Reino Unido) antes y hasta 20 minutos después de la oclusién de la ACM, con el objetivo de

verificar y excluir la recanalizacién espontdnea temprana.

4.1. Administracion de rapamicina a ratones
La administracion de rapamicina se realizé por inyeccién intraperitoneal (i.p.) 48 horas antes o 20 minutos
después de la MCAO. La dosis de uso fue 20 mg/kg. Se partié de un stock de 20 mg de rapamicina en 1 mL de
etanol, y el dia requerido se preparé la proporcion deseada en una formulacién vehiculo 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 hidréfoba de la rapamicina. El grupo control fue

administrado exclusivamente con la solucién vehiculo.
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4.2. Adquisicion de imagenes mediante resonancia magnética
La toma de imagenes por resonancia magnética se realizé 24 horas después de la cirugia. Los ratones fueron
anestesiados mediante isoflurano al 5% y se mantuvieron alrededor del 2-3% de isoflurano segun el
requerimiento del animal, y con 30% O, y 70% N,O durante la toma de las secuencias. La toma de secuencias se
realizé empleando un Pharmascan 7T (Bruker, Alemania). Las imagenes se adquirieron utilizando una secuencia
de multicorte TE/TR 33ms/2500 ms. Ademas, se adquirieron una serie de secuencias ponderadas en T2, con las
gue se obtuvo el angiograma para el control de la recanalizacién de la arteria cerebral media. Los tamafios de
las lesiones fueron cuantificados mediante el uso del software Imagel, descartando aquellos animales que
mostraban lesiones inferiores a 5 mm?3 tras las 24 horas MCAO, considerandolos como un fracaso en el

procedimiento quirurgico.

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

Los cultivos primarios de corteza cerebral de ratén se realizaron a partir de embriones entre los estadios E16-
E18 (para la obtencion de neuronas) o a partir de crias de ratén entre los estadios PO-P1 (para la obtencion de
astrocitos), segun lo descrito por (Kaech & Banker, 2006). Las cortezas cerebrales fueron diseccionadas y
troceadas en condiciones de esterilidad en Minimum Essential Media (MEM) frio (Sigma-Aldrich, Munich,
Alemania). A continuacién, el tejido se pasé a un tubo Falcon de 50 mL donde fueron lavadas por decantacién
con Hank’s Balance Solution 1X sin Ca%* y sin Mg?* (HBSS 1X) (Merck, Darmstadt, Alemania). Seguidamente, se
procedio a la digestion quimica del tejido mediante una proporcién 8:1:1 de HBSS1X, DNasela1lmg/mLy 2.5%
de Tripsina (ThermoFisher Scientific, Whalthman, USA), durante 15 minutos a 37°C y con agitacion suave.
Finalmente, el tejido selavd tres veces con HBSS 1X y se disgregé mecanicamente con varias pipetas de vidrio

redondeadas con fuego de forma suave evitando formar burbujas.

En el casodel 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 sustituyd por un medio especifico 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/cm? mientras que para las inmunofluorescencias (IF) y ensayos de viabilidad
celular se sembrarona 10.000 o 20.000 células/cm?, respectivamente. Al segundo dia in vitro (DIV), se afiadid al
cultivo arabindsido de citosina (AraC)a 5 uM para evitar el crecimiento de la glia. Al 3 DIV se refrescé el medio

de cultivo retirandoy afiadiendo 1/3 de medio fresco.

En el caso del cultivo de astrocitos, se sembraron 7.5x106 células en un Flask de 75 cm? (Nunc) hasta alcanzar
una confluencia del 85-90%, realizando cambios de medio completo cada tres dias. Una vez alcanzada la
confluencia, se realizé el pase de astrocitos a placa empleando diferentes densidades de cultivo en funcién del

experimento a realizar. Para los Western Blot (WB) se sembraron 30.000 células/cm? y para las IF, ensayos de
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MTT y rojo neutro la densidad fue de 5.000 células/cm?2. Los astrocitos se cultivaron empleando MEM, glucosa

20%, FBS al 10%, Glutamaxa 2 nM y acido pirdvico a 2 nM.

Las células se mantuvieron a 37°C con un 5% de CO,. 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 concentracién de 1 mg/mL para el caso de las neuronas, y con Poli-D-Lisina Sigma-Aldrich,

Munich, Alemania) a una concentraciénde 0.1 mg/mL para el casode los astrocitos, para facilitar suadhesion.

5.1. Compuestos administrados a cultivos celulares
Los compuestos administrados a los cultivos primarios de neuronas y astrocitos de corteza cerebral de ratdn
oscilaron entre las 4 horas y las 24 horas segun la finalidad y conveniencia del experimento. Los compuestos

administrados, asicomo su concentracion y duracién, se recogenen la siguiente tabla (Tabla 3):

Nombre Concentracion | Tiempo de duracién Casa comercial
Rapamicina 200 nM 6h-24h LC Laboratories (USA)
Bafilomicina Al (BafAl) 50 nM-100nM | 4h Santa Cruz Biotech (USA)
Cloroquina 40 um 4h Sigma-Aldrich (Alemania)
Inhibidor de proteasoma (MG132) 1um 17h Tocris (Reino Unido)

Tabla 3. Tratamientos administrados a cultivos celulares. Compuestos, dosis y tiempo de duracién de los diferentes
compuestos empleadossobre los cultivos celulares primarios de neuronasy astrocitos.

6. Modelo exvivo deisquemia cerebral

La realizacion del OGD se llevd a cabo empleando como medio de cultivo DMEM sin glucosa (Sigma-Aldrich,
Munich, Alemania)y una cabina de hipoxia donde la composicién de gases fue 1% de O,, 5% de CO, y 94% de N,
(modelo Withley H35 Hypoxystation, Don Whitley Scientific, Reino Unido). El tiempo de duracién del OGD se
ajustd al requerimiento de cada experimento. La simulacién de la reperfusion del tejido se realizé restaurando
las condiciones basales de cultivos para cada tipo celular previamente descritos (véase el apartado 5.1), el cual

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

7.1. Extraccion de proteinas, cuantificacion y preparacion de las muestras

Segun el origen de las muestras, la extraccion de proteinas se realizé de dos formas:

e Para la extraccion de proteinas a partir de los cultivos celulares se aspiré el medio de cultivo y selavé con
HBSS 1X. A continuacién, las placas se mantuvieron en hielo y se rascaron con un tampén de lisis,
recolectando el lisado generado en un tubo eppendorf durante 30 minutos en hielo para que se produjese
la lisis completa. La composicion del tampdn de lisis fue Tris 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, Tritén 100X 1%,
EDTA 5 mM, acido okadaico 0.1 mM (Calbiochem), ortovanadato sédico 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 4°Cy se recolectd el sobrenadante descartando el precipitado.

e Paralaextraccidnde proteinas a partir de muestras de tejido cerebral, las muestras se mantuvieron en hielo
y selas anadié el tampdn de lisis para su homogenizacién mediante el uso de un Potter. El tampdn de lisis
estuvo compuesto por Tris 50 mM pH 8; NaCl 100 mM, NaF 100 mM, EDTA 5 mM, Tritén 100X 1%, acido
okadaico 0.1 mM, ortovanadato sédico 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 4°C, recolectandose el sobrenadante y descartando el precipitado.

La cuantificacion de proteinas se realizé empleando el kit DC Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, USA) (Lowry et

al., 1951). Se realizé una curva patrén con albimina de suerobovino (BSA) diluida en el mismo tampédn de lisis.

La densidad dptica se obtuvo empleando un espectrofotometro modelo Genesys 20 (ThermoFisher Scientific,

Whalthman, USA). Una vez realizada la cuantificacidn de la concentracién proteica, las muestranse prepararon

a una concentracion stock de 2 pg/uLy se desnaturalizacion con tampdén Laemmli 5X (Tris-HCI0.315 M pH 6.8,

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

mediante una incubacion a 85°C durante 5 minutos. Las muestras fueron almacenadas a-20°C hasta su uso.

7.2. Electroforesis y transferencia
Para la electroforesis y transferencia de proteinas se empled el sistema MiniPROTEAN (Bio-Rad, Hercules, USA).
Se realizaron geles de acrilamida/bisacrilamida 30:1 (Bio-Rad, Hercules, USA). La electroforesis se realizd
durante 10 minutos a un voltaje constante de 80 mV y posteriormente se aumenté el voltaje a 120 mV durante
1 hora, empleando un tampdn de electroforesis compuesto por Tris 25 mM (Sigma), glicina 250 mM (Sigma)
0,1% SDSy agua. Tras la electroforesis, las proteinas 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 4°C.
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7.3. Inmunodeteccion de proteinas mediante anticuerpos
Para comprobar que la transferencia se habia realizado correctamente, las membranas se tifieron durante 5
minutos con una solucion de rojo Ponceau (Ponceau 0.2% (Sigma), acido acéticoglacial (Panreac) 3% en agua).
Seguidamente, las membranas se lavaron con PBS1X+Tween al 0,1% (PBS-T) en agitacién durante 5 minutos. A
continuacion, se procedid al bloqueo de uniones inespecificas de los anticuerpos empleando una solucién de
bloqueo compuesta por leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en PBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente
y enagitacion. 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 agitacién a 4°C toda la noche. Tras 3
lavados de 5 minutos con PBS-T, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente,
disuelto en la solucién de bloqueo (1:5000) durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras la incubacion con la
solucion de bloqueo, las membranas fueron lavadas 3 veces durante 5 minutos con PBS-T. Lainmunoreactividad
de las proteinas 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 ECLy se expusieron el tiempo requerido para su visualizacion empleando un transiluminador (Bio-Rad,

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

(Tabla 4).
Anticuerpo Isotipo Dilucion Casa comercial Referencia
Akt Total Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 9272
Aktp-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
mMTOR p-Ser2448 Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 2971
AMPKa p-Thr172 RabbitmAb 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 RabbitmAb 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
Caspasa3 Rabbit pAb 1:1000 Cell Signaling 9262
ULK-1 p-Ser555 RabbitmAb 1:1000 Cell Signaling 5869
ULK p-Ser757 RabbitmAb 1:1000 Cell Signaling 14202
LC3 I/l 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 MO0761
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 RabbitmAb 1:1000 Cell Signaling 5606
B-Actina Mouse mAb 1:2000 Sigma-Aldrich A5441
Vinculina Mouse mAb 1:1000 Sigma-Aldrich V9131

Tabla 4. Anticuerpos primarios empleados para lainmunodeteccion mediante WB. mAb: anticuerpo monoclonal; pAb:
anticuerpopoliclonal

8. Analisis mediante inmunohistoquimica e inmunocitoquimica

8.1. Inmunohistoquimica
Las secciones cerebrales empleadas para inmunohistoquimica (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
paraformaldehido (PFA) frio al 4% en PBS 1X 7.5 pH, para su correcta fijacion. Posteriormente, se extrajo el
cerebro completo y se mantuvieron durante 24 horas en inmersion en PFA 4%. Al dia siguiente, los cerebros se
lavaron con PBS 1X tres veces y se sumergieron en sacarosa al 20% durante 24 horas para su crioproteccion.
Tras ello, las muestras fueronincluidas en Cryomatrix (ThermoFisher Scientific, Whalthman, USA), congeladasy
almacenadas a -80°C hasta su uso. Los cerebros se cortaron en secciones de 10 um en el plano coronal en el
Servicio de Histologia del CentroNacional de Biotecnologia (CNB-UAM-CSIC). Las secciones se mantuvieron en

portaobjetos a -20°C 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 hidratacién. Tras ello, se realizé la permeabilizacion del tejido empleando un tampdn que contenia PBS
1X + Tritéon X-100 al 0,25% durante 20 minutos. A continuacion, los cortes se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente con un tampdn de bloqueo compuesto por PBS 1X + Tritdn X-100 0,1% + BSA 1% + Suero
de caballo (HS) 1%. Tras el bloqueo, se procedié a la incubacién del anticuerpo primario toda la noche a 4°C
diluido en la misma solucidon de bloqueo. Los anticuerpos primarios empleados fueron a-NeuN (Millipore,
MAB377, 1:200, Mouse mAb), a-GFAP (Dako, M0761, 1:1000, Rabbit pAb) y a-lba-1 (Wako, 019-19741, 1:500,
Rabbit pAb). Al dia siguiente, se procedié al lavado del anticuerpo primario empleando PBS 1X + Tritén X-100
0,1% tres veces durante 10 minutos. Tras ello, se incub6 con PBS 1X + H,0,0,1% para inactivar la peroxidasa

enddgena. Seguidamente, se procedid a la incubacién del anticuerpo secundario empleando el kit ABC
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(Vectastain® ABC, Vector Laboratories, USA) segun las instrucciones de la casa comercial. Tras el lavado del

reactivoABC con PBS 1X 3 veces durante 5 minutos, se procedié al revelado con DAB durante 10-15 minutos.

Posteriormente a la incubacion del DAB, se detuvo la reaccion lavando con PBS 1X 3 veces durante 5 minutos.
Finalmente, se procedid a la deshidratacion del tejido y al montaje de las muestras mediante Depex (Sigma-

Aldrich, USA).

8.2. Inmunofluorescencia
La inmunofluorescencia se realizé sobre neuronas y astrocitos primarios de corteza de ratén adheridos a
cristales de vidrio. Las células se fijaron mediante un gradiente de PFA 2% a 37°C durante 10 minutos y PFA 4%
a 37°C durante otros 10 minutos. Tras su fijacién, las células se mantuvieron en PBS 1X a 4°C hasta su uso. Las
células se lavaron tres veces con PBS 1X durante 5 minutos para la eliminaciéon de los posibles restos de PFA y
tras ellose procedid a su permeabilizacién empleando un tampdn compuesto por PBS 1X + Tritén X-100al0,25%.
A continuacion, las células se incubaron en un tampdn de bloqueo compuesto por PBS 1X + Tritén X-100 0,1% +
BSA 1% + HS 1% durante 1 hora. Tras ello, se incubd el anticuerpo primario deseado (Tabla 5) toda la noche a
4°C en tampdn de bloqueo. Al dia siguiente, se procedié al lavado del anticuerpo primario empleando PBS 1X +
Tritén X-100 0,1% tres veces durante 10 minutos. Tras ello, se incubaron los anticuerpos secundarios unidos a
sus respectivos fluoréforos durante una hora en oscuridad a temperatura ambiente (Alexa Fluor® 1:1000,
Molecular Probes). Los nucleos fueron tefidos con DAPl a 1 ug/mL durante 10 minutos a temperatura ambiente
en PBS 1X (Merk, Darmstadt, Alemania). Posteriormente se procedid 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 procedio al

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

Anticuerpo primario Isotipo Dilucién 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 1D48B

GFAP Rabbit pAb 1:1000 Dako M0761

PSD95 RabbitmAb 1:1000 Cell Signaling 3450
Sinaptofisina RabbitmAb 1:1000 Cell Signaling D35E4
Tubulina-Tyr Mouse mAb 1:1000 Thermo-Fisher 13-8000

Tabla 5. Anticuerpos primarios empleados en lainmunodeteccion mediante inmunocitoquimica. mAb: anticuerpo

monoclonal; pAb: anticuerpo policlonal
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9. Adquisicion de imagenes mediante microscopia

La adquisicion de imagenes mediante microscopia se realizé en el Servicio de Microscopia Optica y Confocal del
CBMSO. Se empled un microscopio de barrido laser confocal LSM710 acoplado a un microscopio vertical Axio
Imager M2 Zeiss (Oberkochen, Alemania). Las imagenes fueron procesadas mediante el programa Imagel

(http://rsb.info.nih.gov/ij/), tomando como referencia de sefial cero el control sin la presencia de anticuerpo

primario correspondiente a cada experimento.

10. Analisis de colocalizacién y posicionamiento de proteinas

El analisis de posicionamiento de proteinas se realizé empleando los coeficientes de Manders M1y M2 a partir
de imagenes de IF confocal. Ambos coeficientes representan la sefial total de un canal que se superpone con la
sefal del otro canal. De esta forma, el coeficiente de Manders M1 representa la fraccion del canal A sobre el

canal B, mientras que el coeficiente de Manders M2 representa la fraccion del canal B sobre el canal A.

11. Citometria de flujo

Los experimentos de citometria de flujo se realizaron para analizar el ciclo celular de astrocitos primarios tefiidos
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 ciclocelular. Para ello, las células fueronlavadas
con HBSS 1X sin Ca2*y Mg?*ylevantadas mediante tripsinizacién. Tras ello, se centrifugaron durante 5 minutos
a 1800 rpm. Posteriormente, se lavaron dos veces con HBSS 1X sin Ca?*yMg?*yse resuspendieron en etanol al
70%. Las muestras se mantuvierona -20°C hasta su analisis. Para el andlisis, las muestras se lavaron empleando
HBSS 1X sin Ca2*yMg?*. Tras ello, las células se incubaron en 0,5 mL de tampdn de ciclo (ioduro de propidio 1

UMy RNAsa 10 uM) durante 30 minutos en oscuridad.

Este analisis serealizé en el Servicio de Citometria del Centro de Biologia Molecular ‘Severo Ochoa’ empleando
el citdmetro FACS Canto A (Becton Dickinson, USA). Se adquirieron un total de 10.000 eventos por cada muestra
analizada segun su tamafioy complejidad, con el objetivo de excluir restos celulares. Los resultados fueron
analizados empleando el programa informatico 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. Analisis de la integridad celular

12.1. Medida de viabilidad celular por MTT
Para medir la viabilidad mitocondrial de las células se realizé 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 conversién de la sal del tetrazolio en formazan. Dicho ensayo nos proporciona

una informacién que refleja la actividad de la enzima oxidoreductasa mitocondrial dependiente de NAD(P)H.
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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 asi posibles errores de lectura dptica.
Posteriormente se afiadio la solucién de MTT a 0,5 mg/mL (DMEN sinrojofenol, 25 mg de MTTy GlutaMax 2nM)
que se dejé incubar durante 1 hora a 37°C. A continuacidn, se retiré la soluciéon de MTT y se afiadié DMSO
durante 10 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente, para disolver los cristales de formazan formados.
Finalmente, la medida de densidad dptica se realizé en un espectrofotémetro modelo Genesys 20 (ThermoFisher

Scientific, Whalthman, USA) a 550 nm.

12.2. Medida de integridad la de membrana plasmatica por rojo neutro
La integridad de la membrana plasmatica (IMP) se analizé mediante un ensayo con rojo neutro, compuesto
incorporado por las células y retenido en su interior cuando la membrana estd integra. Para este ensayo, las
células se incubaron con la solucidn de rojo neutro a 50 ug/mL durante 1 hora a 37°C en una atmésfera de CO,
al 5%. Posteriormente, se lavaron con un tampdn que contiene formaldehido al 1% (v/v) y CaCl,al 1% (p/v) en
agua destilada. A continuacion, se afiadié 1 mL de tampdn de extracciéon formado por una mezcla de 1% de acido
acéticoglacial (v/v) y 50% de etanol absoluto (v/v) en agua destilada. Para facilitar la extraccion, se mantuvieron
en agitacion durante 5 minutos. La cuantificacién de la densidad dptica se realizdé en un espectrofotémetro

modelo Genesys 20 (ThermoFisher Scientific, Whalthman, USA) a 550 nm.

13. Analisis estadistico

El analisis de los resultados obtenidos se realizé empleando el programa GraphPad Prism 8.0® by Dotmatics.
Segun el nimero de variables y grupos experimentales, se eligid el test correspondiente. Se empled la prueba t-
Student cuando la distribucidn fue normal o ANOVA two-way cuando se analizaron mas de dos variables. Enlos
casos donde el analisis mediante ANOVA resulté significativo, se llevaron a cabo comparaciones multiples (post
hoc) mas adecuadas. Los analisis de correlacion se llevaron a cabo mediante el test de correlacionde Pearsony
los coeficientes de Manders M1 y M2. El nivel minimo de confianza se establecié en p < 0.05. Las diferencias
estadisticamente significativas se indicaron segun el p-valor como * para <0.05, ** para < 0.01 o *** para <
0.001. Los resultados se representaron mediante graficos de barras como la media + SEM (error estdndar de la

media) de, al menos, 3 experimentos independientes.
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IV. RESULTADOS
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1. Analisis del papel de mTORCs en modelos celulares de isquemia
cerebral
mTOR desempefiia un papel central enla fisiologia celular y sudesregulacion estd asociada a algunas enfermades
neurodegenerativas, entre las que se encuentra la isquemia cerebral. Sin embargo, existe cierta controversia
con relacién al momento éptimo de su modulacién y, en consecuencia, de sus efectos neuroprotectores tras un
eventoisquémico. En base a ello, con el objetivo de comprender la dindmica temporal de la actividad de mTORCs
tras el OGD tantoen neuronas como en astrocitos, realizamos unanalisis temporal tanto del nivel de actividad

de ambos complejos, como del grado de activacionde las vias de sefializacidn que los regulan.

1.1. Analisis del papelde mTORCs en neuronas

1.1.1. ElI 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 ratén fueron crecidos y mantenidos en condiciones
estandares. 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 analizé mediante WB a partir de extractos solubles de proteina,
cuantificando los niveles de fosforilacion de mTOR en el residuo Ser2448, y los niveles de fosforilacion de los
residuos de sus proteinas diana: P70S6K en Thr389y 4EBP-1 en Thr37/46, que nos permiten inferir variaciones
en la actividad de mTORC1. Asimismo, también analizamos los niveles totales de cada proteina para determinar
si los cambios observados en los niveles de los fosfo-epitopos analizados se deben a variaciones en la actividad

de mTORC1 o a cambios en la cantidad total de proteina per se.

Los resultados mostraron que el OGD induce una disminucién dependiente del tiempo de exposicion en la
actividad de mTORC1, al observarse una clara reduccién tanto en los niveles totales de la proteina mTOR como
sus niveles de fosforilaciéon en Ser2448, a todos los tiempos ensayados (Figura 11A-C). Al analizar los substratos
de mTORC1, observamos una reduccién significativa y dependiente del tiempo enlos niveles de fosforilacién de
P70S6K en Thr389, que alcanza niveles del 50% tras exposiciones prolongadas al OGD. No se observaron
variaciones en los niveles totales de esta proteina (Figura 11D-E). En relacién con 4EBP-1, los resultados
mostraron una reduccion significativa dependiente del tiempo, tanto en los niveles totales de proteina como en

sus niveles de fosforilacion 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 exposiciéon al OGD. A. Imagenes de WB
representativas procedentes de extractos proteicos obtenidos a partir de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratdn,
sometidas a distintostiempos 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 B-Actina, como control de carga. B-G. Los graficos
muestran la cuantificacion de los datos normalizados frente ala B-Actina y expresados como el porcentaje de variacion 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 vias de sefializacién como por su localizacion
celular (véase el apartado 1.2 de la Introduccidn). Por ello, tras los resultados obtenidos, analizamos si existian

alteraciones en alguno de estos mecanismos que nos permitieran explicar la disminucién de actividad de

mTORC1.
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En primer lugar, analizamos el impacto del OGD sobre la actividad de las vias upstream de mTORC1: la via
PI3K/Akt y la via AMPK. La actividad de la via PI3K/Akt se analizd cuantificando por WB los niveles totales de Akt
y sus niveles de fosforilacion en Thr308 y Ser473, regulados por la via RTK/PI3K/PDK1 y mTORC2,
respectivamente. La cuantificacién de los resultados mostré que el OGD no induce variaciones en los niveles
totales de Akt (Figura 12B), pero si en los niveles de fosforilacién de los residuos analizados. Los niveles de
fosforilaciéon en Thr308 presentan una reduccion 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 fosforilacion en Ser473
mostraron una reduccién significativa respecto al control dependiente del tiempo, alcanzandovalores cercanos

al 50% tras exposiciones prolongadas al OGD (Figura 12D), indicando una reduccion en la actividad de mTORC2.

La actividad de la via AMPK fue inferida a partir de la cuantificacion de los niveles de fosforilacion de la propia
AMPKa en Thrl72. Los resultados mostraron un incremento significativo respecto al control tras el OGD,
alcanzando un maximo tras 4h y disminuyendo de una forma dependiente del tiempo de exposicidon al OGD

hasta valores cercanos al control tras 24h (Figura 12E).
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Figura 12. El OGD desregula las vias de sefializacion PI3K/Akt y AMPK. A. Imagenes de WB representativas procedentes de extractos
proteicos obtenidos a partir de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratén, sometidos a varios tiempos de OGD (n=4).
Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra Akt Total, Akt p-Thr308, Akt p-Serd73, AMPKa p-Thr172 y B-Actina,
como control de carga. B-D. Los graficos muestran la cuantificacion de los datos normalizados frente a la B-Actinay expresados como el
porcentaje de variacion 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 segundolugar, para determinar si el OGD inducia alteraciones enla localizacién celular de mTOR, realizamos
un ensayo de posicionamiento celular mediante microscopia confocal, empleando anticuerpos especificos
contra las proteinas mTOR y Lamp-1 (proteina de la membrana lisosomal). La cuantificacidén se realizd
empleando los coeficientes de Manders M1 y M2 (véase apartado 9 de Material y Métodos), donde mTOR se

definié como lafraccién A (M1) y Lamp-1 como la fraccién B (M2).

En base a los resultados anteriores donde hemos observado una reduccidn de la actividad de mTORC1 de una
forma dependiente del tiempo, para este estudio seleccionamos dos tiempos de exposicién al OGD: un tiempo
corto de 6 horas y otro prolongado de 17 horas. Ademas, con el objetivo de determinar si la inhibicidn
farmacoldgica de mTOR inducia cambios en su localizacién celular de forma andloga al OGD, realizamos en

paralelo un control negativo donde afiadimos rapamicina durante 24 horas.

Los resultados mostraron que el OGD no induce una deslocalizacién 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 inhibicién farmacolégica de mTOR tampoco
indujo cambios en su posicionamiento, ya que no se observaron variaciones en el coeficiente M1 (Figura 13B).
No obstante, la rapamicina provocé un incremento tanto en el marcaje de Lamp-1 (Figura 13A), como en el

coeficiente M2 (Figura 13C), lo que sugiere un aumento del nimero de lisosomas.
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Figura 13. El OGD no deslocaliza a mTOR de lamembrana lisosomal. A. Imagenes representativas de IF procedentes de cultivos primarios
de neuronas de corteza cerebral de ratdn marcadas con Dapi (azul), mTOR (verde) y Lamp-1 (magenta) (n=3). Barra de escala: 20 um. B.
Representacion grafica del coeficiente Manders M1 (Lamp-1 sobre mTOR). C. Representacion gréfica del coeficiente Manders M2 (mTOR
sobre Lamp-1). Los datos representan las medias de los valores del coeficiente de Manders M1y 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 reduccién de la actividad de mTORC1 tras el OGD es debida a

una disminucidn en la actividad de sus vias reguladoras y no a variaciones en sulocalizacién celular.

