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Glosario  
 
aa   aminoácidos 
4-HNE   hydroxynonenal 
ACN   acetonitrilo 
AIT   ataque isquémico transitorio 
AMPAR   α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 
receptor 
ATV   atorvastatina 
BCA   ácido bicinconínico 
BDNF   brain derived neurotrophic factor 
BSA   albúmina sérica bovina  
CaM   calmodulin 
CaN   calcineurin 
CaMKII   Ca2+-calmodulin-dependent protein kinase II 
Ca2+   ión calcio 
CBP   CREB binding protein 
CK2   casein kinase 2 
CNQX   6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione 
COX-2   cyclooxygenase-2 
CO2   dióxido de carbono 
Co-IP   co-inmunoprecipitación 
Co-IP-DAPK1 co-inmunoprecipitación con anticuerpo anti-DAPK1 o  
 co-inmunoprecipitado obtenido con anticuerpo anti-

DAPK1 
CRE cAMP response elements 
CREB   cAMP response element-binding protein 
CRMP2   collapsin response mediator protein 2 
D-AP5   (2R)-amino-5-phosphonovaleric acid 
DAPK1   death-associated protein kinase 1 
Db-Ab   complejo dynabeads - anticuerpo 
DIV   days in vitro, días in vitro 
DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO   dimetilsulfóxido 
DNA   ácido desoxiribonucleico 
DTT   ditiotreitol 
EDTA   etilenediamide tetraacetic acid 
ERKs   extracellular signal-regulated kinases 
FDA   Food and Drug Administration 



 
 

FSC   flujo sanguíneo cerebral 
GABA   gamma-aminobutyric acid 
GAD65/67  glutamate decarboxylase isoforms 65/67 
GIPC   GAIP-interacting protein, C terminus 
GFAP   glial fibrillary acidic protein 
h   horas 
iNOS   inducible nitric oxide synthase 
K+   ión potasio 
kDa   kilodaltons 
LC-MS/MS  Liquid Cromatography TandemMass Spectrometry 
MAGUKs  membrane-associated guanylate kinases 
MAP-2   microtubule-associated protein 2 
MCA   middle cerebral artery, arteria cerebral media 
MCAO middle cerebral artery occlusion, oclusión de la arteria 

cerebral media 
mg   miligramo 
Mg2+   ión magnesio 
min   minutos 
ml   mililitro 
MMPs   matrix metalloproteinases 
Na+   ión sodio 
NCX   Na+/Ca2+ exchanger, intercambiador Na+/Ca2+ 
NMDA   N-methyl-D-aspartic acid 
NMDARs N-methyl-D-aspartate receptors, Receptores de 

glutamato de tipo NMDA 
NMDARs-NR2A Receptores de glutamato de tipo NMDA formados por 

la subunidad NR2A 
NMDARs-NR2B Receptores de glutamato de tipo NMDA formados por 

la subunidad NR2B 
NO   nitric oxide 
NOS   nitric oxide synthase 
nNOS   neuronal nitric oxide synthase 
O2   oxígeno 
o-ATV   ortho-hydroxy atorvastatin, metabolito de ATV 
OGD   privación de oxígeno y glucosa 
OGD/R privación de oxígeno y glucosa + fase de reoxigenación 

y retorno de glucosa, correspondiente a la fase de 
reperfusión in vivo 

ON   overnight 
p-ATV   para-hydroxy atorvastatin, metabolito de ATV 



  

pCREB   cAMP response element-binding protein, Ser133 
PBS   phosphate buffer saline 
PKC   protein kinase C 
PMSF   phenilmethilsulfonil fluor 
PP1   protein phosphatase 1 
PP2A   protein phosphatase 2A 
PSD   postsynaptic density, densidad postsináptica 
PSD95   postsynaptic density-95 
PVDF-LF   polyvinylidene fluoride – low fluorescence 
R fase de reoxigenación y retorno de glucosa, 

correspondiente a la fase de reperfusión in vivo 
RE retículo endoplasmático 
ROS   reactive oxygen species, especies reactivas de oxígeno 
rTPA recombinant tissue plasminogen activator, activador 

tisular del plasminógeno recombinante 
SNC sistema nervioso central 
SDS   sodium dodecyl sulphate 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulphate – polyacrylamide gel 

electrophoresis 
TA   temperatura ambiente 
TBS   tampon tris (Tris Buffer Saline) 
tMCAO   oclusión transitoria de la arteria cerebral media  
TNF   tumor necrosis factor 
TTX   tetrodotoxina 
WB   western blot 
PI   propidium iodide, ioduro de propidio 
µg   microgramo 
µl   microlitro 
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1. ICTUS 
 

1.1. Definición 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define el accidente cerebrovascular o 

ictus como el “conjunto de signos clínicos, de inicio brusco y desarrollo rápido, 

que suponen la presencia de una perturbación en la función cerebral (global o 

focal) con más de 24 horas de duración sin otro origen aparente que el vascular” 

(J, 1988). Los síntomas más comunes del ictus son debilidad repentina o 

entumecimiento de la cara, brazo o pierna en un lado del cuerpo. Otros síntomas 

incluyen confusión, dificultad para hablar o entender una conversación, dificultad 

para ver con uno o los dos ojos, dificultad para andar, mareos, pérdida del 

equilibrio o de la coordinación, dolor de cabeza severo sin causa conocida, 

desvanecimiento o inconsciencia (World Health Organization, 2015).  

 

1.2. Epidemiologia 

El ictus constituye una de las principales causas de mortalidad en el mundo 

industrializado. A nivel mundial supone la tercera causa de muerte después de la 

enfermedad cardiovascular y el cáncer (Lloyd-Jones et al., 2009; Martínez-Vila et 

al., 2011), es la primera causa de discapacidad en la población adulta y la segunda 

de demencia (Lloyd-Jones et al., 2009; Masjuan et al., 2011; Gil de Castro and Gil-

Nunez, 2000). Según la American Stroke Association, en 2010 la prevalencia del 

ictus fue de 33 millones, de los cuales 16,9 millones de personas padecieron un 

ictus por primera vez (American Stroke Association, 2015). En España la incidencia 

se estima en 187 casos por 100.000 habitantes y año (Diaz-Guzman et al., 2012). 

El accidente cerebrovascular es responsable del 10% de la mortalidad global 

española, y constituye la segunda causa de muerte en la población general, y la 

primera en mujeres (Diaz-Guzman et al., 2012; N. García-Barragan, 2012).  

 

A nivel hospitalario, el ictus constituye la primera causa de ingreso por 

enfermedad neurológica grave, y conlleva un coste sanitario elevado (Alvarez 
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 Sabin et al., 2006; Hervas-Angulo et al., 2006). La edad media de los pacientes de 

ictus es de 73,9 años (Diaz-Guzman et al., 2012), el incremento de la incidencia en 

mayores de 65 años y el envejecimiento progresivo de la población, hace prever 

un incremento de la incidencia en los próximos años.  

 

1.3. Factores de riesgo 

Los factores de riesgo de padecer un ictus pueden clasificarse en modificables, 

potencialmente modificables y factores de riesgo no modificables. La prevención 

primaria del ictus está orientada a la actuación sobre los factores de riesgo 

modificables y potencialmente modificables; mientras que los no modificables 

identifican a las personas que tienen un riesgo más elevado de padecer ictus y 

que se beneficiarían de un control más riguroso de los factores de riesgo 

modificables.  

Entre los factores de riesgo no modificables, la edad es el más importante. En este 

sentido, la incidencia de ictus se duplica aproximadamente cada 10 años a partir 

de los 55 años. También se ha observado una mayor incidencia en hombres que 

en mujeres, en personas de origen afroamericano o hispanoamericano y se han 

asociado los antecedentes familiares a un mayor riesgo de padecer un ictus (Gil 

de Castro and Gil-Nunez, 2000; Allen and Bayraktutan, 2008; O'Donnell et al., 

2010; Martínez-Vila et al., 2011). 

Los factores de riesgo modificables o potencialmente modificables son aquellos 

sobre los que se puede intervenir para reducir el riesgo de ictus. Entre ellos, la 

hipertensión arterial es el factor de riesgo modificable más importante (Kjeldsen 

et al., 2001). Se ha descrito también, un aumento de la incidencia en personas 

fumadoras (O'Donnell et al., 2010) y un riesgo incrementado en personas 

diabéticas (Barrett-Connor and Khaw, 1988; Folsom et al., 1999).  

El estudio INTERSTROKE determinó que con únicamente diez factores se podría 

explicar el 90% del riesgo de padecer un ictus; hipertensión, tabaquismo, dieta, 

obesidad abdominal, actividad física regular, diabetes mellitus, consumo de 
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alcohol, factores psicosociales, causas cardíacas y el ratio  de lipoproteínas 

ApoB/ApoA1 (O'Donnell et al., 2010). Sin embargo, aunque los intentos de actuar 

sobre los factores de riesgo modificables ha reducido la incidencia de ictus, la 

mortalidad y la discapacidad asociadas a esta patología siguen incrementando 

(Koton et al., 2012; Feigin and Norrving, 2014). 

 

1.4. Clasificación 

Basándonos en la naturaleza de la lesión, podemos agrupar los ictus en dos 

categorías principales: ictus isquémicos o ictus hemorrágicos.  

El ictus isquémico es el más común y representa el 87% de todos los casos 

(Ovbiagele B et al., 2011; American Heart Association, 2015). La isquemia cerebral 

se define como la reducción del aporte sanguíneo hasta unos niveles insuficientes 

para mantener el metabolismo y funcionamiento normales de las células 

cerebrales (Brassai et al., 2015). La isquemia puede afectar solamente a una zona 

del encéfalo (isquemia focal), como ocurre en casos de oclusión arterial cerebral, 

o comprometer a todo el encéfalo de forma simultánea (isquemia global) como 

sucede en casos de parada cardíaca o hipotensión grave. La isquemia focal 

constituye la forma más frecuente de afectación vascular del cerebro (Arboix et 

al., 2008).  

En la isquemia cerebral focal el daño está limitado al territorio irrigado por la 

arteria afectada y se produce como consecuencia de la oclusión de un vaso por 

trombosis o embolismo. Las arterias que se encuentran implicadas más 

frecuentemente en la isquemia cerebral son la arteria cerebral media (ACM) y sus 

ramificaciones (Slater, 2015). Se denomina ataque isquémico transitorio (AIT) a un 

episodio breve de disfunción neurológica de inicio brusco con síntomas clínicos de 

breve duración (minutos), que cursan con reperfusión completa en menos de una 

hora y no presenta evidencias en las técnicas de neuroimagen. Los pacientes que 

han sufrido un AIT presentan un mayor riesgo a padecer un ictus que una persona 

que no lo ha padecido (Albers et al., 2002; Easton et al., 2004). Por otro lado, se 
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encéfalo produciendo déficit neurológico durante más de 24 horas con evidencias 

de necrosis tisular según las técnicas de imagen (Donnan et al., 2008).   

Los ictus hemorrágicos constituyen el 13% del total de casos de ictus (Ovbiagele B 

et al., 2011; American Heart Association, 2015). Estas patologías consisten en la 

extravasación de sangre dentro de la cavidad craneal debido a la rotura de un 

vaso sanguíneo arterial o venoso (Arboix et al., 2006). Se ha determinado la 

hipertensión arterial como su principal causa (Calandre et al., 1986).  

Hasta el momento, en el caso del ictus isquémico el único tratamiento que ha 

demostrado una cierta eficacia es la recanalización por disolución del trombo con 

el activador tisular del plasminógeno recombinante (r-TPA, recombinant-tissue 

plasminogen activator) o mediante disrupción mecánica. En cambio, en casos de 

ictus hemorrágicos no hay ningún tratamiento que haya demostrado eficacia más 

allá de los cuidados generales, el manejo de la hemostasia y de la presión craneal.  

 

1.5. Fisiopatología de la isquemia cerebral 

Aunque el sistema nervioso central (SNC) solamente representa el 2% del peso 

total del organismo, presenta un requerimiento de oxígeno muy elevado, el 20% 

del total requerido por el organismo, y es totalmente dependiente de la 

disponibilidad de glucosa para la obtención de energía (Bolanos et al., 2010).  

En el individuo adulto, el flujo sanguíneo cerebral (FSC) medio es de 50-

60mL/100g de tejido/min. En el ictus isquémico, la oclusión arterial provoca una 

reducción no uniforme del FSC que permite diferenciar varias regiones en la lesión 

isquémica (Baron, 2001; Heiss et al., 2001; Castillo et al., 2003; Oku et al., 2010) 

(Figura 1): 

- En el núcleo o core de la lesión, el FSC se reduce por debajo de 

10mL/100g/min y en pocos minutos se produce un fallo irreversible del 

metabolismo energético. 
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- La zona de penumbra presenta un FSC comprendido entre 10-

22mL/100g/min, apenas suficiente para conservar parcialmente el 

metabolismo de oxígeno, niveles basales de ATP y gradiente iónico. El 

tejido está funcionalmente comprometido pero tiene potencial de 

recuperación funcional. Sin embargo, sin una reperfusión suficiente, en 

función de la severidad y la duración de la isquemia, la penumbra puede 

evolucionar a core. Por este motivo es esencial la actuación terapéutica 

en las primeras horas desde la oclusión. 

- La zona denominada de oligohemia se encuentra ligeramente 

hipoperfundida, >22mL/100g/min y sólo evoluciona a infarto en 

condiciones especialmente adversas. 

 

La isquemia cerebral inicia una cascada multifactorial, con eventos que tienen 

lugar a corto y largo plazo, denominada cascada isquémica (Pulsinelli, 1992; 

Lipton, 1999; Brouns and De Deyn, 2009). La secuencia de eventos se inicia con un 

fallo energético seguido de liberación de glutamato, elevación del calcio (Ca2+) 

intracelular, estrés oxidativo, disfunción de la barrera hematoencefálica, 

inflamación y finalmente muerte neuronal (Figura 2).  

 

Figura 1. Lesión isquémica. FSC en 
las diferentes zonas de la lesión 
isquémica: core, penumbra, zona de 
oligohemia. Adaptada de Oku N. et al 
2010 (Oku et al., 2010). 
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1.5.1. Fallo energético 

La primera consecuencia de la isquemia cerebral es fundamentalmente un 

problema energético. En el área afectada por la disminución del FSC continúa el 

consumo de ATP aunque la síntesis es insuficiente, provocando la reducción de los 

niveles de ATP y fosfocreatina y la aparición de acidosis por la producción de 

lactato (Brouns and De Deyn, 2009; Xing et al., 2012). Este déficit de ATP induce la 

parada de la bomba sodio/potasio (Na+/K+) dependiente de ATP, provocando que 

la célula pierda la capacidad de recaptar K+ y sufra despolarizaciones de la 

membrana neuronal (Martin et al., 1994; Katsura et al., 1994). Las 

despolarizaciones recurrentes originadas en el core se extienden al tejido 

circundante generando daño celular en la penumbra e incrementando así el 

volumen de tejido dañado. Finalmente, estas despolarizaciones resultan en la 

Figura 2. Secuencia de los principales eventos fisiopatológicos de la cascada isquémica. 

Adaptada de Kaur H. 2013 (Kaur et al., 2013). 
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denominada “despolarización anóxica” con entrada masiva de Ca2+, Na+, cloro (Cl-) 

y agua al citoplasma (Dirnagl et al., 1999; Moskowitz et al., 2010).  

 

1.5.2. Excitotoxicidad 

El fallo energético y los cambios iónicos asociados provocan el incremento del 

glutamato extracelular y la hiperexcitabilidad de los receptores de glutamato de 

tipo NMDA (N-methyl-D-aspartate receptors) y de tipo AMPA (α-amino-3-hydroxy-

5-methyl-4-isoxazol propionic acid receptors) (Choi and Rothman, 1990; White et 

al., 2000). Debido a que el glutamato es un aminoácido excitador se denominó 

excitotoxicidad al daño neuronal asociado a la excesiva y prolongada activación de 

receptores por aminoácidos (aa) excitadores (Olney, 1969). La muerte 

excitotóxica en la isquemia cerebral está mediada mayoritariamente por la 

sobreactivación de receptores de glutamato de tipo NMDA y la entrada masiva de 

Ca2+ a través de los mismos (Rothman and Olney, 1986; Choi, 1988). Los 

receptores de glutamato de tipo AMPA y kainato contribuyen a la muerte 

excitotóxica mediante la entrada de iones Na+, Cl- y Ca2+ y la salida de iones K+, 

aunque lo hacen en menor medida que los receptores de tipo NMDA (Dirnagl et 

al., 1999; Szydlowska and Tymianski, 2010).  

 

1.5.3. Calcio intracelular 

La sobreactivación de los NMDARs produce un importante incremento del Ca2+ 

intracelular, aunque no son los únicos responsables de esta acumulación. La 

reversión del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX, Na+/Ca2+ exchanger) que expulsa Na+ 

a cambio de la entrada de Ca2+ (Hoyt and Reynolds, 1998; Kostandy, 2012), la 

disfunción mitocondrial y del retículo endoplasmático (RE) (White and Reynolds, 

1996; Duchen, 2000; Nicholls et al., 2007; Szydlowska and Tymianski, 2010), así 

como la acidosis producida por la isquemia colaboran en el incremento de la 

concentración de Ca2+ intracelular (Xiong et al., 2006). Varios estudios han 

demostrado que el principal determinante de la neurotoxicidad del Ca2+ es la ruta 
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 por la cual el Ca2+ entra al espacio intracelular; así la entrada mediante canales de 

Ca2+ regulados por voltaje no producen muerte neuronal mientras que la entrada 

de Ca2+ a través de receptores de NMDA es tóxica para la célula (Hardingham et 

al., 1997; Sattler et al., 1998). El incremento en la concentración de Ca2+ activa 

enzimas proteolíticas y lipolíticas (entre las que se encuentran proteasas, lipasas, 

fosfatasas, endonucleasas y calpaínas) y enzimas como la óxido nítrico sintasa 

(NOs, nitric oxide synthase) que incrementa la síntesis de óxido nítrico (NO, nitric 

oxide). Esta sobreactivación conduce al daño en la estructura celular y a la 

formación de radicales libres y especies reactivas que exacerbaran el daño (Zhang 

et al., 1995, Kelly et al., 2008; Szydlowska et al., 2010).  