A continuacion, quisimos analizaren qué medida la disminucién de la actividad de mTORCs tenia impacto en la
supervivencia e integridad neuronal. La supervivencia neuronal fue analizada mediante la cuantificacién 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 ocurria en todas
las neuronas del cultivo. La integridad neuronal fue determinada mediante el andlisis por MTT, el cual nos
permite inferir la viabilidad neuronal, y mediante el ensayo de rojo neutro analizamos la integridad de la

membrana plasmatica (IMP) (véase el apartado 12 de Materialy 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 ademas 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).
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Figura 14. El OGD induce la muerte celular por apoptosis reduciendo tanto la viabilidad neuronal como la IMP. A. Imagenes de WB
representativas de extractos proteicos procedentes de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratén (n=4). Las
imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra CC3 y B-Actina, como control de carga B. Cuantificacion grafica de los
niveles de CC3. Los datos estan normalizados frente a la B-Actina. C. Imagenesde IF de neuronas primarias de corteza cerebral de ratén
marcadas con Dapi (azul), CC3 (verde) y MAP2 (azul oscuro) (n=3). Barra de escala: 50 um. D. Cuantificacidn gréfica de la viabilidad
neuronal medida por MTT (n=3). D. Cuantificacion grafica de la IMP medida por rojo neutro (n=3). Todos los datos estan expresados
como el porcentaje de variacion 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. Lla actividad de mTORC1 no es recuperable tras exposiciones largas al OGD
Los resultados obtenidos en la seccidon anterior muestran una reduccion en la actividad de mTORCs, de forma

paralela a una disminucion en la supervivencia e integridad neuronal de una forma dependiente del tiempo de
exposicion 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 podria ser esencial para la supervivencia neuronal. Por ello, analizamos si tras el OGD la actividad de

mTORCs podia ser recuperable, incrementando asilos niveles de supervivencia e integridad neuronal.

Para ello, los cultivos primarios de neuronas expuestos a 17h de OGD se sometieron a un reestablecimientode
las condiciones basales del cultivo durante 24 horas, simulando una reperfusion del tejido (ReOx) (véase
apartado6 de Materialy Métodos). Ademas, en algunos cultivos, afiadimos rapamicina durante el OGD con el
objetivo de determinar si la inhibiciéon farmacoldgica de mTOR tenia 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 mTORC],
al no observarse cambios en los niveles de fosforilacion de mTOR en p-Ser2448 (Figura 15C) ni de sus fosfo-
epitopos diana P70S6K p-Thr389 (Figura 15D)y 4EBP-1 p-Thr37/46 (Figura 15E). Sin embargo, si observamos una
recuperacion 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 mostré un efectosumatorio al del OGD, confirmando
que existe una actividad residual de mTORCs tras el OGD. Ademds, observamos que la ReOx no recupera la

actividad de mTORC1 ni mTORC2 cuando se afiadié rapamicina durante el OGD (Figura 15B-E).
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Figura 15. La actividad de mTORC2 es parcialmente recuperable tras la ReOx. A. Imagenes de WB representativas procedentes de
extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratdn tratados (n=4). La rapamicina fue afiadida durante el
OGD a una concentracion de 200 nM. Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra Akt p-Ser473, mTOR p-
Ser2448, P70S6K p-Thr389, 4EBP-1 p-Thr37/46, y B-Actina, como control de carga. B-E. Los gréficos muestran la cuantificacién de los
datos normalizados frente ala B-Actinay expresados como el porcentaje de variacién frente al control. Los valores representan las medias
+ SEM (t-Student test ¥*p < 0,05; **p<0,01; ***p <0,001).

A continuacién, quisimos determinar si en condiciones de ReOx, aunque la actividad de mTORC1 no se
recuperase, se producian 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 revelé que en
condiciones control la inhibicion 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 parametros analizados frente a los cultivos sin tratar con
rapamicina. Tras la ReOx, no existié una reduccién en los niveles de CC3 por WB ni variaciones en la viabilidad

neuronal e IMP (Figura 16B-D).
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Figura 16. LaReOx no revierte los efectos deletéreos del OGD. A. Imagenes de WB representativas procedentes de extractos de cultivos
primarios de neuronas de cortezacerebral de ratén (n=4). Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra CC3 y
B-Actina, como control de carga B. Cuantificacién grafica de los niveles de CC3 normalizados frente a la B-Actina. C. Cuantificacidn grafica
de la viabilidad neuronal medida por MTT (n=3). D. Cuantificacidn gréfica de la IMP medida por rojo neutro (n=3). Todos los datos estan
expresados como el porcentaje de variacion respecto al control y representan las medias + SEM (t-Student test *p < 0,05; **p < 0,01;
***n<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. Ademas, 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 inhibicién

completa en la actividad de mTORCs que no generd un efecto aditivo al OGD en los pardmetros analizados.

1.1.3. Impacto del OGD en las respuestas celulares dirigidas por mTORCs
A continuacién, para determinar en qué medida la reduccion de actividad de mTORCs inducida por el OGD se

reflejaba en las respuestas celulares controladas por ambos complejos, analizamos la respuesta autofagica

(mediada por mTORC1)y la morfologia neuronal (controlada por mTORC2).

1.1.3.1. ElI OGD induce la autofagia de forma transitoria y defectiva
La autofagia es un proceso catabdlico regulado, entre otros, por mTORC1. Este proceso permite el reciclaje de

restos celulares para la obtencién de componentes reutilizables tanto en procesos estructurales como
metabdlicos. Dado que los resultados previos indicaban que el OGD reducia la actividad de mTORC1, quisimos

determinar si estose reflejaba en la respuesta autofagica, mediante el analisis por WB de varios marcadores.

En primer lugar, analizamos los niveles de LC3 1, proteina presente enlas vesiculas autofagicas que nos permite
determinar siexiste unincremento en el nUmero de estas, y, por tanto, indicativo de unaumento en la respuesta

autofagica. También se analizaron los niveles de dos adaptadores autofdgicos, NBR1y p62, los cuales anclan
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substratos potencialmente degradables en el interior de la vesicula autofagica tras su fusién con el lisosoma.
Para determinar si existe un incremento en el flujo autofagico neto se recurre al uso de bafilomicina (BafAl)
(Klionsky et al., 2021), un blogueante de la fusién fagosoma-lisosoma que permite la acumulacién de todos los
fagosomas generados que vana ser degradados. Para visualizar este efecto, enalgunos cultivos afiadimos BafAl
durante las ultimas 4 horas de OGD, concentracidny tiempo suficiente para determinar siexiste un incremento

del flujo autofagicosin aumentar la toxicidad (Benito-Cuestaetal., 2017).

Los resultados mostraron que el OGD genera un incremento significativo de los niveles de LC3 1l (Figura 17B)y
una reduccion de los niveles de NBR1y p62 (Figura 17B-C), lo que podria indicar un aumento de la respuesta
autofagica. Sinembargo, el uso de BafA1l reveld que la induccion de la respuesta autofagica se produce de forma
transitoria sin incrementar la tasa de degradacion al no observar un aumento en los niveles de NBR1y p62.
Solamente tras 6hOGD se observaron diferencias en los niveles de LC3 Il con el uso de la BafAl (Figura 17A-B),

sin encontrar diferencias a ninguno de los tiempos ensayados en los niveles de NBR1y p62 (17C-D).
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Figura 17. El OGD incrementa transitoriamente la respuesta autofagica. A. Imagenesde WBrepresentativas procedentesde extractos
proteicos de cultivos primarios de neuronas tras el OGD en presencia (+) o ausencia de Bafilomicina (BafAl) (50nM) (n=3). Las
imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra NBR1, p62, LC3 I/l y B-Actina, como control de carga. B-D. Los gréficos
muestran la cuantificacién de los datos normalizados frente a la B-Actina y expresados como porcentaje de variacion 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.  ElI OGD reduce el tamaiio neuronal
La reorganizacion 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 existian alteraciones en la morfologia neuronal. Este
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andlisis se llevé a cabo cuantificando la longitud axonal, la longitud de neuritas y el promedio de neuritas por
neurona mediante el uso de la herramienta Neurite-) del software Imagel (Torres-Espin et al., 2014). Ademas,
para determinar la implicacién directa de mTORC2, ainadimos rapamicina durante 24h, tiempo suficientemente

prolongado para obtener una inhibicion completa de mTORC2 (Sarbassov et al., 2006).

En primer lugar, para analizar el tamafio del axdn empleamos el anticuerpo Tau-1, marcador especifico de dicha
region neuronal. Los resultados de IF muestran que tras 17hOGD existe una reduccién 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 andlisis de la longitud y promedio de neuritas
por neurona empleamos el anticuerpo TUJ-1, especifico de la isoforma B-11l de la tubulina, predominante en el
citoesqueleto neuronal. Ademas, el uso de Faloidina nos permitid 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 analisis del nimero de neuritas por neurona reveld que tras 6hOGD existe un incremento significativo de las
mismas respecto al control (Figura 18E). El marcaje con Faloidina mostré que tras 17hOGD se produce una
disminucién de la F-Actina en los conos crecimiento dendritico que incrementd 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, asi

como en lalongitud de neuritas, pardmetros que se recuperan parcialmente recuperables con la ReOx.

Control 17hOGp
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Figura 18. El OGD reduce el tamafio neuronal. A. Imégenes representativas de IF de cultivos primarios de corteza cerebral de ratén
marcadas con MAP2 (azul) y Tau-1 (amarillo). Barra de escala: 20 pum (n=3). B. Imdgenes representativas de IF de cultivos primarios de
neuronas de corteza cerebral de ratén marcadas con Dapi (azul), TUJ-1 (verde) y F-Actina (rojo). Barra de escala: 20 um (n=3). C.
Representacion grafica de la cuantificacion de la longitud axonal (um). D. Representacion grafica de la cuantificacion de la longitud de
neuritas (um). E. Representacion grafica de la cuantificacion del promedio de neuritas por neurona. Los valores de todos los graficos
representan las medias + SEM (t-Student *p <0,05; **p<0,01; ***p <0,001).

En conclusion, estos resultados muestran como la disminucion 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 ultimos afios, se ha intensificado el estudio de la inhibicion de mTORCs mediante el uso de rapamicina en

modelos animales de isquemia cerebral, mostrando resultados prometedores respecto a la reduccidn del dafio
isquémico. Algunos autores sugieren que este éxito se fundamenta en la denominada ‘tolerancia cerebral

gracias alincremento de la respuesta autofagica de forma previa al dafio (Chauhan et al., 2015; Q. Liet al., 2014;

Wu et al., 2018; Zhang et al., 2019).

Al observar que la ReOx no revertia los efectos observados en los parametros utilizados para determinar los
niveles de muerte neuronal, quisimos determinar sila inhibicion de mTORCs de forma previa al OGD inducia una
respuesta autofagica, y si estd podria 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 fosforilacion 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 fosforilacién de ambos
fosfo-epitopos respecto al control, confirmando el efecto inhibidor de la rapamicina (Figura 19B-C). En
condiciones de OGD, el uso de rapamicina solamente mostré 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
autofagica, analizamos los niveles de ULK-1 p-Ser757 (diana de AMPK activa), LC3 Il y p62. Los resultados
mostraron que en condiciones control, la rapamicina reduce significativamente los niveles de ULK-1 p-Ser757.
Tras 6 y 17h0GD, los niveles de fosforilacién de dicho fosfo-epitopo se mostraron significativamente reducidos

respectoal control, sin observarse diferencias en presencia de rapamicina (Figura 19D).

En relacion con LC3 Il, se observd 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 Il respectoal control de
una forma dependiente del tiempo. Sin embargo, el precondicionamiento con rapamicina solamente mostré
tras 6hOGD unincremento significativamente superior (Figura 19E). Los niveles de p62 mostraron una reduccién
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).
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Figura 19. El precondicionamiento con rapamicinaincrementa la respuesta autofagica. A. Imagenesde WB representativas procedentes
de extractos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratén 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/Il y B-Actina como control de carga. B-F. Los graficos muestran la
cuantificacién de los datos normalizados frente a la B-Actina y expresados como el porcentaje de variacion frente al control. Los valores
representan las medias + SEM (t-Student test *p <0,05; **p<0,01; ***p <0,001).

A continuacion, analizamos sielincremento en la respuesta autofagica inducida por el precondicionamiento con

rapamicina reducia los efectos deletéreos del OGD sobre la supervivencia e integridad neuronal. Del mismo
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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 pardmetros experimentaron una reduccion significativa respecto al control de una forma

dependiente del tiempo sin observarse variaciones tras el precondicionamiento con rapamicina (Figura 20C-D).

En conclusién, estos resultados sugieren que el precondicionamiento con rapamicina en neuronas no

incrementa la supervivencia frente al OGD, a pesar del aumento en la respuesta autofagica.
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Figura 20. El precondicionamiento con rapamicina no incrementa la supervivencia neuronal. A. Imagenes de WB representativas
procedentes de extractos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratén 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 B-Actina, como control de carga. B. Representacién grafica de la cuantificacion de la CC3 mediante WB. El
grafico muestra los datos normalizados frente a la B-Actina. C. Representacion grafica de viabilidad neuronal medida mediante MTT. D.
Representacion grafica de la IMP mediante el ensayo de rojo neutro. Los graficos muestran la cuantificacion de los datos expresados
como el porcentaje de variacion frente al control. Los valoresrepresentan 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 resultanalternativas eficaces para reducir el dafio neuronal en cultivos
primarios de neuronas en nuestro modelo de OGD. Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de
considerar a las células de glia en procesos de regeneracion neuronal (Herrera et al., 2017). Entre ellas, los
astrocitos desempefian un papel importante en la funcionalidad de los circuitos neuronales. Actualmente, se
conoce que en respuesta al dafio isquémico, estas células pueden secretar factores tréficos como BDNF, VEGF

0 IGF-1, que presentan un efecto neuroprotector (Hernandez etal., 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 ratén
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 exposicidn
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al OGD. En paralelo, para determinar si mTORCs tenia un papel relevante, ensayamos un control negativo en

paralelo al que afiadimos rapamicina.

En este grupo de experimentos, analizamos tanto la longitud de neuritas como la presencia de proteinas
sindpticas tras la exposicidn al OGD. El analisis de la longitud de neuritas se realizé empleando un anticuerpo
frente a MAP2, y se cuantific6 mediante el programa Neurite-). 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 observd que los cultivos mantenidos en ACM mostraron una recuperacion
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 observé que el
ACM incrementélaintensidad del marcaje de MAP2 frente al uso de NB/B27 entodos los grupos experimentales

ensayados (Figura 21A).
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Figura 21. Impacto del ACM sobre la longitud de neuritas tras el OGD. A. Imagenes de IF de cultivos primarios de neuronas de corteza
cerebral de ratdn marcadas con Dapi (azul), MAP2 (verde)Barra de escala: 50 um (n=2). B. Representacién grafica de la cuantificacién de
la longitud de neuritas (um) (Rapa=Rapamicina). Los datos estan 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 andlisis de proteinas presentes en los contactos sindpticos se realizé mediante el uso de
anticuerpos especificos contra proteinas de la regién pre y postsindptica: sinaptofisina y PSD95,
respectivamente. Analizamos su colocalizacién mediante el coeficiente de correlaciéon de Pearson (véase
Material y Métodos). Los resultados mostraron que en condiciones control el ACM incrementa
significativamente la colocalizacidn entre ambas proteinas sindpticas frente al uso de NB/B27. Tras el OGD se
observé una pérdida de marcaje de ambas proteinas en los cultivos mantenidos con NB/B27. El uso del ACM
mostré una menor reduccién de dichos marcadores tras el OGD. Tras la ReOx, solamente se observd una
recuperacion significativa de la colocalizacidn entre ambas proteinas enaquellos cultivos neuronales que fueron
mantenidos en ACM (Figura 22B). La inhibicién de mTORCs mediante el uso de rapamicina redujo en su totalidad
los contactos sindpticos 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.
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Figura 22. El ACM mantiene los contactos sindpticos tras el OGD A. Imagenes de IF de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral
de raton marcadas con Dapi (azul), sinaptofisina (verde)y PSD95 (magenta) (n=2). B. Representacidn grafica de la cuantificacion del
coeficiente de colocalizacidon (Coeficiente de Pearson) (Rapa=Rapamicina) Los datos estan 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. Analisis del papel de mTORCs en astrocitos
Los astrocitos son las células de la glia mas abundantes del SNC y suponen entre un 20-40% del total de las

células del cerebro en mamiferos, desempefiando 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 bioquimico, morfolégico y metabdlico adquiriendo nuevas funciones
en un proceso denominado astrogliosis (Escartin etal., 2021). Actualmente, se desconoce el papel de mTORCs
en astrocitos tras la isquemia cerebral y por ello, decidimos analizar su implicacidon en astrocitos tras un

accidente isquémico simulado mediante el OGD.

1.2.1. ElI OGD desregulala 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 ratén. Basandonos en los resultados obtenidos previamente en neuronas, los
astrocitos fueron expuestos a dos tiempos de OGD: uno corto (6hOGD) y otro largo (17hOGD). Ademas,
incluimos la ReOx para estudiar el efecto de la recuperacion de las condiciones basales de cultivo tras el dafio.

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
analoga a la observada en neuronas. Mediante WB analizamos los niveles de fosforilacién de mTOR en Ser2448
como medida directa de su nivel de actividady los niveles de fosforilacién de sus proteinas 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 dindmica se observod tanto en los niveles de mTOR p-
Ser2448 como en los niveles de P70S6K p-Thr389. Tras la ReOx, los niveles de fosforilacién de mTOR y P70S6K
presentaron valores significativamente superiores al control (Figura 23B-C). El tratamiento con rapamicina de
forma previa al OGD, mostré una reduccion 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
relaciéon con 4EBP-1 p-Thr37/46, no se detectaron variaciones significativas en ninguno de los grupos
experimentales ensayados. Sin embargo, se observd una redistribuciéon en el patrdn de fosforilacidon entre las

diferentes isoformas (Figura 23D).
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Figura 23. El OGD induce variaciones en la actividad de mTORC1 en astrocitos. A. Imagenes de WB representativas de extractos
proteicos de cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratén sometidosa 6hOGD, 17hOGD y ReOx en presencia (+) o ausencia
(-) de rapamicina 200nM afiadida 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 B-Actina, como control de carga. B-E. Los graficos muestran la cuantificacion de los
datos normalizados frente a la B-Actina y expresados como porcentaje de variacién respecto al control. Los valores representan las

medias + SEM (t-Student test *p < 0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

A continuacidn, analizamos si existian alteraciones tanto en los niveles de actividad de las vias de sefializacion
gue modulan la actividad de mTORC1, como ensulocalizacidn celular que nos permitieran explicar esta dindmica

de fosforilacion observada.

Mediante WB analizamos los niveles de actividad de la via PI3K/Akt, observando un incremento significativoen
los niveles de Akt p-Thr308 respectoal control tras 17hOGD, sin observar variaciones en el restode los grupos
experimentales (Figura 24B). Los niveles de Akt p-Ser473 presentaron la misma dinamica de fosforilacion 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 reduccidn significativa respecto al control en la
actividad mTORC2 entodos los grupos experimentales debido a una disminucién en sus niveles de fosforilacion
(Figura 24C). Respecto a la actividad de la via de AMPK, se observé un incremento significativo respecto al
control tras el OGD, observandose una reduccion significativa tras la ReOx. No se observaron diferencias en los

cultivos tratados conrapamicina (Figura 24D).
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Figura 24. El OGD induce variaciones en la actividad de las vias PI3K/Akt y AMPK. A Imdgenes de WB representativas de extractos
proteicos de cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratén sometidosa 6hOGD, 17hOGD y ReOx en presencia (+) o ausencia
(-) de rapamicina 200nM afladida 24h antes del OGD (n=4). Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra Akt p-
Thr308, Akt p-Serd73, AMPKa p-Thr172 y B-Actina, como control de carga. B-D. Los gréaficos muestran la cuantificacién de los datos

normalizados frente ala B-Actina y expresados como porcentaje de variacion 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 determind mediante lainmunodeteccién de mTOR y Lamp-1, empleando
los coeficientes de Manders M1y M2, de forma andloga al estudio realizado en neuronas (véase Material y
Métodos). mTOR se definié como la fraccion A (M1)y Lamp-1 como la fraccidn B (M2). Los resultados mostraron
gue ni el OGD ni la ReOx, deslocalizana 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
inhibicion farmacolégica de mTOR mediante la rapamicina no deslocaliza a mTOR de la superficie de la

membrana lisosomal (Figura 25B-C), observandose 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. Imagenes de IF de cultivos primarios de
astrocitos de corteza cerebral de ratdon marcadas con Dapi (azul), mTOR (verde) y Lamp-1 (magenta). Barra de escala: 50 um. B.
Representacion grafica de la cuantificacion del coeficiente de colocalizacién (mTOR sobre Lamp-1). D. Representacion gréfica del
coeficiente de colocalizacion Manders M2 (Lamp-1 sobre mTOR). G. Los datos estan 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 vias de sefalizacidon que controlan su

actividad y no a cambios en su localizaciéon celular, de forma analoga a lo observado en neuronas.

1.2.2. ElI OGD no induce la muerte celular por apoptosis
A continuacion, quisimos determinar silas variaciones observadas enla actividad de mTORCs tras el OGD tenian

un impacto enla supervivencia e integridad de los astrocitos, de forma andloga a las neuronas. Del mismo modo
gue en experimentos anteriores, analizamos los niveles de muerte celular por apoptosis mediante la
inmunodeteccion 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 sefial de la CC3
en ninguno de los grupos experimentales ensayados (Figura 26A). Respecto a la viabilidad celular y la IMP, se
observo que en condiciones control el uso de rapamicina reduce significativamente ambos parametros. Tras el
OGD, los niveles de ambos parametros se vieron significativamente reducidos respecto a sus controles, sin

observarse diferencias en los grupos tratados con rapamicina. Tras la ReOx, solamente se observd una
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recuperacion significativa de la viabilidad celular en aquellos astrocitos que no fueron precondicionados con

rapamicina (Figura 26B-C)
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Figura 26. El OGD reduce laviabilidad e IMP sin inducir lamuerte celular por apoptosis. A. Imdgenes de WB representativas de extractos
proteicos de cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de raton sometidosa 6hOGD, 17hOGD y ReOx en presencia (+) o ausencia
(-) de rapamicina 200nM afiadida 24h antes del OGD (n=4). Las inmunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contraCC3
y B-Actina, como control de carga. B. Representacién grafica de la actividad oxidoreductasa mitocondrial. C. Representacion grafica de
la IMP. Los valores de todos los graficos representan el porcentaje de variacion 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 varian segun el tiempo de

exposicion al OGD, sin inducir la muerte celular por apoptosis, de forma opuesta a lo observado en neuronas,
donde la disminucidn de la actividad de mTORCs esta estrechamente relacionada con elincremento de la muerte
neuronal. Algunos autores hanreportado un incremento de astrocitos enla zona de dafio en modelos animales
de isquemia cerebral (Badan et al., 2003; Revuelta et al., 2019). Por ello, ante estos resultados, sospechamos
qgue el OGD podria estar induciendo directamente reactividad de los astrocitos en cultivo, y que podria estar

asociada a las variaciones en la actividad de mTORCs observadas.

1.2.3.1. ElI OGD incrementa los niveles de GFAP e induce cambios morfolégicos en astrocitos
Las variaciones morfoldgicas generadas en los astrocitos tras la isquemia cerebral es uno de los cambios mas

caracteristicos que ocurre durante el procesode astrogliosis. Los astrocitos sufren una hipertrofia acompafada
de un incremento en los niveles de la proteina GFAP (Brenner, 2014; Gottipatietal., 2014; Pekny et al., 2019).
Sin embargo, se desconoce el papel de mTORCs en estos procesos. Por ello, analizamos si las variaciones
observadas enla actividad de mTORCs tras el OGD tenianalguna implicacién tanto en los niveles de GFAP como

en su morfologia.

Los niveles de GFAP se analizaron mediante WB observandose un incremento significativo tras el OGD, sin

observarse variaciones en el restode los grupos experimentales ensayados (Figura 27B).
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El andlisis morfoldgico fue realizado mediante IF, empleando anticuerpos especificos contra la proteina GFAP.
En condiciones control, los astrocitos presentan formas poligonales con pequeiios procesos. EIl OGD indujo
cambios morfolégicos distintos seguin el tiempo de exposicion. Mientras que tras 6hOGD predominaron
morfologias bipolares, tras 17hOGD la mayoria de los astrocitos presentaban formas poligonales con una
marcada hipertrofia del soma. Tras la ReOx, los astrocitos mostraron una morfologia estrellada con multiples
procesos celulares que presentaban un intenso marcaje de GFAP. El uso de rapamicina indujo cambios en la
morfologia de los astrocitos. En condiciones control, la rapamicina provoca una hipertrofia somatica y tras el
OGD se observé una marcada heterogeneidad en su morfologia sin que predominada ninguna especifica,
observandose morfologias estrelladas, poligonales y bipolares. Tras la ReOx se observaron morfologias

estrelladas con procesos que presentaban un marcaje intensode GFAP (Figura 27C).
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Figura 27. El OGD incrementalos niveles de GFAP e induce cambios morfoldgicos en los astrocitos. A. Imagenesde WB representativas
de extractos proteicos de cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratdn sometidosa 6hOGD, 17hOGD y ReOx en p resencia
(+) o ausencia (-) de rapamicina 200nM afadida 24h antes del OGD (n=4). Las inmunodetecciones se realizaron empleando los
anticuerpos contra GFAP y B-Actina, como control de carga. B. Representacidn gréfica de la cuantificacion de los datos de GFAP
normalizados frente ala B-Actina y expresados como porcentaje de variacion frente al control. Los valores representan las medias + SEM
(ANOVA two-way *p < 0,05; **p<0,01; ***p<0,001). C. Imagenes representativas de IF de cultivo primarios de astrocitos de corteza
cerebral de ratén marcadas con Dapi (azul), GFAP (rojo). Barra de escala: 50 um.



1.2.3.2.  EI OGD ralentiza la tasa de division celular de astrocitos
La proliferacion 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 existia alguna relacién entre la actividad de mTORCsy la tasa de
proliferacién astrocitica, analizamos mediante WB y citometria de flujo si el OGD provocaba alteraciones en la

progresidn del ciclo celular.