 

1.5.4. Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo está causado por un desequilibrio entre la producción de 

radicales libres y la capacidad del sistema para detoxificar y/o reparar el daño 

resultante. Durante la isquemia cerebral, y especialmente durante la reperfusión, 

se generan radicales libres que son especies moleculares con un electrón 

desemparejado en su orbital externo que les confiere una alta reactividad. Los 

radicales libres mayormente implicados en estos procesos son las especies 

reactivas de oxígeno (ROS, reactive oxygen species) como el anión superóxido, el 

radical hidroxilo y el NO (Woodruff et al., 2011). Tras un estímulo excitotóxico se 

activa el metabolismo de los fosfolípidos de membrana que comporta una 

acumulación de ácidos grasos. El catabolismo de estos ácidos grasos, en particular 

el del ácido araquidónico, genera ROS. Durante fases intermedias, se producen 

ROS por la infiltración de neutrófilos en el área isquémica y en las fases tardías 

son producidas mediante la síntesis y activación de óxido nítrico sintasa inducible 

(iNOS, inducible nitric oxide synthase) y cicloxigenasa-2 (COX-2, cyclooxygenase-2) 

(Grandati et al., 1997; Nogawa et al., 1997; Woodruff et al., 2011). Los radicales 

libres y las ROS dañan directamente lípidos, proteínas, ácidos nucleicos y 

carbohidratos y son especialmente tóxicos porque las defensas antioxidantes de 
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la célula se ven superadas debido a la falta de energía producida por la isquemia 

(Chan, 2001; Lo et al., 2003; Xing et al., 2012). La peroxidación de las membranas 

lipídicas por las ROS genera aldehídos tóxicos como el 4-hydroxynonenal (4-HNE), 

que afecta a una gran variedad de canales iónicos, transportadores y proteínas del 

citoesqueleto (Mehta et al., 2007). El estrés oxidativo contribuye a la disrupción 

de la Barrera Hematoencefálica mediante la activación de metaloproteinasas de 

matriz (MMPs, matrix metalloproteinase), especialmente la MMP-9 (Montaner et 

al., 2003) y el daño de células endoteliales (Siesjo et al., 1989; Chan, 2001).  

 

1.5.5. Inflamación 

En el tejido afectado por la isquemia se produce una respuesta inflamatoria que 

puede mantenerse durante días o semanas. La muerte necrótica asociada a la 

isquemia cerebral desencadena una respuesta inmunitaria que cursa con la 

activación e infiltración de células inflamatorias. Las principales células residentes 

implicadas en la inflamación son la microglia y los astrocitos. Cuando se produce 

un daño celular los astrocitos y la microglia se activan adquiriendo una morfología 

ameboide que les permite migrar y proliferar en el área afectada (Stoll et al., 

1998). La liberación de moléculas inflamatorias como citoquinas y quimioquinas 

contribuyen directamente al daño generado por la isquemia cerebral al inducir la 

expresión de iNOS, COX-2 o MMPs (Iadecola and Gorelick, 2005). También las 

moléculas secretadas por células cerebrales que están muriendo contribuyen a la 

respuesta inflamatoria. 

Entre 4 y 6 horas tras el inicio de la isquemia, los leucocitos circulantes se van 

adheriendo y acumulando en la pared de los vasos sanguíneos y se liberan 

moléculas proinflamatorias en el tejido isquémico. Los neutrófilos son el primer 

subtipo de leucocitos en la infiltración de las áreas isquémicas (Tang et al., 2006; 

Buck et al., 2008), mientras que la infiltración de linfocitos incrementa a las 24 

horas tras el ataque isquémico y alcanza su máximo alrededor del tercer dia, por 

lo que se cree que participan en la fase tardía de la isquemia cerebral (Woodruff 
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 et al., 2011). También se produce una migración de monocitos desde el flujo 

sanguíneo, un tercio de los cuales se diferencian a microglia alrededor del día 14 

tras el episodio de ictus (Priller et al., 2001).  

Existe un gran debate respecto al papel que juega la respuesta inflamatoria en la 

isquemia y postisquemia. Actualmente se ha aceptado que en la fase aguda la 

inflamación incrementa el daño y exacerba el déficit neurológico, mientras que en 

etapas posteriores la inflamación participa en la reparación tisular (Moskowitz et 

al., 2010). 

 

1.5.6. Expresión génica 

La isquemia cerebral dispara una gran variedad de cambios en la función, 

metabolismo y morfología cerebral que están asociados a la inducción o represión 

de genes específicos. Los cambios en la expresión génica inmediata y constitutiva 

tras la isquemia cerebral están mediados por la regulación de la transcripción 

mediante factores de transcripción como el factor de transcripción inducible por 

hipoxia (HIF, hypoxia-inducible factor), que controla la transcripción de un gran 

número de genes tras la isquemia (Buttner et al., 2009). Se ha determinado un 

incremento en la expresión de genes involucrados en reacciones inflamatorias y 

de respuesta inmune ya a las 6h de reperfusión, aunque la inducción más potente 

de estos genes tiene lugar después de 24h de reperfusión. Otros genes que 

muestran un incremento de la expresión están relacionados con señalización 

celular, remodelación o apoptosis (Buttner et al., 2009).  

 

1.5.7. Muerte neuronal: necrosis / apoptosis / autofagia 

El resultado final de los procesos que conforman la cascada isquémica es la 

muerte neuronal, en la que se mezclan características de mecanismos de necrosis, 

apoptosis y autofagia (Qin et al., 2008; Rami, 2009). El tipo de muerte neuronal 

inducida depende de la intensidad del ataque isquémico.  
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En el core de la lesión isquémica la acidosis producida por la disminución severa 

de los niveles de ATP y la pérdida de homeostasis iónica provoca en pocos 

minutos muerte celular necrótica, caracterizada por cambios morfológicos, 

especialmente en la membrana plasmática que pierde su capacidad de regulación, 

y finalmente lisis celular que contribuye al proceso inflamatorio (Edinger and 

Thompson, 2004; Moskowitz et al., 2010; Arai et al., 2011). Por otro lado, en la 

zona de penumbra en la que el ataque isquémico es menos intenso se produce 

muerte apoptótica o muerte celular programada (Ankarcrona et al., 1995; Cheung 

et al., 1998). En la muerte apoptótica se produce condensación de la cromatina,  

aparición de protuberancias (bebbling) en la membrana celular y finalmente 

fragmentación de DNA y formación de cuerpos apoptóticos que son eliminados 

por fagocitosis sin generar respuesta inflamatoria (Edinger and Thompson, 2004; 

Moskowitz et al., 2010; Arai et al., 2011). 

La autofagia es el proceso mediante el cual una membrana envuelve orgánulos y 

macromoléculas citosólicas formando un autofagosoma, que se fusionará con un 

lisosoma generando un autolisosoma en el cual se producirá la degradación de su 

contenido mediante las enzimas lisosomales (Puyal et al., 2012). La correlación 

entre apoptosis, necrosis y autofagia y sus procesos patológicos en el ictus 

isquémico no está clara. En 2012 se observó que tanto la apoptosis como la 

autofagia están activadas en la penumbra isquémica (Balduini et al., 2012). 

Actualmente no existe un consenso sobre el papel de la autofagia en el ictus 

isquémico (Chen et al., 2014b), unos estudios indican que promueve 

supervivencia neuronal (Carloni et al., 2008; Carloni 2010; Wang 2012) mientras 

que otros sugieren un papel dañino (Koike 2008; Ginet V 2014). Según los 

estudios más recientes, niveles fisiológicos de autofagia serían favorables para la 

supervivencia neuronal mientras que niveles excesivos o inadecuados pueden ser 

perjudiciales (Kang and Avery, 2008; Shi et al., 2012; Li et al., 2013). También 

parece ser determinante para el destino de las neuronas el momento de la 

isquemia cerebral en que se produce inducción de autofagia, ejerciendo un papel 

protector en el precondicionamiento isquémico pero un efecto dañino una vez 
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 que se ha producido la isquemia/reperfusión (Ravikumar et al., 2010; Sheng et al., 

2010; Yan et al., 2011; He 2012).  

 
 
1.6. Tratamiento del ictus isquémico agudo 

La intervención terapéutica del ictus isquémico en fase aguda es crucial para el 

pronóstico funcional del enfermo. El concepto “tiempo es cerebro” ilustra que el 

tratamiento del ictus debe ser considerado una emergencia médica (Hill and 

Hachinski, 1998), debido a que el tiempo en el que las neuronas de la zona 

afectada son salvables, denominado ventana terapéutica, es reducido (Figura 3).  

 

El código ictus comprende un procedimiento de actuación mediante protocolos 

establecidos, reconocimiento de la urgencia y transporte a centros especializados 

con preaviso de los mismos, con demostrada eficacia reduciendo el tiempo de 

demora en la aplicación de tratamiento (Perez de la Ossa-Herrero, 2008; Chen et 

al., 2014a). El recurso más eficiente en el tratamiento del ictus es el ingreso del 

paciente en unidades de ictus. Se trata de unidades de cuidados agudos no 

intensivos formadas por un equipo multidisciplinar, con control constante y 

detección precoz de posibles complicaciones. Las unidades de ictus han 

demostrado una reducción significativa en la mortalidad y dependencia de los 

pacientes de ictus (Diez-Tejedor and Fuentes, 2001; Donnan et al., 2008; Fuentes 

and Diez-Tejedor, 2009).  

Figura 3. Esquema mostrando la limitada ventana terapéutica existente para la 
administración del tratamiento. La aplicación del tratamiento está restringida a un 
corto plazo de tiempo, denominado ventana terapéutica, tras el qual la extensión del daño 
es demasiado elevada y las neuronas ya no son salvables.  
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Las estrategias terapéuticas actuales están basadas en la lisis del trombo 

(trombolisis) o la extracción mecánica del trombo (trombectomía) y se están 

investigando terapias que promuevan neuroprotección y neuroreparación. 

 

1.6.1. Trombolisis / Trombectomía  

En la práctica clínica, la reperfusión o recanalización constituye el principal 

objetivo en el tratamiento del ictus isquémico. La reperfusión persigue el 

restablecimiento de la perfusión cerebral a tiempo de salvar el tejido cerebral que 

no ha experimentado un daño irreversible (zona de penumbra). En este sentido, 

las estrategias que aportan más beneficios al paciente en términos de déficit 

neurológico a los tres meses, son la trombolisis farmacológica o la trombectomía 

mecánica.  

 
El único tratamiento aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para el 

ictus isquémico es el r-TPA, que ha resultado ser muy efectivo en la reducción de 

la discapacidad post-ictus. Sin embargo solamente el 3-7% de los pacientes se 

benefician de esta estrategia debido a su reducida ventana terapéutica (4,5 h) y el 

elevado riesgo de transformación hemorrágica (Donnan et al., 2008; Mattle et al., 

2008; Rha and Saver, 2007). La selección de pacientes con un área de penumbra 

extensa puede permitir la extensión de esta ventana terapéutica (Rodriguez-

Yanez et al., 2011).    

 
Por otro lado, la trombectomía mecánica constituye una alternativa viable en 

casos en que la terapia trombolítica no ha funcionado o en pacientes con 

contraindicaciones a la trombolisis sistémica. También la terapia trombolítica 

intravenosa o intraarterial combinada con trombectomía mecánica ha obtenido 

muy buenos resultados (Struffert et al., 2009; Pfefferkorn et al., 2008). 

Recientemente, los datos mostrados por estudios como ESCAPE (Endovascular 

Treatment for Small Core and Anterior Circulation Proximal Occlusion with 

Emphasis on Minimizing CT to Recanalization Times) (Goyal et al., 2015), EXTEND-

IA (Extending the Time for Thrombolysis in Emergency Neurological Deficits-Intra-
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 Arterial trial) (Campbell et al., 2015), REVASCAT  (Randomized Trial of 

Revascularization with Solitaire FR Device versus Best Medical Therapy in the 

Treatment of Acute Stroke Due to Anterior Circulation Large Vessel Occlusion 

Presenting within Eight Hours of Symptom Onset) (Jovin et al., 2015) y SWIFT 

PRIME  (Solitaire with the Intention for Thrombectomy as Primary Endovascular 

Treatment trial) (Saver et al., 2015) han marcado un importante cambio en la 

percepción del gran beneficio de la trombectomía mecánica tras la administración 

de rTPA para el tratamiento de oclusiones anteriores proximales de larga duración 

(> 4,5 h) en pacientes seleccionados mediante criterios de neuroimagen.  

 

1.6.2. Neuroprotección 

Otra estrategia contemplada en el tratamiento del ictus isquémico es la 

neuroprotección. Esta estrategia no afecta a la reperfusión del tejido sino que 

consiste en la intervención sobre las vías bioquímicas que conducen al daño 

celular y muerte en la isquemia cerebral con el objetivo de rescatar el tejido 

salvable. La neuroprotección no tiene sentido en regiones cerebrales con daño 

irreversible pero puede contribuir en la preservación de aquellas zonas en fallo 

energético pero con neuronas aún viables (penumbra isquémica) (Ginsberg, 1997; 

Wahlgren and Ahmed, 2004; Ginsberg, 2009). Además, la combinación de terapia 

trombolítica con agentes neuroprotectores podría ser beneficiosa para proteger 

el tejido cerebral del daño por reperfusión o ampliar la ventana terapéutica 

(O'Collins et al., 2012; Wang et al., 2015).  

 

En los últimos años se han testado un elevado número de compuestos dirigidos al 

bloqueo de las reacciones moleculares que conducen a la muerte neuronal en 

diferentes puntos de la cascada isquémica, entre ellos bloqueadores de Ca2+, 

antagonistas de glutamato, antioxidantes, inhibidores de la liberación de 

glutamato o de la peroxidación lipídica y antiinflamatorios (Ducruet et al., 2009; 

Woodruff et al., 2011; Kaur et al., 2013; Grupke et al., 2015). La mayoría de los 

compuestos han obtenido efectos positivos en estudios experimentales, aunque 
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ninguno de ellos ha mostrado efectos beneficiosos en estudios clínicos (Castillo et 

al., 2003; Ginsberg, 2009; Kaur et al., 2013; Grupke et al., 2015).  

 

1.6.3. Neurorreparación 

En la última década, varios grupos han demostrado que la neurogénesis, el 

proceso de generación de nuevas neuronas funcionales a partir de células 

neurales progenitoras, persiste en el individuo adulto. Además, se ha 

determinado un incremento de neurogénesis en modelos animales y en pacientes 

de ictus isquémico (Jin et al., 2001; Thored et al., 2006; Jin et al., 2006). Este 

proceso de neurogénesis no es independiente sino que está acoplado a la 

formación de nuevos vasos sanguíneos mediante la ramificación de vasos 

preexistentes, denominada angiogénesis. Se ha observado que la angiogénesis se 

produce en la penumbra isquémica de modelos animales e, incluso, en el cerebro 

de pacientes (Krupinski et al., 1994; Hayashi et al., 2003b). Ambos procesos están 

coordinados y acoplados para incrementar la reparación cerebral tras el daño 

isquémico (Ruan et al., 2015). En estudios experimentales se han utilizado 

estrategias farmacológicas y celulares que promueven la recuperación funcional 

de los animales tras la isquemia (Font et al., 2010). Estos resultados sugieren que 

las terapias dirigidas a potenciar las señales endógenas neuroprotectoras 

constituyen una nueva estrategia para el tratamiento del ictus.  

 

 

2. RECEPTORES DE GLUTAMATO; NMDARs 

Los receptores de glutamato (GluRs) son moléculas receptoras del aminoácido 

excitador glutamato y son responsables en gran medida de la neurotransmisión 

excitatoria en el sistema nervioso central de los mamíferos. Según el mecanismo 

de transmisión de la señal de activación se clasifican en receptores de glutamato 

metabotrópicos (mGluRs) o receptores de glutamato ionotrópicos (iGluRs). Los 

mGluRs están formados por siete dominios transmembrana acoplados a proteínas 

G que transducen la señal mediante una cascada de señalización en la que 
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 intervienen segundos mensajeros intracelulares (Gudermann et al., 1995). Estos 

receptores se encuentran ampliamente distribuidos por el sistema nervioso 

central regulando la excitabilidad celular y la transmisión sináptica neuronal 

(Ferraguti and Shigemoto, 2006). Los iGluRs están formados por varias 

subunidades proteicas que forman canales iónicos específicos de catión, cuya 

apertura se regula por la unión de ligandos específicos (Nakanishi et al., 1992; 

Hollmann et al., 1994). Los iGluRs se clasifican en tres grupos en función de su 

capacidad para reaccionar frente a distintos agonistas; los AMPARs, receptores de 

kainato y NMDARs (Michaelis et al., 1998). La presente tesis doctoral se ha 

centrado en el estudio de los NMDARs debido a que son los principales 

responsables de la muerte excitotóxica en el ictus (Dirnagl et al., 1999; Chen et al., 

2008; Szydlowska and Tymianski, 2010). 

Los NMDARs constituyen el subtipo de canales iónicos regulados por glutamato 

más abundantes en las sinapsis excitadoras del SNC, mediando la entrada de Na+ y 

Ca2+ y la salida de K+ de la célula (Sanz-Clemente et al., 2013). Participan en 

funciones importantes como la transmisión sináptica excitatoria, plasticidad, 

aprendizaje o memoria. Sin embargo, su sobreestimulación induce muerte celular 

excitotóxica y contribuye a la degeneración neuronal en varios desórdenes como 

isquemia, epilepsia y en patologías neurodegenerativas como Alzheimer o 

Parkinson (Ozawa et al., 1998; Hardingham and Bading, 2010) y su hipofunción 

está implicada en patologías como la esquizofrenia (Choi, 1988; Lipton and 

Rosenberg, 1994; Moghaddam and Jackson, 2003; Mishizen-Eberz et al., 2004).  

 

2.1. Estructura de los receptores de NMDA 

Los NMDARs forman estructuras tetraméricas (Flores-Soto et al., 2012) y a lo 

largo de los años 90 se descubrió que están formados por combinaciones de 

varias subunidades (Moriyoshi et al., 1991; Sugihara et al., 1992; Das et al., 1998). 

Las subunidades están codificadas por 7 genes diferentes y se clasifican, en 

función de su origen genético y función, en la subunidad NR1, cuatro subunidades 
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NR2 (NR2A, NR2B, NR2C y NR2D) y dos subunidades NR3 (NR3A y NR3B). La 

secuencia de aa de las distintas subunidades tienen una homología del 20% entre 

las formas NR1, NR2 y NR3 (Kutsuwada et al., 1992; Chatterton et al., 2002) y de 

un 50% entre NR2 y NR3 (Ishii et al., 1993; Chatterton et al., 2002). Toda esta 

estructura forma un canal iónico permeable a Ca2+.  

Los NMDARs funcionales generalmente están formados por tetrámeros 

heteroméricos compuestos por dos dímeros formados por dos subunidades NR1 

en combinación con dos subunidades NR2. Cada subunidad NR1 tiene un sitio de 

unión a glicina o D-serina y cada una de las subunidades NR2 tiene un sitio de 

unión a glutamato, así cada receptor funcional presenta dos sitios de unión para 

glicina o D-serina y dos para glutamato (Schorge and Colquhoun, 2003; Papadakis 

et al., 2004; Schuler et al., 2008; Flores-Soto et al., 2012). 

 

En estado de reposo, los NMDARs están bloqueados por la presencia de iones de 

magnesio (Mg2+) extracelular en el poro del canal. La activación y apertura del 

canal requiere por un lado una despolarización de membrana para liberar el 

bloqueo por Mg2+ y por otro, la unión de dos ligandos; glutamato y de D-serina o 

glicina (Flores-Soto et al., 2012; Sanz-Clemente et al., 2013). El sitio de unión de la 

glicina es diferente al del glutamato y ambos tienen que estar ocupados para que 

se produzca la apertura del canal (Figura 4) (Moriyoshi et al., 1991; Flores-Soto et 

al., 2012; Papouin et al., 2012; Sanz-Clemente et al., 2013).  
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Cada subunidad de los NMDARs presenta una estructura muy similar consistente 

en un dominio N-terminal extracelular con un dominio de unión a ligando, 

seguido de tres segmentos transmembrana (TM1, TM3 y TM4), un dominio en 

forma de horquilla que atraviesa parcialmente la membrana (TM2) para formar el 

canal iónico y, finalmente, un dominio C-terminal en la región intracelular (Ozawa 

et al., 1998; Flores-Soto et al., 2012; Chandrasekar, 2013) (Figura 5). 

 

Figura 5. Representación de la 
estructura de las subunidades 
de los NMDARs. Cada subunidad 
está formada por un dominio 
extracelular N-terminal que 
contiene un dominio de unión a 
ligando (S1 y S2) donde se unen el 
glutamato y la glicina/D-serina. 
Seguidamente contiene tres 
dominios transmembrana (TM1, 3 y 
4), un loop (TM2) y finalmente un 
dominio C-terminal intracelular. 
Adaptada de Chandrasekar R. 2013 
(Chandrasekar, 2013). 

Figura 4. Representación de la estructura de organización básica de los NMDARs. La 
activación de los NMDARs requiere la unión de glutamato (vía NR2), glicina (vía NR1) y la 
liberación del bloqueo por magnesio mediante despolarización de membrana. Adaptada de Tomek 
SE 2013 (Tomek et al., 2013). 
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Los NMDARs constituidos por NR1/NR2A o NR1/2NR2B son los más frecuentes en 

el sistema nervioso central de los mamíferos (Lujan et al., 2012)] (Figura 4). Se ha 

determinado que los NMDARs formados únicamente por subunidades NR1 dan 

lugar a canales que se activan por glutamato en presencia de glicina, pero 

producen corrientes de muy baja amplitud comparados con los formados por la 

combinación NR1/NR2 (Yamazaki et al., 1992). Los NMDARs formados 

únicamente por subunidades NR2 no generan receptores funcionales y son 

considerados moduladores (Yamazaki et al., 1992; Lynch and Guttmann, 2001). 

Los receptores NR1/NR2C presentan baja probabilidad de apertura y los 

NR1/NR2D muestran una incrementada afinidad por glutamato y una menor 

sensibilidad al bloqueo por Mg2+ (Cathala et al., 2000; Lu et al., 2006). La 

combinación NR1/NR3 forma receptores insensibles a glutamato y al bloqueo por 

Mg2+ (Das et al., 1998; Chatterton et al., 2002).  

En córtex e hipocampo de individuos adultos se han identificado triheterómeros 

formados por NR1/NR2A/NR2B pero todavía no se conoce su contribución a la 

población total de NMDARs. Se estima que en hipocampo representan una 

tercera parte de los NMDARs (Al-Hallaq et al., 2007). Estos receptores formados 

por las tres subunidades presentan características intermedias entre receptores 

NR1/NR2A o NR1/NR2B (Hatton and Paoletti, 2005). Se ha demostrado que la 

subunidad NR2B juega un papel dominante en el tráfico de los NMDARs debido a 

que los triheterómeros presentan un ratio de internalización y reciclaje similar a la 

de los receptores formados por NR1/NR2B (Tang et al., 2010). Sin embargo, 

actualmente no existen herramientas bioquímicas o farmacológicas para 

analizarlos específicamente (Sanz-Clemente et al., 2013).  

 

2.1.1. Subunidad NR1  

La expresión de la subunidad NR1 en el cerebro de los embriones de rata se inicia 

a los 14 días de gestación y sus niveles incrementan gradualmente hasta las tres 

semanas tras el nacimiento (Luo et al., 1996, Laurie et al., 1997). La deleción 
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 genética de esta subunidad elimina completamente la actividad NMDAR y los 

animales mueren poco después del nacimiento, indicando que NR1 es una 

subunidad esencial en todos los tipos de NMDARs funcionales (Forrest et al., 

1994; Sanz-Clemente et al., 2013).  

Existen 8 variantes de esta subunidad que difieren en la presencia o ausencia de 

una secuencia de 21 aa en la región N-terminal y un procesamiento diferencial de 

la secuencia de la región C-terminal (Zukin and Bennett, 1995; Holmes et al., 

2002). La región N-terminal es importante para la regulación de las propiedades 

del canal mientras que la región C-terminal, que contiene sitios de interacción con 

neurofilamentos, secuencias de retención en el RE, sitios de fosforilación por 

proteínas quinasa y una región de unión a proteínas PDZ, juega un papel 

importante en la regulación y localización de los NMDARs en la membrana celular 

(Dingledine et al., 1999; Flores-Soto et al., 2012).  

 

2.1.2. Subunidad NR2 

En comparación con NR1, los patrones de expresión de las subunidades NR2 son 

diferentes en términos de tiempo/espacio y es esta subunidad NR2 la que 

determina la diversidad funcional de los NMDARs (Vicini et al., 1998; Babb et al., 

2005). Existen cuatro isoformas de las subunidades NR2 codificadas por varios 

genes; NR2A, NR2B, NR2C y NR2D.  

Durante el desarrollo prenatal de ratas y ratones, en el córtex cerebral solamente 

se han podido detectar mRNAs para NR2B y NR1 (Watanabe et al., 1992; Monyer 

et al., 1994). La elevada expresión de la subunidad NR2B en el momento del 

nacimiento se mantiene durante el desarrollo postnatal y disminuye durante la 

edad adulta. Por otro lado, la expresión de la subunidad NR2A aparece alrededor 

del día 7 postnatal e incrementa durante las siguientes 2-3 semanas hasta 

alcanzar los niveles presentes en el adulto (Monyer et al., 1994). En los primeros 

estadios del desarrollo, los primeros receptores de NMDA que se expresan en las 

sinapsis son los formados por NR1/NR2B. Durante la formación de las sinapsis 

maduras, se produce un cambio progresivo de NMDARs sinápticos formados por 
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NR1/NR2B a los formados por NR1/NR2A, quedando así la mayoría de las 

subunidades NR2B formando parte de los NMDARs extrasinápticos (Monyer et al., 

1994; Tovar and Westbrook, 1999; Liu et al., 2007; Rauner and Kohr, 2011).  

 

Las subunidades NR2A y NR2B han sido muy estudiadas en las últimas décadas. 

Ambas presentan una elevada expresión en córtex e hipocampo y juegan un papel 

central en la función y plasticidad sináptica. Están involucradas en aprendizaje y 

memoria y, a su vez, implicadas en varias enfermedades neurológicas como 

Alzheimer y Huntington (Ronicke et al., 2010; Gladding et al., 2011; Sanz-

Clemente et al., 2013). Los NMDARs con subunidades NR2B presentan una mayor 

permeabilidad y flujo de Ca2+ y son activados con una concentración menor de 

glutamato que los formados por NR2A (Flores-Soto et al., 2012; Sanz-Clemente et 

al., 2013). En 2012 se determinó que estas subunidades son activadas por 

coagonistas distintos, los NMDARs formados por NR1/NR2A (NMDARs-NR2A) 

responden al coagonista D-serina mientras que los NMDARs formados por 

NR1/NR2B (NMDARs-NR2B) responden a glicina (Papouin et al., 2012). Aunque los 

ratones knock-out para NR2A son viables, estos animales muestran una 

disminución de la plasticidad sináptica y una reducida formación de la memoria 

espacial (Sakimura et al., 1995). En cambio, knock-outs de NR2B son menos 

viables, presentando deficiencias graves en el desarrollo neuronal (Brigman et al., 

2010).  

 

La subunidad NR2C se detecta a día 10-11 postnatal e incrementa 

progresivamente durante el desarrollo, presentando una elevada expresión en el 

cerebelo del adulto (Laurie et al., 1997). Se caracteriza por una baja conductividad 

y selectividad a Mg2+, característica que permite su activación sin necesidad de 

despolarización postsináptica (Laurie et al., 1997; Binshtok et al., 2006). En 

cambio, la subunidad NR2D se expresa tempranamente en el desarrollo y va 

disminuyendo hasta la edad adulta, momento en que está más presente en el 

diencéfalo, mesencéfalo y en la médula espinal (Monyer et al., 1994; Laurie et al., 
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 1997). Aunque en algunas neuronas se ha identificado en zonas extrasinápticas, 

su presencia en la sinapsis es aún muy discutida (Sanz-Clemente et al., 2013). 

 

El dominio N-terminal de las subunidades NR2 contiene sitios de unión para 

ligandos exógenos que pueden ejercer un efecto regulador de la actividad del 

NMDAR permitiendo incrementos o disminuciones en el flujo de calcio a través 

del receptor bajo condiciones fisiológicas o patológicas o bien modulando la 

localización de estos receptores (Dalva et al., 2000; Groc et al., 2007; Flores-Soto 

et al., 2012). Por otro lado, el dominio C-terminal de estas subunidades, que es 

considerablemente más extenso que el de las subunidades NR1, ha demostrado 

ser fundamental para la función y localización de los NMDARs en modelos 

animales (Sprengel et al., 1998). Del mismo modo que NR1, el extremo C-terminal 

de las subunidades NR2 contiene secuencias de retención en RE, dominios de 

internalización, dominio de interacción con proteínas PDZ y también está sujeta a 

regulación por fosforilación (Hawkins et al., 2004; Chung et al., 2004; Traynelis et 

al., 2010; Flores-Soto et al., 2012). Se ha determinado que la modulación de las 

interacciones proteína-proteína que tienen lugar en este extremo C-terminal 

alteran la localización celular y la función de los NMDARs (Traynelis et al., 2010).  

 

2.1.3. Subunidad NR3 

Respecto a la subunidad NR3, existen 2 variantes (NR3A y NR3B) que son 

codificadas por diferentes genes. Durante las primeras fases del desarrollo 

postnatal, los niveles de NR3A son altos en varias regiones cerebrales mientras 

que mRNAs o niveles proteicos de NR3B son prácticamente indetectables 

(Matsuda et al., 2002; Wong et al., 2002). Desde la semana 7 postnatal (P7) hasta 

la semana 21 (P21) se produce una disminución en los niveles proteicos de NR3A 

(Wong et al., 2002) acompañado de un incremento de NR3B (Matsuda et al., 

2002; Henson et al., 2010). La variante NR3A se expresa en prácticamente todo el 

sistema nervioso central mientras que la expresión de NR3B está algo más 

restringida a ciertas zonas cerebrales (Das et al., 1998; Matsuda et al., 2002; 
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Wong et al., 2002). A nivel neuronal, NR3A se encuentra en los dominios 

perisinápticos de la membrana postsináptica mientras que de la subunidad NR3B, 

se desconoce si se localiza preferentemente en algún compartimento específico 

(Perez-Otano et al., 2006; Low and Wee, 2010).   

 

Las subunidades NR3 presentan una homología del 17-27% con las otras 

subunidades de los NMDARs (Andersson et al., 2001). Como la subunidad NR2, la 

NR3 es una subunidad reguladora y su presencia provoca la disminución de las 

corrientes iónicas generadas por la activación de heterómeros NR1/NR2. Requiere 

también el ensamblaje con la subunidad NR1 para expresarse en la superficie 

celular (Matsuda et al., 2002; Matsuda et al., 2003; Perez-Otano et al., 2006), de 

manera que la combinación NR1-NR3 forma receptores excitados por glicina pero 

insensibles para glutamato y que solamente responden medianamente al bloqueo 

por Mg2+ (Chatterton et al., 2002; Smothers and Woodward, 2007). Los tri-

heterómeros formados por subunidades NR1/NR2/NR3 son sensibles a glutamato 

pero presentan baja probabilidad de apertura, baja permeabilidad a Ca2+ y poca 

sensibilidad a Mg2+ (Henson et al., 2010). De manera que la temprana expresión 

de la subunidad NR3A y las características únicas de este canal sugieren que 

pueda actuar atenuando la función de los receptores de NMDA durante el 

desarrollo y maduración sináptica (Das et al., 1998; Wong et al., 2002; Chatterton 

et al., 2002; Sanz-Clemente et al., 2013).   

 

 

2.2. NMDARs sinápticos y extrasinápticos 

2.2.1. Localización  

Los NMDARs se encuentran distribuidos tanto en zonas sinápticas como en zonas 

extrasinápticas. Los NMDARs sinápticos se localizan en la membrana plasmática 

que se halla en contacto con la densidad postsináptica (PSD, postsynaptic density) 

mientras que los NMDARs extrasinápticos están localizados en las espinas 

neuronales, dendritas o soma, alejados de la PSD (Zhou et al., 2015b). La PSD es 
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 una estructura densa localizada bajo las membranas postsinápticas de sinapsis 

glutamatérgicas, formada por complejos multiproteína que contienen receptores, 

proteínas de señalización y moléculas de soporte e involucrada en transmisión 

sináptica y plasticidad (Bartolomeis A 2014; Kim E 2006; Kennedy MB 1997). La 

activación constitutiva de NMDARs se mantiene en cerebros sanos por unos 

niveles de glutamato extracelular entre 0.5-5 µM. Los NMDARs sinápticos son 

activados por el glutamato liberado en el terminal presináptico mientras que la 

mayoría de los NMDARs extrasinápticos son activados por el excedente de 

glutamato (>20 µM) que proviene de una actividad sináptica intensa o una 

liberación masiva de glutamato que rebosa de la hendidura sináptica (Harris and 

Pettit, 2008; Featherstone and Shippy, 2008) (Figura 6).  

 

 
 

Existe un intenso debate sobre la localización de los NMDARs formados por las 

subunidades NR2A o NR2B. Ciertas evidencias indican que neuronas inmaduras en 

cultivo presentan una larga fracción de NMDARs-NR2B tanto en sinapsis como en 

zonas extrasinápticas. Se ha determinado que durante el desarrollo se produce un 

cambio progresivo de los primeros NMDARs sinápticos formados por NR1/NR2B a 

NMDARs formados por NR1/NR2A, quedando los NR2B en las zonas 

extrasinápticas (Barth and Malenka, 2001; Liu et al., 2004). Actualmente se ha 

alcanzado un acuerdo general respecto a que en neuronas maduras la mayoría de 

Figura 6. Representación de la 
localización de NMDARs en 
zonas sinápticas o 
extrasinápticas. Los NMDARs 
sinápticos son activados por el 
glutamato liberado en el terminal 
pre-sináptico. En cambio, la 
mayoría de los NMDARs 
extrasinápticos son activados por 
el excedente de glutamato que 
proviene de una liberación masiva 
de glutamato que rebosa de la 
hendidura sináptica. 
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los NMDARs sinápticos son NR1/NR2A y que la población de NMDARs 

extrasináptica contiene mayoritariamente NR1/NR2B (Stocca and Vicini, 1998; 

Tovar and Westbrook, 1999; Hardingham et al., 2002; Vizi et al., 2013). En este 

sentido, se ha demostrado que NMDARs con la subunidad NR2A median un 68% 

de la corriente sináptica y un 27% de la extrasináptica. Así, los NMDARs-NR2B 

mediarían el 73% de la corriente extrasináptica, lo cual confirma que la mayoría 

de los NMDARs sinápticos están formados por la subunidad NR2A y los 

extrasinápticos por NR2B (Liu et al., 2007). 

 

2.2.2. Señalización  

Durante años se mantuvo la idea de que era la cantidad de Ca2+ que entraba a 

través de los NMDARs lo que determinaba la viabilidad o muerte de las neuronas 

(Lipton and Nakanishi, 1999). Aunque los primeros trabajos que intentaron 

diferenciar las distintas capacidades de los NMDARs sinápticos y extrasinápticos 

para inducir excitotoxicidad no llegaron a una conclusión, estudios posteriores 

demostraron que los NMDARs sinápticos y extrasinápticos poseen funciones 

diferentes y, en ocasiones, opuestas (Hardingham et al., 2002; Ivanov et al., 

2006). Según el modelo presentado por Hardingham y Bading (Hardingham and 

Bading 2010), la entrada de Ca2+ a través de receptores localizados en la sinapsis 

dispara procesos que incrementan la resistencia de las neuronas a la apoptosis y 

el estrés oxidativo mientras que la entrada de Ca2+ a través de los NMDARs 

extrasinápticos provoca disfunción mitocondrial y muerte celular (Hardingham et 

al., 2002). Además, otros estudios han mostrado que ciertos efectos de 

señalización de los receptores extrasinápticos dominan sobre la señalización 

sináptica (Hardingham et al., 2002; Ivanov et al., 2006; Zhang et al., 2007b; 

Papadia et al., 2008).  

El trabajo de Liu Y et al. sugirió que es la composición de subunidades de estos 

receptores lo que determina la muerte neuronal y no su localización en zonas 

sinápticas o extrasinápticas. Estos investigadores determinaron que la activación 

de NMDARs-NR2A sinápticos y extrasinápticos promueve la supervivencia 
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 neuronal mientras que la activación de NMDARs-NR2B sinápticos o 

extrasinápticos conduce a excitotoxicidad. En condiciones fisiológicas la 

señalización a supervivencia promovida por NMDARs-NR2A contrarresta la acción 

apoptótica de NMDAR-NR2B sinápticos mientras que en condiciones patológicas 

la señalización de muerte neuronal activada por NMDARs-NR2B extrasinápticos 

supera a las señales de supervivencia de los NMDARs-NR2A extrasinápticos. Esto 

se explicaría por la localización preferencial de las subunidades en sinapsis (NR2A) 

o zonas extrasinápticas (NR2B), así una activación selectiva de NMDARs sinápticos 

o extrasinápticos resultaría en la activación de vías de supervivencia por parte de 

NMDARs-NR2A o vías de muerte por NMDARs-NR2B (Liu et al., 2007). 

Por otro lado, en 2009 se determinó que la activación selectiva de receptores 

extrasinápticos provocaba la misma cantidad de muerte neuronal que la 

activación conjunta de receptores sinápticos y extrasinápticos (Stanika et al., 

2009). En 2013, el estudio de Zhou X. y cols. demostró que la coactivación de 

NMDARs sinápticos y extrasinápticos en cultivos primarios de neuronas corticales 

conducía a muerte neuronal y que el grado de excitotoxicidad dependía de la 

magnitud y duración de esta coactivación. En este sentido, observaron que una 

coactivación breve conducía a un incremento de la supervivencia más que a 

señalización apoptótica (Zhou et al., 2013). En 2014 otro estudio realizado en 

cortes de tejido cerebral atribuyó la citotoxicidad mediada por NMDARs a la 

coactivación de receptores sinápticos y extrasinápticos, pero no a la exclusiva 

activación de NMDARs extrasinápticos (Chen et al., 2014c).  