Mediante WB cuantificamos los niveles de PCNA, Erk p-Thr202/Tyr204 y B-Actina. PCNA es un cofactor de la
DNA polimerasa esencial en la replicacion del ADN que ocurre durante la fase S del ciclo celular. Erk es una
proteina que pertenece a la familia de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs). La presencia de
factores trdficos en el medio extracelular, que inducen la divisién celular, desencadena una cascada de
sefalizacion que desemboca en la activacion de dicha proteina, mediante la fosforilacion de los epitopos Thr202
y Tyr204, permitiendo su translocacion al nucleo donde regula la transcripcion de genes implicados en la
progresion del ciclo celular (Roskoski, 2021). Finalmente, el citoesqueleto de Actina debe desorganizarse para
gue se pueda producir una correcta division del material genéticoy puedan generarse dos células hijas. Por ello,
variaciones en estos marcadores nos permitirdn determinar siexiste alguna anomalia en la progresién del ciclo

celular.

Teniendo en cuenta la capacidad proliferativa de los astrocitos, se partié de un mismo volumen para todas las
muestrasy no de una concentracién comun de proteinas. Ademas, no serealizé una normalizacion respecto al

control de cargay se compararon los niveles absolutos de proteina frente a sus respectivos controles.

Con el objetivo de abarcar unciclo celular completo, analizamos la evolucion 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. Ademas, para analizar laimplicacién de mTORCs endicho proceso, en algunos

cultivos afiadimos rapamicina durante 24 horas.

Los resultados obtenidos mostraron que el OGD disminuye de forma significativa los niveles de PCNA, Erk p-
Thr202/Tyr204 y B-Actina respecto a sus correspondientes controles de una forma dependiente al tiempo de
exposicion al OGD. Ninguno de los marcadores empleados mostré diferencias significativas en presencia de
rapamicina. Solamente se vieron reducidos de forma significativa los niveles de Erk p-Thr202/Tyr204 respectoa

su control cuando se elimind 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 proliferaciéon A. Imagenes de WB representativos de extractos
proteicos procedentes de cultivos primarios de astrocitos de corteza cerebral de raton. Las imunodetecciones se realizaron empleando
los anticuerpos contra Erk p-Thr202/204, PCNA y B-Actina. B-D. Cuantificacién grafica de lainmunodeteccion mediante W B. Los datos de
cada proteina estan normalizados frente al grupo control, considerado el 100% y expresados como el porcentaje de variacion respecto
al mismo. Los datos representan las medias + SEM (ANOVA one-way *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001) (C=Control).

A continuacion, realizamos un analisis de las frecuencias de las diferentes fases del ciclo celular mediante
citometria de flujo con yoduro de propidio. Los resultados mostraron que tanto la administracién de rapamicina
como la eliminacion del FBS disminuyen la porcién de células presentes enla fase S e incrementanla frecuencia
de lafase G1. EIOGD redujo de una forma dependiente del tiempo de exposicion el nimero de células en la fase

Srespectoal control (Figura 29A-B).
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Figura 29. El OGD ralentiza la tasa de divisidn celular de los astrocitos. A. Representacion grafica de las frecuencias de las diferentes

fases del ciclo celular medidas mediante el marcaje de yoduro de propidio por FACS. B. Valoresde 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

acompafiado de variaciones morfolégicas, asicomo una ralentizacién en la tasa de division.

2. Analisis del papel de mTORCs en modelos animales de isquemia cerebral
Los resultados obtenidos en las dos secciones anteriores evidencian que el OGD genera una desregulacidnen 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 suimplicacién en el desarrollo de patologias comola isquemia
cerebral. Dado los resultados obtenidos en nuestro modelo ex vivo, con relacién 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 inhibicion

de mTORCs (véase Material y Métodos).

La modulacién de mTORCs mediante diferentes agentes neuroprotectores es una de las estrategias terapéuticas
mas extendidas de laisquemia cerebral en donde la inhibicion de mTORCs mediante el uso de rapamicina, taly
como hemos mencionado previamente, comprende uno de estos abordajes. Sin embargo, desde un punto de
vista experimental, existe mucha controversia sobre el momento idéneo de uso (Chong etal., 2013; Fletcher et
al., 2013; Guo et al., 2014; Perez-Alvarez et al., 2018). Por ello, comparamos los efectos de la administracion de
rapamicina tanto 48 horas antes como 20 min después de la induccion de la isquemia cerebral (véase Material

y Métodos)

2.1. Laadministracion de rapamicina disminuye el volumen de lesion isquémico
En primer lugar, analizamos mediante resonancia magnética si la administraciéon de rapamicina reducia el

volumen de lesion isquémico. Los resultados mostraron que la administracion de rapamicina tanto antes como
después de la isquemia, reduce el volumen de lesién respecto a los ratones isquémicos sin tratar. No se

observaron diferencias significativas enrelaciéon al momento de suadministracion (Figura 30B).
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Figura 30. El tratamiento con rapamicina reduce el volumen de dafio inducido trasla MCAO. A. Imagenes representativas de resonancia
magnética que muestran el volumen de lesidn tras 24 horas de la induccion de la MCAO. B. Cuantificacidn gréfica de los volimenesde
lesion. Los datos representan las medias + SEM (t-Student one-way *p < 0,05). I=isquémico (MCAO); R=rapamicina. Dosis de rapamicina
=20 mg/kg. (In=11; [+Rpre =12 ratones; I+Rpost N=10).
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2.2. Efectodelarapamicinasobrelaactividad de mTORCs
A continuacion, quisimos determinar sila administracién de rapamicina generaba una reduccion en la actividad

de mTORCs alas 24 horas post MCAO. A partir de extractos proteicos procedentes de cortezacerebral de ratones

control e isquémicos, analizamos mediante WB los niveles de fosforilacién de Akt p-Ser473 (via mTORC2)y S6

p-Ser240/244 (via 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 disminucién significativa en los niveles de fosforilacién de S6 p-Ser240/244 (Figura 31C). En los
ratones isquémicos, se observé que existia una reduccién en la actividad de mTORCs debido a una reduccién

significativa en los niveles tanto de Akt p-Ser473 como de S6 p-Ser240/244 respectoal control (Figura 31B-C).
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Figura 31. El tratamiento con rapamicina reduce la actividad de mTORC1, pero no de mTORC2. A.Imagenes de WB representativas de
extractos proteicos de lazona dafada de corteza cerebral deratén. Lasimunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra
Akt p-Ser473, S6 p-Ser240/244 y B-Actina, como control de carga. B-C. Cuantificacidn grafica de la inmunodeteccion mediante WB. Los
datos estan normalizados frente a la B-Actina y expresados como el porcentaje de variacién frente al sham. Los valores de los graficos
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 gréaficos representan las medias + SEM (t-Student test *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001).
S=sham; I=isquemia (MCAQ); R=rapamicina.

68



2.3. Efectodelarapamicinasobrelas neuronastrasla MCAO
Para analizar si la inhibicion de mTORC1 mediante el uso de rapamicina tenia algun efecto sobre las neuronas,

realizamos tinciones de secciones de cerebro mediante un ensayo de IHQ, empleando un anticuerpo contrala
proteina NeuN, marcador especifico de neuronas. Realizamos un contaje del nimero de células NeuN* total, es
decir, de toda la zona lesionada, y diferenciando las dos regiones caracteristicas de la lesidn: el nicleo y la
penumbra isquémica. En el modelo animal empleado y al tiempo analizado (véase Material y Métodos), el nicleo
isquémico se corresponde con la region S1 mientras que la penumbra isquémica se corresponde con la regién

M1/M2.

Los resultados mostraron que la MCAO reduce de forma significativa el nimero total de células NeuN* respecto
al sham (Figura 32B), observandose una mayor pérdida de estas en el nlcleo isquémico que en la penumbra
isquémica (Figura 32C). A nivel morfoldgico, se observé que la MCAO genera una hipertrofia celular con un

marcaje perinuclear de NeuN (Figura 32A).

En los ratones isquémicos, la administracion de rapamicina mostré una pérdida menor total de células NeuN*
respecto a los ratones isquémicos sin tratar (Figura 32B), observandose de nuevo que el nucleo isquémico
presentaba una mayor reduccién en el nimero de células NeuN* que la penumbra isquémica (Figura 32C). No

se observaron diferencias significativas entre la administracion de rapamicina antes o después de la MCAO.

Estos resultados sugieren, que la inhibicion de mTORC1 mediante el uso de la rapamicina tiene un efecto

MCAO

neuroprotector tras la MCAO.
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Figura 32. La inhibicion de mTORC1 tiene un efecto neuroprotector frente a la MCAO. A. Imagenes representativas de IHQ marcadas
con NeuN tanto en lapenumbracomo en el nicleo isquémico. Barra de escala: 100 um. B. Cuantificacién grafica de las células NeuN* en
el drea total de dafio. C. Cuantificacion gréfica de las células Iba-1* en la penumbra y nucleo isquémico area total de dafio. Sham n=5,
Sham+Rapa n=5, MCAO n=6; MCAO+Rapapre N=6 y MCAO+Rapapost N=6. Los valores de todos los graficos representan las medias + SEM
(t-Student test *p <0,05; **p<0,01; ***p <0,001). S=sham; I=isquemia (MCAQ); R=rapamicina.

2.4. Efectodelarapamicinasobre células gliales trasla MCAO

La activacion de la microglia ylos 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 desempefian mTORCs en dicha
respuesta. Porello, analizamos sila inhibicion de mTORCs durante laisquemia cerebral tenia algun efecto en la
respuesta glial que nos permitiera explicar los resultados neuroprotectores observados anteriormente respecto

al nimero 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-1y realizamos un contaje de células lba-1*y

una cuantificacién del porcentaje de area marcada con Iba-1.

Los resultados mostraron que en los ratones sham, la rapamicina generd un incremento significativo del area
marcada con Iba-1 (Figura 33B), sin observar variaciones en el nimero de células Iba-1* (Figura 33C). A nivel

morfoldgico, se puede observar un incrementoen el nimero de procesos en cada célula.

Tras la MCAOQ, se observd un incremento significativotanto en el &rea marcada con Iba-1 como en el nimero de
células Iba-1*. Los ratones tratados con rapamicina muestran una reduccion significativa de ambos pardmetros
en comparacion a los ratones isquémicos sin tratar. No existieron diferencias en los grupos experimentales

tratados con rapamicina (Figura 33B-C).

El andlisis comparativoentre el nicleo y la penumbra isquémica reveld que solamente el grupo MCAO presentd
diferencias significativas entre ambas regiones, existiendo un mayor nimero de células Iba-1* en el nucleo

isquémico y una mayor drea marcada con lba-1en la penumbra isquémica (Figura 33D-E).
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Ademads del analisis en la respuesta microglial, también quisimos determinar los posibles cambios en la
respuesta astrocitaria. En primer lugar, analizamos mediante WB las posibles variaciones enlos 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 Ia

rapamicina (Figura 34A-B).
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Figura 33. Efecto de la administracion de rapamicina i.p. sobre la respuesta microglial tras la MCAO. A. Imagenes representativas de
IHQ marcadas con Iba-1 tanto enla penumbracomo en el ndcleoisquémico. Barrade escala: 100 um. B. Cuantificacidn del porcentaje
del dreatotal de dafio marcada con Iba-1 respecto al Sham. C. Cuantificacién grafica de las células Iba-1* en el area total. D. Cuantificacion
del porcentaje de drea marcada total en la penumbra y nucleo isquémico con Iba-1 respecto al Sham E. Cuantificacién grafica de las
células Iba-1* en la penumbra y nucleo isquémico drea total de dafio. Sham n=5, Sham+Rapa n=5, MCAO n=6; MCAO+Rapapre N=6y
MCAO+Rapapost N=6. Los valores de todos los gréaficos representan las medias + SEM (t-Student test *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001).
S=sham; I=isquemia (MCAQ); R=rapamicina.

De forma complementaria, mediante IHQ analizamos el area total marcada con GFAP, observdndose un
incremento significativo en todos los grupos isquémicos respectoal sham (Figura 34D). Este incremento se vio
reducido tras la administracién de rapamicina, sin observarse variaciones en el momento de la inyeccion (Figura
34D). Analizando las posibles diferencias entre el nucleo y la penumbra isquémica, no se observaron diferencias

significativas en ninguno de los grupos experimentales (Figura 34E).

Estos resultados muestran que la administracién de rapamicina reduce la respuesta microglial y astrocitica tras

la isquemia cerebral, la cual podria explicar el efecto neuroprotector observado previamente.
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Figura 34. Efecto de la administracion de rapamicina i.p. sobre la respuesta astrocitica tras la MCAO. A. Imagenes de WB
representativas de extractos proteicos de lazona dafiada de corteza cerebral de ratén. B. Cuantificacion grafica de la inmunodeteccion
mediante WB. Lasimunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra GFAP y Vinculina, como control de carga. Los datos
estan normalizados frente a la Vinculinay expresados como el porcentaje de variacion frente al Sham. C. Imagenes representativas de
IHQ marcadas con GFAP tanto enla penumbracomo en el ndcleoisquémico. Barrade escala: 100 um. D. Cuantificacién del porcentaje
de drea marcada total con GFAP respecto al Sham. E. Cuantificacién del porcentaje de drea marcada en la penumbray nucleo 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
graficos representan las medias + SEM (t-Student test *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001). S=sham; I=isquemia (MCAOQ); R=rapamicina.
3. Analisis del papel de mTOR en modelos celulares de la enfermedad
de Alzheimer
La EA y la isquemia cerebral presentan una estrecha relacién donde la hipoxia, el colesterol o la edad, entre
otros, son considerados factores comunes de riesgo. Ademas, ambas patologias presentan una desregulacion
enla proteostasis celular, lo que genera una reduccién en la tasa de degradaciony, por lotanto, una acumulacidn
de proteinas disfuncionales como es el casodel BA en la EA. Una de las estrategias para reducir la carga amiloide
cerebral podria ser la modulacion de los sistemas de autofagia para la eliminacién agregados tdxicos que
aceleran el proceso de neurodegeneracion. Por ello, debido a su papel en el control de la proteostasis, la

modulacién de mTORCs enla EA podria 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 estd disminuida, durante la EA existe una
hiperactivacion en la actividad de estos complejos (Caccamo et al., 2013; Villa-Gonzalez et al., 2022). Ante este
escenario, analizamos de qué manera la exposicion al OGD modifica los parametros neudegenerativos de las

neuronas en un modelo de EA.

3.1. Analisis del papel de mTORCs en neuronas Tg APP/PS1

3.1.1. El OGD reduce la hiperactividad de la via PI3K/Akt/mTORC1 en neuronas Tg
En primer lugar, realizamos cultivos primarios de neuronas transgénicas (Tg) de corteza cerebral del raton 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 fosforilacién de mTOR p-Ser2448, asi como de
sus substratos P70S6K p-Thr389y 4EBP-1 p-Thr37/46 (Figura 35A). Los resultados mostraron que el OGD reduce
la fosforilacién de mTOR p-Ser2448 en neuronas Tg (Figura 35B). Esta reduccién en la fosforilacion de mTOR
conlleva una disminucion de su actividad debido a la reduccién significativa de los niveles de fosforilacion de sus
substratos P70S6K p-Thr389 y 4EBP-1 p-Thr37/46, respecto a sus correspondientes controles. (Figura 35C-D).
Ademds, se observd que las neuronas Tg presentaban unincremento en los niveles basales de fosforilacién tanto

de mTORC1 como de sus substratos respecto a las neuronas Wt (Figura 35).
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Figura 35. El OGD reduce la actividad de mTORC1 en neuronas Tg. A. Imagenes de WB representativos procedentes de extractos
proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratédn 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-Thr37/46 y B-Actina,
como control de carga. B-D. Cuantificacion gréfica de los datos normalizados frente a la B-Actina y expresados como porcentaje de
variacion 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 disminucidn en la actividad de mTORC1 tras el OGD, se analizaron los

niveles de actividad de las vias de sefializaciénimplicadas en su modulacién: la via PI3K/Akty la via AMPK

Los resultados mostraron que las neuronas Tg presentaban una mayor actividad de la via PI3K/Akt frente a las
neuronas Wt. Esto se determind mediante el analisis por WB de los niveles de fosforilacién de Akt p-Thr308 (via
PDK1/PI3K) y Akt p-Ser473 (via mTORC2) (Figura 36A). Se observd que en condiciones control las neuronas Tg

presentaban unos niveles de ambos fosfo-epitopos mayores que los de las neuronas Wt. Tras el OGD, se observd
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gue los niveles de Akt p-Thr308 y Akt p-Ser473 mostraron una reduccién significativa de una forma dependiente

al tiempo de exposicién de OGD, respectoa sus correspondientes controles (Figura 36B-C).

Estos resultados sugieren que el OGD genera una disminucion tanto en la actividad de la via PI3K/Akt como de

mMTORC2, de forma andloga entre neuronas Tgy Wt (Figura 36).
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Figura 36. El OGD reduce laactividad de lavia PI3K/Akty de mTORC2 en neuronas Tg. A. Imagenesde WB representativos procedentes
de extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratédn Tgy Wt sometidas a varios tiempos de OGD (n=4).
Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra Akt p-Thr308, Akt p-Ser473 y B-Actina, como control de carga. B-
C. Cuantificacién gréfica de los datos normalizados frente a la B-Actina y expresados como el porcentaje de variacion frente al control.
Los valores representan las medias + SEM (t-Student test *p <0,05; **p<0,01; ***p <0,001).

A continuacion, determinamos los niveles de actividad de la via AMPK mediante el analisis de los niveles
fosforilacion de AMPKa p-Thrl72, 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-epitopos de las proteinas analizadas.
Tras 6h0OGD, los niveles de fosforilacion de AMPKa p-Thrl72 muestran un incremento significativo respectoal
control. Tras 17hOGD, se observd una reduccion significativa de estos respecto a los niveles obtenidos tras
6h0OGD, manteniéndose superiores a los niveles del control (Figura 37B). Los niveles de p-ACC mostraron un
patron de fosforilacidon similar. Sin embargo, sus niveles de fosforilacidn fueron significativamente inferiores a
los del control (Figura 37C). Finalmente, los niveles de fosforilacion de ULK p-Ser555 mostraron una reduccion
significativa respectoal control tras ambos tiempos de exposicién al OGD (Figura 37D). Estos resultados sugieren

gue el OGD genera una activacionde AMPK de forma transitoria y dependiente de substrato.

A B C D Clwe
—_ Tg
62 kDa " - - e -‘ AMPK p-Thr1i72 & - <
& 250 onx _.400 <150
280 kDa [ WD W W BN BSS S p-acc T 200 v Zaoo 2
£ 150 12} 2 100 .
i - § i O 200 - 8
113 kDa — ULK1 p-Ser555 4100 S ?
¢ =[] Lol Ll ag < LAl o
40 kDa |-----—| B-Actina o olll ! . 0 [ L O g oLl : .
= Control 6hOGD 17hOGD Control 6hOGD 17h0oGD = Control 6hOGD 17hOGD
Control 6hOGD 17hOGD Control 6hOGD 17hOGD < =]

Wt Tg

Figura 37. El OGD incrementa la actividad de AMPK de forma transitoria tanto en neuronas Tg como Wt. A. Imégenes de WB
representativas procedentes de extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratén Tgy Wt sometidas a
varios tiempos de OGD (n=4). Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra AMPKa p-Thr172, p-ACC, ULK p-
Ser555 y B-Actina, como control de carga. B-D. Cuantificacion grafica de los datos normalizados frente a la B-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 conclusidn, estos resultados apuntana que la reduccion observada en la actividad de mTORC1 es debida a la
desregulacién de las vias de sefializacién que controlan suactividad, observandose ademas una hiperactivacion

de la actividad de mTORCs en neuronas Tg.

3.1.2. EI OGD induce la muerte celular por apoptosis en neuronas Tg
A continuacion, analizamos si las diferencias observadas en la actividad de mTORCs tras el OGD tenia impacto

en la supervivencia de las neuronas Tg. Determinamos la tasa de apoptosis mediante el analisis por WB de los

niveles de CC3y la viabilidad neuronal mediante el ensayode MTT.

Los resultados obtenidos muestran que en condiciones control las neuronas Tg presentan unos niveles mayores
de CC3respecto a las neuronas Wt (Figura 38A). Tras el OGD, se observd un incremento significativo de los
niveles de CC3 de una forma dependiente del tiempo de exposicidonal OGD sin observar diferencias entre ambos

genotipos (Figura 38B).

Con relacion a la viabilidad neuronal, en condiciones control las neuronas Tg mostraron unos niveles menores
respectoa las neuronas Wt. Tras el OGD, se observé una reduccion significativa de la viabilidad neuronal de una
forma dependiente del tiempo respecto al control en ambos genotipos. Sinembargo, las neuronas Tg mostraron
una mayor susceptibilidad frente a las neuronas Wt tras 6hOGD debido a unos niveles significativamente

inferiores (Figura 38C).
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Figura 38. El OGD reduce la viabilidad celular e induce la apoptosis en neuronas Tg. A. Imagenes de WB representativos procedentes
de extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratdn Tgy Wt sometidas a varios tiempos de OGD (n=3).
Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra la Caspasa 3 cortada y B-Actina, como control de carga. B.
Cuantificacion grafica de los nivelesde CC3 normalizados respecto a la B-Actina y expresados como el porcentaje de variacién frente al
control Wt. C. Cuantificacion grafica de laviabilidad neuronal mediante MTT (n=6). Los valores representan las medias + SEM (t-Student
test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

A continuacion, analizamos si el efecto del OGD tenia un impacto diferencial sobre la morfologia 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 398B).

Los resultados mostraron que en condiciones control las neuronas Tg ya presentan una reduccién significativa

en la longitud de neuritas frente a las neuronas Wt (Figura 39D). Tras el OGD, se observé una reduccidn
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significativa en todos los parametros 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 observd una reduccion significativa de todos los parametros analizados frente a las

neuronas Wt (Figura 39C-E).

Desde un punto de vista morfoldgico, estos resultados muestran que las neuronas Tg son inicialmente mas

susceptibles al OGD que las neuronas Wt.
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Figura 39. El OGD reduce de forma precoz el tamafio neuronal en las neuronas Tg. A. Imagenesde IF de cultivos primarios de neuronas
de corteza cerebral de ratén Wt y Tg marcadas con Map2 (azul), Tau-1 (amarillo); B. Dapi (azul) y Tub-Tyr (amarillo). Barra de escala: 20
um. C. Representacion grafica de la cuantificacidén de la longitud axonal (um) (n=3), D longitud de neuritas (um) (n=3) y promedio de
neuritas por neurona (um) (n=3). Los datos representan las medias + SEM (t-Student test *p <0,05; **p<0,01; ***p <0,001).

3.2. Analisis del impacto del OGD sobre la amiloidosis neuronal
La formacién de las placas seniles debido a la acumulacidon del péptido BA es una de las dos marcas

histopatolégicas de la EA que, segun la hipétesis 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 sieste hecho tenia algun

efecto sobre la acumulacion/secrecion del péptido BA. En primer lugar, determinamos si los tiempos de OGD
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seleccionados podrian tener algun efecto en la secrecién del BA. Para ello, realizamos cultivos primarios de
neuronas de corteza cerebral de ratones Tg y recolectamos el medio de cultivo para analizar los niveles de BA
secretado mediante un ELISA especifico del péptido humano BA40. Los resultados mostraron que el OGD reducia

significativamente los niveles de BA secretadotras 17hOGD (Figura 40).
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Figura 40. El OGD reduce la secrecion de BA (1-40). Cuantificacidn gréfica de los niveles de BA humano detectados por ELISA en el
sobrenadante de neuronas Tg de corteza cerebral de ratén (n=9). Los valores representan las medias + SEM (t-Student test ***p < 0,001).

Tras este resultado nos preguntamos si el OGD podria modificar los niveles totales de las proteinas APP y/o de
BACE-1 (B-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 observandose que el OGD reduce de forma significativa
los niveles totales de APP (Figura 41 A-B) respectoal control de una forma dependiente del tiempo, sin afectar

a los niveles totales de BACE-1 (Figura 41A-C).
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Figura 41. El OGD reduce los niveles de APP sin afectar a los niveles de BACE-1. A. Imagenes de WB representativas procedentes de
extractos proteicos cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de raton Wt y Tg sometidas a varios tiemposde OGD (n=3). Las
imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos de APP, BACE-1 y B-Actina, como control de carga. B-C. Cuantificacion gréfica
de losdatos normalizados frente a la B-Actina y expresados como porcentaje de variacién frente al control Wt. Los datos las medias +
SEM (t-Student test *p < 0,05; **p<0,01; ***p <0,001).

La disminucién en los niveles totales de APP y la reduccion de la secrecién del péptido BA, correlacionaba con la
disminucién en la actividad de mTORC1y el aumento transitorioen la actividad de AMPK. Ante este escenario,
nos preguntamos si un incremento en la respuesta autofagica podria explicar los resultados observados. Por
ello, analizamos mediante WB las posibles variaciones en los niveles de LC3 Il y los adaptadores autofagicos

NBR1y p62.
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Los resultados mostraron que en condiciones control las neuronas Tg presentaban unos niveles superiores de
LC31l alas neuronas Wt (Figura 42A-B), sin observarse diferencias en los niveles de NBR1y p62 (Figura 42C-D).
Tras el OGD en ambos genotipos, se observé un incremento en la respuesta autofagica debido al aumento en
los niveles de LC3 Il (Figura 42B) y a la reduccion de los adaptadores autofagicos NBR1y p62 (Figura 42 C-D),

ambos de una forma dependiente del tiempo.
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Figura 42. El OGD induce la respuesta autofagica de forma andloga en neuronas Tg y Wt. A. Imagenes de WB representativos
procedentes de extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratén Tg y Wt sometidas a varios tiempos
de OGD (n=3). Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra LC3 I/Il, NBR1, p62 y B-Actina, como control de
carga. B-D. Cuantificacion gréfica de losdatos normalizados frente a la B-Actina y expresados como el porcentaje de variacion frente al
control Wt. Losvalores representan las medias + SEM (t-Student test *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001).