Según Zhou X. la exposición al agonista NMDA no siempre provoca la activación 

global de NMDARs. Una dosis baja de NMDA (<15 µM) principalmente activa 

NMDARs sinápticos y presenta un efecto protector mientras que la mayoría de los 

NMDARs extrasinápticos solamente son activados por elevados niveles de NMDA 

(>20 µM). De manera que se requieren dosis elevadas de NMDA para inducir co-

activación y causar excitotoxicidad (Zhou et al., 2015b) (Figura 7).  
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Se ha demostrado que los antagonistas selectivos de la subunidad NR2B son 

neuroprotectores en modelos de isquemia cerebral y otras enfermedades 

neurodegenerativas (Zhou and Baudry, 2006; DeRidder et al., 2006; Liu et al., 

2007; von Engelhardt et al., 2007; Chen et al., 2008), mientras que antagonistas 

selectivos de NR2A prácticamente no presentan efecto neuroprotector y en 

algunos estudios incluso incrementan la muerte neuronal (DeRidder et al., 2006; 

Liu et al., 2007; Chen et al., 2008).  

En su estudio, Zhou et al. observaron que a dosis bajas de NMDA (NMDA 10-20 

µM) tanto los antagonistas de NR2A como los de NR2B reducían la muerte 

neuronal, aunque la inhibición de los NR2B otorgaba una protección mayor. En 

cambio, en condiciones de daño excitotóxico (NMDA 100 µM) solamente los 

inhibidores de las subunidades NR2B eran neuroprotectores. Estos datos apoyan 

la hipótesis que es la coactivación de ambos tipos de receptores y la intensidad de 

la exposición lo que determina la muerte neuronal excitotóxica (Zhou et al., 2013; 

Zhou et al., 2015b). 

Figura 7. Representación de la activación de los NMDARs en diferentes condiciones. A) 
En condiciones de reposo la concentración extracelular de glutamato activa algunos receptores 
sinápticos y receptores extrasinápticos de alta sensibilidad. B) En condiciones fisiológicas, el 
glutamato liberado por el terminal presináptico activa receptores sinápticos. C) En condiciones 
patológicas, la liberación masiva de glutamato produce una coactivación significativa de receptores 
sinápticos y extrasinápticos. Una coactivación de poca duración, durante una actividad cerebral 
intensa o un episodio isquémico breve, no necesariamente conduce a muerte neuronal significativa. 
Adaptada de Zhou X et al. The Neuroscientist. 2014 (Zhou et al., 2015b). 
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 Aunque no se ha alcanzado un acuerdo general respecto a si es la activación de 

receptores extrasinápticos o bien la co-activación de ambos tipos de receptores la 

responsable de la muerte neuronal en la isquemia cerebral, sí que existe la idea 

compartida de que el bloqueo de NMDARs extrasinápticos constituiría una 

intervención terapéutica potencial para proteger a las neuronas de la 

excitotoxicidad (Chen et al., 2014c).  

 

2.2.3. Vías de señalización diferenciales entre NMDARs 
sinápticos y extrasinápticos: papel sobre CREB 
 

La entrada de Ca2+ a través de NMDARs sinápticos activa vías de supervivencia 

neuronal induciendo la activación de genes de supervivencia y suprimiendo genes 

de muerte celular (Hardingham and Bading, 2010; Benarroch, 2011). Por otro 

lado, estudios recientes han demostrado que ciertas vías de señalización de 

muerte celular o ciertos eventos dañinos son activados preferentemente por 

NMDARs extrasinápticos. En algunos casos esto supone un antagonismo directo 

de las vías activadas por los NMDARs sinápticos mientras que en otros conlleva la 

activación de eventos o vías no activadas por los receptores sinápticos 

(Hardingham and Bading, 2010).   

La entrada de Ca2+ a través de NMDARs sinápticos activa la cascada Ras-ERK 

(Figura 8) (Hardingham et al., 2003; Thomas and Huganir, 2004; Sweatt, 2004). 

Esta entrada de Ca2+ provoca un incremento de Ras-GTP que conduce a la 

activación de la mitogen activated protein kinase (MAPK)/ERK kinase (MEK) y de 

la extracellular signal-regulated kinase (ERK). Tras su activación, ERK fosforila 

dianas citoplasmáticas como las ribosomal protein S6 kinases (RSKs). Una parte de 

las ERK y RSKs activadas translocan al núcleo donde ERK fosforila y activa a las 

mitogen and stress-activated kinases (MEKs). En el núcleo, ERKs, RSKs y MSKs 

fosforilan varios sustratos. Entre estos sustratos el más caracterizado es el cyclic-

AMP-responsive element (CRE)-binding protein (CREB) que puede ser fosforilado 

por MSKs o RSKs (Thomas and Huganir, 2004). Por otro lado, la entrada de Ca2+ a 
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través de NMDARs sinápticos activa a la Ca2+-calmodulin (CaM) kinase CaMKIV 

nuclear (Hardingham et al., 2001). La CaMKIV media la fosforilación de CREB en 

los primeros segundos de la entrada de Ca2+, en los puntos temporales 

intermedios juntamente con la vía ERK contribuye a la fosforilación de CREB y 

finalmente es la vía ERK la que prolonga la fosforilación de CREB, necesaria para 

permitir una activación robusta de la expresión génica dependiente de CREB 

(Hardingham et al., 2001; Wu et al., 2001; Impey et al., 2002). La fosforilación de 

CREB en el residuo Ser-133 es necesaria para reclutar a la CREB-binding protein 

(CBP). Sin embargo, se requiere también la fosforilación de CBP por CaMKIV para 

activarla, permitir su unión a CREB e iniciar la transcripción dependiente de 

CREB/CBP (Figura 8) (Hardingham et al., 2001; Wu et al., 2001; Impey et al., 

2002).    

CREB es un factor de transcripción con un papel importante en supervivencia 

neuronal, así como en otros procesos que incluyen plasticidad sináptica, 

neurogénesis, aprendizaje y memoria (Lonze et al., 2002; Mantamadiotis et al., 

2002; Carlezon et al., 2005). 
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Entre los genes promotores de supervivencia que se encuentran sobrexpresados 

por CREB, el más caracterizado y crítico para la señalización de supervivencia 

mediada por NMDARs/CREB es BDNF (brain derived neurotrophic factor) 

(Hardingham et al., 2002; Lau and Bading, 2009; Leveille et al., 2010). Aparte del 

conjunto de genes que se encuentran directamente regulados por CREB, este 

factor de transcripción también puede contribuir a la señalización de 

supervivencia de los NMDARs sinápticos regulando la expresión de otros factores 

de transcripción, entre ellos ATF3 (activating transcription factor 3) que actúa 

como represor de la transcripción de genes que señalizan a muerte celular, 

protegiendo así a las neuronas frente a la muerte isquémica in vitro e in vivo 

(Zhang et al., 2011).  

Figura 8. Activación de CREB a través de NMDARs. La entrada de Ca2+ a través de NMDARs 
sinápticos activa Ras-GTP que conduce a la activación de MEK, que a su vex fosforila y activa a ERK. 
Tras su activación, ERK fosforila a las RSKs y una parte de las ERK y RSKs activadas translocan al 
núcleo donde ERK fosforila y activa a las MEKs. Las RSKs y MSKs pueden fosforilar el residuo Ser-
133 del factor de transcripción CREB. Por otro lado, la entrada de Ca2+ a través de estos NMDARs 
sinápticos activa a la CaMKIV nuclear. La CaMKIV media la fosforilación de CREB en los primeros 
segundos de la entrada de Ca2+, en los puntos temporales intermedios juntamente con la vía ERK 
contribuye a la fosforilación de CREB y finalmente es la vía ERK la que prolonga la fosforilación de 
CREB, necesaria para permitir la activación de la expresión génica dependiente de CREB. La 
fosforilación de CREB en Ser-133 es necesaria para reclutar a la CBP previamente fosforilada y 
activada por CaMKIV.   
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Se ha determinado que la activación de los NMDARs sinápticos promueve una 

actividad sostenida de la vía Ras-ERK (Chandler et al., 2001; Papadia et al., 2005) y 

que los NMDARs sinápticos formados por la subunidad NR2A son los principales 

responsables de la expresión génica dependiente de BDNF, en cambio los 

receptores sinápticos formados por NR2B no afectan a la expresión génica de 

BDNF (Chen et al., 2007). Por otro lado, la coactivación de NMDARs sinápticos y 

extrasinápticos conduce a la inhibición de esta cascada de señalización (Chandler 

et al., 2001) (Kim et al., 2005; Leveille et al., 2008) (Figura 9). En cultivos 

neuronales se ha observado que cuando se produce la activación de ambos tipos 

de receptores, sinápticos y extrasinápticos, la vía extrasináptica domina sobre la 

sináptica resultando en una débil activación de CREB (Hardingham et al., 2002; 

Hardingham, 2006a). Se ha propuesto la existencia de una transición en la función 

de NMDARs-NR2B sobre ERK durante el desarrollo; en neuronas inmaduras la 

estimulación de NMDARs-NR2B induciría una activación sostenida de ERK 

mientras que en neuronas maduras (en las que los niveles de NR2B han 

disminuido y se han localizado preferencialmente en zonas extrasinápticas) los 

NMDARs-NR2B inhibirían la activación de esta vía (Kim et al., 2005). Se ha 

sugerido que la regulación negativa de la actividad de ERK mediante la activación 

de NMDARs extrasinápticos podría ser uno de los primeros eventos en 

señalización que determinen daño cerebral (Ivanov et al., 2006) y por ello 

constituye un buen candidato para nuevas aplicaciones farmacológicas.  
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Además, la activación de NMDARs sinápticos actúa también sobre la proteína 

serina/treonina kinasa Akt (Zhang et al., 1998; Bhave et al., 1999; Lafon-Cazal et 

al., 2002). Se ha determinado que la estimulación de la vía PI3K/Akt (PI3K, 

phosphoinositide 3-kinase) es neuroprotectora frente la muerte neuronal 

excitotóxica in vitro e in vivo y que su inhibición incrementa la muerte neuronal 

(Noshita et al., 2001; Noshita et al., 2003; Soriano et al., 2006). La activación de 

NMDARs-NR2A también está asociada a fosforilación de c-jun-N-terminal kinase 

(JNK), neuroprotectora en cultivos neuronales sometidos a daño excitotóxico 

(Choo et al., 2012). 

Por otro lado, la sobreestimulación de NMDARs extrasinápticos inhibe la actividad 

de Akt  (Noshita et al., 2001; Noshita et al., 2003; Soriano et al., 2006) y dispara la 

acumulación de Ca2+ en la mitocondria asociada a muerte neuronal (Choo et al., 

2012). La activación de NMDARs extrasinápticos también provoca la activación de 

Figura 9. Efecto de la activación de NMDARs sinápticos o extrasinápticos sobre la vía 
ERK-CREB. La entrada de Ca2+ a través de NMDARs sinápticos activa la vía ERK-CREB, induciendo 
la expresión de genes de supervivencia regulados por CREB y permitiendo la plasticidad sináptica. 
En cambio, la entrada de Ca2+ a través de NMDARs extrasinápticos inhibe la vía ERK-CREB y la 
supervivencia neuronal inducida por NMDARs sinápticos, produciendo muerte neuronal. 
Adaptada de Bading H. (Bading, 2015)   
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la calpaína, efecto no observado mediante la activación de NMDARs sinápticos 

(Lynch and Guttmann, 2002, Doshi and Lynch, 2009). Entre los sustratos de la 

calpaína se encuentra el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX3), la fosfatasa STEP 

(striatal-enriched protein tyrosine phosphatase) e incluso las propias subunidades 

NR2A y NR2B de los NMDARs (Bi et al., 1998; Guttmann et al., 2001; Gascon et al., 

2008; Xu et al., 2009). 

Con estos antecedentes, la señalización antagónica entre NMDARs sinápticos y 

extrasinápticos provee una nueva base conceptual para el desarrollo de futuras 

terapias neuroprotectoras que potencien el efecto de la actividad sináptica y 

disrumpan la señalización de muerte dependiente de los NMDARs extrasinápticos. 

 

2.2.4. Moduladores del extremo C-terminal de las subunidades 
NR2A y NR2B 
 

Se ha observado que la deleción genética de los dominios C-terminal de las 

subunidades de los NMDARs induce varios de los efectos que se observan tras la 

deleción del receptor completo (Sprengel et al., 1998). Consistente con la idea de 

que los NMDARs ejercen su señalización mediante los extremos C-terminal de sus 

distintas subunidades (Sprengel et al., 1998; Foster et al., 2010), Martel y cols. 

observaron que el reemplazo del extremo C-terminal de NR2B por el de NR2A 

protegía de la excitotoxicidad mediada por la activación de los NMDARs in vitro e 

in vivo. En cambio el reemplazo del extremo C-terminal de NR2A por el de NR2B 

convertía al NMDAR-NR2A en excitotóxico (Martel et al., 2012).  

Ambas subunidades contienen en su extremo C-terminal un motivo PDZ que 

interacciona con proteínas que se unen al dominio PDZ de algunas proteínas 

quinasas que transducen señales que en conjunto se llaman MAGUK (membrane-

associated guanylate kinases) y entre las cuales encontramos PSD-93, PSD-95, 

SAP97 y SAP-12 (Sans et al., 2000; Al-Hallaq et al., 2007). La unión a estas 

proteínas de soporte es uno de los factores que regulan la expresión en superficie 

y la función de los NMDARs (Lavezzari et al., 2003; Kim and Sheng; 2004; 
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 Sornarajah et al., 2008; Roche et al., 2001). La estabilidad de los NMDARs también 

depende de las interacciones con el citoesqueleto, ya sean interacciones directas 

mediante la interacción con α-actinina (Wyszynski et al., 1997; Dunah et al., 2000) 

o espectrina (Wechsler and Teichberg, 1998) o indirectas a través de proteínas 

como PSD95 (Wyszynski et al., 1997). Cambios en el citoesqueleto pueden facilitar 

la difusión lateral de los receptores y permitir un intercambio rápido entre zonas 

de membrana (Newpher and Ehlers, 2009).  

Existen diferencias respecto a las modificaciones postraduccionales a las que está 

sujeta cada una de las subunidades. Entre ellas encontramos la palmitoilación, la 

nitrosilación y la fosforilación, la última de las cuales ha sido la más caracterizada 

(Chen and Roche, 2007). El equilibrio entre fosforilación (por quinasas) y 

defosforilación (por fosfatasas) puede regular la permeabilidad del canal NMDAR 

a Ca2+ así como su expresión en la superficie celular (Skeberdis et al., 2006). 

Proteínas quinasas como PKA (Protein kinase A), PKC (Protein kinase C) y varias 

tyrosine kinases (Fyn y Src) actúan sobre ambas subunidades aunque difieren en 

los residuos que fosforilan y en las consecuencias de su fosforilación (Sanz-

Clemente et al., 2013).  

Además, la localización de NMDARs sinápticos y extrasinápticos puede ser 

regulada mediante la proteólisis del extremo C-terminal por la proteasa activada 

por Ca2+, calpaína (Doshi and Lynch, 2009). La entrada masiva de Ca2+ provocada 

por la sobreactivación de NMDARs conduce a la activación de la calpaína neuronal 

(Calpaína I), sin afectar a la calpaina II que se encuentra extendida a todas las 

células cerebrales (Siman and Noszek, 1988; Gascon et al., 2008). Esta activación 

constituye el principal mecanismo por el que se produce proteólisis en el cerebro 

tras la hipoxia o la isquemia cerebral (Arai et al., 1991; Lee et al., 1991). Las 

subunidades NR2A, NR2B y NR2C, pero no NR1, son proteolizadas por calpaína 

aunque solamente se conoce el punto de corte en la subunidad NR2A (Bi et al., 

1998; Guttmann et al., 2001).   
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La proteólisis por calpaína del extremo C-terminal de la subunidad NR2B 

eliminaría varios dominios regulatorios incluyendo motivos de internalización 

como el dominio YELK (Roche et al., 2001) así como dominios de unión para 

proteínas de citoesqueleto (Wyszynski et al., 1997; Krupp et al., 1999) y proteínas 

de soporte como PSD95 (Figura 10) (Niethammer et al., 1996). Sin embargo, 

aunque existe cierta controversia, parece ser que las propiedades básicas del 

canal iónico y el flujo de calcio no estarían afectadas por la pérdida del extremo C-

terminal (Guttmann et al., 2001) y se ha hipotetizado que los NMDARs 

proteolizados se mantendrían funcionales en la superficie celular (Simpkins et al., 

2003; Wu et al., 2007). De manera que la calpaína no ejercería un efecto 

degradativo sino que crearía nuevos receptores con nuevas propiedades basadas 

en la disociación de la actividad del canal con proteínas en el extremo C-terminal 

(Wu et al., 2007).  

De forma consistente con el papel de la subunidad NR2B en la excitotoxicidad, la 

activación de calpaína mediada por NMDARs se bloquea con antagonistas 

selectivos para NR2B pero no por antagonistas que inhiben preferentemente 

NR2A (Zhou and Baudry, 2006; DeRidder et al., 2006; Gascon et al., 2008). 

 

Figura 10. Proteólisis de la subunidad NR2B por calpaína. A) Modelo representativo de las 
bandas correspondientes a la subunidad NR2B en un western blot. Los NMDAR-NR2B intactos 
presentan una banda de 170 KDa correspondiente al receptor completo mientras que en el caso de los  
NMDA-NR2B cortados por calpaína, se observa la disminución de la banda de 170 KDa acompañada de 
la aparición de una banda de 115 KDa correspondiente al receptor proteolizado. B) Predicción de los 
puntos de corte por calpaína en el extremo C-terminal de NR2B según Simpkins (Simpkins et al. 2003) o 
según el punto de corte por calpaína determinado para la subunidad NR2A. La proteólisis del estremo 
C-terminal de NR2B provoca la pérdida de unos u otros moduladores, en función del lugar donde se 
produzca el corte por calpaína. 
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 Los NMDARs sinápticos han sido ampliamente estudiados y se conocen muchas 

moléculas implicadas en su señalización a través del extremo C-terminal. En 

cambio, el conocimiento sobre señalización a través del extremo C-terminal de los 

NMDARs extrasinápticos es más reducido. Actualmente se conoce la 

interacción/modulación del extremo C-terminal de NR2B con/por las siguientes 

proteínas: 

Quinasas y fosfatasas 

Death-associated protein kinase 1 (DAPK1): La entrada de Ca2+ a través de 

NMDARs inducida por la isquemia cerebral activa DAPK1, que a su vez se une al 

extremo C-terminal de la subunidad NR2B. Esta interacción NR2B-DAPK1 conduce 

a la fosforilación de NR2B en el residuo Ser-1303 potenciando la conductividad 

del canal e incrementando el flujo de Ca2+ hacia el interior de la neurona, 

promoviendo de este modo la excitotoxicidad (Shamloo et al., 2005; Tu et al., 

2010)  

Ca2+ /calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII): CaMKII es una proteína 

serina-treonina quinasa altamente enriquecida en la región de PSD. En cultivos 

neuronales se ha observado que CaMKII coimmunoprecipita de forma preferente 

con NR2B, presentando una unión 10 veces más fuerte a NR2B que a NR2A 

(Colbran, 2004; Gardoni et al., 2006). La entrada de Ca2+ a través de NMDARs 

induce la autofosforilación de CaMKII resultando en una activación que persiste 

incluso cuando los niveles de Ca2+ intracelular vuelven a su estado basal (Strack 

and Colbran, 1998; Otmakhov et al., 2004; Fan et al., 2014). Una vez activada, 

rápidamente interacciona con los aa 839-1120 y 1290-1310 del extremo C-

terminal de la subunidad NR2B (Strack and Colbran, 1998; Fan et al., 2014; 

Otmakhov et al., 2004). CamKII fosforila a la subunidad NR2B en el residuo Ser-

1303 y la defosforilación por la proteína fosfatasa 1 (PP1, protein phosphatase 1) 

o la proteína fosfatasa 2A (PP2A, protein phosphatase 2A) limita la 

sobreactivación de NMDARs y promueve vías de supervivencia (Farinelli et al., 

2012; Strack et al., 1998; Mao et al., 2014).  
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Protein Kinase C (PKC): PKC fosforila a las subunidades NR1, NR2A y NR2B 

potenciando la función del canal NMDAR. La fosforilación de NR2B se produce en 

el residuo Ser-1303 y la defosforilación por la protein phosphatase 1 (PP1) limita 

la sobreactivación de NMDARs (Prabhu Ramya et al., 2012; Jones and Leonard, 

2005). La fosforilación de PKC en el residuo Ser-1303 regula a los NMDARs de 

forma diferente que la fosforilación de CamKII en el mismo residuo (Chen and 

Roche, 2007).      

Casein Kinase 2 (CK2): CK2 fosforila el residuo Ser-1480 del extremo C-terminal de 

NR2B impidiendo de este modo la interacción de PSD95 y SAP102 con NR2B. 

Como consecuencia se produce la endocitosis de los NMDARs-NR2B presentes en 

la sinapsis, incrementando así el contenido sináptico de NR2A (Chung et al., 2004; 

Sanz-Clemente et al., 2010). Se cree que CK2 participa en el reemplazo de 

NMDARs-NR2B sinápticos por NMDARs-NR2A que se produce durante el 

desarrollo (Zhang et al., 2008; Sanz-Clemente et al., 2010).  

Cyclin-dependent kinase 5 (CDK5): Cdk5 fosforila el residuo Ser-1116 de la 

subunidad NR2B reduciendo su presencia en la superficie celular (Plattner et al., 

2014). 

Fyn (Src family of tyrosine protein kinases): La proteína quinasa Fyn requiere la 

unión con PSD95 unida a NR2B para fosforilar el extremo C-terminal de esta 

subunidad. La fosforilación del residuo Tyr-1472 (motivo YEKL, aa 1472-1475) por 

Fyn impide la unión del complejo de internalización AP2 y mantiene así al 

receptor en la superfície celular (Prybylowski et al., 2005). Además, Fyn también 

fosforila el residuo Tyr-1336 de NR2B facilitando la proteólisis de NR2B por 

calpaína en receptores localizados en membrana. En este caso también la unión 

de Fyn a PSD95 facilita la fosforilación en Tyr-1336, aunque se requiere la 

disociación posterior de PSD95 para que la fosforilación facilite la acción de la 

calpaína (Dong et al., 2004; Wu et al., 2007). También se ha descrito fosforilación 

de Fyn en el residuo Tyr-1252 pero esta fosforilación practicamente no se observa 

en cultivos neuronales (Nakazawa et al., 2001). 
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 Phosphoinositide 3-kinase (PI3K): El incremento de fosforilación de los NR2B que 

ocurre tras un episodio isquémico incrementa la interacción con NMDAR-PI3K 

(Takagi et al., 2003). El dominio SH2 de la PI3k se une al residuo Tyr-1336 

fosforilado del C-terminal de la subunidad NR2B y protege frente a la muerte 

neuronal (Takagi et al., 2003).   

 
Protein tyrosine phosphatase (PTP1D): La interacción de PTP1D con NR2B 

interviene en la cascada de señalización de NR2B mediada por BDNF en la 

densidad postsináptica (Lin et al., 1999).  

 

 

Proteínas de unión al dominio PDZ de NR2B 

GAIP/RSG19-interacting protein (GIPC): Se ha determinado que en cultivos de 

neuronas hipocampales, GIPC se une a la subunidad NR2B en el dominio PDZ 

tanto en la membrana plasmática, donde lo estabiliza, como en el citoplasma una 

vez internalizado, acompañando al NMDAR-NR2B durante el reciclaje y exocitosis 

(Yi et al., 2007).  

Figura 11. Esquema de las 
fosforilaciones que tienen lugar en 
el extremo C-terminal de la 
subunidad NR2B de los NMDARs. 
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Postsynaptic density-95 (PSD95/SAP-90): PSD95 es una guanilato-quinasa 

asociada a membrana (MAGUK) concentrada en las sinapsis glutamatérgicas e 

involucrada en la estabilización y plasticidad sináptica. Es una proteína 

organizadora que acopla a los NMDARs a proteínas intracelulares y enzimas de 

señalización (Sheng, 2001). Todas las subunidades de los NMDARs se unen 

directamente a PSD95 (Kornau et al., 1995). Tras la exposición a un estímulo 

excitotóxico o evento isquémico, PSD95 unida a la nNOS interacciona con NR2B, 

posicionando a nNOS para que sea activada de forma eficiente por el Ca2+ que 

entra a través de NMDAR promoviendo la generación de óxido nítrico (NO), 

conduciendo de este modo a un incremento de la muerte neuronal. La 

administración, previa o posterior al evento isquémico, de un péptido que 

disrumpe esta interacción NR2B-PSD95 reduce la muerte neuronal en modelos de 

ictus in vitro, in vivo en ratas y primates (Aarts et al., 2002; Sun et al., 2008) y en 

humanos (Hill et al., 2012) sin interferir en la señalización de supervivencia de 

CREB (Soriano et al., 2008).  

Synapse-associated protein-97 (SAP97) y Postsynaptic density-93 (PSD93): 

Ambas MAGUKs interaccionan con las subunidades NR2B y NR2A (Sans et al., 

2000; Wang et al., 2005; Al-Hallaq et al., 2007). 

Synapse-associated protein-102 (SAP102): SAP102, miembro de la familia 

MAGUK, presenta una elevada expresión en las sinapsis de ratas jóvenes y 

durante el desarrollo sus niveles disminuyen. Se ha determinado interacción con 

el dominio PDZ de la subunidad NR2B, interacción que se reduce a medida que los 

NMDARs-NR2B sinápticos van siendo reemplazados por NMDARs-NR2A durante 

el desarrollo {Muller, 1996 #248; Sans et al., 2000).  

 

Proteínas de citoesqueleto 

α-actinin 2: α-actinina 2 se une a la subunidad NR2B y a actina. La entrada de Ca2+ 

a través de NMDARs provoca la despolimerización de F-actina e inhibe la 
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 interacción con NMDAR a través de una inhibición competitiva de la unión de α-

actinina 2 por Ca2+-CaM (Wyszynski et al., 1997; Sattler et al., 2000).  

Spectrin: La espectrina cerebral interacciona con el extremo C-terminal de las 

subunidades NR1, NR2A y NR2B, conectándolas a filamentos de actina (Wechsler 

and Teichberg, 1998). 

 

Otras proteínas 

Ras-Guanine Nucleotide-Releasing Factor 1 (Ras-GRF1): Ras-GRF1 interacciona 

con NR2B en los aa 886-1310 del extremo C-terminal y activa la vía p38-MAP 

kinase (Krapivinsky et al., 2003; Fan et al., 2014; Li et al., 2006).  

Synaptic Ras GTPase-activating protein (SynGAP): La estimulación de NMDARs-

NR2B conduce a la asociación preferente de SynGAP con NR2B y la consiguiente 

inhibición de la cascada de señalización Ras-ERK. No se ha determinado si se trata 

de una interacción directa o si SynGAP se une a NR2B mediante miembros de la 

familia PSD95 o CaMKII (Fan et al., 2014; Kim et al., 2005).  

Dopamine receptor D2 (D2R): En neuronas estriatales, la activación de D2R 

promueve la interacción entre el extremo C-terminal de NR2B y D2R provocando 

la disociación de NR2B-CaMKII y reduciendo la corriente a través del canal 

NMDAR (Fan et al., 2014; Liu et al., 2006).  

Striatal-enriched protein tyrosine phosphatase (STEP): En cultivos de neuronas 

corticales se ha observado que la estimulación sináptica conduce a la 

ubiquitinización y degradación de STEP61, prolongando la activación de ERK. En 

cambio, la estimulación de receptores NMDARs-NR2B provoca la proteólisis por 

calpaína de STEP61 provocando la defosforilación de las proteínas señalizadoras 

de supervivencia ERK y CREB (Xu et al., 2009; Poddar et al., 2010). 

Adaptor protein complex 2 (AP-2): El dominio C-terminal de NR2B contiene un 

motivo de internalización YEKL. YELK es el dominio de unión de AP-2 para 
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proceder a la internalización del NMDAR-NR2B mediante endocitosis dependiente 

de clatrina. Cuando Fyn, mediante la unión a PSD95, fosforila el residuo Tyr-1472 

de la subunidad NR2B, AP-2 no puede unirse y el receptor se mantiene en la 

membrana celular (Roche et al., 2001; Prybylowski et al., 2005; Zhang et al., 

2008).  

Phospholipase C gamma (PLC-gamma): PLC-gamma interacciona con las 

subunidades NR2A y NR2B mediante su domino SH2 conectándolas a vías de 

señalización (Gurd and Bissoon, 1997).  

Collapsin response mediator protein (CRMP2/DRP2): CRMP2 es un mediador 

intracelular que promueve el crecimiento axonal regulando el ensamblaje de 

microtúbulos (Inagaki et al., 2001; Fukata et al., 2002). Se ha descrito que la 

isquemia cerebral provoca la proteólisis de CRMP2 por calpaína y este CRMP2 

proteolizado se une preferentemente al dominio C-terminal de NR2B provocando 

su internalización y reduciendo así la neurotoxicidad (Bretin et al., 2006; Brittain 

et al., 2011). 

Receptor for Activated C Kinase 1 (RACK1): Se ha observado en cortes de 

hipocampo, que RACK1 interacciona con NR2B y Fyn impidiendo la fosforilación 

de NR2B por Fyn y reduciendo la corriente a través del canal NMDAR (Yaka et al., 

2002). 

 

2.3. Antagonistas de los  NMDARs 

Debido la importancia de los NMDARs en el daño neuronal excitotóxico tras el 

ictus isquémico, se han desarrollado antagonistas de estos receptores con el 

objetivo de impedir la muerte neuronal tras la isquemia cerebral. Se ha 

determinado que los antagonistas de los NMDARs reducen el tamaño de infarto y 

el déficit neurológico en modelos animales de isquemia cerebral focal, pero en los 

estudios clínicos realizados estos antagonistas han mostrado efectos adversos, 

entre ellos efectos cardiovasculares y psiquiátricos (Davis et al., 1997; Ikonomidou 
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 et al., 2000; Lees et al., 2001). Entre los antagonistas testados, selfotel, 

antagonista competitivo de los NMDARs que actúa en el sitio de unión de 

glutamato, no superó la fase II al incrementar la mortalidad y presentar una 

elevada incidencia de efectos psiquiátricos adversos (Grotta et al., 1995; Davis et 

al., 1997). De forma similar, dextrorphan HCl no superó la fase I al no presentar 

efectos beneficiosos y debido a sus efectos secundarios (Albers et al., 1995). Por 

otro lado, Gavestinel o Licostinel, mostraron una buena tolerancia en fase III y I 

respectivamente, pero no mostraron mejoras en la mortalidad ni en la morbilidad 

(Lees et al., 2000; Sacco et al., 2001) (Albers et al., 1999).      

 

El fracaso de los antagonistas de los NMDARs en ensayos clínicos se ha asociado al 

bloqueo no exclusivo de NMDARs extrasinápticos, afectando también a las 

funciones fisiológicas de los NMDARs. Tras el fracaso de estos antagonistas y dado 

el papel esencial de los NMDARs–NR2A en la función neuronal y señalización a 

supervivencia, se planteó la inhibición selectiva de los NMDARs-NR2B y de sus vías 

de señalización. De hecho, en la última década, la subunidad NR2B se ha 

convertido en uno de los focos de atención en el tratamiento de daño cerebral. 

Un antagonista de la subunidad NR2B, ifenprodil, es efectivo en cultivos 

neuronales y reduce el volumen de infarto en modelos de oclusión de la arteria 

cerebral media (MCAO, middle cerebral artery occlusion) (Graham et al., 1992; 

Wang and Shuaib, 2005; von Engelhardt et al., 2007; Chen et al., 2008) sin 

presentar los efectos secundarios comúnmente observados en los antagonistas 

de NMDARs convencionales (Jackson and Sanger, 1988; Blanchet et al., 1999). La 

segunda generación de análogos de ifenprodil, Ro25-6981 y taxoprodil, presentan 

una mayor selectividad por la subunidad NR2B que el ifenprodil (Fischer et al., 

1997; Gogas, 2006) sugiriendo una menor probabilidad de efectos secundarios. 

Sin embargo, los resultados de eficacia de traxoprodil en la fase aguda del ictus no 

mostraron diferencias con el grupo placebo y actualmente se encuentra en fase II 

de un estudio clínico con pacientes de Parkinson (Trials, 2015). Otros inhibidores 

selectivos como fluoxetine presentan acciones neuroprotectoras 
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independientemente de sus efectos antidepresivos (Kiss et al., 2012; Vizi et al., 

2013).  

Sin embargo, aunque los inhibidores de NR2B evitan el bloqueo de los NR2A y 

parecen no provocar efectos secundarios, estos antagonistas podrían tener 

ciertas limitaciones clínicas. En primer lugar, aparte de su papel en la 

excitotoxicidad, los NMDARs-NR2B también tienen funciones fisiológicas como a 

respuesta al estrés o creación de nueva memoria. De modo que incluso el 

antagonista más selectivo podría mostrar efectos adversos en las dosis necesarias 

para el tratamiento de los pacientes. En segundo lugar, igual que los antagonistas 

no selectivos, estos compuestos solamente son efectivos cuando se administran 

inmediatamente después del ictus, perdiendo rápidamente su eficacia a medida 

que el tratamiento se retrasa (Liu et al., 2007).  

Con el objetivo de sortear estas limitaciones, estudios recientes han intentado 

actuar sobre señales de muerte situadas por debajo de los NMDARs. De este 

modo se podrían desarrollar terapias tan efectivas como los antagonistas de 

NMDARs pero sin sus efectos secundarios y se podría mantener su eficacia incluso 

cuando se retrasa el tratamiento. Un gran número de estudios han intentado 

identificar los mecanismos de señalización que conducen a muerte excitotóxica 

por sobreactivación de NMDARs, y especialmente proteínas que actúen por 

debajo de los NMDARs para tratar de aclarar los mecanismos por los que estos 

eventos contribuyen a la muerte neuronal excitotóxica tras el ictus isquémico 

(Aarts et al., 2002; Cook et al., 2012; Mao et al., 2013; Pei et al., 2014; Wang et al., 

2014; Zhou et al., 2015a). Las vías de señalización mediadas por la óxido nítrico 

sintasa neuronal (nNOS), DAPK1, phosphatase and tensin homolog located on 

chromososme 10 (PTEN) y CamKII se han asociado a la activación de NMDARs-

NR2B (Sun et al., 2015).  

Una de las estrategias dirigida a impedir la interacción NR2B-PSD95-nNOS 

mediante la administración de un péptido que contiene los 9 residuos terminales 

de la subunidad NR2B (Tat-NR2B9c) protege a las neuronas de la excitotoxicidad, 
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 reduce el daño isquémico cerebral en animales y mejora su función neurológica 

(Aarts et al., 2002; Sun et al., 2008; Cook et al., 2012; Zhou et al., 2015a). Además, 

este péptido ha mostrado ser seguro y efectivo tras la reparación endovascular 

del aneurisma en el tratamiento de pacientes con ictus iatrogénico (Hill et al., 

2012). También la administración de un péptido que impide la translocación de 

PTEN al núcleo protege frente al daño cerebral y mejora la recuperación funcional 

(Mao et al., 2013; Zhang et al., 2013b). La administración 1 h tras la oclusión de 

un péptido que inhibe la asociación CamKII-NR2B reduce el volumen de infarto en 

modelos animales (Vest et al., 2010).  

Por otro lado, la interacción de DAPK1 con p53 conduce a apoptosis (Chi, 2014) y 

la disrupción de la interacción DAPK1-p53 se ha mostrado protectora frente al 

daño isquémico (Pei et al., 2014; Wang et al., 2014). Se ha determinado que la 

interacción de DAPK1 con DANGER inhibe la actividad de DAPK1 (Kang et al., 

2010). La asociación de DAPK1 y PKD inducida por el estrés oxidativo activa la c-

Jun N-terminal kinase (JNK) y provoca necrosis (Eisenberg-Lerner and Kimchi, 

2007). Además, DAPK1 fosforila a la proteína beclin-1 y promueve la inducción de 

autofagia (Zalckvar et al., 2009), que también puede ser provocada por p53 

(Crighton et al., 2006). Se ha sugerido que la actuación sobre estas proteínas 

puede ser una estrategia efectiva para intervenir en la señalización a muerte de la 

vía NR2B-DAPK1 (Sun et al., 2015). Sin embargo existen ciertos problemas que 

todavía no se han resuelto. Uno de ellos es que tanto DAPK1 como p53 son 

supresores de tumores por lo que antes de actuar sobre ellas habría que estudiar 

cuidadosamente los efectos de una proliferación celular incrementada. En 

segundo lugar, la relación NR2B-DAPK1-JNK aún tiene que ser confirmada. 

Finalmente, aún se tiene que aclarar el papel de la autofagia en la isquemia y si un 

incremento de los niveles de autofagia induciría muerte neuronal tras un episodio 

de ictus (Figura 12) (Sun et al., 2015).      
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En la siguiente tabla se detallan los estudios realizados sobre estas vías de 

señalización que han mostrado efectividad in vivo (Tabla 1). 

 

 

 

 

Figura 12. Vía de señalización NR2B-DAPK1. La isquemia cerebral recluta DAPK1 al extremo 

C-terminal de la subunidad NR2B y potencia su actividad. DANGER es un inhibidor de DAPK1. 