A continuacidn, para confirmar que existia un incremento neto en la respuesta autofagicay con ello en la tasa
de degradacion de las neuronas Tg, incubamos algunos cultivos con BafAl (Figura 43A). Los resultados
mostraron que las neuronas Tg presentan un incremento transitorio de la respuesta autofagica andlogo a las
neuronas Wt, dado que no existian diferencias significativas en ninguno de los puntos experimentales
ensayados. En condiciones control, los niveles de LC3 Il y NBR1incrementaron significativamente con el uso de
BafAlrespectoal control, sin observarse variaciones enlos 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 BafAl. Los niveles de LC3 |l mostraron la misma dindmica que los adaptadores NBR1y

p62, observandose tras 6hOGD unos niveles mayores con el uso de BafAl (Figura 43B-D).
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Figura 43. El OGD induce una respuesta autofagica en neuronas Tg de forma analoga a las neuronas Wt A. Imagenes de WB
representativas procedentes de extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratén Wt y Tg (5 DIV)
sometidas a varios tiempos de OGD en presencia (+) o ausencia de Bafilomicina A1 (BafAl) (50nM) (n=3). Las imunodetecciones se
realizaron empleando los anticuerpos contra NBR1. p62 y LC3 I/Il y B-Actina, como control de carga. B-D. Los gréficos muestran la
cuantificacion de los datos normalizados frente a la B-Actinay expresados como porcentaje de variacion 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 autofdgico de forma transitoria pero no la tasa de
degradacion. Por ello, frente a estos resultados descartamos que la reduccion de los niveles totales de APP v,
por tanto, la secrecion del BA fuera mediante la autofagia. Para explorar el papel de otras vias implicadas en la
degradacion de proteinas, como el proteasoma, decidimos emplear un inhibidor genérico de este (MG132) en
comparacion con un inhibidor de actividad lisosomal (cloroquina). Mediante WB se analizaronlos niveles de LC3
I, como indicativo de autofagia, y los niveles totales de APP. Ademas, tras los respectivos tratamientos se

recogié el sobrenadantey se analizé mediante ELISA los niveles secretados de BA.

Los resultados obtenidos revelaron que en condiciones control la cloroquina incrementa significativamente los
niveles de LC3 Il respectoal control sin observarse variaciones en los niveles de APP. El uso del inhibidor MG132
tampoco modificé los niveles ni de APP ni de LC31l. Tras 17hOGD, el uso de cloroquina incrementd los niveles
de LC3 Il respecto al, de forma andloga a BafAl sin observarse variaciones en los niveles de APP. El inhibidor

MG132 tampoco modificé los niveles de ambos marcadores (Figura 44A-B).

Finalmente, mediante ELISA observamos que tras el OGD todos los grupos ensayados presentaron unos niveles

de BA significativamente inferiores al control, sin mostrar diferencias significativas entre ellos (Figura 44C).
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Figura 44. Efecto del bloqueo de la protedlisis en los niveles totales de APP y en la secrecidn del BA. A. Imagenes de WB representativas
procedentes de extractos proteicos de cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral de ratén Wt y Tg (5 DIV) sometidas a varios
tiempos de OGD (n=3) + Cloroquina 40uM = MG132 1uM. Las imunodetecciones se realizaron empleando los anticuerpos contra APP,
LC3 I/l y B-Actina, como control de carga. B-C. Los graficos muestran la cuantificacidon de los datos normalizados frente a la B-Actinay
expresados como porcentaje de variacion frente al control Wt. D. Representacién grafica de la cuantificacién de los niveles de BA
detectados por ELISA en el sobrenadante de neuronas de corteza cerebral de ratén Tg APP/PS1 (n=9) tratados con Cloroquinay MG132.
Los valoresrepresentan las medias + SEM (t-Student test *p <0,05; **p<0,01; ***p <0,001).

Estos resultados sugieren que la reduccién observada en la amiloidosis de los cultivos primarios de neuronas de
corteza cerebral de ratén procedentes de ratones Tg APP/PS1 tras el OGD no se debe a un procesamiento
proteolitico de la proteina APP, sugiriendo que podrian deberse a alteraciones transcripcionales, las cuales

estamos tratando de determinar.
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V. DISCUSION
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El objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido analizar el papel de la proteina mTOR en procesos
fisioldgicos y patoldgicos cerebrales. Para ello, nos hemos centradoen dos enfermedades neurodegenerativas
como modelos de estudio: el ACV de tipo isquémico y la enfermedad de Alzheimer. Aunque ambas patologias
presentantanto una etiologia como un desarrollo dispar, tienen ciertos puntos de confluencia. Por un lado, el
ACV es una enfermedad subita y aguda, ocasionada por la disminucién o bloqueo del flujo sanguineo cerebral,
mientras que la EA se caracterizapor undesarrollo progresivo cuyo origen exacto se desconoce. Recientemente,
diversos autores han reportado una estrecha asociacién entre ambas enfermedades como por ejemplo la
existencia de diferentes factores de riesgo comunes a ambas, entre los que se encuentran mutaciones genéticas,
hipertensiéon obesidad y diabetes. Ademads, se ha demostrado que distintos eventos hipdxicos o lesiones
vasculares representan también un factor de riesgo en la patogénesis y evolucion de la EA (J. T. He et al., 2020;
Pluta et al., 2021; Utamek-Koziot et al., 2016). Durante los ultimos afios, la comunidad cientifica ha realizado
un granesfuerzo enla busqueda de dianas terapéuticas que permitan reducir los efectos devastadores de ambas
patologias, las cuales representan una alta incidencia en la poblacién mundial. Sin embargo, hasta ahora no se
ha encontrado ninguna terapia exitosa, siendo por tanto fundamental la busqueda de nuevas dianas

terapéuticas.

Ante este escenario, la proteina mTOR es un candidato interesante de estudio. Su capacidad de integracion de
sefalesintra y extracelulares, asi como su papel regulador en el balance entre supervivencia y muerte celular,
la convierten en un importante nodo de regulaciéon de procesos celulares que permiten el mantenimiento de la
homeostasis celular (Querfurth & Lee, 2021). Este hecho ha despertado un interés cientifico, en proponer su
uso como diana terapéutica. Por ello, conocer en profundidad como se modula su actividad y el papel que

cumple en ambas patologias es crucial para proponer abordajes terapéuticos basados en mTOR.

1. Efecto del OGD en modelos celulares de isquemia cerebral

1.1. EI 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 impactotemporal del OGD sobre la actividad de mTORCs
en neuronas y astrocitos. La mayoria de los autores que utilizan el OGD como modelo ex vivo de isquemia
cerebral realizan exposiciones de corta duracion que abarcan desde pocos minutos hasta, generalmente, no mas
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 clinico, la reperfusion del tejido cerebral es el tGnico tratamientoaprobado en clinica, pero segun
el protocolo estandarizado cuenta con una ventana temporal muy estrecha. Ademas, se ha observado que la
reperfusién no es una alternativa totalmente eficaz dado que no evita la neurodegeneracion posterior. En base

a esto, es esencial el estudio a tiempos largos de exposicién al OGD en las células neurales, para conocer su
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respuesta a largo plazotras un evento isquémico y poder analizar nuevas dianas que permitan el aumentode la

ventana terapéutica, y, en consecuencia, reducir la neurodegeneracion.

En primer lugar, mediante el uso de cultivos primarios de neuronas y astrocitos de corteza cerebral de ratdn,
hemos caracterizado el efecto diferencial del OGD alo largo del tiempo sobre la actividad de mTORC1 en ambos
tipos celulares mediante la cuantificacidn de los niveles de fosforilacién tantode la proteina 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 drasticamente de una forma dependiente del tiempo de exposicidn al OGD.
Sin embargo, en astrocitos, la actividad de dicho complejo sufre una reduccién inicial a tiempos cortos y una
recuperacion de esta a tiempos largos de exposicion al dafio. Dado que la actividad de mTORC1 esta
determinada por sus niveles de fosforilacion, modulado tanto por diferentes vias de sefializacién como por su
localizacién celular (Laplante & Sabatini, 2012; Villa-Gonzalez et al., 2022), analizamos las posibles alteraciones
de ambos mecanismos tras el OGD. Nuestros resultados demuestran que la desregulacién de la actividad de
mTORC1 observada tras el OGD era debida a una desregulacion en las vias PI3K/Akt y AMPK y no a cambios en
su localizacion celular. Estos datos coindicen con resultados publicados en otros trabajos, en los que se ha
descrito una desregulacion tanto de la via candnica PI3K/Akt/mTORC1 como de la via AMPK, dos de las
principales vias de sefializacién que modulan la actividad de mTORC], trasla isquemia cerebral (Jian et al., 2018;

Pérez-Alvarez et al., 2018).

La actividad de ambas vias estd determinada por la disponibilidad de factores tréficos, oxigeno y glucosa. Dado
gue en el modelo de OGD empleado existe una restriccion de dichos factores, era esperable que estas debian
estar desreguladas. Sin embargo, hasta el momento se desconoce el estado de activaciéon de ambas vias a
tiempos largos de exposicidon. En base a ello, decidimos explorar su estado de activacion tras exposiciones

prolongadas al OGD.

Akt es uno de los principales nodos de regulacion de la via candnica PI3K/Akt/mTORC1y su actividad estd
controlada, mayoritariamente, por la fosforilacion de la Thr308 (via RTK/PI3K/PDK1) y de la Ser473 (via
MTORC2). En neuronas, nuestros resultados indican que el OGD reduce de una forma dependiente del tiempo
la actividad de Akt, tal y como muestranlos propios niveles de fosforilacion de mTOR en Ser2448. No obstante,
hemos observamos diferencias en los patrones de fosforilacidon en los dos de estos residuos fosforilables de Akt.
Por un lado, los niveles de fosforilacion en Thr308 mostraron una dindmica de fosforilacion que incrementa y
disminuye dependiendo del tiempo de exposicién 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 etal., 2022), el cualinduce un incrementoen la expresiény niveles de VEGF (Nakamura etal., 2011).
En modelos de tMCAO, se ha demostrado que la administracion de NGFincrementa los niveles de Akt p-Thr308

y mTOR p-Ser2448, observandose una reduccién del volumen de lesién (Li et al., 2022). En linea con dicha
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hipdtesis, resultados previos de nuestro laboratorio mostraron un incremento en los niveles de VEGF neuronal
con un efecto neuroprotector a tiempos largos de exposicion al OGD (Mateos et al., 2016). Por ello,
hipotetizamos que este patrén de fosforilacidon observado en Thr308 podria ser debido a la secrecidén de algun
factor tréfico neuronal, que incremente la fosforilacion de este residuo, con el objetivo de mantener algo de
actividad de Akt, y por tanto la supervivencia neuronal tras el dafio (Keppler-Noreuil et al., 2016). Sin embargo,
no se ha descrito ningun factor troéfico cuya dinamica de secrecién sea similar a lo observado, por lo que no

podemos proponer ningln candidato por ahora, siendo necesario realizar estudios con mayor profundidad.

Otro de los residuos que regulan la actividad de Akt es la Ser473, cuya fosforilacién es realizada directamente
por mTORC2. Los niveles de Akt p-Ser473 mostraron una reduccion dependiente del tiempo de exposicion al
OGD. Existen pocos datos sobre el papel de mTORC2 en isquemia cerebral, sin embargo, resultados previos
publicados por nuestro grupo muestran una disminucién en la actividad de mTORC2 en modelos de pMCAO
(Perez-Alvarez et al., 2018; Perez-Alvarez & Wandosell, 2016). Los resultados del presente trabajo estan de
acuerdo con dichos resultados in vivo, ademas de demostrar que la reduccién en los niveles de fosforilacién 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 continuacion

En astrocitos, los niveles de fosforilacion de ambos residuos de Akt presentan un patron de fosforilacidon que
indican que la actividad de dicha quinasa estda disminuida a tiempos cortos y aumentada a tiempos largos de
exposicion al OGD. La reduccidn inicial de la actividad de mTORCs en astrocitos esta 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 via PI3K/Akt/mTORC1 como de mTORC2. Seglin nuestros
resultados, elincremento de actividad en Akt es debido alaumento de la fosforilacién en Serd73 pues los niveles
de fosforilacién en Thr308 se mantuvieron constantes. Dado que la fosforilacion en Ser473 se debe a la
fosforilacién directa por mTORC2, hipotetizamos que debe de existir algun factor tréfico soluble liberado por los
astrocitos en condiciones de OGD, que podria 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 trdficos, 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 podria ser fundamental para la sintesis y liberacidon de dicho factor tréfico, pues el
tratamiento con rapamicina durante las 24 horas previas al OGD no permitio el desarrollo de dicha dinamica de

actividad de mTORCs.
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Ademas de la via PI3K/Akt/mTORC1, la via de AMPK regula negativamente la actividad de mTORC1. La ausencia
de glucosa en la célula, genera una disminucién en la actividad glucolitica y por tanto un desbalance en la
relacion AMP/ATP, detectado de forma precoz e induciéndose la activacion de AMPK mediante fosforilacion,
principalmente, por la quinasa LKB1 (Shackelford & Shaw, 2009). Nuestros resultados muestran que el OGD en
neuronas, induce la activacion transitoria de AMPK, mientras que en astrocitos la activacién de AMPK se
mantiene constante durante su exposicion al OGD. Desde un punto de vista energético, a pesar de la existencia
de otros combustibles metabdlicos como el lactato o los cuerpos cetdnicos suministrados por los astrocitos a las
neuronas (lglesias et al., 2017; Takahashietal., 2014), el metabolismo neuronal es altamente dependiente de
la fosforilacién oxidativa para la obtencion de ATP (Bonvento & Bolafios, 2021), haciéndolas altamente
vulnerables a la hipoxia (Turner & Adamson, 2011). Se ha demostrado tanto ex vivo (Almeida et al., 2004; San
Martin et al., 2017) como in vivo (Fiebig et al., 2019; Supplie et al., 2017) que el bloqueo de la fosforilacion
oxidativa en neuronas induce su muerte, mientras que los astrocitos son capaces de compensar la pérdida de
produccion del ATP mitocondrial y sobrevivir empleando otros metabolitos. En base a estos datos, podemos
sugerir la existencia de mecanismos de compensacion metabdlicos en las neuronas que permitan mantener
unos niveles de ATP suficientes como para conservar ciertas funciones. No obstante, es esencial la realizacién

de experimentos futuros para elucidar el posible mecanismo compensatorio que explique esta respuesta.

Ademas de la actividad de las diferentes vias de sefializacidon que convergen en mTORC]1, su traslocacion a la
superficie de la membrana del lisosoma es otrode los mecanismos celulares que permiten suactivacion (Yue et
al., 2022). Nuestros resultados mostraron que el OGD no induce una deslocalizacién de mTORC1 de la
membrana lisosomal en ninguno de los dos tipos celulares estudiados. La presencia de aminoacidos es esencial
para la translocacion 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 restriccion de ningun aa,, podemos concluir que la presencia de estos evita la deslocalizacién de mTORCL1.
No obstante, encontramos que la inhibicidon farmacolégica de mTORC1 mediante el uso de rapamicina tampoco
deslocalizd 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 lineas celulares inmortalizadas procedentes de
diferentes tejidos, han descrito que la rapamicina desacopla e inactiva a mTORC1 de la membrana lisosomal.
Estos resultados podrian sugerir que, al menos en cultivos primarios de neuronas y astrocitos de corteza cerebral
de ratdn, el mecanismo de inhibicion de mTORC1 por la rapamicina no se debe a un desacoplamiento del
complejo de la membrana lisosomal. Por ello, es necesario realizar estudios mas exhaustivos que permitan
elucidar el mecanismode accidn 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 podria 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 podria ser un aspecto esencial para su supervivencia
tras la isquemia cerebral (Villa-Gonzalez et al., 2022). Trabajos previos han reportado que la disminucién en la
actividad de mTORCs se correlaciona con una disminucién 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 via 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 drdstica reduccién de la supervivencia neuronal e incremento de la muerte
celular por apoptosis, que ocurren de forma paralela a la disminucién de la actividad de mTORCs tras
exposiciones prolongadas al OGD, hemos observado que no todas las neuronas en el cultivo presentan el mismo
gradode afectacion. Aquellas neuronas que no experimentaron el corte de la caspasa 3, son capaces de resistir
al OGD, probablemente debido al mantenimiento de una actividad minima residual de mTORCs. A pesarde 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 disminucién 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 hanreportado una alteracién de la autofagia tras la isquemia cerebral, la cual podria
contribuir a la disfuncién neuronal y a la neurodegeneracién (Nixon, 2013; Shen et al., 2015). Por ello, tras
observar que, en neuronas, el OGD generaba una disminucion en la actividad de mTORC1 de forma paralela al
incremento en la muerte neuronal, analizamos las posibles alteraciones enla respuesta autofagica. Atendiendo
a los niveles de los marcadores LC3 Il, NBR1 y p62, nuestros resultados sugieren que el OGD induce un
incremento en el flujo autofagico de forma transitoria sinincrementar la tasa de degradacion. La induccién de
la respuesta autofagica esta modulada de forma sinérgica tanto por mTORC1 como por AMPK (Lu et al., 2022).

Por ello, a pesar de que nuestros resultados muestran una reduccion en la actividad de mTORC1 de forma
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gradual al tiempo de exposicién al OGD, la activacion temporal de AMPK observada podria explicar la induccién

transitoria de la respuesta autofagica que hemos detectado.

El desbalance en la proteostasis desencadena la formacién de agregados toxicos debido a un fallo en la via
autofagia-lisosoma, entre otros posibles mecanismos (Giffard et al., 2004; Liu et al., 2019; Perez-Alvarez etal.,
2018). A la vista de la ausencia en la tasa de degradacion lisosomal observada, algunos estudios han reportado
gue, a pesar de que el OGD permite el inicio de la respuesta autofagica, genera una disfuncién lisosomal (Hossain
etal., 2021), del mismo modo que lo observado en nuestros resultados. Esta disfuncion es debida, posiblemente,
tanto por una reduccidon en los niveles totales y actividad de ciertas catepsinas, como fallos en la unién
autofagosoma-lisosoma (Cheng et al., 2019; X. Zhang et al., 2021). La inactividad lisosomal es una de las
consecuencias de dicho fallo proteostatico, desencadenando la acumulacién de autofagosomas no degradables
gue desencadenan la muerte neuronal favoreciendo la consecuente neurodegeneracién (Button et al., 2017).
Concretamente, la recuperacion tanto en los niveles como en la actividad de la catepsina D, es esencial para

revertir la disfuncién 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 llevé a considerar
alteraciones en su ciclo celular, una de las respuestas celulares reguladas por mTORC1 (Cuyas et al., 2014).
Numerosos autores han reportado un incremento en la proliferacion de los astrocitos tras la isquemia cerebral
(Haupt et al. 2007; Li et al. 2014). Nuestros resultados sugieren que el OGD induce la ralentizacién del ciclo
celular, taly como muestra la disminucidon observada por WB en los niveles de PCNA y p-Erk, asi como una
reduccidn en el nimero de astrocitos en fase S por citometria de flujo. Ademds, gracias al uso de rapamicina,
hemos confirmado que la actividad de mTORCs es esencial para el avance del ciclo celular, al observarse una
reduccidén maxima del nimero de astrocitos enfase S a pesar de no observar una reduccidon en PCNA y p-Erk, lo
gue 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 relaciéon con los datos
reportados in vivo por otros autores y por nuestro grupo de investigacion, donde se demuestra un incremento
de astrocitos enla zona dafiada tras la isquemia cerebral (Perez-Alvarezet al., 2015). Sin embargo, este aumento
puede deberse tanto a procesos de migracién celular como alincremento de division de los astrocitos enla zona
dafada. En una isquemia cerebral, la activacion y posterior proliferacion, y migracion de los astrocitos hacia el
area de dafio, estd condicionada por diferentes estimulos como, por ejemplo, la presencia de diversas citoquinas
liberadas tanto por las neuronas dafiadas como por la microglia activa (Liu & Chopp, 2016). Al tratarse de un
cultivo celular, hipotetizamos que la ausencia del microambiente cerebral podria ser una de las causas que

explicara estos resultados.
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La reorganizacion 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 reduccién en la actividad de mTORC2, enambos tipos celulares. Este hecho nos llevé a estudiar
si el OGD inducia algun cambio en la morfologia neuronal y de los astrocitos. En neuronas, se ha descrito que
una inhibicién de mTORC2, induce una reduccién en el tamafio y complejidad neuronal afectandoa la funcién
sindptica (Thomanetz etal., 2013). Pudimos comprobar que el OGD provocaba una reduccién en la longitud de
las neuritas y del axén, acompanado de una desestabilizacidn de los microtuibulos y de los filamentos de actina,
tal y como muestra el marcaje de F-Actina, resultados acordes a lo reportado por otros autores (Olivares-
Hernandezetal., 2021; Wu et al., 2020). Los resultados obtenidos en neuronas tratadas con rapamicina, en las
gue se observa una retraccion del axén, demuestran que los complejos de mTORCs estan implicados en el
mantenimiento y recuperacion de la longitud axonal tras el dafo isquémico del mismo modo que lo reportado
por otros autores mediante el uso tantode 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, podria 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 morfologias en condiciones fisioldgicas, que difieren mucho
de los observado en condiciones de cultivo (Matyash & Kettenmann, 2010). Nuestros resultados han mostrado
gue el OGD induce variaciones en la morfologia de estos, lo que es un indicativo de una reorganizacion de su
citoesqueleto, probablemente mediado por mTORCs, ya que el uso de la rapamicina indujo cambios
morfoldgicos tras el OGD que no se observaronen ausencia de dicho inhibidor. La proteina GFAP es la proteina
predominante en el citoesqueleto de los astrocitos, cuyo papel en la isquemia cerebral es esencial para la
formacién de la cicatriz glial de manera ordenada, compactay que permita reducir la propagacion del area de
dano (Li et al., 2008; Pekny et al., 1999). De forma paralela a las variaciones morfoldgicas, 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 correlacién 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 exposicién al OGD incluso cuando se inhibi6 mTORCs de

manera farmacoldgica 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

regeneracion 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 regeneracion

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 reperfusion del tejido cerebral
tras un evento isquémico. Mediante el uso de modelos in vivo, varios autores han reportado una mejora
neuroldgica 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 glia.
Asimismo, la mayoria 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 dafio por OGD.

Nuestros resultados han mostrado que la ReOx induce mayor muerte neuronal, al observarse unincremento en
los niveles de CC3 por WB. Aunque la reperfusién del tejido es el Unico tratamiento aprobado frente a la
isquemia cerebral, esta tiene ciertos efectos deletéreos que se conocen como dafio por reperfusion,
desencadenando la neurodegeneracién posterior (Granger & Kvietys, 2015). Estudios en modelos in vivo han
demostrado que la reperfusion del tejido agrava el dafiode la BBB (Aslam et al., 2013), incrementando el edema
cerebral. Por ello, a la vista de nuestros resultados ex vivoy estos antecedentes, la reperfusion del tejido plantea

serias dudas sobre su eficacia como estrategia terapéutica.

Paralelamente, hemos observado que la ReOx permite la recuperacién parcial de la actividad mTORC2, pero no
necesariamente de mTORC1, permitiendo la recuperacién del tamafio neuronal (longitud axonal y de neuritas),
asicomo una ligera mejora en la viabilidad mitocondrial y la IMP. Sin embargo, de forma similar a lo reportado
por Wu y colegas (Wu etal., 2018), la adicidén de rapamicina durante el OGD no permitio la recuperacién parcial
de la actividad de mTORC2 y el resto de parametros analizados, sugiriendo la importancia del mantenimiento
de una actividad residual de mTORCs para la regeneracionde aquellas neuronas que logran sobrevivir al dafio

generado por OGD/ReOx.

Durante los Ultimos afios, la induccidn de la autofagia ha adquirido un papel relevante como abordaje frentea
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 induccién 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 raton tras 17hOGD.

Mediante la cuantificacién por WB de los niveles de fosforilacién 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.
Ademds, 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 induccion

de la autofagia fue, de nuevo, transitoria y defectiva, sin observarse un efecto neuroprotector.

Una de las problematicas que rodean a la rapamicina como agente neuroprotector debido a su efecto sobre la
respuesta autofagica, y que podrian 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 exposicion al OGD, dosis suficiente para
observar una inhibicion completa de mTORC1 y mTORC2 (Benito-Cuesta et al., 2021). Chi y colegas han
reportado una evidente asociacion entre el uso de dosis altas, y por tanto inhibicion de mTORC2, con el
incremento del volumen de infarto tras la isquemia cerebral (Chi et al., 2021). A pesar de que el mecanismo no
esta 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 inhibicion de mTORC1, (regulador de la

autofagia) y mantenimiento de la actividad de mTORC2 (regulador de la supervivencia neuronal).

Clasicamente, las neuronas han sido el foco principal para la busqueda de estrategias neuroprotectoras. Sin
embargo, investigaciones recientes han demostrado que las células de glia tienen un papel activo tanto durante
los procesos patoldgicos como en los neuro-reparadores (Hernandez et al., 2021; S. Xu et al., 2020). Por ello,
nos planteamos realizar un abordaje en donde las células de glia tuvieran un papel en la reduccién del dafio
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 mantenian tanto su longitud de neuritas como las proteinas presentes en los contactos sindpticos
(sinaptofisina y PSD95). El mantenimiento de los cultivos neuronales en ACM es un abordaje basado en una
interaccion no fisica astrocito-neurona, a diferencia de otros abordajes como el uso de un co-cultivo. Por ello, el
efecto observado en neuronas podria deberse a factores tréficos 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 fisico astrocito-neurona, han descrito un efecto
neuroprotector mediado por un incremento en la actividad de mTOR tantoen neuronas expuestas a OGD como

en modelos animales de isquemia cerebral (Bu et al., 2020; Deng et al., 2018).
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2. Efectodelainhibicion 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 inhibicibn 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 inhibicién 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 administracion del compuesto y el
momento de andlisis de datos (Villa-Gonzalez et al., 2022). Ante la controversia existente en la literatura
respectoal momento idéneo de su uso, decidimos administrarla rapamicinai.p. tanto antes como después de

la induccién 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 reduccion del volumen de dafio isquémico, asi como una disminucidon de la pérdida
neuronal, del mismo modo que lo reportado por otros autores (Beard etal., 2019; Guo et al., 2014) sin observar

diferencias en relacion con el momento de su administracion.