DAPK1-p53 constituye una conocida vía de señalización a muerte celular. La vía PKD-JNK, así como 

la autofagia inducida por beclina-1 y p53 podrían ser vías alternativas para la transducción de las 

señales a muerte de DAPK1. Imagen adaptada de Sun Y 2015 (Sun et al., 2015).  
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 Tabla 1. Estudios experimentales in vivo realizados sobre vías de señalización asociadas a 

la subunidad NR2B que han mostrado resultados prometedores. Adaptada de Sun Y 2015 

(Sun et al., 2015). 

Mecanismo Fármacos 

potenciales 

Animales Modelo Tiempo de administración 

Disrupción NR2B-PSD95 Tat-NR2B9c Rata MCAO 1 h tras la oclusión 

  Macaco IE 1 h tras el procedimiento 

embólico 

  Humanos II Al finalizar la reparación 

del aneurisma 

Disrupción NR2B-PSD95 Tat-HA-NR2B9c Rata MCAO 4 dias tras la oclusión 

Disrupción NR2B-PSD95-

nNOS 

Tat-N-dimer Ratón MCAO 30 min tras la oclusión 

Disrupción PSD95-nNOS ZL006 Ratón MCAO 1 o 3 h tras la oclusión 

Disrupción PSD95-nNOS Honokiol Rata MCAO 0, 1 o 3 h tras la 

reperfusión 

Disrupción PSD95-nNOS PPBP Cerdo II 5 min tras la recuperación 

Disrupción PSD95-nNOS Tramiprosate Rata MCAO 2, 4 o 6 h tras la oclusión 

Disrupción PSD95-nNOS LV-Homer1a Ratón NMDA 7 días antes de la 

inyección de NMDA 

Inhibición de nNOS  TRIM Rata MCAO 5 o 90 min tras la oclusión    

Inhibición de nNOS 7-NI Rata MCAO 5min tras la oclusión    

Disrupción nNOS-CAPON Tat-GESV Rata II Tras la oclusión carotídea 

Atrapador de peroxinitrito Baicalin Rata MCAO Al inicio de la reperfusión 

Reducción de la 

degradación de STEP 

Tat-STEP Rata MCAO 6 h tras la oclusión    

Disrupción NR2B-DAPK1 Tat-NR2BCT Ratón MCAO 60 min tras la oclusión    
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Disrupción DAPK1-p53 Tat-p53DM Ratón MCAO 6 h tras la oclusión    

Inhibición de JNK D-JNK-1 Ratón MCAO 6 o 12 h tras la oclusión    

Inhibición de JNK SP600125 Ratón MCAO 0, 0.5 o 1 h tras la 

reperfusión 

Inhibición de JNK Tat-jbd Ratón MCAO 30 min tras la reperfusión 

Inhibición de PTEN bvp Ratón MCAO 24 h tras la oclusión    

Reducción de la 

translocación nuclear de 

PTEN 

Tat-K13 Rata MCAO 2 o 6 h tras la oclusión    

Inhibición atónoma 

CamKII 

Tat-CN21 Ratón MCAO 1 h tras la oclusión    

MCAO: oclusión de la arteria cerebral media; IE: Ictus embólico; II: Ictus iatrogénico; HI: 

Hipóxia-isquemia 

 

Estos datos experimentales sugieren que la investigación de las interacciones 

proteína-proteína en el complejo NMDAR-NR2B, constituye una estrategia 

prometedora en la búsqueda de terapias en la isquemia cerebral.   

 

3. PROTEÍNAS DE UNIÓN ESPECÍFICA O PREFERENTE A NR2B, SIN 
INTERACCIÓN CON NR2A 

 
Se han descrito hasta el momento dos proteínas de unión específica o 

preferente a NR2B, DAPK1 y GIPC. DAPK1 ha sido ampliamente descrita en 

la bibliografía mientras que para GIPC los estudios existentes son más 

reducidos. 
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 3.1. DAPK1 

DAPK1 es una serin-threonin protein kinase de 160 kDa y 1430 aa, regulada por 

CaM que interacciona con el extremo C-terminal de NR2B sin interaccionar con la 

subunidad NR2A. De las proteínas neuronales asociadas a NR2B, DAPK1 tiene 

especial interés porque estudios recientes han revelado que es la proteína más 

prevalente de las que son reclutadas a la cola citoplasmática de la subunidad 

NR2B de los NMDARs durante la isquemia cerebral (Tu et al., 2010; Bialik and 

Kimchi, 2014; Lai et al., 2014).   

Se ha identificado cuatro quinasas con una homología significativa en sus 

dominios catalíticos y se han denominado como proteínas relacionadas con 

DAPK1. DAPK1 related protein (DRP-1) presenta una homología con DAPK1 del 

80% en su dominio catalítico y también está regulada por CaM. Se expresa en el 

citoplasma y promueve muerte celular (Inbal et al., 2000; Shani et al., 2001; 

Cohen and Kimchi, 2001). Una segunda proteína, ZIPK (Dlk), presenta un 80% de 

homología únicamente en su dominio catalítico (Shohat et al., 2002; Velentza et 

al., 2002), no presenta dominio regulatorio CaM y se encuentra en el núcleo. 

También se han identificado dos proteínas DRAK1 y DRAK2 con un 50% de 

homología con el dominio catalítico de DAPK1 (Shohat et al., 2002; Velentza et al., 

2002), sin dominio regulatorio CaM y se localizan en el núcleo (Cohen and Kimchi, 

2001). 

 

3.1.1. Localización 

DAPK1 se expresa en casi todos los tejidos de ratón y rata adultos y es 

particularmente abundante en el cerebro. Durante el desarrollo embrionario se 

ha detectado mRNA de DAPK1 en el córtex cerebral, células cerebelares de 

Purkinje y en el hipocampo. Tras el nacimiento, el mRNA de DAPK1 está 

restringido al hipocampo y a nivel proteico DAPK1 se expresa en neuronas 

corticales, hipocampales y de bulbo olfatorio (Yamamoto et al., 1999; Henshall et 

al., 2003). Se localiza en el citoesqueleto en asociación con el sistema de 
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microfilamentos y la muerte celular provocada por sobreexpresión de DAPK1 

depende de su correcta localización en el citoesqueleto (Cohen and Kimchi, 2001).  

 

3.1.2. Estructura 

DAPK1 presenta una estructura multidominio que incluye un dominio catalítico 

contiguo a un dominio regulatorio de unión a CaM con varios dominios 

flanqueantes de asociación macromolecular (Van Eldik, 2002; Nair et al., 2013) 

(Figura 13).   

 

 

 

 

El dominio catalítico (dominio quinasa) de DAPK1, formado por 11 subdominios, 

se encuentra en el extremo amino-terminal y precede al dominio de unión a CaM 

(Van Eldik, 2002; Nair et al., 2013). Constituye el dominio más importante debido 

a que la deleción de este dominio provoca la pérdida de todas las funciones de 

DAPK1 examinadas hasta la fecha, incluyendo las proapoptóticas y la función 

supresora de tumores (Cohen and Kimchi, 2001).  

El dominio de unión a CaM regula la activación y desactivación de DAPK1, que se 

encuentra regulada por un doble mecanismo de bloqueo; la fosforilación del 

residuo Ser-308 y la unión de CaM. La fosforilación de Ser-308 bloquea el sitio 

activo de DAPK1 inactivándola. Cuando se defosforila Ser-308, CaM puede unirse 

a su dominio de unión provocando un cambio conformacional de DAPK1 que 

desplaza el segmento de autoinhibición dejando accesible el sitio activo de 

DAPK1 (Shohat et al., 2001; Velentza et al., 2002; de Diego et al., 2010). El 

residuo Ser-308 se encuentra en medio del dominio de unión a CaM, este hecho 

Figura 13. Representación de la estructura de DAPK1. Adaptada de Linda J. Van Eldick 2002 
(Van Eldik, 2002). 
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 explica porque hay una disminución en la afinidad por CaM cuando está 

fosforilado y que la unión de CaM evite su fosforilación (de Diego et al., 2010). La 

deleción de este dominio genera una quinasa activa de forma constitutiva con 

una mayor actividad catalítica independiente de Ca2+ (Cohen et al., 1999; Bialik 

and Kimchi, 2006).  

La región de unión a citoesqueleto es esencial para la correcta función de DAPK1 

(Cohen and Kimchi, 2001), las repeticiones de anquirina facilitan las 

comunicaciones proteína-proteína y en su mayoría están implicados en la 

degradación de DAPK1 (Nair et al., 2013). Contiene también dos sitios de unión a 

nucleótido (P-loops) involucrados en la unión a GTP. En el extremo C-terminal de 

DAPK1 se encuentra el dominio de muerte, asociado a interacciones proteína-

proteína, actividad quinasa y funciones apoptóticas. La deleción de este dominio 

reduce la capacidad de DAPK1 para inducir muerte celular por lo que constituye 

el segundo dominio más importante después del dominio catalítico (Cohen et al., 

1999; Cohen and Kimchi, 2001; Van Eldik, 2002). 

 

3.1.3. Funciones 

Se han asociado a DAPK1 varios tipos de muerte programada que tienen lugar en 

función del tipo celular y de las señales específicas a las que está expuesto 

(Cohen et al., 1999; Inbal et al., 1997; Raveh and Kimchi, 2001; Pelled et al., 

2002; Bialik et al., 2004). Se ha descrito a DAPK1 como mediador de la apoptosis 

inducida por interferón γ (Cohen et al., 1997), muerte celular mediada por TNFR 

(tumor necrosis factor receptor) (Cohen et al., 1999), autofagia inducida por 

estrés (Inbal et al., 2002; Zalckvar et al., 2009), degradación mediada por 

integrinas (Wang et al., 2002), fosforilación de miosina de cadena ligera y 

cambios citoplasmáticos asociados incluyendo la inducción de membrane 

bebbling con cambios citoplasmáticos durante la apoptosis (Kuo et al., 2003; 

Bialik et al., 2004). DAPK1 también actúa como supresor de tumores; suprime la 

transformación oncogénica in vitro y bloquea la metástasis in vivo (Inbal et al., 
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1997; Raveh and Kimchi, 2001). En un número significativo de tumores, el gen de 

DAPK1 está anormalmente metilado y este silenciamiento correlaciona con 

recurrencia y metástasis (Inbal et al., 1997; Cohen and Kimchi, 2001; Michie et 

al., 2010). En el SNC, DAPK1 está involucrada en la muerte neuronal y su 

actividad incrementa en respuesta a la isquemia (Yamamoto et al., 1999; 

Schumacher et al., 2002b; Shamloo et al., 2005).  

 

3.1.4. DAPK1 e isquemia cerebral 

En el tejido cerebral normal DAPK1 se encuentra inactiva en su estado fosforilado. 

En respuesta a un estímulo que inicie procesos de muerte, como la exposición a 

MCAO o la privación de oxígeno y glucosa (OGD, oxygen and glucose deprivation), 

se produce una inmediata defosforilación y activación de DAPK1 que se mantiene 

durante toda la fase de reperfusión (MCAO y cultivos de neuronas sometidas a 

OGD) (Shohat et al., 2001; Shamloo et al., 2005). En condiciones patológicas como 

la isquemia, la entrada de Ca2+ a través de los canales NMDAR activa a 

calcineurina (CaN) que actúa como activador de DAPK1 induciendo la 

defosforilación del residuo Ser-308 y activando así DAPK1 (Tu et al., 2010; Nair et 

al., 2013). La isquemia también induce un incremento en la expresión de DAPK1, 

tal y como demuestra el incremento de mRNAs que codifican DAPK1 detectados 

en tejido dañado de modelos animales de isquemia cerebral (Yamamoto et al., 

1999; Schumacher et al., 2002b; Shamloo et al., 2005). 

Tras su activación, DAPK1 se une a los residuos 1292-1304 del dominio C-terminal 

de la subunidad NR2B de los NMDARs (Tu et al., 2010). Esta interacción NR2B-

DAPK1 conduce a la fosforilación de NR2B en el residuo Ser-1303 potenciando la 

conductividad del canal, incrementando el flujo de Ca2+ hacia el interior de la 

neurona y promoviendo de este modo la excitotoxicidad (Shamloo et al., 2005). 

Esta interacción de DAPK1 con NMDARs es exclusiva de los receptores NR1/NR2B, 

que se encuentran predominantemente en las zonas extrasinápticas. No se ha 
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 observado efecto de DAPK1 sobre la entrada de Ca2+ a través de receptores de 

NMDA sinápticos (Tovar and Westbrook, 1999; Tu et al., 2010).  

Varios estudios han descrito mediante ensayos por western blot (WB) un efecto 

proteolítico sobre DAPK1 en respuesta a isquemia (Figura 14). Shamloo M. y cols. 

reportaron una disminución de la banda de 160 KDa y un incremento de la banda 

de 120 KDa tras oclusión de ACM por filamento intraluminal y después de 

someter cultivos de neuronas corticales a OGD (Shamloo et al., 2005). Araki T. y 

cols. observaron una disminución de la banda de 160 KDa acompañada de un 

incremento de la de 60 KDa en modelos de epilepsia (Araki et al., 2004). En el 

estudio de Lin Y y cols. también observan proteólisis de DAPK1 con la aparición de 

una banda de 100 KDa (Lin et al., 2007). 
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Respecto al efecto de la isquemia cerebral sobre la expresión total de DAPK1, 

Hensall DC y cols. observaron en modelos de epilepsia un incremento en el 

número de células que expresaban DAPK1 (Henshall et al., 2003) y un incremento 

de la expresión de DAPK1 en hipocampo de pacientes de epilepsia (Henshall et al., 

2004). Por otro lado, Weihong Tu y cols. determinaron en cultivos de neuronas 

corticales sometidas a OGD un incremento de la actividad enzimática de DAPK1 a 

los 5 minutos tras la OGD con un pico máximo a los 30 minutos (Tu et al., 2010). 

Apoyando el papel de DAPK1 en el daño cerebral producido por la isquemia, se ha 

determinado que la deleción del gen que codifica DAPK1 es neuroprotector en 

cultivos de neuronas corticales frente la exposición a NMDA u OGD (Tu et al., 

Figura 14. Proteólisis de DAPK1. A) Esquema de la estructura de DAPK1 (160KDa), de la zona de 
corte por catepsina B (aa 836-947) y del lugar de unión de los anticuerpos anti-DAPK1 y anti-
pSer308DAPK1 utilizados en el estudio experimental de esta tesis. Representación de las formas de 
DAPK1 de 120 KDa (B), 100 KDa (C) y 60 KDa (D) descritas como resultado de la proteólisis de DAPK1. 
Adaptada de Linda J. Van Eldick 2002 (Van Eldik, 2002). Derecha: Modelo de las bandas 
correspondientes a DAPK1 intacta o DAPK1 proteolizada en un modelo de WB. En un análisis de las 
bandas de DAPK1 por WB se observaría una banda de 160 KDa para DAPK1 intacta (A) y, en función 
del punto de corte de catepsina podemos observar bandas de 120 KDa (B), 100 KDa (C), 60 KDa (D) o 
una mezcla de diferentes bandas correspondientes a DAPK1(∑).  
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 2010). Además, la administración de una pequeña molécula inhibidora de DAPK1 

(alkylated 3-amino-6-phenylpyridazine) es neuroprotectora en un modelo de daño 

cerebral inducido por hipoxia (Velentza et al., 2003). Esta molécula también es 

neuroprotectora en modelos de isquemia in vitro (neuronas corticales sometidas 

a OGD) e in vivo (MCAO) (Shamloo et al., 2005). Aún con estos resultados tan 

prometedores los autores del trabajo indican que esta molécula no presenta las 

características moleculares que lo conviertan en un candidato para el desarrollo 

de fármacos pero lo consideran un buen punto de partida (Velentza et al., 2003). 

Es importante destacar que impedir la interacción DAPK1-NR2B protege frente a 

la muerte neuronal excitotóxica tras la isquemia in vitro e in vivo, sin afectar la 

actividad fisiológica del canal NMDA u otras proteínas de señalización que actúan 

por debajo de estos receptores (Tu et al., 2010). 

Con estos antecedentes se ha postulado a DAPK1 como amplificador de la 

señalización de los NMDARs extrasinápticos en la muerte neuronal isquémica y, 

por ello, la actuación sobre la interacción DAPK1-NR2B podría considerarse una 

estrategia prometedora como terapia en la isquemia cerebral. 

 

3.1.5. Moléculas que interaccionan con DAPK1  

Entre los reguladores directos de la actividad catalítica de DAPK1 se han descrito:  

Calmodulin (CaM): DAPK1 tiene un dominio de regulación por CaM, 

inmediatamente posterior al dominio catalítico y la unión de CaM provoca un 

cambio conformacional de DAPK1 dejando accesible el sitio activo de DAPK1 

(Shohat et al., 2001; Velentza et al., 2002; de Diego et al., 2010).   

Protein phosphatase 2A (PP2A): In vitro e in vivo, la activación de PP2A debido a 

estrés del retículo endoplasmático o durante el proceso de anoikis inducido por 

ceramida conduce a la unión de PP2A a DAPK1 y la consiguiente defosforilación y 

activación de DAPK1 (Gozuacik et al., 2008; Widau et al., 2010). 
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Calcineurin: En la isquemia cerebral, la entrada de Ca2+ a través de los canales 

NMDAR activa a calcineurina (CaN) que defosforila el residuo Ser-308 de DAPK1, 

activándola (Tu et al., 2010; Nair et al., 2013).   

Netrin receptor (UNC5H2): Netrina es una proteína que juega un importante 

papel durante el desarrollo del sistema nervioso mediando la 

quimioatracción/quimiorepulsión de los axones/neuronas mediante la interacción 

con sus receptores. En ausencia de netrina-1, los receptores UNC5H2 se unen al 

dominio de muerte de DAPK1 y defosforilan el residuo Ser-308, incrementando la 

actividad catalítica de DAPK1 y la apoptosis dependiente de DAPK1 (Llambi et al., 

2005).  

Otros reguladores adicionales de DAPK1 son: 

Extracellular-signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2): ERK interacciona con el 

dominio de muerte de DAPK1 y fosforila el residuo Ser-735, incrementando la 

actividad catalítica de DAPK1 hacia miosina de cadena ligera (MLC, myosin light 

chain) tanto in vitro como in vivo. Por otro lado, DAPK1 promueve la retención de 

ERK en el citoplasma inhibiendo la activación de la proteína quinasa ribosomal S6 

(RSK) en el núcleo y la expresión de CREB, promoviendo así la actividad pro-

apoptótica de DAPK1 (Chen et al., 2005; Pei et al., 2014).  

Ribosomal protein kinase S6 (RSK): RSK interacciona con DAPK1 y la fosforila en el 

residuo Ser-289 atenuando su actividad pro-apopótica (Anjum et al., 2005).  

Phospho-p-38 mitogen-activated protein kinase (p-p38 MAPK): p-p38 MAPK 

interacciona con DAPK1 durante la apoptosis inducida por TNF (tumor necrosis 

factor) en células de cáncer colorectal incrementando su actividad catalítica 

(Bajbouj et al., 2009).  