Los resultados previos obtenidos con el modelo de OGD, sugieren que el posible efecto neuroprotector
observado puede deberse a la inhibicidn de la actividad de mTORCs enlas células de glia, ya que esta inhibicion
en neuronas inducia la muerte neuronal. Tras un ACV isquémico, la microglia 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 podria ser clave en dicho
proceso (T. He et al., 2020; Rodriguez-Vargas et al., 2020). Respecto a los astrocitos, existen datos
contradictorios sobre sila activacion o inhibicion de mTORC1 presenta efectos beneficios en el contexto de dafio
isquémico (Gubern et al., 2014; Huang et al., 2019; Pastor et al., 2009). Sin embargo, la inhibicion de mTORC1
en la microglia muestra una reduccién de la respuesta microglial, mejorando la lesién cerebral (Li, Liu, et al.,
2016; Li, Wang, et al., 2016; Yan et al., 2022). Este efecto claro en la microglia parece deberse a que estetipo
celular presenta un fenotipo M1 en estadios iniciales de la isquemia cerebral, induciendo un mayor dafio
neuronal. Nuestro analisis en relacidn con la respuesta de los astrocitos y la microglia tras la MCAO muestran
que la inhibicion de mTORC1 redujo notablemente la respuesta de ambos tipos celulares sin observar diferencias
en el momento de administracion de la rapamicina. Por tanto, nuestros resultados sugieren que la inhibicién de
mTORC1 tiene un efecto neuroprotector frente a la isquemia cerebral, en parte, gracias a la modulaciéon de la
respuesta glial. Sinembargo, es necesario unanalisis mas profundo para comprender los mecanismos mediados

por mTOR, que, actuando en las células de glia, reducen el dafio neuronal.
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3. Efecto del OGD sobre modelos celulares de la enfermedad de Alzheimer

La isquemia cerebraly la enfermedad de Alzheimer guardan una estrecha relaciéon 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 disminucién 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 Ultimo 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. ElI OGD reduce la hiperactividad de mTORCs en neuronas Tg

En primer lugar, verificamos que el OGD generaba una disminucién 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 Wty 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 reduccién en la actividad de la via PI3K/Akt/mTORC1y
en la actividad de ambos mTORCs de una forma dependiente al tiempo de exposicién al OGD, de forma similar
ala 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 linea de lo reportado por otros autores en donde el OGD genera una
disminucién enla actividad de dicha de sefializacidony en consecuencia sobre la actividad de mTORC1 (Daiet al.,,
2017; Zhi et al., 2020). Asimismo, hemos observado como las neuronas Tg presentanuna mayor activacién en
la actividad de la via PI3K/Akt/mTORC1y en la actividad de mTORCs, en comparacién 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 permitirian explicar esta mayor actividad es el efecto de la uniéon del péptido BA a los receptores de

membrana, los cuales estimularianla actividad de la via PI3K/Akt/mTORC1 (Caccamo et al., 2011).

Ademads, hemos observado como el OGD genera activacion 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 fosforilacién observada entre p-ACC y ULK-1 en Ser555, dianas directas de AMPK, sugieren una
preferencia de substrato, siendo necesario la realizacidon de experimentos futuros para elucidar el mecanismo

por el cual se desencadena esta preferencia de substrato.

A continuacion, analizamos siel OGD tenia un impacto analogo tanto en la supervivencia como en la morfologia
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 reduccién en la
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longitud de neuritas respectoa las neuronas Wt, a pesar de la hiperactivacién basal de la ruta PI3K/Akt/mTOR.
Esta observacidn fue corroborada tras una exposicién cortaal OGD, en la que observamos una mayor reduccion
en la reduccion de la viabilidad mitocondrial y la longitud axonal, de neuritasy en el promedio de neuritas por
cada neurona. Segun la hipdtesis mas aceptada, la secrecién del péptido BA podria generar en el medio de
cultivo oligdmeros toxicos que desencadenan alteraciones en la homeostasis neuronal entre las que podria
destacar la hiperfosforilacion de Tau (Selkoe & Hardy, 2016), lo que desencadenaria a nivel celular la disfuncién
mitocondrial, estrés oxidativo, alteraciones en la sefializacién celular y muerte neuronal (Ferrari, C. et al. 2021;
Gulisano, W. et al. 2018), lo que nos permitiria explicar las diferencias basales entre ambos genotipos
neuronales. Ademas, el usode inhibidores de la y-secretasa neuronal refuerzan dicha hipétesis, dado que se ha
observado un efecto neuroprotector disminuyendo la acumulaciénintraneuronal de BA (Stromberg et al., 2015;
Zhangetal., 2011), corroborando su efecto sobre la mayor vulnerabilidad de las neuronas Tg en comparacion

con las Wt (Baldassarro etal., 2017).
3.2. Efecto del OGD sobre la amiloidosis neuronal

A continuacion, quisimos determinar si el OGD podria tener efecto en la amiloidosis neuronal. Mediante ELISA
especifico contra el BA humano, nuestros resultados mostraron que el OGD redujo significativamente la
secrecion del péptido BA al medio de cultivo. Seguidamente, recurrimos al WB para determinar siexistia alguna
alteracion en los niveles de APP o BACE-1 que permitieran explicar este resultado. Observamos que el OGD
reducia 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 bibliografia 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 tantoen los
niveles de BACE-1 como en los de APP, asicomo un aumento en la secrecién y formacion de placas ricas en BA

(Baldassarro et al., 2017; Liu et al., 2016; Sun et al., 2006).

Ante estos resultados, pensamos que la activacion transitoria de AMPKy la inhibicion de mTORC1 tras el OGD
podrian estar teniendo un efecto inductor de la respuesta autofagica que permitiera explicar el descensoen los
niveles totales de APP y de BA secretado. Mediante WB, observamos que el OGD estaba generando un
incremento transitorio y defectivo en la respuesta autofagica tal y como muestran los niveles de LC3 Il y los

adaptadores autofagicos p62y NBR1, de forma andloga a lo observado previamente en las neuronas Wit.

A la vista de estos resultados, decidimos explorar el papel de otras vias celulares implicadas la protedlisis, para
explorar si alguna de estas estaba implicada en los resultados observados. Mediante el uso de blogueantes del
resto de vias de proteoliticas de la célula como el inhibidor del proteasoma MG132 y la cloroquina, como un

inhibidor de toda actividad lisosomal, observamos que la reduccién en la amiloidosis no se debia a un

94



procesamiento proteolitico de la proteina APP que derivase en una menor secrecion de BA, dado que no

observamos diferencias mediante el andlisis por ELISA.

Estos resultados sugieren que la reduccién en la amiloidosis pueda deberse a un mecanismotranscripcional que
estamos tratando de determinar. Nuestra hipdtesis 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 sobreexpresion app humano controlado por un fragmento promotor del pridn (PrP). Algunos estudios han
demostrado que la hipoxia induce la estabilizacion del factor inducible por hipoxia 1-a (HIF-1a) (Ashok et al,
2017; Wang et al., 2021) el cual podria ejercer como factor de transcripcion activador o represor de multiples
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 artefactogenético

del modelo empleado.
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El OGD desregula de forma diferente la actividad de mTORCs en cultivos primarios de neuronas y
astrocitos. En neuronas, existe una disminucién de dicha actividad dependiente del tiempo de
exposicion al OGD, mientras que, en astrocitos, existe una reduccion inicial que se recupera tras tiempos

de prolongados de exposicion.

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.

La desregulacion de las vias de sefializacidn PI3K/Akt y AMPK es la responsable de los cambios en la
actividad de mTORC1 observados enambos tipos celulares, y no debido a variaciones en sulocalizacién

celular.

Deregulation of PI3K/Akt and AMPK signaling pathways are responsible for the observed changes in

mTORCI1 activity in both cellular types, rather than variations in its cellular localization.

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.

La desregulacionde mTORCs tras el OGD reduce el tamafiocelular e induce la respuesta autofagica de
manera transitoria en neuronas, mientras que, en astrocitos, induce un incremento en los niveles de

GFAP, cambios morfoldgicos y una ralentizacién en la tasa de proliferacion 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.

Los abordajes de regeneracién 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.

La administracidon de rapamicina en ratones reduce el volumen de lesiénisquémico, 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 via PI3K/Akty de mTORCs respecto

a las neuronas Wt, reduciendo suactividad tras el OGD de forma analoga.

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.

Las neuronas Tg APP/PS1 son mas vulnerables al OGD que las neuronas Wt, mostrando una reduccion
en tamafio, tasa de supervivencia y viabilidad mas rapida. Sin embargo, el OGD induce una respuesta

autofagica 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

heurons.

El OGD reduce la amiloidosis neuronal disminuyendo los niveles totales de la proteina APP sin afectar a

la actividad de la secretasaBACE-1, mediante mecanismos independientes de protedlisis celular.

OGD reduces neuronal amiloidosis decreasing total APP protein levels without BACE-1 activity changes,

through mechanisms independent of cellular proteolysis.

98



VII.BIBLIOGRAFiIiA

99



Agostinho, P., Pliassova, A., Oliveira, C. R., & Cunha, R. A. (2015). Localization and Trafficking of Amyloid-p
Protein Precursor and Secretases: Impact on Alzheimer's Disease. J Alzheimers Dis, 45(2), 329-347.
https://doi.org/10.3233/jad-142730

Ahsan, A., Liu, M., Zheng, Y., Yan, W., Pan, L., Li, Y., Ma, S., Zhang, X., Cao, M., Wu, Z., Hu, W., Chen, Z., &
Zhang, X. (2021). Natural compounds modulate the autophagy with potential implication of stroke.
Acta Pharm Sin B, 11(7), 1708-1720. https://doi.org/10.1016/j.apsb.2020.10.018

Almeida, A., Moncada, S., & Bolafos, J. P. (2004). Nitric oxide switches onglycolysis through the AMP protein
kinase and 6-phosphofructo-2-kinase pathway. Nat Cell Biol, 6(1), 45-51.
https://doi.org/10.1038/ncb1080

An, W. L., Cowburn, R. F., Li, L., Braak, H., Alafuzoff, |., Igbal, K., Igbal, I. G., Winblad, B., & Pei, J. J. (2003). Up-
regulation of phosphorylated/activated p70 S6 kinase and its relationship to neurofibrillary pathology
in Alzheimer's disease. AmJ Pathol, 163(2), 591-607. https://doi.org/10.1016/s0002-9440(10)63687-5

Angarola, B., & Ferguson, S. M. (2020). Coordination of Rheb lysosomal membrane interactions with mTORC1
activation. F1000Res, 9. https://doi.org/10.12688/f1000research.22367.1

Angliker, N., & Riegg, M. A. (2013). In vivo evidence for mTORC2-mediated actin cytoskeleton rearrangement
in neurons. Bioarchitecture, 3(4), 113-118. https://doi.org/10.4161/bioa.26497

Anrather, J., & ladecola, C. (2016). Inflammation and Stroke: An Overview. Neurotherapeutics, 13(4), 661-670.
https://doi.org/10.1007/s13311-016-0483-x

Arboix, A., & Sdnchez-Ldpez, M. J. (2021). Proinflammatory Cytokines in Acute Ischemic Stroke: Where are we
Now? Neurol India, 69(2), 439-440. https://doi.org/10.4103/0028-3886.314537

Asadi, M., Taghizadeh, S., Kaviani, E., Vakili, O., Taheri-Anganeh, M., Tahamtan, M., & Savardashtaki, A. (2022).
Caspase-3: Structure, function, and biotechnological aspects. Biotechnol Appl Biochem, 69(4), 1633-
1645. https://doi.org/10.1002/bab.2233

Ashok, B. S., Ajith, T. A., & Sivanesan, S. (2017). Hypoxia-inducible factors as neuroprotective agentin
Alzheimer's disease. Clin Exp Pharmacol Physiol, 44(3), 327-334. https://doi.org/10.1111/1440-
1681.12717

Aslam, M., Schluter, K. D., Rohrbach, S., Rafiqg, A., Nazli, S., Piper, H. M., Noll, T., Schulz, R., & Giindiiz, D.
(2013). Hypoxia-reoxygenation-induced endothelial barrier failure: role of RhoA, Racl and myosin light
chain kinase. J Physiol, 591(2), 461-473. https://doi.org/10.1113/jphysiol.2012.237834

Auerbach, I. D., & Vinters, H. V. (2006). Effects of anoxia and hypoxia on amyloid precursor protein processing
in cerebral microvascular smooth muscle cells. J Neuropathol Exp Neurol, 65(6), 610-620.
https://doi.org/10.1097/00005072-200606000-00009

Ayuso, M. |., Hernandez-Jiménez, M., Martin, M. E., Salinas, M., & Alcazar, A. (2010). New hierarchical
phosphorylation pathway of the translational repressor elF4E-binding protein 1 (4E-BP1) in ischemia-
reperfusion stress. J Biol Chem, 285(45), 34355-34363. https://doi.org/10.1074/jbc.M110.135103

Ayuso, M. |., Martinez-Alonso, E., Salvador, N., Bonova, P., Regidor, |., & Alcazar, A. (2015). Dissociation of
elFAE-binding protein 2 (4E-BP2)from elF4E independent of Thr37/Thr46 phosphorylation in the
ischemic stress response. PLoS One, 10(3), €0121958. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0121958

Badan, I., Buchhold, B., Hamm, A., Gratz, M., Walker, L. C., Platt,D., Kessler, C., & Popa-Wagner, A. (2003).
Accelerated glial reactivity to stroke in aged rats correlates with reduced functional recovery. J Cereb
Blood Flow Metab, 23(7), 845-854. https://doi.org/10.1097/01.Wch.0000071883.63724.A7

Bakan, I., & Laplante, M. (2012). Connecting mTORC1 signaling to SREBP-1 activation. Curr Opin Lipidol, 23(3),
226-234. https://doi.org/10.1097/MOL.0b013e328352dd03

Baldassarro, V. A., Marchesini, A., Giardino, L., & Calza, L. (2017). Vulnerability of primary neurons derived
from Tg2576 Alzheimer mice to oxygen and glucose deprivation: role of intraneuronal amyloid-p
accumulation and astrocytes. Dis Model Mech, 10(5), 671-678. https://doi.org/10.1242/dmm.028001

Batool, A., Aashag, S., & Andrabi, K. I. (2019). Eukaryotic initiation factor 4E (elF4E): A recap of the cap-binding
protein. J Cell Biochem, 120(9), 14201-14212. https://doi.org/10.1002/jcb.28851

Beard, D.J., Hadley, G., Thurley, N., Howells, D. W., Sutherland, B. A., & Buchan, A. M. (2019). The effect of
rapamycin treatment on cerebral ischemia: A systematic review and meta-analysis of animal model
studies. Int J Stroke, 14(2), 137-145. https://doi.org/10.1177/1747493018816503

100


https://doi.org/10.3233/jad-142730
https://doi.org/10.1016/j.apsb.2020.10.018
https://doi.org/10.1038/ncb1080
https://doi.org/10.1016/s0002-9440(10)63687-5
https://doi.org/10.12688/f1000research.22367.1
https://doi.org/10.4161/bioa.26497
https://doi.org/10.1007/s13311-016-0483-x
https://doi.org/10.4103/0028-3886.314537
https://doi.org/10.1002/bab.2233
https://doi.org/10.1111/1440-1681.12717
https://doi.org/10.1111/1440-1681.12717
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2012.237834
https://doi.org/10.1097/00005072-200606000-00009
https://doi.org/10.1074/jbc.M110.135103
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0121958
https://doi.org/10.1097/01.Wcb.0000071883.63724.A7
https://doi.org/10.1097/MOL.0b013e328352dd03
https://doi.org/10.1242/dmm.028001
https://doi.org/10.1002/jcb.28851
https://doi.org/10.1177/1747493018816503

Bellenguez, C., Kiiclkali, F., Jansen, I. E., Kleineidam, L., Moreno-Grau, S., Amin, N., Naj, A. C., Campos-Martin,
R., Grenier-Boley, B., Andrade, V., Holmans, P. A., Boland, A., Damotte, V., vander Lee, S. J., Costa, M.
R., Kuulasmaa, T., Yang, Q., de Rojas, I., Bis, J. C., ... Lambert, J. C. (2022). New insights into the
genetic etiology of Alzheimer's disease and related dementias. Nat Genet, 54(4), 412-436.
https://doi.org/10.1038/s41588-022-01024-z

Benito-Cuesta, I., Diez,H., Ordoiez, L., & Wandosell, F. (2017). Assessment of Autophagyin Neurons and Brain
Tissue. Cells, 6(3). https://doi.org/10.3390/cells6030025

Benito-Cuesta, |., Orddnez-Gutiérrez, L., & Wandosell, F. (2021). AMPK activation does not enhance autophagy
in neurons in contrast to MTORC1 inhibition: different impact on B-amyloid clearance. Autophagy,
17(3), 656-671. https://doi.org/10.1080/15548627.2020.1728095

Biever, A., Valjent, E., & Puighermanal, E. (2015). Ribosomal Protein S6 Phosphorylation in the Nervous
System: From Regulationto Function. Front Mol Neurosci, 8, 75.
https://doi.org/10.3389/fnmol.2015.00075

Bohm, R., Imseng, S., Jakob, R. P., Hall, M. N., Maier, T., & Hiller, S. (2021). The dynamic mechanism of 4E-BP1
recognition and phosphorylation by mTORC1. Mol Cell, 81(11), 2403-2416.e2405.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2021.03.031

Bondi, M. W., Edmonds, E. C., & Salmon, D. P. (2017). Alzheimer's Disease: Past, Present, and Future. J Int
Neuropsychol Soc, 23(9-10), 818-831. https://doi.org/10.1017/s135561771700100x

Bonvento, G., & Bolafios, J. P. (2021). Astrocyte-neuron metabolic cooperation shapes brain activity. Cell
Metab, 33(8), 1546-1564. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2021.07.006

Braak, H., & Braak, E. (1991). Neuropathological stageing of Alzheimer-related changes. Acta Neuropathol,
82(4), 239-259. https://doi.org/10.1007/bf00308809

Brenner, M. (2014). Role of GFAP in CNS injuries. Neurosci Lett, 565, 7-13.
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2014.01.055

Bu, X., Li, D., Wang, F., Sun, Q., & Zhang, Z. (2020). Protective Role of Astrocyte-Derived Exosomal microRNA-
361 in Cerebral Ischemic-Reperfusion Injury by Regulating the AMPK/mTOR Signaling Pathway and
Targeting CTSB. Neuropsychiatr Dis Treat, 16, 1863-1877. https://doi.org/10.2147/ndt.S260748

Button, R. W., Roberts, S. L., Willis, T. L., Hanemann, C. O., & Luo, S. (2017). Accumulation of autophagosomes
confers cytotoxicity. J Biol Chem, 292(33), 13599-13614. https://doi.org/10.1074/jbc.M117.782276

Caccamo, A., Magri, A., Medina, D. X., Wisely, E. V., Lopez-Aranda, M. F., Silva, A.J., & Oddo, S. (2013). mTOR
regulates tau phosphorylation and degradation: implications for Alzheimer's disease and other
tauopathies. Aging Cell, 12(3), 370-380. https://doi.org/10.1111/acel.12057

Caccamo, A., Maldonado, M. A., Majumder, S., Medina, D. X., Holbein, W., Magri, A., & Oddo, S. (2011).
Naturally secreted amyloid-beta increases mammaliantarget of rapamycin (mTOR) activity via a
PRAS40-mediated mechanism. J Biol Chem, 286(11), 8924-8932.
https://doi.org/10.1074/jbc.M110.180638

Cafferkey, R., Young, P. R., McLaughlin, M. M., Bergsma, D. J., Koltin, Y., Sathe, G. M., Faucette, L., Eng, W. K.,
Johnson, R. K., & Livi, G. P. (1993). Dominant missense mutations in a novel yeast protein related to
mammalian phosphatidylinositol 3-kinase and VPS34 abrogate rapamycin cytotoxicity. Mol Cell Biol,
13(10), 6012-6023. https://doi.org/10.1128/mcb.13.10.6012-6023.1993

Campbell, B.C. V., DeSilva, D. A., Macleod, M. R., Coutts, S. B., Schwamm, L. H., Davis, S. M., & Donnan, G. A.
(2019). Ischaemic stroke. Nat Rev Dis Primers, 5(1), 70. https://doi.org/10.1038/s41572-019-0118-8

Cargnello, M., Tcherkezian, J., & Roux, P. P. (2015). The expanding role of mTOR in cancer cell growthand
proliferation. Mutagenesis, 30(2), 169-176. https://doi.org/10.1093/mutage/geu045

Carloni, S., Buonocore, G., & Balduini, W. (2008). Protective role of autophagyin neonatal hypoxia-ischemia
induced brain injury. Neurobiol Dis, 32(3), 329-339. https://doi.org/10.1016/j.nbd.2008.07.022

Cespedes, A., Villa, M., Benito-Cuesta, |., Perez-Alvarez, M. J., Ordofiez, L., & Wandosell, F. (2019). Energy-
Sensing Pathways in Ischemia: The Counterbalance Between AMPK and mTORC. Curr Pharm Des,
25(45), 4763-4770. https://doi.org/10.2174/1381612825666191210152156

Chauhan, A., Sharma, U., Jagannathan, N. R., & Gupta, Y. K. (2015). Rapamycin ameliorates brain metabolites
alterations after transient focal ischemia in rats. EurJ Pharmacol, 757, 28-33.
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2015.03.006

101


https://doi.org/10.1038/s41588-022-01024-z
https://doi.org/10.3390/cells6030025
https://doi.org/10.1080/15548627.2020.1728095
https://doi.org/10.3389/fnmol.2015.00075
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2021.03.031
https://doi.org/10.1017/s135561771700100x
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2021.07.006
https://doi.org/10.1007/bf00308809
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2014.01.055
https://doi.org/10.2147/ndt.S260748
https://doi.org/10.1074/jbc.M117.782276
https://doi.org/10.1111/acel.12057
https://doi.org/10.1074/jbc.M110.180638
https://doi.org/10.1128/mcb.13.10.6012-6023.1993
https://doi.org/10.1038/s41572-019-0118-8
https://doi.org/10.1093/mutage/geu045
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2008.07.022
https://doi.org/10.2174/1381612825666191210152156
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2015.03.006

Chen, J., Zhang, X., Liu, X., Zhang, C., Shang, W., Xue, J., Chen, R., Xing, Y., Song, D., & Xu, R. (2019).
Ginsenoside Rg1 promotes cerebralangiogenesis via the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway in ischemic
mice. Eur J Pharmacol, 856, 172418. https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2019.172418

Cheng, A., Lu, Y., Huang, Q., & Zuo, Z. (2019). Attenuating oxygen-glucose deprivation-caused autophagosome
accumulation may be involved in sevoflurane postconditioning-induced protection in human neuron-
like cells. EurJ Pharmacol, 849, 84-95. https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2019.01.051

Cheon,S. Y., & Cho, K. (2021). Lipid metabolism, inflammation, and foam cell formation in health and
metabolic disorders: targeting mTORC1. J Mol Med (Berl), 99(11), 1497-1509.
https://doi.org/10.1007/s00109-021-02117-8

Chi, 0. Z., Liu, X., Cofano, S., Patel, N., Jacinto, E., & Weiss, H. R. (2021). Rapalink-1 Increased Infarct Size in
Early Cerebral Ischemia-Reperfusion With Increased Blood-Brain Barrier Disruption. Front Physiol, 12,
706528. https://doi.org/10.3389/fphys.2021.706528

Chong,Z.Z.,Yao, Q., & Li, H. H. (2013). The rationale of targeting mammaliantarget of rapamycin for ischemic
stroke. Cell Signal, 25(7), 1598-1607. https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2013.03.017

Chun, Y., & Kim, J. (2021). AMPK-mTOR Signaling and Cellular Adaptations in Hypoxia. IntJ Mol Sci, 22(18).
https://doi.org/10.3390/ijms22189765

Cole, S. L., & Vassar, R. (2008). BACE1 structure and function in healthand Alzheimer's disease. Curr Alzheimer
Res, 5(2), 100-120. https://doi.org/10.2174/156720508783954758

Cummings, J., Aisen, P. S., DuBois, B., Frolich, L., Jack, C. R., Jr., Jones, R. W., Morris, J.C., Raskin, J., Dowsett, S.
A., & Scheltens, P. (2016). Drug development in Alzheimer's disease: the path to 2025. Alzheimers Res
Ther, 8, 39. https://doi.org/10.1186/s13195-016-0207-9

Cuyas, E., Corominas-Faja, B., Joven, J., & Menendez, J. A. (2014). Cell cycle regulation by the nutrient-sensing
mammaliantarget of rapamycin (mTOR) pathway. Methods Mol Biol, 1170, 113-144.
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-0888-2 7

Dai, S. H.,Chen, T., Li, X., Yue, K. Y., Luo, P., Yang, L. K., Zhu, J., Wang, Y. H., Fei, Z., & Jiang, X. F. (2017). Sirt3
confers protectionagainst neuronal ischemia by inducing autophagy: Involvement of the AMPK-mTOR
pathway. Free Radic Biol Med, 108, 345-353. https://doi.org/10.1016/].freeradbiomed.2017.04.005

De Strooper, B., Iwatsubo, T., & Wolfe, M. S. (2012). Presenilins and y-secretase: structure, function, androle
in Alzheimer Disease. Cold Spring Harb Perspect Med, 2(1), a006304.
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a006304

Deng, M., Xiao, H., Peng, H., Yuan, H., Xu, Y., Zhang, G., Tang, J., & Hu, Z. (2018). Preservation of neuronal
functions by exosomes derived from different human neural cell types under ischemic conditions. Eur J
Neurosci, 47(2), 150-157. https://doi.org/10.1111/ejn.13784

DeYoung, M. P., Horak, P., Sofer, A., Sgroi, D., & Ellisen, L. W. (2008). Hypoxia regulates TSC1/2-mTOR signaling
and tumor suppressionthrough REDD1-mediated 14-3-3 shuttling. Genes Dev, 22(2), 239-251.
https://doi.org/10.1101/gad.1617608

Dibble, C. C., & Cantley, L. C. (2015). Regulation of mTORC1 by PI3K signaling. Trends Cell Biol, 25(9), 545-555.
https://doi.org/10.1016/j.tcb.2015.06.002

Diekmann, H., Kalbhen, P., & Fischer, D. (2015). Active mechanistic target of rapamycin plays an ancillary
rather than essentialrole in zebrafish CNSaxon regeneration. Front Cell Neurosci, 9, 251.
https://doi.org/10.3389/fncel.2015.00251

Dienel, G. A. (2019). Brain Glucose Metabolism: Integration of Energetics with Function. Physiol Rev, 99(1),
949-1045. https://doi.org/10.1152/physrev.00062.2017

Dirnagl, U., ladecola, C., & Moskowitz, M. A. (1999). Pathobiology of ischaemic stroke: an integrated view.
Trends Neurosci, 22(9), 391-397. https://doi.org/10.1016/s0166-2236(99)01401-0

Donnan, G. A,, Fisher, M., Macleod, M., & Davis, S. M. (2008). Stroke. Lancet, 371(9624), 1612-1623.
https://doi.org/10.1016/s0140-6736(08)60694-7

Dorszewska, J., Prendecki, M., Oczkowska, A., Dezor, M., & Kozubski, W. (2016). Molecular Basis of Familial
and Sporadic Alzheimer's Disease. Curr Alzheimer Res, 13(9), 952-963.
https://doi.org/10.2174/1567205013666160314150501

102


https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2019.172418
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2019.01.051
https://doi.org/10.1007/s00109-021-02117-8
https://doi.org/10.3389/fphys.2021.706528
https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2013.03.017
https://doi.org/10.3390/ijms22189765
https://doi.org/10.2174/156720508783954758
https://doi.org/10.1186/s13195-016-0207-9
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-0888-2_7
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2017.04.005
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a006304
https://doi.org/10.1111/ejn.13784
https://doi.org/10.1101/gad.1617608
https://doi.org/10.1016/j.tcb.2015.06.002
https://doi.org/10.3389/fncel.2015.00251
https://doi.org/10.1152/physrev.00062.2017
https://doi.org/10.1016/s0166-2236(99)01401-0
https://doi.org/10.1016/s0140-6736(08)60694-7
https://doi.org/10.2174/1567205013666160314150501

Drieu, A., Buendia, |., Levard, D., Hélie, P., Brodin, C., Vivien, D., & Rubio, M. (2020). Immune Responses and
Anti-inflammatory Strategies ina Clinically Relevant Model of Thromboembolic Ischemic Stroke with
Reperfusion. Transl Stroke Res, 11(3), 481-495. https://doi.org/10.1007/s12975-019-00733-8

Dutta, S., Rutkai, I., Katakam, P. V., & Busija, D. W. (2015). The mechanistic target of rapamycin (mTOR)
pathwayand S6 Kinase mediate diazoxide preconditioning in primary rat cortical neurons. J
Neurochem, 134(5), 845-856. https://doi.org/10.1111/jnc.13181

Escartin, C., Galea, E., Lakatos, A., O'Callaghan, J. P., Petzold, G. C., Serrano-Pozo, A., Steinhauser, C., Volterra,
A., Carmignoto, G., Agarwal, A., Allen, N. J., Araque, A., Barbeito, L., Barzilai, A., Bergles,D. E.,
Bonvento, G., Butt, A. M., Chen, W. T., Cohen-Salmon, M., .. . Verkhratsky, A. (2021). Reactive
astrocyte nomenclature, definitions, and future directions. Nat Neurosci, 24(3), 312-325.
https://doi.org/10.1038/s41593-020-00783-4

Fakhri, S., Iranpanah, A., Gravandi, M. M., Moradi, S. Z., Ranjbari, M., Majnooni, M. B., Echeverria, J., Qj, Y.,
Wang, M., Liao, P., Farzaei, M. H., & Xiao, J. (2021). Natural products attenuate PI3K/Akt/mTOR
signaling pathway: A promising strategyinregulating neurodegeneration. Phytomedicine, 91, 153664.
https://doi.org/10.1016/j.phymed.2021.153664

Feliciano, D. M. (2020). The Neurodevelopmental Pathogenesis of Tuberous Sclerosis Complex (TSC). Front
Neuroanat, 14, 39. https://doi.org/10.3389/fnana.2020.00039

Feng, P., Zhang, A., Su, M., Cai, H., Wang, X., & Zhang, Y. (2021). Dexmedetomidine inhibits apoptosis of
astrocytes induced by oxygen-glucose deprivation via targeting JAK/STAT3 signal pathway. Brain Res,
1750, 147141. https://doi.org/10.1016/j.brainres.2020.147141

Fiebig, C., Keiner, S., Ebert, B., Schaffner, |., Jagasia, R., Lie, D. C., & Beckervordersandforth, R. (2019).
Mitochondrial Dysfunction in Astrocytes Impairs the Generation of Reactive Astrocytes and Enhances
Neuronal Cell Deathin the Cortex Upon Photothrombotic Lesion. Front Mol Neurosci, 12, 40.
https://doi.org/10.3389/fnmol.2019.00040

Figlia, G., Gerber, D., & Suter, U. (2018). Myelination and mTOR. Glia, 66(4), 693-707.
https://doi.org/10.1002/glia.23273

Fletcher, L., Evans, T. M., Watts, L. T., Jimenez, D. F., & Digicaylioglu, M. (2013). Rapamycin treatment
improves neuron viability in an in vitro model of stroke. PLoS One, 8(7), e68281.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0068281

Gallagher, L. E., Williamson, L. E., & Chan, E. Y. (2016). Advances in Autophagy Regulatory Mechanisms. Cells,
5(2). https://doi.org/10.3390/cells5020024

Gao, L., Tian, S., Gao, H., & Xu, Y. (2013). Hypoxia increases AB-induced tau phosphorylation by calpain and
promotes behavioral consequences in AD transgenic mice. J Mol Neurosci, 51(1), 138-147.
https://doi.org/10.1007/s12031-013-9966-y

Gao, Y., Moten, A., & Lin, H. K. (2014). Akt: a new activation mechanism. Cell Res, 24(7), 785-786.
https://doi.org/10.1038/cr.2014.57

Ge, Y., Zhou, M., Chen, C., Wu, X., & Wang, X. (2022). Role of AMPK mediated pathways in autophagy and
aging. Biochimie, 195, 100-113. https://doi.org/10.1016/j.biochi.2021.11.008

Giffard, R. G., Xu, L., Zhao, H., Carrico, W., Ouyang, Y., Qiao, Y., Sapolsky, R., Steinberg, G., Hu, B., & Yenari, M.
A. (2004). Chaperones, protein aggregation, and brain protection from hypoxic/ischemic injury. J Exp
Biol, 207(Pt 18), 3213-3220. https://doi.org/10.1242/jeb.01034

Gingras, A. C., Raught, B.,Gygi, S. P., Niedzwiecka, A., Miron, M., Burley, S. K., Polakiewicz, R. D., Wyslouch-
Cieszynska, A., Aebersold, R., & Sonenberg, N. (2001). Hierarchical phosphorylation of the translation
inhibitor 4E-BP1. GenesDev, 15(21), 2852-2864. https://doi.org/10.1101/gad.912401

Ginsberg, M. D. (2003). Adventures in the pathophysiology of brain ischemia: penumbra, gene expression,
neuroprotection: the 2002 Thomas Willis Lecture. Stroke, 34(1), 214-223.
https://doi.org/10.1161/01.str.0000048846.09677.62

Glenner, G. G., & Wong, C. W. (1984). Alzheimer's disease: initial report of the purification and
characterization of a novel cerebrovascular amyloid protein. Biochem Biophys Res Commun, 120(3),
885-890. https://doi.org/10.1016/s0006-291x(84)80190-4

Gottipati, M. K., Bekyarova, E., Brenner, M., Haddon, R. C., & Parpura, V. (2014). Changes in the morphology
and proliferation of astrocytes induced by two modalities of chemically functionalized single-walled

103


https://doi.org/10.1007/s12975-019-00733-8
https://doi.org/10.1111/jnc.13181
https://doi.org/10.1038/s41593-020-00783-4
https://doi.org/10.1016/j.phymed.2021.153664
https://doi.org/10.3389/fnana.2020.00039
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2020.147141
https://doi.org/10.3389/fnmol.2019.00040
https://doi.org/10.1002/glia.23273
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0068281
https://doi.org/10.3390/cells5020024
https://doi.org/10.1007/s12031-013-9966-y
https://doi.org/10.1038/cr.2014.57
https://doi.org/10.1016/j.biochi.2021.11.008
https://doi.org/10.1242/jeb.01034
https://doi.org/10.1101/gad.912401
https://doi.org/10.1161/01.str.0000048846.09677.62
https://doi.org/10.1016/s0006-291x(84)80190-4

carbon nanotubes are differentially mediated by glialfibrillary acidic protein. Nano Lett, 14(7), 3720-
3727. https://doi.org/10.1021/nl4048114

Granger, D. N., & Kvietys, P. R. (2015). Reperfusion injury and reactive oxygen species: The evolution of a
concept. Redox Biol, 6, 524-551. https://doi.org/10.1016/j.redox.2015.08.020

Gu,C.,Yang,J., Luo, Y., Ran, D., Tan, X., Xiang, P., Fei,H., Lu, Y., Guo, W., Tu, Y., Liu, X., & Wang, H. (2021).
ZNRF2 attenuates focal cerebral ischemia/reperfusion injury in rats by inhibiting mTORC1-mediated
autophagy. Exp Neurol, 342, 113759. https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2021.113759

Gubern, C., Camos, S., Hurtado, O., Rodriguez, R.,Romera, V. G., Sobrado, M., Cafiadas, R., Moro, M. A.,
Lizasoain, I., Serena, J., Mallolas, J., & Castellanos, M. (2014). Characterization of Gcf2/Lrrfipl in
experimental cerebralischemia and its role as a modulator of Akt, mTOR and B-catenin signaling
pathways. Neuroscience, 268, 48-65. https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2014.02.051

Guertin, D. A., Stevens, D. M., Saitoh, M., Kinkel, S., Crosby, K., Sheen, J. H., Mullholland, D. J., Magnuson, M.
A., Wu, H., & Sabatini, D. M. (2009). mTOR complex 2 is required for the development of prostate
cancerinduced by Ptenloss in mice. Cancer Cell, 15(2), 148-159.
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2008.12.017

Guo, W., Feng, G., Miao, Y., Liu, G., & Xu, C. (2014). Rapamycin alleviates brain edema after focal cerebral
ischemia reperfusion in rats. Immunopharmacol Immunotoxicol, 36(3), 211-223.
https://doi.org/10.3109/08923973.2014.913616

Hachinski, V., Einhdupl, K., Ganten, D., Alladi, S., Brayne, C., Stephan, B. C. M., Sweeney, M. D., Zlokovic, B.,
Iturria-Medina, Y., ladecola, C., Nishimura, N., Schaffer, C. B., Whitehead, S. N., Black, S. E., @stergaard,
L., Wardlaw, J., Greenberg, S., Friberg, L., Norrving, B., . .. Khachaturian, Z. S. (2019). Preventing
dementia by preventing stroke: The Berlin Manifesto. Alzheimers Dement, 15(7), 961-984.
https://doi.org/10.1016/j.jalz.2019.06.001

Hadley, G., Beard, D. J., Couch, Y., Neuhaus, A. A., Adriaanse, B. A., DelLuca, G. C.,Sutherland, B. A., & Buchan,
A. M. (2019). Rapamycinin ischemic stroke: Old drug, new tricks? J Cereb Blood Flow Metab, 39(1), 20-
35. https://doi.org/10.1177/0271678x18807309

Hall, E. D., Oostveen, J. A., Dunn, E., & Carter, D. B. (1995). Increased amyloid protein precursor and
apolipoprotein E immunoreactivity in the selectively vulnerable hippocampus following transient
forebrain ischemia in gerbils. Exp Neurol, 135(1), 17-27. https://doi.org/10.1006/exnr.1995.1062

Han,J., & Wang, Y. (2018). mTORC1 signaling in hepatic lipid metabolism. Protein Cell, 9(2), 145-151.
https://doi.org/10.1007/s13238-017-0409-3

Hartman, A. L., Santos, P., Dolce, A., & Hardwick, J. M. (2012). The mTOR inhibitor rapamycin has limited acute
anticonvulsant effects in mice. PLoS One, 7(9), e45156. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0045156

He, ). T., Zhao, X., Xu, L., & Mao, C. Y. (2020). Vascular Risk Factors and Alzheimer's Disease: Blood-Brain
Barrier Disruption, Metabolic Syndromes, and Molecular Links. J Alzheimers Dis, 73(1), 39-58.
https://doi.org/10.3233/jad-190764

He, T., Li, W.,Song, Y., Li,Z., Tang, Y., Zhang, Z., & Yang, G. Y. (2020). Sestrin2 regulates microglia polarization
through mTOR-mediated autophagic flux to attenuate inflammation during experimental brain
ischemia. J Neuroinflammation, 17(1), 329. https://doi.org/10.1186/s12974-020-01987-y

Hernandez, F., & Avila, J. (2007). Tauopathies. Cell Mol Life Sci, 64(17), 2219-2233.
https://doi.org/10.1007/s00018-007-7220-x

Hernandez, I. H., Villa-Gonzélez, M., Martin, G., Soto, M., & Pérez-Alvarez, M. J. (2021). Glial Cells as
Therapeutic Approaches in Brain Ischemia-Reperfusion Injury. Cells, 10(7).
https://doi.org/10.3390/cells10071639

Herrera, M. |., Mucci, S., Barreto, G. E., Kolliker-Frers, R., & Capani, F. (2017). Neuroprotection in Hypoxic-
Ischemic Brain Injury Targeting Glial Cells. Curr Pharm Des, 23(26), 3899-3906.
https://doi.org/10.2174/1381612823666170727145422

Hossain, M. |., Marcus, J. M., Lee, J. H., Garcia, P. L., Singh, V., Shacka, J. )., Zhang, J., Gropen, T.|., Falany, C. N.,
& Andrabi, S. A. (2021). Restoration of CTSD (cathepsin D) and lysosomal function in stroke is
neuroprotective. Autophagy, 17(6), 1330-1348. https://doi.org/10.1080/15548627.2020.1761219

104


https://doi.org/10.1021/nl4048114
https://doi.org/10.1016/j.redox.2015.08.020
https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2021.113759
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2014.02.051
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2008.12.017
https://doi.org/10.3109/08923973.2014.913616
https://doi.org/10.1016/j.jalz.2019.06.001
https://doi.org/10.1177/0271678x18807309
https://doi.org/10.1006/exnr.1995.1062
https://doi.org/10.1007/s13238-017-0409-3
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0045156
https://doi.org/10.3233/jad-190764
https://doi.org/10.1186/s12974-020-01987-y
https://doi.org/10.1007/s00018-007-7220-x
https://doi.org/10.3390/cells10071639
https://doi.org/10.2174/1381612823666170727145422
https://doi.org/10.1080/15548627.2020.1761219

Huang, W.Y., Jiang, C.,Ye, H.B., Jiao, ). T., Cheng, C.,Huang, J., Liu, J., Zhang, R., & Shao, J. F. (2019). miR-124
upregulates astrocytic glutamate transporter-1via the Akt and mTOR signaling pathway post ischemic
stroke. Brain Res Bull, 149, 231-239. https://doi.org/10.1016/j.brainresbull.2019.04.013

ladecola, C. (2016). Vascular and Metabolic Factors in Alzheimer's Disease and Related Dementias:
Introduction. Cell Mol Neurobiol, 36(2), 151-154. https://doi.org/10.1007/s10571-015-0319-y

ladecola, C., & Gottesman, R. F. (2018). Cerebrovascular Alterations in Alzheimer Disease. Circ Res, 123(4),
406-408. https://doi.org/10.1161/circresaha.118.313400

Iglesias, J., Morales, L., & Barreto, G. E. (2017). Metabolic and Inflammatory Adaptation of Reactive Astrocytes:
Role of PPARs. Mol Neurobiol, 54(4), 2518-2538. https://doi.org/10.1007/s12035-016-9833-2

Inoki, K., Li, Y., Xu, T., & Guan, K. L. (2003). Rheb GTPaseis a direct target of TSC2 GAP activity and regulates
mTOR signaling. Genes Dev, 17(15), 1829-1834. https://doi.org/10.1101/gad.1110003

Jacinto, E., Loewith, R., Schmidt, A., Lin, S., Riiegg, M. A., Hall, A., & Hall, M. N. (2004). MammalianTOR
complex 2 controls the actin cytoskeleton and is rapamycininsensitive. Nat Cell Biol, 6(11), 1122-1128.
https://doi.org/10.1038/ncb1183

Jhanwar-Uniyal, M., Wainwright, J. V., Mohan, A. L., Tobias, M. E., Murali, R., Gandhi, C. D., & Schmidt, M. H.
(2019). Diverse signaling mechanisms of mTOR complexes: mTORC1and mTORC2in forming a
formidable relationship. Adv Biol Regul, 72, 51-62. https://doi.org/10.1016/].jbior.2019.03.003

Kaech, S., & Banker, G. (2006). Culturing hippocampal neurons. Nat Protoc, 1(5), 2406-2415.
https://doi.org/10.1038/nprot.2006.356

Karalis, V., & Bateup, H. S. (2021). Current Approaches and Future Directions for the Treatment of
mTORopathies. Dev Neurosci, 43(3-4), 143-158. https://doi.org/10.1159/000515672

Karatas, H., Erdener, S. E., Gursoy-Ozdemir, Y., Gurer, G.,Soylemezoglu, F., Dunn, A. K., & Dalkara, T. (2011).
Thrombotic distal middle cerebral arteryocclusion produced by topical FeCl(3) application: a novel
model suitable for intravital microscopy and thrombolysis studies. J Cereb Blood Flow Metab, 31(6),
1452-1460. https://doi.org/10.1038/jcbfm.2011.8

Kasprowska, D., Machnik, G., Kost, A., & Gabryel, B. (2017). Time-Dependent Changes in Apoptosis Upon
Autophagy Inhibition in Astrocytes Exposed to Oxygen and Glucose Deprivation. Cell Mol Neurobiol,
37(2), 223-234. https://doi.org/10.1007/s10571-016-0363-2

Katan, M., & Luft, A. (2018). Global Burden of Stroke. Semin Neurol, 38(2), 208-211. https://doi.org/10.1055/s-
0038-1649503

Katsu-Jiménez, Y., Alves, R. M. P., & Giménez-Cassina, A. (2017). Food for thought: Impact of metabolism on
neuronal excitability. Exp Cell Res, 360(1), 41-46. https://doi.org/10.1016/j.yexcr.2017.03.002

Keppler-Noreuil, K. M., Parker, V. E., Darling, T. N., & Martinez-Agosto, J. A. (2016). Somatic overgrowth
disorders of the PI3K/AKT/mTOR pathway & therapeutic strategies. AmJ Med Genet C Semin Med
Genet, 172(4), 402-421. https://doi.org/10.1002/ajmg.c.31531

Klionsky, D. J., Abdel-Aziz, A. K., Abdelfatah, S., Abdellatif, M., Abdoli, A., Abel, S., Abeliovich, H., Abildgaard, M.
H., Abudu, Y. P., Acevedo-Arozena, A., Adamopoulos, I. E., Adeli, K., Adolph, T. E., Adornetto, A., Aflaki,
E.,Agam, G., Agarwal, A., Aggarwal, B. B., Agnello, M., ... Tong, C. K. (2021). Guidelines for the use
and interpretation of assays for monitoring autophagy (4th edition)(1). Autophagy, 17(1), 1-382.
https://doi.org/10.1080/15548627.2020.1797280

Koh, P. O., Cho, J. H., Won, C. K., Lee, H.J., Sung, J. H., & Kim, M. O. (2008). Estradiol attenuates the focal
cerebralischemic injury through mTOR/p70S6 kinase signaling pathway. Neurosci Lett, 436(1), 62-66.
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2008.02.061

Kunz, J., Henriquez, R., Schneider, U., Deuter-Reinhard, M., Mowva, N. R., & Hall, M. N. (1993). Target of
rapamycin in yeast, TOR2, is an essential phosphatidylinositol kinase homolog required for G1
progression. Cell, 73(3), 585-596. https://doi.org/10.1016/0092-8674(93)90144-f

Lang, F., Strutz-Seebohm, N., Seebohm, G., & Lang, U. E. (2010). Significance of SGK1 in the regulation of
neuronal function. J Physiol, 588(Pt 18), 3349-3354. https://doi.org/10.1113/jphysiol.2010.190926

Laplante, M., & Sabatini, D. M. (2012). mTOR signaling in growth control and disease. Cell, 149(2), 274-293.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2012.03.017

Lavados, P. M., Hoffmeister, L., Moraga, A. M., Vejar, A., Vidal, C., Gajardo, C., Portales, B.,San Martin, D.,
Lopez, E., Rojo, A., Olavarria, V. V., Almeida, J., Brunser, A. M., Muioz Venturelli, P., Diaz, V., Hoppe,

105


https://doi.org/10.1016/j.brainresbull.2019.04.013
https://doi.org/10.1007/s10571-015-0319-y
https://doi.org/10.1161/circresaha.118.313400
https://doi.org/10.1007/s12035-016-9833-2
https://doi.org/10.1101/gad.1110003
https://doi.org/10.1038/ncb1183
https://doi.org/10.1016/j.jbior.2019.03.003
https://doi.org/10.1038/nprot.2006.356
https://doi.org/10.1159/000515672
https://doi.org/10.1038/jcbfm.2011.8
https://doi.org/10.1007/s10571-016-0363-2
https://doi.org/10.1055/s-0038-1649503
https://doi.org/10.1055/s-0038-1649503
https://doi.org/10.1016/j.yexcr.2017.03.002
https://doi.org/10.1002/ajmg.c.31531
https://doi.org/10.1080/15548627.2020.1797280
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2008.02.061
https://doi.org/10.1016/0092-8674(93)90144-f
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2010.190926
https://doi.org/10.1016/j.cell.2012.03.017

A., & Sacks, C. (2021). Incidence, risk factors, prognosis, and health-related quality of life after stroke in
a low-resource community in Chile (NANDU): a prospective population-based study. Lancet Glob
Health, 9(3), e340-e351. https://doi.org/10.1016/s2214-109x(20)30470-8

Lee, J. M., Grabb, M. C., Zipfel, G. J., & Choi, D. W. (2000). Brain tissue responses toischemia. J Clin Invest,
106(6), 723-731. https://doi.org/10.1172/jci11003

Lei, Y., Jin, X., Sun, M., &Ji,Z. (2021). miR-129-5p Ameliorates Ischemic Brain Injury by Binding to SIAH1 and
Activating the mTOR Signaling Pathway. J Mol Neurosci, 71(9), 1761-1771.
https://doi.org/10.1007/s12031-021-01872-0

Leibinger, M., Andreadaki, A., & Fischer, D. (2012). Role of mTOR in neuroprotection and axon regeneration
afterinflammatory stimulation. Neurobiol Dis, 46(2), 314-324.
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2012.01.004

Li, C.Y., Li, X., Liu,S. F., Qu, W.S., Wang, W., & Tian, D. S. (2015). Inhibition of mTOR pathway restrains
astrocyte proliferation, migration and production of inflammatory mediators after oxygen-glucose
deprivation and reoxygenation. Neurochem Int, 83-84, 9-18.
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2015.03.001

Li, D., Liu, F., Yang, T., Jin, T., Zhang, H., Luo, X., & Wang, M. (2016). Rapamycin protects against neuronal death
and improves neurological function with modulation of microglia after experimentalintracerebral
hemorrhage in rats. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand), 62(11), 67-75.

Li, D., Wang, C., Yao, Y., Chen, L., Liu, G., Zhang, R., Liu, Q., Shi, F. D., & Hao, J. (2016). mTORC1 pathway
disruption ameliorates brain inflammation following stroke via a shiftin microglia phenotype from M1
type to M2 type. Faseb j, 30(10), 3388-3399. https://doi.org/10.1096/fj.201600495R

Li,J., Kim, S. G., & Blenis, J. (2014). Rapamycin: one drug, many effects. Cell Metab, 19(3), 373-379.
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2014.01.001

Li, L., Lundkvist, A., Andersson, D., Wilhelmsson, U., Nagai, N., Pardo, A. C., Nodin, C., Stahlberg, A., Aprico, K.,
Larsson, K., Yabe, T., Moons, L., Fotheringham, A., Davies, |., Carmeliet, P., Schwartz, J. P., Pekna, M.,
Kubista, M., Blomstrand, F., ... Pekny, M. (2008). Protective role of reactive astrocytes in brain
ischemia. J Cereb Blood Flow Metab, 28(3), 468-481. https://doi.org/10.1038/sj.jcbfm.9600546

Li, Q., Zhang, T., Wang, J., Zhang, Z.,Zhai, Y., Yang,G. Y., & Sun, X. (2014). Rapamycin attenuates mitochondrial
dysfunction via activation of mitophagyin experimentalischemic stroke. Biochem Biophys Res
Commun, 444(2), 182-188. https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.01.032

Li, Y., Corradetti, M. N., Inoki, K., & Guan, K. L. (2004). TSC2: filling the GAP in the mTOR signaling pathway.
Trends Biochem Sci, 29(1), 32-38. https://doi.org/10.1016/].tibs.2003.11.007

Li, Y., Wu, F., Zhou, M., Zhou, J., Cui, S., Guo, J., Wu, J., & He, L. (2022). ProN GF/NGF Modulates Autophagy and
Apoptosis through PI3K/Akt/mTOR and ERK Signaling Pathways following Cerebrallschemia-
Reperfusion in Rats. Oxid Med Cell Longev, 2022, 6098191. https://doi.org/10.1155/2022/6098191

Li, Y. N., Pan,R.,Qin, X.J.,Yang, W. L., Qi, Z., Liu, W., & Liu, K. J. (2014). Ischemic neurons activate astrocytes to
disrupt endothelial barrier via increasing VEGF expression. J Neurochem, 129(1), 120-129.
https://doi.org/10.1111/jnc.12611

Liddelow, S. A., & Barres, B. A. (2017). Reactive Astrocytes: Production, Function, and Therapeutic Potential.
Immunity, 46(6), 957-967. https://doi.org/10.1016/j.immuni.2017.06.006

Liddelow, S. A., Guttenplan, K. A., Clarke, L. E., Bennett, F. C., Bohlen, C. J., Schirmer, L., Bennett, M. L., Minch,
A. E.,Chung, W.S., Peterson, T. C., Wilton, D. K., Frouin, A., Napier, B. A., Panicker, N., Kumar, M.,
Buckwalter, M. S., Rowitch, D. H., Dawson, V. L., Dawson, T. M., . .. Barres, B. A. (2017). Neurotoxic
reactive astrocytes are induced by activated microglia. Nature, 541(7638), 481-487.
https://doi.org/10.1038/nature21029

Liu, H., Qiu, H., Yang, J., Ni,J., & Le, W. (2016). Chronic hypoxia facilitates Alzheimer's disease through
demethylation of y-secretase by downregulating DNA methyltransferase 3b. Alzheimers Dement,
12(2), 130-143. https://doi.org/10.1016/j.jalz.2015.05.019

Liu, X., Zhao, J., Zhang, Y., Ubarretxena-Belandia, I., Forth, S., Lieberman, R. L., & Wang, C. (2020). Substrate-
Enzyme Interactions in Intramembrane Proteolysis: y-Secretase as the Prototype. Front Mol Neurosci,
13, 65. https://doi.org/10.3389/fnmol.2020.00065

106


https://doi.org/10.1016/s2214-109x(20)30470-8
https://doi.org/10.1172/jci11003
https://doi.org/10.1007/s12031-021-01872-0
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2012.01.004
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2015.03.001
https://doi.org/10.1096/fj.201600495R
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2014.01.001
https://doi.org/10.1038/sj.jcbfm.9600546
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.01.032
https://doi.org/10.1016/j.tibs.2003.11.007
https://doi.org/10.1155/2022/6098191
https://doi.org/10.1111/jnc.12611
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2017.06.006
https://doi.org/10.1038/nature21029
https://doi.org/10.1016/j.jalz.2015.05.019
https://doi.org/10.3389/fnmol.2020.00065

Liu, Y., Xue, X., Zhang, H., Che, X., Luo, J., Wang, P., Xu, J., Xing, Z., Yuan, L., Liy, Y., Fu, X., Su, D., Sun, S., Zhang,
H., Wu, C., & Yang, J. (2019). Neuronal-targeted TFEB rescues dysfunction of the autophagy-lysosomal
pathwayand alleviates ischemicinjury in permanent cerebralischemia. Autophagy, 15(3), 493-509.
https://doi.org/10.1080/15548627.2018.1531196

Liu, Z., & Chopp, M. (2016). Astrocytes, therapeutic targets for neuroprotection and neurorestorationin
ischemic stroke. Prog Neurobiol, 144, 103-120. https://doi.org/10.1016/j.pneurobio.2015.09.008

Llovera, G., Roth, S., Plesnila, N., Veltkamp, R., & Liesz, A. (2014). Modeling stroke in mice: permanent
coagulation of the distal middle cerebralartery. J Vis Exp(89), €51729. https://doi.org/10.3791/51729

Long, X., Lin, Y., Ortiz-Vega, S., Yonezawa, K., & Avruch, J. (2005). Rheb binds and regulates the mTOR kinase.
Curr Biol, 15(8), 702-713. https://doi.org/10.1016/j.cub.2005.02.053

Longa, E. Z., Weinstein, P. R., Carlson, S., & Cummins, R. (1989). Reversible middle cerebral artery occlusion
without craniectomyin rats. Stroke, 20(1), 84-91. https://doi.org/10.1161/01.str.20.1.84

Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L., & Randall, R.J. (1951). Protein measurement with the Folin phenol
reagent. J Biol Chem, 193(1), 265-275.