The leukocyte antigen-related  protein tyrosine phosphatase (LAR) y protein 

tyrosine kinase Src (Src): LAR se une a las repeticiones de anquirina de DAPK1 y 

defosforila los residuos Tyr-491/492 activándola e incrementando la fosforilación 

de su sustrato MLC in vitro e in vivo y potenciando sus efectos proapoptóticos. 
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 Por otro lado, la inhibición de LAR o la fosforilación de estos residuos por Src 

presentan el efecto contrario sobre la actividad de DAPK1 (Wang et al., 2007).  

 

DANGER: DANGER, es una proteína descubierta recientemente que interacciona 

con DAPK1 e inhibe su actividad catalítica. Neuronas hipocampales que no 

expresan DANGER presentan ratios de muerte incrementados, ratones knockout 

para DANGER muestran una muerte neuronal incrementada tras la inyección de 

NMDA y mayor daño isquémico tras MCAO (Kang et al., 2010).     

 

Entre los reguladores de la estabilidad de DAPK1: 

El complejo Heat shock protein 90 / E3-ubiquitin-protein ligase CHIP / DAPK-

interacting Protein 1, DIP-1 o E3 Ubiquitin-protein Ligase MIB1 

(HSP90/CHIP/DIP-1(MIB-1)): HSP90 promueve la estabilización y actividad de 

DAPK1. Cuando se inhibe HSP90 se induce una degradación preferente de DAPK1 

defosforilada mediante la ubiquitin-ligasa CHIP formando el complejo HSP90-

DAPK1-CHIP o mediante la ubiquitin ligasa Mindbomb 1 (MIB1)/DAPK interacting 

protein-1 (DIP-1), que se une a las repeticiones de anquirina de DAPK1. Estas 

interacciones provocan la acumulación de DAPK1 fosforilada e inactiva (Jin et al., 

2002; Henshall et al., 2004; Citri et al., 2006; Zhang et al., 2007a).   

 

Cullin 3 substrate-adaptator (KLHL20): KLHL20 se une al dominio de muerte de 

DAPK1 y la recluta al complejo Cul3-ROC1 para su ubiquitinación y posterior 

degradación por proteasoma, atenuando de este modo su función proapoptótica 

(Lee et al., 2010).  

 

Se han descrito los siguientes sustratos de DAPK1: 

Myosin light chain (MLC) y Tropomiosin-1: Estas interacciones contribuyen a los 

efectos de DAPK1 sobre el citoesqueleto, incluyendo membrane bebbling (Cohen 
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et al., 1997; Inbal et al., 2000; Shohat et al., 2002; Velentza et al., 2002; Kuo et al., 

2003; Houle et al., 2007).  

Actin: La muerte celular provocada por sobreexpresión de DAPK1 depende de su 

correcta localización en el citoesqueleto (Cohen and Kimchi, 2001; Bialik and 

Kimchi, 2004; Harrison et al., 2008; Wu et al., 2011).  

Beclin-1 y Protein kinase D (PKD): Ambas sustratos de DAPK1 median los efectos 

de DAPK1 en autofagia. Ambas proteínas interaccionan y son fosforiladas por 

DAPK1 conduciendo a su activación. En SH-SY5Y, la administración de piruvato 

provoca la disociación de DAPK1-NR2B y la asociación con Beclin-1, reduciendo la 

entrada de Ca2+ a través de NR2B y protegiendo a la mitocondria de la 

excitotoxicidad por glutamato. La fosforilación de PDK provoca muerte necrótica 

(Eisenberg-Lerner and Kimchi, 2007; Zalckvar et al., 2009; Tian et al., 2014).  

Tumor protein p53 (p53): DAPK1 interacciona con p53 en el citoplasma y la 

fosforila en el residuo Ser-23, activando la apoptosis dependiente de p53 (Araki et 

al., 2004; Pei et al., 2014)). 

Subunidad NR2B de los NMDARs: DAPK1 actúa como amplificador de señal de los 

NMDARs extrasinápticos mediando daño celular en la isquemia cerebral. Durante 

la isquemia, DAPK1 se une a NR2B y lo fosforila en el residuo Ser-1303 

exacerbando la entrada masiva de Ca2+ a través del canal de NMDAR e induciendo 

muerte neuronal (Tu et al., 2010)  

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 (CaMKK2): La 

fosforilación por DAPK1 inhibe la actividad de CaMKK2. Aunque no se conoce la 

consecuencia de esta inhibición, se ha sugerido que podría inducir muerte 

neuronal debido a la pérdida de más de una vía de supervivencia (Schumacher et 

al., 2004).  

Zipper interacting protein kinase (ZIPK (DlK)): Tanto in vivo como in vitro, DAPK1 

interacciona con ZIPK (se desconoce si de forma directa o indirecta) y la fosforila 

de forma múltiple a lo largo de su dominio extracatalítico. Esta interacción podría 
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 amplificar los efectos celulares de la cascada de DAPK1 (Shani et al., 2004; 

Mukhopadhyay et al., 2008).  

40S Ribosomal protein  S6: La fosforilación de la proteína ribosomal S6 por DAPK1 

inhibe la síntesis proteica, aunque todavía no se conoce el mecanismo implicado 

(Schumacher et al., 2006; Stevens et al., 2009).  

phospho-Ser/Thr directed peptidyl-prolyl isomerase (Pin1): DAPK1 fosforila Pin1 

inhibiendo su actividad catalítica y promoviendo así neurodegeneración (Lee et 

al., 2011).  

 

 

Otros sustratos de DAPK1 de los que todavía no se ha determinado las 

consecuencias funcionales son: 

Sintaxin-1A y Minichromosome Maintenance Complex Component 3 (MCM3): 

DAPK1 interacciona y fosforila a syntaxin-1A (de forma dependiente de Ca2+) y a 

MCM3 in vivo e in vitro pero no se conoce el efecto de esta interacción (Tian et 

al., 2003, Bialik et al., 2008, Bialik and Kimchi, 2014).  

 

 

DAPK1 también presenta funciones independientes de su actividad catalítica y 

puede regular proteínas efectoras solamente mediante interacción: 

 

Microtubule-affinity-regulating-kinase (MARK) protein 1/2 (MARK1/2): El 

dominio de muerte de DAPK interacciona con MARK1 y MARK2 liberándolas del 

mecanismo de autoinhibición y activándolas mediante un cambio conformacional. 

DAPK1 provoca el desensamblaje de MARK1/2 de los microtúbulos inhibiendo la 

formación axónica (Wu et al., 2011).  

Microtubule-associated protein 1B (MAP1B): El dominio de muerte de DAPK1 

interacciona con MAP1B mediante su dominio N-terminal provocando reducción 
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de la viabilidad celular, inducción de autofagia y generación de bebbling de 

membrana (Harrison et al., 2008).  

Protein 14-3-3: DAPK1 Interacciona con la proteína 14-3-3 (inhibe ASK1, quinasa 

promotora de apoptosis mediante TNFR1) en las zonas de hipocampo que han 

sobrevivido a un ataque epiléptico (Henshall et al., 2003).  

Cathepsin B: Interacción localizada en el dominio C-terminal de DAPK1, entre las 

repeticiones de anquirina y el dominio de muerte. TNFR-1 induce la interacción de 

DAPK1-catepsina B generando un complejo multi-proteína de supervivencia que 

contrarresta el índice de apoptosis dependiente de TNFR. Por otro lado, Cathepsin 

B también reduce los niveles proteicos de DAPK1 (Lin et al., 2007).  

Pyruvate kinase M2 (PKM2): En células cancerosas el dominio de muerte de 

DAPK1 interacciona con PKM2 activándola y estabilizándolas, contribuyendo a 

crecimiento tumoral y producción de estrés oxidativo(Mor et al., 2012; Erol, 

2012).  

Inflamosome NRLP3: DAPK1 es necesaria para el ensamblaje del inflamosoma y 

activación de caspasa 1 y producción de IL-1β (Chuang et al., 2011).  

STAT3: TNF induce la interacción entre DAPK1 y STAT3 en células intestinales 

induciendo un cambio conformacional de STAT3 que enmascara su señal de 

localización nuclear en respuesta a TNF (Chakilam et al., 2013).  

Todos estos sustratos de DAPK1 indican que el interactoma de DAPK1 es amplio y 

multifuncional. Además, tienen que existir otros sustratos que todavía no se han 

identificado y que expliquen diferentes funciones de DAPK1 que todavía no han 

sido atribuidas a un sustrato específico. La búsqueda en bases de datos del motivo 

de unión a sustrato óptimo propuesto para DAPK1 indica que existen 200 

proteínas que lo contienen y podrían ser sustratos potenciales (Bialik and Kimchi, 

2014).  
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 3.2. GIPC 

La familia GIPC está formada por GIPC/GIPC1, GIPC2 y GIPC3. GIPC y GIPC2 presentan 

una homología del 62% y GIPC-GIPC3 del 59.9%.Estan formadas por un dominio 

central PDZ y dos dominios de homología GH1 y GH2 que están conservados entre los 

miembros de la familia (Katoh, 2002). 

GIPC (GAIP/RSG19-interacting protein), fue identificado por su capacidad de 

unirse al extremo C-terminal de RSG19/GAIP mediante su motivo PDZ (De Vries et 

al., 1998). Sin embargo, desde entonces se ha observado que los ligandos de GIPC 

no se definen por un dominio PDZ común sino que se asocia a proteínas con 

distintos dominios PDZ. La mayoría de los ligandos de GIPC son proteínas 

transmembrana (entre ellas el receptor de dopamina D2, el transportador de 

glucosa GLUT1, IGFR1, receptores de tirosin quinasas (RTKs), integrinas) aunque 

una minoría corresponden a reguladores de señalización citosólicos (como APPL1 

o RGS19) (Katoh, 2013).  

La expresión diferencial de GIPC se ha determinado en diferentes tejidos. Así, en 

orden descendente de abundancia: páncreas > músculo esquelético > cerebro, 

riñón, placenta >pulmón, estómago >> corazón (De Vries et al., 1998). GIPC es una 

proteína ubicua (De Vries et al., 1998) y se ha descrito un número creciente de 

proteínas que interaccionan con implicaciones funcionales como la organización y 

regulación de cascadas de señalización (Lou et al., 2001), anclaje de proteínas a 

compartimentos subcelulares específicos (Wang et al., 1999) y a la membrana 

plasmática (Hirakawa et al., 2003; Jeanneteau et al., 2004). 

La región N-terminal está involucrada en dimerización y el dominio C-terminal 

interacciona con la proteína miosina VI (MYO6), proteína involucrada en el tráfico 

de endosomas primarios y migración (Naccache et al., 2006). El complejo GIPC-

MYO6 tiene un papel esencial en el transporte de proteínas transmembrana en 

vesículas endocíticas. La mayoría de receptores transmembrana en endosomas 

primarios son devueltos a la membrana plasmática directamente vía endosomas 
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de reciclaje, aunque algunos son clasificados para degradación lisosomal (Katoh, 

2013). 

GIPC está sobreexpresado en cáncer de mama, de ovarios y de páncreas y su 

inhibición impide la proliferación y promueve apoptosis (Katoh, 2013). En 

neuronas hipocampales GIPC se expresa en toda la célula, incluyendo ambos 

terminales pre- y postsinápticos (Jeanneteau et al., 2004; Yano et al., 2006). Se ha 

determinado que GIPC es esencial para la liberación de neurotransmisores 

dependiente de BDNF y su receptor TrkB (Yano et al., 2006). En neuronas 

hipocampales se ha demostrado que GIPC interacciona con los NMDARs mediante 

su dominio PDZ. GIPC se une preferentemente a la subunidad NR2B de los 

NMDARs tanto en la membrana como en el citoplasma y los cambios en la 

expresión de GIPC afectan al número de receptores presentes en la superficie 

celular. Se ha sugerido que GIPC estabilizaría a los receptores extrasinápticos en la 

membrana, de este modo, la disrupción de esta interacción se contempla como 

requisito para la internalización del receptor y, una vez en endosomas, GIPC se 

volvería a unir al receptor durante el reciclaje y exocitosis (Yi et al., 2007).  

La inhibición selectiva de las interacciones proteína-proteína del dominio PDZ, con 

la consecuente disrupción de vías de señalización asociadas a la actividad de GIPC, 

se contempla como una estrategia prometedora para desarrollar nuevas terapias 

(Patra et al., 2012).  

 

4. ESTATINAS Y SEÑALIZACIÓN DE pCREB 

Los inhibidores de HMG-CoA (Hydroxymethylglutaryl Coenzime A reductase) o 

estatinas, actúan en el metabolismo lipídico inhibiendo la acción de la  HMG-CoA 

reductasa (Istvan, 2002; Jones, 2003). La enzima HMG-CoA reductasa cataliza el 

paso clave en la biosíntesis de colesterol; la conversión de HMG-CoA a ácido 

mevalónico, precursor del colesterol (Reinoso et al., 2002). De este modo las 

estatinas reducen los niveles de colesterol LDL (low density lipoprotein) (Istvan, 
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 2002; Jones, 2003), comportando una reducción en el riesgo de evento vascular 

(Rodriguez-Yanez et al., 2008).  

La estatinas, además de sus efectos en el perfil lipídico, también ejercen efectos 

pleiotrópicos vasculares beneficiosos de forma independiente de sus propiedades 

reductoras de colesterol (Laufs and Liao, 2003; Wang et al., 2008; Endres 2005). 

Otros efectos pleiotrópicos de las estatinas son atenuación del estrés oxidativo y 

de la inflamación, reducción de la presencia de NMDARs en rafts lipídicos (Ponce 

et al., 2008), facilitación los procesos de angiogénesis, neurogénesis y 

sinaptogénesis (Chen et al., 2003; Zhang et al., 2005) y activación de vías de 

supervivencia como Akt, Ras-ERK y Wnt (Chen et al., 2003; van der Most et al., 

2009; Cespedes-Rubio et al., 2010).  

Estudios in vitro han demostrado eficacia del pretratamiento crónico (>3 dias) con 

estatinas en la neuroprotección frente a la exposición de NMDA (Zacco et al., 

2003) y a glutamato (Endres, 2005) (Bosel et al., 2005). En modelos animales de 

ictus se ha descrito que el pretratamiento con estatinas reduce el volumen de 

infarto y/o el daño isquémico respecto a los animales no tratados (Endres et al., 

1998; Laufs and Liao, 2000; Balduini et al., 2001). En 2003 se describió que la 

administración de atorvastatina/simvastatina después de la oclusión también 

reducía el volumen de infarto cerebral tanto a las 24 como a las 48 horas (Sironi et 

al., 2003). Estudios posteriores observaron efectos similares cuando realizaron 

tratamientos con simvastatina (Nagaraja et al., 2006), atorvastatina (Zhang et al., 

2005; Hong et al., 2006), pravastatina (Sugiura et al., 2007) o rosuvastatina (Prinz 

et al., 2008).  

Varios estudios han determinado que el tratamiento con estatinas incrementa la 

señalización de CREB o la actividad de las proteínas quinasas que lo regulan (Bell 

and Yellon, 2003; Prinz et al., 2008; Prakash et al., 2011). En este sentido, se ha 

demostrado que administración de simvastatina previa a la isquemia incrementa 

la expresión de pCREB en cerebros de rata (Carloni et al., 2009) y que la 
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administración crónica de lovastatina en ratas isquémicas promueve la activación 

de CREB (Huo et al., 2014). 

A través de su efecto sobre el factor de supervivencia CREB, las estatinas podrían 

tener también un efecto directo en la protección de las neuronas durante la 

isquemia. Se ha determinado que el pretratamiento con ATV protege a las 

neuronas corticales en cultivo de la excitotoxicidad inducida por exposición a 

glutamato (Bosel et al., 2005) e incrementa los mecanismos de supervivencia 

neuronal mediante la activación de Akt (Cespedes-Rubio et al., 2010). Un estudio 

reciente ha demostrado que la administración de ATV en la fase aguda 

postisquemia restablece los niveles de BDNF en el córtex e hipocampo en 

modelos animales de isquemia cerebral. El tratamiento con ATV conduce a la 

recuperación del citoesqueleto de actina permitiendo el transporte de los 

receptores y su estabilidad en la sinapsis. Además ATV recupera la asociación 

entre NR2B y el receptor de tirosina kinasa (TrkB), sobre el que BDNF actúa para 

activar la cascada Ras-ERK (Gutierrez-Vargas et al., 2014). 

En la mayoría de trabajos en modelos animales de ictus se administran las 

estatinas a unas dosis ≥ 5 mg/Kg (García-Bonilla et al., 2012), dosis 5 veces más 

elevadas que las administradas en humanos. Así, la atorvastatina se administra en 

animales a ≥5-20 mg/Kg mientras que en humanos la dosis máxima es de 80 

mg/dia, que en pacientes de ~ 70 Kg corresponden a 1,2 mg/Kg. 

Atorvastatina (ATV), una de las estatinas más utilizadas en la práctica clínica, es 

bien tolerada en humanos y no presenta efectos adversos (Cilla et al., 1996). Tras 

su administración, ATV es rápidamente metabolizada en el hígado, principalmente 

por CYP3A, generando dos metabolitos activos, ortho-hydroxy atorvastatin (o-

ATV) y para-hydroxy atorvastatin (p-ATV) (Black et al., 1999; Jacobsen et al., 2000; 

Lennernas, 2003; Lins et al., 2003; Lau et al., 2006). El metabolito principal es o-

ATV, cuya concentración en plasma de pacientes es diez veces mayor que la de p-

ATV (Borek-Dohalsky et al., 2006). ATV es detectable en plasma a concentración 

nanomolar hasta las 12 horas de su administración, aunque sus metabolitos 
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 activos se detectan a niveles nM mucho antes (Lins et al., 2003; Lau et al., 2006). 

Se ha estimado que el 70% de ATV se encuentra en forma de metabolitos, que 

son activos inhibidores de HMG-CoA reductasa (Lea and McTavish, 1997; Kantola 

et al., 1998).   

No se ha determinado el posible efecto de las estatinas, a las concentraciones 

presentes en sangre en los pacientes y por tanto relevantes en clínica, sobre las 

señales de supervivencia como pCREB ni su potencial real como moléculas 

protectoras por efecto directo en las neuronas.   
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5. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

En base al conocimiento previo del papel antagónico de los receptores de NMDA 

sinápticos y los receptores de NMDA extrasinápticos en la supervivencia neuronal, 

la presente tesis estudió la intervención sobre la señalización de los NMDARs 

sinápticos (Parte 1) o la identificación de nuevos efectores de los NMDARs 

extrasinápticos (Parte 2) como estrategias para proteger del daño neuronal en el 

ictus isquémico.  

 

5.1. PARTE 1: Intervención sobre los NMDARs sinápticos 

HIPÓTESIS: La activación selectiva de los receptores de NMDA sinápticos al inicio 

de la reperfusión incrementa la fosforilación del factor de supervivencia CREB e 

induce neuroprotección en cultivos primarios de neuronas corticales. 