Lu, G., Wang, Y., Shi, Y., Zhang, Z., Huang, C., He, W., Wang, C., & Shen, H. M. (2022). Autophagy in healthand
disease: From molecular mechanisms totherapeutic target. MedComm (2020), 3(3), e150.
https://doi.org/10.1002/mco2.150

Lu, N., Li, X., Tan, R., An, J., Cai, Z., Hu, X., Wang, F., Wang, H., Lu, C., & Lu, H. (2018). HIF-1a/Beclin1-Mediated
Autophagy Is Involved in Neuroprotection Induced by Hypoxic Preconditioning. J Mol Neurosci, 66(2),
238-250. https://doi.org/10.1007/s12031-018-1162-7

Luan,T.Z.,Qj,J.P.,Wang,D.S., & Chen, Y. X. (2005). [Expression of amyloid beta protein and amyloid
precursor protein after focal brain ischemia in human]. Zhonghua Yi Xue Za Zhi, 85(25), 1770-1772.

Lui, S. K., & Nguyen, M. H. (2018). Elderly Stroke Rehabilitation: Overcoming the Complications and Its
Associated Challenges. Curr Gerontol Geriatr Res, 2018, 9853837.
https://doi.org/10.1155/2018/9853837

Maida, C. D., Norrito, R. L., Daidone, M., Tuttolomondo, A., & Pinto, A. (2020). Neuroinflammatory
Mechanisms in Ischemic Stroke: Focus on Cardioembolic Stroke, Background, and Therapeutic
Approaches. IntJ Mol Sci, 21(18). https://doi.org/10.3390/ijms21186454

Marx, S. 0., & Marks, A. R. (2001). Bench to bedside: the development of rapamycin and its application to
stent restenosis. Circulation, 104(8), 852-855. https://doi.org/10.1161/01.cir.104.8.852

Masters, C. L., Bateman, R., Blennow, K., Rowe, C. C., Sperling, R. A., & Cummings, J. L. (2015). Alzheimer's
disease. Nat Rev Dis Primers, 1, 15056. https://doi.org/10.1038/nrdp.2015.56

Mateos, L., Perez-Alvarez, M. J., & Wandosell, F. (2016). Angiotensin Il type-2 receptor stimulation induces
neuronal VEGF synthesis after cerebral ischemia. Biochim Biophys Acta, 1862(7), 1297-1308.
https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2016.03.013

Matyash, V., & Kettenmann, H. (2010). Heterogeneity in astrocyte morphology and physiology. Brain ResRev,
63(1-2), 2-10. https://doi.org/10.1016/j.brainresrev.2009.12.001

McKee, A. C., Abdolmohammadi, B., & Stein, T. D. (2018). The neuropathology of chronic traumatic
encephalopathy. Handb Clin Neurol, 158, 297-307. https://doi.org/10.1016/b978-0-444-63954-
7.00028-8

McKee, A. C., Stern, R. A., Nowinski, C.J., Stein, T. D., Alvarez, V. E., Daneshvar, D. H., Lee, H. S., Wojtowicz, S.
M., Hall, G., Baugh, C. M., Riley, D. O., Kubilus, C. A., Cormier, K. A., Jacobs, M. A., Martin, B.R.,
Abraham, C.R., Ikezu, T., Reichard, R. R., Wolozin, B. L., ... Cantu, R. C. (2013). The spectrum of
disease in chronic traumatic encephalopathy. Brain, 136(Pt 1), 43-64.
https://doi.org/10.1093/brain/aws307

Meiser, B. M., Billingham, M. E., & Morris, R. E. (1991). Effects of cyclosporin, FK506, and rapamycin on graft-
vessel disease. Lancet, 338(8778), 1297-1298. https://doi.org/10.1016/0140-6736(91)92594-r

Meschia, J. F., & Brott, T. (2018). Ischaemic stroke. EurJ Neurol, 25(1), 35-40.
https://doi.org/10.1111/ene.13409

Milner, E., Zhou, M. L., Johnson, A. W., Vellimana, A. K., Greenberg, J. K., Holtzman, D. M., Han, B. H., & Zipfel,
G.J.(2014). Cerebralamyloid angiopathy increases susceptibility to infarction after focal cerebral
ischemiain Tg2576 mice. Stroke, 45(10), 3064-3069. https://doi.org/10.1161/strokeaha.114.006078

107


https://doi.org/10.1080/15548627.2018.1531196
https://doi.org/10.1016/j.pneurobio.2015.09.008
https://doi.org/10.3791/51729
https://doi.org/10.1016/j.cub.2005.02.053
https://doi.org/10.1161/01.str.20.1.84
https://doi.org/10.1002/mco2.150
https://doi.org/10.1007/s12031-018-1162-7
https://doi.org/10.1155/2018/9853837
https://doi.org/10.3390/ijms21186454
https://doi.org/10.1161/01.cir.104.8.852
https://doi.org/10.1038/nrdp.2015.56
https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2016.03.013
https://doi.org/10.1016/j.brainresrev.2009.12.001
https://doi.org/10.1016/b978-0-444-63954-7.00028-8
https://doi.org/10.1016/b978-0-444-63954-7.00028-8
https://doi.org/10.1093/brain/aws307
https://doi.org/10.1016/0140-6736(91)92594-r
https://doi.org/10.1111/ene.13409
https://doi.org/10.1161/strokeaha.114.006078

Moloney, P. B., Cavalleri, G. L., & Delanty, N. (2021). Epilepsy in the mTORopathies: opportunities for precision
medicine. Brain Commun, 3(4), fcab222. https://doi.org/10.1093/braincomms/fcab222

Munich, S. A., Vakharia, K., & Levy, E. I. (2019). Overview of Mechanical Thrombectomy Techniques.
Neurosurgery, 85(suppl_1), S60-s67. https://doi.org/10.1093/neuros/nyz071

Muraleedharan, R., & Dasgupta, B. (2022). AMPKin the brain: its roles in glucose and neural metabolism. Febs
j, 289(8), 2247-2262. https://doi.org/10.1111/febs.16151

Nakamura, K., Tan, F., Li, Z., & Thiele, C.J. (2011). NGF activation of TrkA induces vascular endothelial growth
factor expression via induction of hypoxia-inducible factor-1a. Mol Cell Neurosci, 46(2), 498-506.
https://doi.org/10.1016/j.mcn.2010.12.002

Nakamura, S., & Yoshimori, T. (2018). Autophagy and Longevity. Mol Cells, 41(1), 65-72.
https://doi.org/10.14348/molcells.2018.2333

Nicolas, M., & Hassan, B. A. (2014). Amyloid precursor protein and neural development. Development,
141(13), 2543-2548. https://doi.org/10.1242/dev.108712

Nixon, R. A. (2013). The role of autophagyin neurodegenerative disease. Nat Med, 19(8), 983-997.
https://doi.org/10.1038/nm.3232

Nixon, R. A., & Yang, D.S. (2011). Autophagy failure in Alzheimer's disease--locating the primary defect.
Neurobiol Dis, 43(1), 38-45. https://doi.org/10.1016/j.nbd.2011.01.021

Nogueira, R. G., Jadhav, A. P., Haussen, D. C., Bonafe, A., Budzik, R. F., Bhuva, P., Yavagal, D. R.,Ribo, M.,
Cognard, C., Hanel, R. A,, Sila, C. A., Hassan, A. E., Millan, M., Levy, E. |., Mitchell, P., Chen, M., English,
J.D., Shah, Q. A., Silver, F. L., ... Jovin, T. G. (2018). Thrombectomy 6 to 24 Hours after Stroke with a
Mismatch between Deficit and Infarct. N Engl J Med, 378(1), 11-21.
https://doi.org/10.1056/NEJMo0a1706442

Norrmén, C., Figlia, G., Lebrun-Julien, F., Pereira, J. A., Trotzmiiller, M., Kéfeler, H. C., Rantanen, V., Wessig, C.,
van Deijk, A. L., Smit, A. B., Verheijen, M. H., Rliegg, M. A., Hall, M. N., & Suter, U. (2014). mTORC1
controls PNS myelination along the mTORC1-RXRy-SREBP-lipid biosynthesis axis in Schwann cells. Cell
Rep, 9(2), 646-660. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2014.09.001

O'Brien, R.J., & Wong, P. C. (2011). Amyloid precursor protein processing and Alzheimer's disease. Annu Rev
Neurosci, 34, 185-204. https://doi.org/10.1146/annurev-neuro-061010-113613

Olivares-Hernandez, J. D., Balderas-Marquez, J. E., Carranza, M., Luna, M., Martinez-Moreno, C. G., &
Aramburo, C. (2021). Growth Hormone (GH) Enhances Endogenous Mechanisms of Neuroprotection
and Neuroplasticity after Oxygen and Glucose Deprivation Injury (OGD)and Reoxygenation (OGD/R)in
Chicken Hippocampal Cell Cultures. Neural Plast, 2021, 9990166.
https://doi.org/10.1155/2021/9990166

Orset, C., Macrez, R., Young, A. R., Panthou, D., Angles-Cano, E., Maubert, E., Agin, V., & Vivien, D. (2007).
Mouse model of in situ thromboembolic stroke and reperfusion. Stroke, 38(10), 2771-2778.
https://doi.org/10.1161/strokeaha.107.487520

Pan,Y. W., Wu, D.P., Liang, H. F., Tang, G.Y., Fan, C. L., Shi, L., Ye, W. C., & Li, M. M. (2022). Total Saponins of
Panax notoginseng Activate Akt/mTOR Pathway and Exhibit Neuroprotection in vitro and in vivo
against Ischemic Damage. ChinJ Integr Med, 28(5), 410-418. https://doi.org/10.1007/s11655-021-
3454-y

Pastor, M. D., Garcia-Yébenes, |., Fradejas, N., Pérez-Ortiz,J. M., Mora-Lee, S., Tranque, P., Moro, M., Pende,
M., & Calvo, S. (2009). mTOR/S6 kinase pathway contributes to astrocyte survival during ischemia. J
Biol Chem, 284(33), 22067-22078. https://doi.org/10.1074/jbc.M109.033100

Pei, J.J., An, W. L., Zhou, X. W., Nishimura, T., Norberg, J., Benedikz, E., G6tz, J., & Winblad, B. (2006). P70 S6
kinase mediates tau phosphorylation and synthesis. FEBS Lett, 580(1), 107-114.
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2005.11.059

Pei, J.J., & Hugon, J. (2008). mTOR-dependent signalling in Alzheimer's disease. J Cell Mol Med, 12(6b), 2525-
2532. https://doi.org/10.1111/j.1582-4934.2008.00509.x

Pekny, M., Eliasson, C., Siushansian, R., Ding, M., Dixon, S. J., Pekna, M., Wilson, J. X., & Hamberger, A. (1999).
The impact of genetic removal of GFAP and/or vimentin on glutamine levels and transport of glucose
and ascorbatein astrocytes. NeurochemRes, 24(11), 1357-1362.
https://doi.org/10.1023/a:1022572304626

108


https://doi.org/10.1093/braincomms/fcab222
https://doi.org/10.1093/neuros/nyz071
https://doi.org/10.1111/febs.16151
https://doi.org/10.1016/j.mcn.2010.12.002
https://doi.org/10.14348/molcells.2018.2333
https://doi.org/10.1242/dev.108712
https://doi.org/10.1038/nm.3232
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2011.01.021
https://doi.org/10.1056/NEJMoa1706442
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2014.09.001
https://doi.org/10.1146/annurev-neuro-061010-113613
https://doi.org/10.1155/2021/9990166
https://doi.org/10.1161/strokeaha.107.487520
https://doi.org/10.1007/s11655-021-3454-y
https://doi.org/10.1007/s11655-021-3454-y
https://doi.org/10.1074/jbc.M109.033100
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2005.11.059
https://doi.org/10.1111/j.1582-4934.2008.00509.x
https://doi.org/10.1023/a:1022572304626

Pekny, M., Wilhelmsson, U., Tatlisumak, T., & Pekna, M. (2019). Astrocyte activation and reactive gliosis-A new
targetin stroke? NeurosciLett, 689, 45-55. https://doi.org/10.1016/j.neulet.2018.07.021

Perez-Alvarez, M. J., Mateos, L., Alonso, A., & Wandosell, F. (2015). Estradiol and Progesterone Administration
After pMCAO Stimulates the Neurological Recovery and Reduces the Detrimental Effect of Ischemia
Mainly in Hippocampus. Mol Neurobiol, 52(3), 1690-1703. https://doi.org/10.1007/s12035-014-8963-7

Perez-Alvarez, M. J., Villa Gonzalez, M., Benito-Cuesta, |., & Wandosell, F. G. (2018). Role of mTORC1
Controlling Proteostasis after Brain Ischemia. Front Neurosci, 12, 60.
https://doi.org/10.3389/fnins.2018.00060

Perez-Alvarez, M. J., & Wandosell, F. (2016). Stroke and Neuroinflamation: Role of Sexual Hormones. Curr
Pharm Des, 22(10), 1334-1349. https://doi.org/10.2174/138161282210160304112834

Pluta, R., Januszewski, S., & Czuczwar, S.J. (2021). Brain Ischemia as a Prelude to Alzheimer's Disease. Front
Aging Neurosci, 13, 636653. https://doi.org/10.3389/fnagi.2021.636653

Porstmann, T., Santos, C. R., Griffiths, B., Cully, M., Wu, M., Leevers, S., Griffiths, J. R., Chung, Y. L., & Schulze,
A. (2008). SREBP activityis regulated by mTORC1 and contributes to Akt-dependent cell growth. Cell
Metab, 8(3), 224-236. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2008.07.007

Porstmann, T., Santos, C. R., Lewis, C., Griffiths, B., & Schulze, A. (2009). A new player in the orchestra of cell
growth: SREBP activity is regulated by mTORC1 and contributes to the regulation of cell and organsize.
Biochem Soc Trans, 37(Pt 1), 278-283. https://doi.org/10.1042/bst0370278

Povysheva, N., Nigam, A., Brisbin, A. K., Johnson, J. W., & Barrionuevo, G. (2019). Oxygen-Glucose Deprivation
Differentially Affects Neocortical Pyramidal Neurons and Parvalbumin-Positive Interneurons.
Neuroscience, 412,72-82. https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2019.05.042

Querfurth, H., & Lee, H. K. (2021). Mammalian/mechanistic target of rapamycin (mTOR) complexes in
neurodegeneration. Mol Neurodegener, 16(1), 44. https://doi.org/10.1186/s13024-021-00428-5

Rami, A., Langhagen, A., & Steiger, S. (2008). Focal cerebralischemia induces upregulation of Beclin 1 and
autophagy-like cell death. Neurobiol Dis, 29(1), 132-141. https://doi.org/10.1016/j.nbd.2007.08.005

Ramlaul, K., Fu, W., Li, H., de Martin Garrido, N., He, L., Trivedi, M., Cui, W., Aylett, C. H. S., & Wu, G. (2021).
Architecture of the Tuberous Sclerosis Protein Complex. J Mol Biol, 433(2), 166743.
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2020.166743

Revuelta, M., Elicegui, A., Moreno-Cugnon, L., Biihrer, C., Matheu, A., & Schmitz, T. (2019). Ischemic stroke in
neonatal and adult astrocytes. Mech Ageing Dev, 183,111147.
https://doi.org/10.1016/j.mad.2019.111147

Roda, A. R., Serra-Mir, G., Montoliu-Gaya, L., Tiessler, L., & Villegas, S. (2022). Amyloid-beta peptide and tau
protein crosstalkin Alzheimer's disease. Neural Regen Res, 17(8), 1666-1674.
https://doi.org/10.4103/1673-5374.332127

Rodriguez-Vargas,J. M., Martin-Hernandez, K., Wang, W., Kunath, N., Suganthan, R., Amé, J. C., Oliver, F.J., Ye,
1., Bjgras, M., & Dantzer, F. (2020). Parp3 promotes astrocytic differentiation through a tight regulation
of Nox4-induced ROS and mTorc2 activation. Cell Death Dis, 11(11), 954.
https://doi.org/10.1038/s41419-020-03167-5

Roskoski, R., Jr. (2021). Blockade of mutant RAS oncogenic signaling with a special emphasis on KRAS.
Pharmacol Res, 172, 105806. https://doi.org/10.1016/].phrs.2021.105806

Ryskalin, L., Limanaq;i, F., Frati, A., Busceti, C. L., & Fornai, F. (2018). mTOR-Related Brain Dysfunctions in
Neuropsychiatric Disorders. Int J Mol Sci, 19(8). https://doi.org/10.3390/ijms19082226

Sabatini, D. M., Erdjument-Bromage, H., Lui, M., Tempst, P., & Snyder, S. H. (1994). RAFT1:a mammalian
protein that binds to FKBP12 in a rapamycin-dependent fashion and is homologous toyeast TORs. Cell,
78(1), 35-43. https://doi.org/10.1016/0092-8674(94)90570-3

Sabers, C. J., Martin, M. M., Brunn, G. J., Williams, J. M., Dumont, F.J., Wiederrecht, G., & Abraham, R. T.
(1995). Isolation of a protein target of the FKBP12-rapamycin complex in mammalian cells. J Biol Chem,
270(2), 815-822. https://doi.org/10.1074/jbc.270.2.815

Sala Frigerio, C., Wolfs, L., Fattorelli, N., Thrupp, N., Voytyuk, I., Schmidt, I., Mancuso, R., Chen, W.T.,
Woodbury, M. E., Srivastava, G., Méller, T., Hudry, E., Das, S., Saido, T., Karran, E., Hyman, B., Perry, V.
H., Fiers, M., & De Strooper, B. (2019). The Major Risk Factors for Alzheimer's Disease: Age, Sex, and

109


https://doi.org/10.1016/j.neulet.2018.07.021
https://doi.org/10.1007/s12035-014-8963-7
https://doi.org/10.3389/fnins.2018.00060
https://doi.org/10.2174/138161282210160304112834
https://doi.org/10.3389/fnagi.2021.636653
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2008.07.007
https://doi.org/10.1042/bst0370278
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2019.05.042
https://doi.org/10.1186/s13024-021-00428-5
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2007.08.005
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2020.166743
https://doi.org/10.1016/j.mad.2019.111147
https://doi.org/10.4103/1673-5374.332127
https://doi.org/10.1038/s41419-020-03167-5
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2021.105806
https://doi.org/10.3390/ijms19082226
https://doi.org/10.1016/0092-8674(94)90570-3
https://doi.org/10.1074/jbc.270.2.815

Genes Modulate the Microglia Response to AB Plaques. Cell Rep, 27(4), 1293-1306.e1296.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2019.03.099

Salminen, A., Kauppinen, A., & Kaarniranta, K. (2017). Hypoxia/ischemia activate processing of Amyloid
Precursor Protein: impact of vascular dysfunction in the pathogenesis of Alzheimer's disease. J
Neurochem, 140(4), 536-549. https://doi.org/10.1111/jnc.13932

San Martin, A., Arce-Molina, R., Galaz, A., Pérez-Guerra, G., & Barros, L. F. (2017). Nanomolar nitric oxide
concentrations quickly and reversibly modulate astrocytic energy metabolism. J Biol Chem, 292(22),
9432-9438. https://doi.org/10.1074/jbc.M117.777243

Sarbassov, D. D., Ali, S. M., Sengupta, S., Sheen, J. H., Hsu, P. P., Bagley, A. F., Markhard, A. L., & Sabatini, D. M.
(2006). Prolonged rapamycin treatment inhibits mTORC2 assembly and Akt/PKB. Mol Cell, 22(2), 159-
168. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2006.03.029

Saxton, R. A., & Sabatini, D. M. (2017). mTOR Signaling in Growth, Metabolism, and Disease. Cell, 168(6), 960-
976. https://doi.org/10.1016/j.cell.2017.02.004

Sehgal, S. N. (2003). Sirolimus: its discovery, biological properties, and mechanism of action. Transplant Proc,
35(3 Suppl), 7s-14s. https://doi.org/10.1016/s0041-1345(03)00211-2

Selkoe, D.J., & Hardy, J. (2016). The amyloid hypothesis of Alzheimer's disease at 25 years. EMBO Mol Med,
8(6), 595-608. https://doi.org/10.15252/emmm.201606210

Seong, M., Lee, J., & Kang, H. (2019). Hypoxia-induced regulation of mTOR signaling by miR-7 targeting REDD1.
J Cell Biochem, 120(3), 4523-4532. https://doi.org/10.1002/jcb.27740

Shackelford, D. B., & Shaw, R.J. (2009). The LKB1-AMPK pathway: metabolism and growth control in tumour
suppression. Nat Rev Cancer, 9(8), 563-575. https://doi.org/10.1038/nrc2676

Shen, D.N., Zhang, L.H., Wei, E. Q., & Yang, Y. (2015). Autophagy in synaptic development, function, and
pathology. NeurosciBull, 31(4), 416-426. https://doi.org/10.1007/512264-015-1536-6

Shi, C. X., Jin, J., Wang, X. Q., Song, T., Li, G. H., Li, K. Z., & Ma, J. H. (2020). Sevoflurane attenuates brain
damage through inhibiting autophagy and apoptosis in cerebralischemia-reperfusionrats. Mol Med
Rep, 21(1),123-130. https://doi.org/10.3892/mmr.2019.10832

Shi, H., Koronyo, Y., Rentsendorij, A., Regis, G. C., Sheyn, J., Fuchs, D. T., Kramerov, A. A., Ljubimov, A. V.,
Dumitrascu, O. M., Rodriguez, A. R., Barron, E., Hinton, D. R., Black, K. L., Miller, C. A., Mirzaei, N., &
Koronyo-Hamaoui, M. (2020). Identification of early pericyte loss and vascular amyloidosis in
Alzheimer's disease retina. Acta Neuropathol, 139(5), 813-836. https://doi.org/10.1007/s00401-020-
02134-w

Shiota, S., Takekawa, H., Matsumoto, S. E., Takeda, K., Nurwidya, F., Yoshioka, Y., Takahashi, F., Hattori, N.,
Tabira, T., Mochizuki, H., & Takahashi, K. (2013). Chronic intermittent hypoxia/reoxygenation facilitate
amyloid-B generationin mice. J Alzheimers Dis, 37(2), 325-333. https://doi.org/10.3233/jad-130419

Solis, E., Jr., Hascup, K. N., & Hascup, E. R. (2020). Alzheimer's Disease: The Link Between Amyloid-B and
Neurovascular Dysfunction. J Alzheimers Dis, 76(4), 1179-1198. https://doi.org/10.3233/jad-200473

Song, G., Ouyang, G., & Bao, S. (2005). The activation of Akt/PKB signaling pathway and cell survival. J Cell Mol
Med, 9(1), 59-71. https://doi.org/10.1111/].1582-4934.2005.tb00337.x

Stein, T. D., Montenigro, P. H., Alvarez, V. E., Xia, W., Crary, J. F., Tripodis, Y., Daneshvar, D. H., Mez, J.,
Solomon, T., Meng, G., Kubilus, C. A., Cormier, K. A., Meng, S., Babcock, K., Kiernan, P., Murphy, L.,
Nowinski, C.J., Martin, B., Dixon, D., ... McKee, A. C. (2015). Beta-amyloid deposition in chronic
traumatic encephalopathy. Acta Neuropathol, 130(1), 21-34. https://doi.org/10.1007/s00401-015-
1435-y

Stromberg, K., Eketjall, S., Georgievska, B., Tunblad, K., Eliason, K., Olsson, F., Radeséter, A. C., Klintenberg, R.,
Arvidsson, P. I., von Berg, S., Falting, J., Cowburn, R. F., & Dabrowski, M. (2015). Combining an amyloid-
beta (AB) cleaving enzyme inhibitor with a y-secretase modulator results in an additive reduction of AR
production. Febs j, 282(1), 65-73. https://doi.org/10.1111/febs.13103

Sun, J., & Yue, F. (2019). Suppression of REDD1 attenuates oxygen glucose deprivation/reoxygenation-evoked
ischemicinjury in neuron by suppressing mTOR-mediated excessive autophagy. J Cell Biochem, 120(9),
14771-14779. https://doi.org/10.1002/jcb.28737

110


https://doi.org/10.1016/j.celrep.2019.03.099
https://doi.org/10.1111/jnc.13932
https://doi.org/10.1074/jbc.M117.777243
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2006.03.029
https://doi.org/10.1016/j.cell.2017.02.004
https://doi.org/10.1016/s0041-1345(03)00211-2
https://doi.org/10.15252/emmm.201606210
https://doi.org/10.1002/jcb.27740
https://doi.org/10.1038/nrc2676
https://doi.org/10.1007/s12264-015-1536-6
https://doi.org/10.3892/mmr.2019.10832
https://doi.org/10.1007/s00401-020-02134-w
https://doi.org/10.1007/s00401-020-02134-w
https://doi.org/10.3233/jad-130419
https://doi.org/10.3233/jad-200473
https://doi.org/10.1111/j.1582-4934.2005.tb00337.x
https://doi.org/10.1007/s00401-015-1435-y
https://doi.org/10.1007/s00401-015-1435-y
https://doi.org/10.1111/febs.13103
https://doi.org/10.1002/jcb.28737

Sun, X., He, G., Qing, H., Zhou, W., Dobie, F., Cai, F., Staufenbiel, M., Huang, L. E., & Song, W. (2006). Hypoxia
facilitates Alzheimer's disease pathogenesis by up-regulating BACE1 gene expression. Proc Nat! Acad
SciUSA, 103(49), 18727-18732. https://doi.org/10.1073/pnas.0606298103

Sun, X., Wang, D., Zhang, T., Lu, X., Duan, F., Ju, L., Zhuang, X., & Jiang, X. (2020). Eugenol Attenuates Cerebral
Ischemia-Reperfusion Injury by Enhancing Autophagy via AMPK-mTOR-P70S6K Pathway. Front
Pharmacol, 11, 84. https://doi.org/10.3389/fphar.2020.00084

Supplie, L. M., Diiking, T., Campbell, G., Diaz, F., Moraes, C. T., Gotz, M., Hamprecht, B., Boretius, S., Mahad, D.,
& Nave, K. A. (2017). Respiration-Deficient Astrocytes Survive As Glycolytic Cells In Vivo. J Neurosci,
37(16), 4231-4242. https://doi.org/10.1523/jneurosci.0756-16.2017

Switon, K., Kotulska, K., Janusz-Kaminska, A., Zmorzynska, J., & Jaworski, J. (2017). Molecular neurobiology of
mTOR. Neuroscience, 341, 112-153. https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2016.11.017

Tafur, L., Kefauver, J., & Loewith, R. (2020). Structural Insights into TOR Signaling. Genes (Basel), 11(8).
https://doi.org/10.3390/genes11080885

Takahashi, S., lizumi, T., Mashima, K., Abe, T., & Suzuki, N. (2014). Roles and regulation of ketogenesis in
cultured astroglia and neurons under hypoxia and hypoglycemia. ASN Neuro, 6(5).
https://doi.org/10.1177/1759091414550997

Takei, N., & Nawa, H. (2014). mTOR signaling and its roles in normal and abnormal brain development. Front
Mol Neurosci, 7, 28. https://doi.org/10.3389/fnmol.2014.00028

Tamargo-Gomez, |., & Marifo, G. (2018). AMPK: Regulation of Metabolic Dynamics in the Context of
Autophagy. Int J Mol Sci, 19(12). https://doi.org/10.3390/ijms19123812

Tan, C.Y., & Hagen, T. (2013). mTORC1 dependent regulation of REDD1 protein stability. PLoS One, 8(5),
€63970. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0063970

Tan, D., Zhang, H., Deng, J., Liu, J., Wen, J,, Li, L., Wang, X., Pan, M., Hu, X., & Guo, J. (2020). RhoA-GTPase
Modulates Neurite Outgrowth by Regulating the Expression of Spastin and p60-Katanin. Cells, 9(1).
https://doi.org/10.3390/cells9010230

Thiebaut, A. M., Hedou, E., Marciniak, S. J., Vivien, D., & Roussel, B. D. (2019). Proteostasis During Cerebral
Ischemia. Front Neurosci, 13, 637. https://doi.org/10.3389/fnins.2019.00637

Thinakaran, G., & Koo, E. H. (2008). Amyloid precursor protein trafficking, processing, and function. J Biol
Chem, 283(44), 29615-29619. https://doi.org/10.1074/jbc.R800019200

Thom, T., Haase, N., Rosamond, W., Howard, V. J., Rumsfeld, J., Manolio, T., Zheng, Z. J., Flegal, K., O'Donnell,
C., Kittner, S., Lloyd-Jones, D., Goff, D. C., Jr., Hong, Y., Adams, R., Friday, G., Furie, K., Gorelick, P.,
Kissela, B., Marler, J., ... Wolf, P. (2006). Heart disease and stroke statistics--2006 update: a report
from the American Heart Association Statistics Committee and Stroke Statistics Subcommittee.
Circulation, 113(6), e85-151. https://doi.org/10.1161/circulationaha.105.171600

Thomanetz, V., Angliker, N., Cloétta, D., Lustenberger, R. M., Schweighauser, M., Oliveri, F., Suzuki, N., &
Riegg, M. A. (2013). Ablation of the mTORC2 component rictor in brain or Purkinje cells affects size
and neuron morphology. J Cell Biol, 201(2), 293-308. https://doi.org/10.1083/jcb.201205030

Tiwari, S., Atluri, V., Kaushik, A., Yndart, A., & Nair, M. (2019). Alzheimer's disease: pathogenesis, diagnostics,
and therapeutics. Int J Nanomedicine, 14, 5541-5554. https://doi.org/10.2147/ijn.S200490

Torres-Espin, A., Santos, D., Gonzalez-Pérez, F., del Valle, J., & Navarro, X. (2014). Neurite-J: animage-J plug-in
for axonal growth analysis in organotypic cultures. J Neurosci Methods, 236, 26-39.
https://doi.org/10.1016/j.jneumeth.2014.08.005

Tu, L., Wang, Y., Chen, D., Xiang, P., Shen, J., Li, Y., & Wang, S. (2018). Protective Effects of Notoginsenoside R1
via Regulation of the PI3K-Akt-mTOR/JNK Pathway in Neonatal Cerebral Hypoxic-Ischemic Brain Injury.
Neurochem Res, 43(6), 1210-1226. https://doi.org/10.1007/s11064-018-2538-3

Turner, D. A., & Adamson, D. C. (2011). Neuronal-astrocyte metabolic interactions: understanding the
transitioninto abnormal astrocytoma metabolism. J Neuropathol Exp Neurol, 70(3), 167-176.
https://doi.org/10.1097/NEN.Ob013e31820e1152

Utamek-Koziot, M., Pluta, R., Bogucka-Kocka, A., Januszewski, S., Kocki, J., & Czuczwar,S. J. (2016). Brain
ischemia with Alzheimer phenotype dysregulates Alzheimer's disease-related proteins. Pharmacol Rep,
68(3), 582-591. https://doi.org/10.1016/j.pharep.2016.01.006

111


https://doi.org/10.1073/pnas.0606298103
https://doi.org/10.3389/fphar.2020.00084
https://doi.org/10.1523/jneurosci.0756-16.2017
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2016.11.017
https://doi.org/10.3390/genes11080885
https://doi.org/10.1177/1759091414550997
https://doi.org/10.3389/fnmol.2014.00028
https://doi.org/10.3390/ijms19123812
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0063970
https://doi.org/10.3390/cells9010230
https://doi.org/10.3389/fnins.2019.00637
https://doi.org/10.1074/jbc.R800019200
https://doi.org/10.1161/circulationaha.105.171600
https://doi.org/10.1083/jcb.201205030
https://doi.org/10.2147/ijn.S200490
https://doi.org/10.1016/j.jneumeth.2014.08.005
https://doi.org/10.1007/s11064-018-2538-3
https://doi.org/10.1097/NEN.0b013e31820e1152
https://doi.org/10.1016/j.pharep.2016.01.006

van Dam, T.J., Zwartkruis, F.J., Bos, J. L., & Snel, B. (2011). Evolution of the TOR pathway. J Mol Evol, 73(3-4),
209-220. https://doi.org/10.1007/s00239-011-9469-9

Vézina, C., Kudelski, A., & Sehgal, S. N. (1975). Rapamycin (AY-22,989), a new antifungal antibiotic. |. Taxonomy
of the producing streptomycete andisolation of the active principle. J Antibiot (Tokyo), 28(10), 721-
726. https://doi.org/10.7164/antibiotics.28.721

Vijayan, M., Kumar, S., Bhatti, J. S., & Reddy, P. H. (2017). Molecular Links and Biomarkers of Stroke, Vascular
Dementia, and Alzheimer's Disease. Prog Mol Biol Transl Sci, 146, 95-126.
https://doi.org/10.1016/bs.pmbts.2016.12.014

Villa-Gonzélez, M., Martin-Lépez, G., & Pérez-Alvarez, M. J. (2022). Dysregulation of mTOR Signaling after Brain
Ischemia. IntJ Mol Sci, 23(5). https://doi.org/10.3390/ijms23052814

Virani, S. S., Alonso, A., Aparicio, H.J., Benjamin, E. J., Bittencourt, M. S., Callaway, C. W., Carson, A. P.,
Chamberlain, A. M., Cheng, S., Delling, F. N., Elkind, M. S. V., Evenson, K. R., Ferguson, J. F., Gupta, D.
K., Khan, S. S, Kissela, B. M., Knutson, K. L., Lee, C. D., Lewis, T.T., ... Tsao, C. W. (2021). Heart Disease
and Stroke Statistics-2021 Update: A Report From the American Heart Association. Circulation, 143(8),
e254-e743. https://doi.org/10.1161/cir.0000000000000950

Vivien, D. (2017). Canthe benefits of rtPAtreatment for stroke be improved? RevNeurol (Paris), 173(9), 566-
571. https://doi.org/10.1016/j.neurol.2017.07.003

Walker, S. A., & Ktistakis, N. T. (2020). Autophagosome Biogenesis Machinery. J Mol Biol, 432(8), 2449-2461.
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2019.10.027

Wang, J. Y., Xia, Q., Chu, K. T., Pan, J., Sun, L. N., Zeng, B., Zhu, Y. J., Wang, Q., Wang, K., & Luo, B. Y. (2011).
Severe global cerebralischemia-induced programmed necrosis of hippocampal CAl neurons in rat is
prevented by 3-methyladenine: a widely used inhibitor of autophagy. J Neuropathol Exp Neurol, 70(4),
314-322. https://doi.org/10.1097/NEN.0b013e31821352bd

Wang, Y.Y.,Huang, 2. T., Yuan, M. H., Jing, F., Cai, R. L., Zou, Q., Pu, Y.S., Wang, S. Y., Chen, F., Yi, W. M.,
Zhang, H.J., & Cai, Z.Y.(2021). Role of Hypoxia Inducible Factor-1a in Alzheimer's Disease. J
Alzheimers Dis, 80(3), 949-961. https://doi.org/10.3233/jad-201448

Webster, N. J., Green, K. N., Settle, V. J., Peers, C., & Vaughan, P. F. (2004). Altered processing of the amyloid
precursor protein and decreased expression of ADAM 10 by chronic hypoxia in SH-SY5Y: no role for the
stress-activated INKand p38 signalling pathways. Brain Res Mol Brain Res, 130(1-2), 161-169.
https://doi.org/10.1016/j.molbrainres.2004.06.042

Weichhart, T. (2018). mTOR as Regulator of Lifespan, Aging, and Cellular Senescence: A Mini-Review.
Gerontology, 64(2), 127-134. https://doi.org/10.1159/000484629

Wen, Y.D., Sheng, R., Zhang, L. S., Han, R., Zhang, X., Zhang, X. D., Han, F., Fukunaga, K., & Qin, Z. H. (2008).
Neuronal injury in rat model of permanent focal cerebralischemia is associated with activation of
autophagic and lysosomal pathways. Autophagy, 4(6), 762-769. https://doi.org/10.4161/auto.6412

Wu, M., Zhang, H., Kai, J., Zhu, F., Dong, J., Xu, Z., Wong, M., & Zeng, L. H. (2018). Rapamycin prevents cerebral
stroke by modulating apoptosis and autophagy in penumbra in rats. Ann Clin Transl Neurol, 5(2), 138-
146. https://doi.org/10.1002/acn3.507

Wu, X., Wang, L., Cong, M., Shen, M., He, Q., Ding, F., & Shi, H. (2020). Extracellular vesicles from skin
precursor-derived Schwann cells promote axonal outgrowth and regeneration of motoneurons via
Akt/mTOR/p70S6K pathway. Ann Transl Med, 8(24), 1640. https://doi.org/10.21037/atm-20-5965

Xia, X., Niu, H., Ma, Y., Qu, B., He, M., Yu, K., Wang, E., Zhang, L., Gu, J., & Liu, G. (2020). LncRNA CCAT1
Protects Astrocytes Against OGD/R-Induced Damage by Targeting the miR-218/NFAT5-Signaling Axis.
Cell Mol Neurobiol, 40(8), 1383-1393. https://doi.org/10.1007/s10571-020-00824-3

Xian, M., Cai, J., Zheng, K., Liu, Q., Liu, Y., Lin, H., Liang, S., & Wang, S. (2021). Aloe-emodin prevents nerve
injury and neuroinflammation caused by ischemic stroke via the PI3K/AKT/mTOR and NF-kB pathway.
Food Funct, 12(17), 8056-8067. https://doi.org/10.1039/d1fo01144h

Xiang, H., Zhang, J., Lin, C., Zhang, L., Liu, B., & Ouyang, L. (2020). Targeting autophagy-related protein kinases
for potential therapeutic purpose. Acta Pharm Sin B, 10(4), 569-581.
https://doi.org/10.1016/j.apsb.2019.10.003

Xie, J., & Proud, C. G. (2014). Signaling crosstalk betweenthe mTOR complexes. Translation (Austin), 2(1),
€28174. https://doi.org/10.4161/trla.28174

112


https://doi.org/10.1007/s00239-011-9469-9
https://doi.org/10.7164/antibiotics.28.721
https://doi.org/10.1016/bs.pmbts.2016.12.014
https://doi.org/10.3390/ijms23052814
https://doi.org/10.1161/cir.0000000000000950
https://doi.org/10.1016/j.neurol.2017.07.003
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2019.10.027
https://doi.org/10.1097/NEN.0b013e31821352bd
https://doi.org/10.3233/jad-201448
https://doi.org/10.1016/j.molbrainres.2004.06.042
https://doi.org/10.1159/000484629
https://doi.org/10.4161/auto.6412
https://doi.org/10.1002/acn3.507
https://doi.org/10.21037/atm-20-5965
https://doi.org/10.1007/s10571-020-00824-3
https://doi.org/10.1039/d1fo01144h
https://doi.org/10.1016/j.apsb.2019.10.003
https://doi.org/10.4161/trla.28174

Xu, F.,Na, L., Li, Y., & Chen, L. (2020). Roles of the PI3K/AKT/mTOR signalling pathways in neurodegenerative
diseases and tumours. Cell Biosci, 10(1), 54. https://doi.org/10.1186/s13578-020-00416-0

Xu, J., Ji,J., & Yan, X. H. (2012). Cross-talk between AMPK and mTOR in regulating energy balance. Crit Rev
Food Sci Nutr, 52(5), 373-381. https://doi.org/10.1080/10408398.2010.500245

Xu, S., Lu, J., Shao, A., Zhang, J. H., & Zhang, J. (2020). Glial Cells: Role of the Immune Response in Ischemic
Stroke. Front Immunol, 11, 294. https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.00294

Xu, X., Chua, C.C., Gao, J., Chua, K. W., Wang, H., Hamdy, R. C., & Chua, B. H. (2008). Neuroprotective effect of
humanin on cerebral ischemia/reperfusion injury is mediated by a PI3K/Akt pathway. Brain Res, 1227,
12-18. https://doi.org/10.1016/j.brainres.2008.06.018

Xu, Y., Tian, Y., Tian, Y., Li, X., & Zhao, P. (2016). Autophagy activation involved in hypoxic-ischemic brain injury
induces cognitive and memory impairment in neonatal rats. J Neurochem, 139(5), 795-805.
https://doi.org/10.1111/jnc.13851

Yan,Y., Liu,Y.,Yang, Y., Ding, Y., & Sun, X. (2022). Carnosol suppresses microglia cell inflammation and
apoptosis through PI3K/AKT/mTOR signaling pathway. Immunopharmacol Immunotoxicol, 1-11.
https://doi.org/10.1080/08923973.2022.2074448

Yang, H., Rudge, D. G., Koos, J. D., Vaidialingam, B., Yang, H. J., & Pavletich, N. P. (2013). mTOR kinase
structure, mechanism and regulation. Nature, 497(7448), 217-223.
https://doi.org/10.1038/nature12122

Yang, M., Ly, Y., Piao, W., & Jin, H. (2022). The Translational Regulationin mTOR Pathway. Biomolecules, 12(6).
https://doi.org/10.3390/biom12060802

Yang, Q., Wang, E. Y., Huang, X.J., Qu, W.S., Zhang, L., Xu,J.Z., Wang, W., & Tian, D. S. (2011). Blocking
epidermal growth factor receptor attenuates reactive astrogliosis throughinhibiting cell cycle
progressionand protects againstischemic braininjury in rats. J Neurochem, 119(3), 644-653.
https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.2011.07446.x

Yao, Y., Ji,Y., Ren,J., Liy, H., Khanna, R., & Sun, L. (2021). Inhibition of autophagy by CRMP2-derived peptide
ST2-104 (R9-CBD3) via a CaMKKB/AMPK/mTOR pathway contributes to ischemic postconditioning -
induced neuroprotection against cerebralischemia-reperfusioninjury. Mol Brain, 14(1), 123.
https://doi.org/10.1186/s13041-021-00836-0

Yin, L., Ye, S., Chen, Z., & Zeng, Y. (2012). Rapamycin preconditioning attenuates transient focal cerebral
ischemia/reperfusioninjury in mice. Int J Neurosci, 122(12), 748-756.
https://doi.org/10.3109/00207454.2012.721827

Yue, S., Li, G., He, S., & Li, T. (2022). The Central Role of mTORC1in Amino Acid Sensing. Cancer Res, 82(17),
2964-2974. https://doi.org/10.1158/0008-5472.Can-21-4403

Zhang,D.,Yuan, Y., Zhu, )., Zhu, D., Li, C., Cui, W., Wang, L., Ma, S., Duan, S., & Liu, B. (2021). Insulin-like
growthfactor 1 promotes neurological functional recovery after spinal cord injury through inhibition
of autophagy via the PI13K/Akt/mTOR signaling pathway. Exp Ther Med, 22(5), 1265.
https://doi.org/10.3892/etm.2021.10700

Zhang, D. M., Zhang, T., Wang, M. M., Wang, X. X., Qin, Y. Y., Wu, J., Han, R., Sheng, R., Wang, Y., Chen, Z., Han,
F., Ding, Y., Li, M., & Qin, Z. H. (2019). TIGAR alleviates ischemia/reperfusion-induced autophagy and
ischemic brain injury. Free Radic Biol Med, 137, 13-23.
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2019.04.002

Zhang, Q., Chen,Z.W., Zhao, Y. H., Liu, B. W., Liu, N. W., Ke, C.C., & Tan, H. M. (2017). Bone Marrow Stromal
Cells Combined With Sodium Ferulate and n-Butylidenephthalide Promote the Effect of Therapeutic
Angiogenesis via Advancing Astrocyte-Derived Trophic Factors After Ischemic Stroke. Cell Transplant,
26(2), 229-242. https://doi.org/10.3727/096368916x693536

Zhang, S., Lin, X., Hou, Q., Hu, Z., Wang, Y., & Wang, Z. (2021). Regulation of mTORC1 by amino acids in
mammaliancells: A general picture of recent advances. Anim Nutr, 7(4), 1009-1023.
https://doi.org/10.1016/j.aninu.2021.05.003

Zhang, X., Wei, M., Fan, J., Yan, W., Zha, X., Song, H., Wan, R., Yin, Y., & Wang, W. (2021). Ischemia-induced
upregulation of autophagy preludes dysfunctional lysosomal storage and associated synaptic
impairments in neurons. Autophagy, 17(6), 1519-1542.
https://doi.org/10.1080/15548627.2020.1840796

113


https://doi.org/10.1186/s13578-020-00416-0
https://doi.org/10.1080/10408398.2010.500245
https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.00294
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2008.06.018
https://doi.org/10.1111/jnc.13851
https://doi.org/10.1080/08923973.2022.2074448
https://doi.org/10.1038/nature12122
https://doi.org/10.3390/biom12060802
https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.2011.07446.x
https://doi.org/10.1186/s13041-021-00836-0
https://doi.org/10.3109/00207454.2012.721827
https://doi.org/10.1158/0008-5472.Can-21-4403
https://doi.org/10.3892/etm.2021.10700
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2019.04.002
https://doi.org/10.3727/096368916x693536
https://doi.org/10.1016/j.aninu.2021.05.003
https://doi.org/10.1080/15548627.2020.1840796

Zhang, Y., Hong, G., Lee, K. S., Hammock, B. D., Gebremedhin, D., Harder, D. R., Koehler, R. C., & Sapirstein, A.
(2017). Inhibition of soluble epoxide hydrolase augments astrocyte release of vascular endothelial
growth factor and neuronal recovery after oxygen-glucose deprivation. J Neurochem, 140(5), 814-825.
https://doi.org/10.1111/jnc.13933

Zhang, Y., Huang, N.Q,, Yan, F., Jin, H., Zhou, S. Y., Shi, J. S., & Jin, F. (2018). Diabetes mellitus and Alzheimer's
disease: GSK-3B as a potential link. Behav Brain Res, 339, 57-65.
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2017.11.015

Zhang, Y., & Miao, J. M. (2018). Ginkgolide K promotes astrocyte proliferation and migration after oxygen-
glucose deprivation via inducing protective autophagy through the AMPK/mTOR/ULK1 signaling
pathway. EurJ Pharmacol, 832, 96-103. https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2018.05.029

Zhang, Y., Xing, S., Zhang, J., Li,J., Li, C., Pei, Z., & Zeng, J. (2011). Reduction of B-amyloid deposits by y-
secretaseinhibitoris associated with the attenuation of secondarydamagein theipsilateral thalamus
and sensory functional improvement after focal cortical infarction in hypertensive rats. J Cereb Blood
Flow Metab, 31(2), 572-579. https://doi.org/10.1038/jcbfm.2010.127

Zhi, S. M., Fang, G. X., Xie, X. M., Liu, L. H., Yan, J., Liu, D. B., & Yu, H. Y. (2020). Melatonin reduces OGD/R -
induced neuron injury by regulating redox/inflammation/apoptosis signaling. Eur Rev Med Pharmacol
Sci, 24(3), 1524-1536. https://doi.org/10.26355/eurrev_202002 20211

Zhou, X. W., Tanila, H., & Pei, J. J. (2008). Parallelincrease in p70 kinase activationand tau phosphorylation
(5262) with Abeta overproduction. FEBS Lett, 582(2), 159-164.
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2007.11.078

Zhu, C., Zhou, Q., Luo, C., & Chen, Y. (2020). Dexmedetomidine Protects Against Oxygen-Glucose Deprivation-
Induced Injury Through Inducing Astrocytes Autophagy via TSC2/mTOR Pathway. Neuromolecular
Med, 22(2), 210-217. https://doi.org/10.1007/s12017-019-08576-0

Zhu, H., Wang, Y., Yang, X., Wan, G., Qiy, Y., Ye, X., Gao, Y., & Wan, D. (2019). Catalpol improves axonal
outgrowth and reinnervation of injured sciatic nerve by activating Akt/mTOR pathway and regulating
BDNFand PTEN expression. AmJ Transl Res, 11(3), 1311-1326.

Zoncuy, R., Efeyan, A., & Sabatini, D. M. (2011). mTOR: from growthsignal integrationto cancer, diabetes and
ageing. Nat Rev Mol Cell Biol, 12(1), 21-35. https://doi.org/10.1038/nrm3025

114


https://doi.org/10.1111/jnc.13933
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2017.11.015
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2018.05.029
https://doi.org/10.1038/jcbfm.2010.127
https://doi.org/10.26355/eurrev_202002_20211
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2007.11.078
https://doi.org/10.1007/s12017-019-08576-0
https://doi.org/10.1038/nrm3025

VIII. ANEXO

115



Publicaciones del doctorando durante la elaboracion de la Tesis Doctoral

Pérez-Alvarez MJ, Villa Gonzalez M, Benito-Cuesta |, Wandosell FG. Role of mTORC1 Controlling
Proteostasis after Brain Ischemia. Front Neurosci. 2018 Feb 15;12:60. doi: 10.3389/fnins.2018.00060.
PMID: 29497356; PMCID: PMC5818460.

Cespedes A, Villa M, Benito-Cuesta |, Perez-Alvarez MJ, Ordofiez L, Wandosell F. Energy-Sensing
Pathways in Ischemia: The Counterbalance Between AMPK and mTORC. Curr Pharm Des.
2019;25(45):4763-4770. doi: 10.2174/1381612825666191210152156. PMID: 31820693.

Villa Gonzalez M, Vallés-Saiz L, Hernandez |H, Avila J, Hernandez F, Pérez-Alvarez MJ. Focal cerebral
ischemia induces changes in oligodendrocytic tau isoforms in the damaged area. Glia. 2020
Dec;68(12):2471-2485. doi: 10.1002/glia.23865. Epub 2020 Jun 9. PMID: 32515854.

Villa Gonzalez M, Pérez-Alvarez MJ. A 3R-Tau-mediated mechanismin oligodendrocytes: could it be the
key for neuroprotection after stroke? Neural Regen Res. 2021 Dec;16(12):2401-2402. doi:
10.4103/1673-5374.313027. PMID: 33907017; PMCID: PMC8374573.

Hernandez IH, Villa-Gonzéalez M, Martin G, Soto M, Pérez-Alvarez MJ. Glial Cells as Therapeutic
Approaches in Brain Ischemia-Reperfusion Injury. Cells. 2021 Jun 30;10(7):1639. doi:
10.3390/cells10071639. PMID: 34208834; PMCID: PMC8305833.

Villa-Gonzélez M, Martin-Lépez G, Pérez-Alvarez MJ. Dysregulation of mTOR Signaling after Brain
Ischemia. IntJ Mol Sci. 2022 Mar 4;23(5):2814. doi: 10.3390/ijms23052814. PMID: 35269956; PMCID:
PMC8911477.

116



	Portada
	ÍNDICE
	ABREVIATURAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	I. INTRODUCCIÓN
	II. OBJETIVOS
	III. MATERIAL Y MÉTODOS
	IV. RESULTADOS
	V. DISCUSIÓN
	VI. CONCLUSIONES / CONCLUSIONS
	VII. BIBLIOGRAFÍA
	VIII. ANEXO