Objetivos específicos: 

1. Estudiar el efecto de la activación selectiva de receptores de NMDA 

sinápticos sobre la fosforilación de CREB tras la privación de oxígeno y 

glucosa + reperfusión in vitro (OGD/R) y sobre neuroprotección 

2. Establecer, dentro de los fármacos disponibles en el mercado, un posible 

tratamiento farmacológico que actúe sobre CREB y sea capaz de proteger a 

neuronas previamente expuestas a OGD/R. 

 

 

5.2. PARTE 2: Intervención sobre los NMDARs extrasinápticos 

HIPÓTESIS: El cambio en el interactoma de los receptores de NMDA 

extrasinápticos tras la OGD/R permite la identificación de proteínas candidatas a 

ser dianas de intervención para proteger a las neuronas de la muerte excitotóxica 

inducida por OGD/R.  
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Objetivos específicos: 

1. Obtención de los complejos de proteínas asociadas específicamente a los 

receptores de NMDA extrasinápticos. 

2. Análisis de los complejos de proteínas asociadas a receptores de NMDA 

extrasinápticos para identificar posibles candidatos a proteger neuronas 

en riesgo de muerte excitototóxica.  
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6. METODOLOGÍA COMÚN PARA LAS PARTES 1 Y 2 

 

6.1. Cultivo primario de neuronas corticales 

Se realizaron cultivos primarios de neuronas corticales de rata a partir de fetos de 

18 días de la cepa Sprague-Dawley. Los procedimientos en la manipulación y 

sacrificio de los animales fueron aprobados por el Comité Ético de 

Experimentación Animal de la Fundación IGTP y están en conformidad con las 

directrices institucionales nacionales (Artículo 32 del Decreto 214/1997, DOGC 

2450) e internacionales (Guide for the care and use of Laboratory Animal, 

National Institutes of Health, 1985).  

Se utilizaron placas de cultivo de 24 pocillos (1,9 cm2/pocillo), placas de cultivo de 

56,7 cm2 (petri) o sistemas de cámara de cultivo sobre portaobjetos (1,7 

cm2/pocillo), según los procedimientos a realizar posteriormente, y que se 

detallan en los apartados metodológicos específicos. En todos los casos, excepto 

en los ensayos de obtención de muestra de membrana (apartado 8.2), los 

soportes para cultivo fueron tratados con poly-L-lysine (Sigma) durante 24 h a 

37ºC para facilitar la adhesión de las células neuronales. Antes de sembrar las 

células, se lavaron las placas 5 veces con agua estéril. La concentración de poly-L-

lysine utilizada fue 20 µg/ml, 100 µg/ml o 250 µg/ml según los ensayos a realizar 

posteriormente y que se detallan en cada apartado metodológico específico. 

Cada cultivo se realizó a partir de 15-25 cerebros de fetos obtenidos de dos ratas 

gestantes. Para obtener las células a partir del tejido se utilizaron las siguientes 

soluciones: 

- Solución 1: Tampón KREBS (1.2 M NaCl, 48 mM KCl, 13 mM KH2PO4, 250 mM 
NaHCO3 y 140 mM glucosa), 3 mg/mL albúmina sérica bovina (BSA), 30,4 
mg/mL MgSO4, pH 7,4. (Volumen total de 100 mL) 

- Solución 2: 25 mL de solución 1 suplementada con 80 µg/mL de Tripsina. 
- Solución 3: 20 mL de solución 1 suplementada con 1 µg/mL DNAsa I, 25 

µg/mL inhibidor de tripsina y 30,4 mg/mL MgSO4.  
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- Solución 4: 10 mL de solución 1 suplementada con 30,4 mg/mL MgSO4, 14,4 
mg/mL CaCl2 y 40 mg/mL BSA.  

Tanto las soluciones como el medio de cultivo se prepararon el mismo día que se 

realizó el cultivo y se filtraron en condiciones estériles con filtros de acetato de 

celulosa de 0,22 µm de tamaño de poro. 

Las hembras gestantes se sacrificaron por decapitación en condiciones asépticas y 

se extrajeron los fetos y placenta. A partir de este momento, la preparación del 

cultivo se realizó en campana de cultivos en condiciones estériles. Los cerebros de 

los fetos se mantuvieron en solución 1 para evitar un choque osmótico y la 

posibilidad de que se secaran. Se diseccionaron los lóbulos fronto-temporales 

que, una vez limpios de meninges, fueron disgregados mecánicamente utilizando 

dos bisturíes. Se recogieron en 25 mL de solución 1 y se centrifugaron a 200xg 

durante 5 min, descartando el sobrenadante resultante. Para tripsinizar el tejido 

se añadió la solución 2 (contiene tripsina) y se mantuvo 10 min a 37ºC con 

agitación suave. Seguidamente se añadió la solución 3 para inhibir la acción de la 

tripsina y se centrifugó a 200xg durante 5 min. Se descartó el sobrenadante, se 

añadió la solución 4 para limpiar el pellet y se realizó una disgregación mecánica 

suave, pipeteando repetidas veces con la pipeta de 200 µl y la de 1000 µl. Se 

centrifugó a 200xg durante 5 min, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el 

pellet en 4mL de medio de cultivo. El medio de cultivo utilizado fue Neurobasal 

(Gibco) suplementado con 2% B-27 (Gibco), 0,5 µM L-glutamina y 40 µg/mL 

gentamicina. La suspensión celular se pasó por una malla de Nylon de 40 µm para 

obtener una suspensión celular homogénea libre de restos de tejido. 

La concentración de la suspensión celular se calculó mediante contaje celular en 

una cámara de Newbauer. Cinco µL de suspensión celular se diluyeron en 50 µL 

del colorante para distinguir las las células vivas (excluyen el azul de tripano) de 

las células muertas (teñidas) y así realizar el contaje de las células vivas. 

Las neuronas corticales se sembraron a una densidad de 1,5x105 células/cm2 en 

las placas de cultivo préviamente tratadas con poly-L-Lysina en el medio de 
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cultivo mencionado anteriormente y se mantuvieron en un incubador (Galaxy RX 

(RS Biotech)) a 37ºC y en una atmósfera del 95% de aire con un 5% de CO2. 

Se cambió un tercio y un cuarto de medio de cultivo (condicionado) por medio 

fresco a los 4 y 7 días in vitro (DIV, days in vitro), respectivamente. Los 

experimentos se realizaron a los 11-12DIV.  

Cada cultivo a partir de 20-25 fetos permite sembrar neuronas corticales en unas 

12 placas de 24 pocillos o unas 20 placas de petri de 56,7cm2.  

 

6.2. Privación de Oxígeno y Glucosa in vitro + Reperfusión (OGD/R) 

En estudios preclínicos in vitro, la retirada de glucosa combinada con privación de 

oxígeno (OGD) se ha utilizado de forma frecuente como modelo de isquemia 

(Goldberg and Choi, 1993). La excitotoxicidad por glutamato (Choi, 1988), la 

elevación patológica de los niveles intracelulares de calcio (Ca2+) y sodio (Na+) 

(Kristian and Siesjo, 1998)  y la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

(Starkov et al., 2004, Moro et al., 2005) son componentes importantes de la 

cascada excitotóxica producida por la OGD/R. Para realizar los estudios de OGD/R 

comprendidos en esta tesis, se utilizaron cultivos maduros de neuronas corticales 

de 11-12 DIV y se aplicaron algunas modificaciones de protocolos publicados 

anteriormente (Aarts et al., 2003; Serra-Perez et al., 2008).  

 

Los medios de tratamiento se prepararon frescos el mismo día que se realizó el 

experimento y se filtraron en condiciones estériles con filtros de acetato de 

celulosa de 0,22 µm de tamaño de poro. Los medios de tratamiento utilizados 

fueron los siguientes: 

 

- Medio Control: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco) 

suplementado con 25 mM glucosa, que corresponde a la concentración de 

glucosa del medio de cultivo condicionado. 
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- Medio OGD: DMEM (sin glucosa, para reproducir una situación de 

hipoglucemia) 

 

Se retiró el medio de cultivo en el que habían madurado las neuronas (medio 

condicionado) y se guardó en placas gemelas. Se hizo un lavado de los cultivos 

con el medio de tratamiento correspondiente (Control u OGD) y se mantuvieron 

en el medio de tratamiento durante el tiempo de OGD. Las placas con cultivos 

destinados al tratamiento OGD se sometieron a 90 min de hipoxia por exposición 

a una atmósfera pobre en oxígeno (2% O2) en un incubador de hipoxia Galaxy R+ 

(RS Biotech). Este incubador permite establecer en su interior una atmósfera con 

un porcentaje de 02 inferior al ambiental mediante la adición de N2 (que desplaza 

el O2). En paralelo, en las neuronas control se reemplazó el medio condicionado 

por medio control y se mantuvieron en un incubador Galaxy R+ en condiciones de 

normoxia (20% O2) durante 90 min. Una vez transcurridos los 90 min, se retiró el 

medio DMEM y se devolvió el medio condicionado a cada pocillo. En este punto 

se daba por finalizada la OGD y empezaba la fase de reoxigenación y retorno de 

glucosa, correspondiente a la fase de reperfusión in vivo (Figura 15). A lo largo de 

esta tesis doctoral nos referiremos a este procedimiento como OGD/R y a la fase 

de reperfusión como “fase R“.  

 

Para la caracterización del componente glutamatérgico-excitotóxico de este 

modelo se trataron los cultivos de neuronas corticales de 12 DIV con 40 µM CNQX 

(antagonista de AMPARs y kainato) o 10 µM MK801 (antagonista de NMDARs) al 

inicio de la fase R y se determinó la muerte neuronal a las 24 h de R mediante el 

procedimiento que se describe a continuación. 
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6.3. Determinación de la muerte neuronal 

Para determinar la muerte neuronal utilizamos propidium iodide (PI). El PI es un 

compuesto que se introduce en las células que tienen la membrana dañada y que, 

al unirse al DNA, emite fluorescencia. Este compuesto es excluido por la 

membrana plasmática intacta de las células viables por lo que permite diferenciar 

células viables y células muertas en una misma preparación ya que sólo las células 

muertas emiten fluorescencia. Éste método constituye una medida de la pérdida 

de viabilidad celular similar a la obtenida mediante la cuantificación de la 

liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) y a la cuantificada mediante ensayos 

con azul de tripano (Rudolph et al., 1997). La equivalencia PI/LDH en la 

cuantificación de muerte neuronal se había comprobado previamente también en 

nuestro laboratorio. 

 

El procedimiento se basó en el protocolo de Rudolf y cols.. Se añadió 30µM de PI 

(Sigma-Aldrich) al medio condicionado de las neuronas en cultivo. Pasados 15 

Figura 15. Esquema explicativo del protocolo de OGD/R utilizado como modelo de 

isquemia in vitro.  
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min, se midió la fluorescencia a una longitud de onda de excitación de 560nm y de 

emisión a 645nm directamente en las placas de cultivo con el lector Varioskan 

Flash (Thermo Electron Corporation). Esta medición, tomada antes de realizar el 

tratamiento de estudio, se denomina F-1. Las posteriores mediciones se realizaron 

a distintos tiempos después del tratamiento (Fn). La última lectura se realizó a las 

24 h de la fase R y, posteriormente, se añadió al medio condicionado 375 µM de 

digitonina (Sigma-Aldrich) para obtener el valor de muerte máxima (Fmax). Para 

determinar el porcentaje de muerte se utilizó, para cada pocillo, la fórmula 

siguiente: 

 

 
 

Donde: 

F-1 es el valor de fluorescencia basal en cada pocillo previo al tratamiento 

Fn el valor de fluorescencia a cada tiempo tras el tratamiento  

Fmax el valor máximo de fluorescencia de cada pocillo (100% muerte neuronal) 

 

 

6.4. Extracción y determinación de la concentración de proteínas 

6.4.1. Extracción de proteínas 

Todo el proceso de extracción de proteínas se realizó sobre hielo. Se retiró el 

medio condicionado o medio condicionado + tratamientos de los cultivos de 

neuronas corticales y se realizaron dos lavados de los pocillos con PBS (NaCl 137 

mM, KCl 2,6 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM)) o tampón TBS (Tris-Cl 20 

mM, pH 7,6, 137 mM NaCl, 2,6 mM KCl). Seguidamente se añadió el tampón de 

extracción de proteína (20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, 10% Glicerol, 1% Nonidet 

P-40, 2 mM EDTA, pH8) y se raspó mecánicamente el fondo de la placa para 

obtener la máxima cantidad de proteína de las neuronas. Los homogenados 

obtenidos se pasaron a tubos de microcentrífuga, se sonicaron durante 3 min en 
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un sonicador de ultrasonidos y se pusieron en hielo durante 30 min. 

Seguidamente se centrifugaron a 4ºC a 15000xg durante 20 min y se recuperaron 

los sobrenadantes en tubos de microcentrífuga nuevos. Se guardó un alícuota de 

20 µL de cada homogenado para la posterior determinación de la concentración 

de proteína y al volumen restante se le añadió PMSF (phenylmethylsulfonyl 

fluoride) hasta una concentración final de 1 mM e inhibidores de proteasas 

(protease inhibitor cocktail, Sigma). En los estudios en los que interesaba 

mantener intactos los estados de fosforilación se utilizó TBS en lugar de PBS para 

el lavado de los pocillos y se añadió al homogenado NaF y Na3VO4 hasta 1 mM en 

ambos casos. Las muestras se guardaron a -80ºC hasta el momento de su 

utilización. 

 

6.4.2. Determinación de la concentración de proteína 

Para determinar la concentración de proteína en cada una de las muestras se 

utilizó el kit BCA protein assay (Pierce). Este kit se basa en la reducción del ion 

cobre Cu2+ a Cu+, mediada por las proteínas (reacción de Biuret). El ion Cu+ es 

capaz de quelar el bicinchoninic acid (BCA) de manera que se forma un complejo 

de color púrpura soluble en agua. Este complejo da un pico de absorbancia 

máxima a 562 nm y su densidad óptica aumenta de forma lineal dentro de un 

rango de concentración de proteínas, lo que permite establecer una recta patrón 

e interpolar los valores de absorbancia de las muestras para conocer la 

concentración proteica.     

 

    

6.5. Ensayos de Western Blot (WB) 

Para detectar proteínas específicas presentes en la muestra se utilizó la técnica de 

Western Blot (WB). Esta técnica se basa en la separación mediante electroforesis 

en condiciones desnaturalizantes de las proteínas presentes en una muestra 

según el peso molecular, la posterior trasferencia de estas proteínas a una 
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membrana (blot) y finalmente la detección de la/s proteína/s de interés por la 

unión de un anticuerpo específico.   

Los homogenados de proteínas se descongelaron en hielo y se utilizó el volumen 

necesario para cargar la misma cantidad de proteína en cada carril, en función de 

los resultados obtenidos en la determinación de la concentración proteína. 

Siguiendo las especificaciones del sistema XCell4 SureLockTM Midi-Cell (Life 

technologies), se mezclaron los homogenados con el tampón de muestra 1X 

NuPAGE LDS (Life technologies), se añadió el agente reductor (Life technologies) y 

se incubó la muestra a 70ºC durante 10 min con el fin de desnaturalizar las 

proteínas. 

Para realizar los pasos de electroforesis y electrotransferencia, se utilizaron las 

siguientes soluciones que se prepararon el mismo día que se utilizaron a partir de 

soluciones más concentradas que se guardaban a 4ºC. 

- Tampón de electroforesis MOPS/SDS: 50 mM MOPS, 50 mM Tris, 0,1% 

SDS, 1 mM EDTA, pH=7,7. 

- Tampón de transferencia: 27 mM Tris, 197 mM Glicina y 20% metanol. 

A continuación se realizó la electroforesis en geles pre-cast NUPAGE Novex Bis-

Tris Gel 10% (Life technologies). Se retiraron los geles de su envase, se lavaron y 

montaron en el soporte del tanque de electroforesis. Seguidamente se rellenó el 

tanque con tampón de electroforesis, se cargaron las muestras y el marcador de 

peso molecular (MagicMark, Life technologies) y se resolvieron a 200 V durante 

55 min.  

Al finalizar la electroforesis, se procedió a la transferencia de las proteínas del gel 

a una membrana de PVDF-LF (polyvinylidene fluoride - low fluorescence, 

Inmobilon-P, Millipore) previamente activada con metanol. Se hizo el montaje 

tipo sandwich en un cassette con unas rejillas específicas sumergido en un tanque 

con tampón de transferencia. La transferencia se realizó durante 1 h a 100 V y a 

4ºC. 
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El siguiente paso consistió en la inmunodetección de las proteínas de interés 

mediante el uso de anticuerpos específicos. Para ello se utilizaron las siguentes 

soluciones que se preparaban el dia que se iban a utilizar: 

- Tampón de bloqueo para WB: 50% PBS y 50% Blocking Buffer de 

Odyssey (Li-COR). 

- Tampón de incubación para WB: 50% PBS, 50% Blocking Buffer de 

Odyssey y 0,1% Tween-20 (Sigma-Aldrich). 

- Tampón de lavado para WB: PBS+ 0,1% Tween-20.  

Para el estudio de proteínas fosforiladas en todos los pasos se sustituyó el PBS por 

TBS. 

En primer lugar se bloquearon las membranas durante 1 h con tampón de 

bloqueo y seguidamente se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente (TA) o 

toda la noche (O.N, overnight) a 4ºC con un anticuerpo primario específico para la 

proteína de interés. Tras la incubación, se realizaron tres lavados de 5 min y las 

membranas se incubaron durante 45 min resguardadas de la luz con un 

anticuerpo secundario (que detecta al anticuerpo primario) conjugado con 

fluoróforos que emiten en el infrarojo cercano (680 nm y/o 800 nm, LICOR). 

Finalmente se realizaron tres lavados de 5 min con tampón de lavado y un último 

lavado de 10 min con PBS (o TBS en estudios de proteínas fosforiladas).  

Como control de carga de las muestras, se estudió la inmunoreactividad de 

las proteínas Actina (1:5000, Sigma-Aldrich) o Tubulina (1:5000, Sigma-Aldrich). 

La presencia de las proteínas de interés en las membranas se detectó y analizó 

con un sistema de generación y análisis de imágenes basada en la Fluorescencia 

del Infrarrojo Cercano de Odyssey (Li-COR). La intensidad de las bandas en las 

membranas se cuantificó con el programa específico del mismo sistema (software 

Odyssey V3.0) y así se pudieron comparar los diferentes tratamientos. Los valores 

densitométricos de las bandas que correspondían a las proteínas de estudio se 

normalizaron con los valores de las bandas de actina o tubulina correspondientes. 
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6.6. Inmunocitofluorescencia (ICF) 

La ICF es una técnica para la localización de moléculas en células cultivadas 

mediante el empleo de moléculas específicas fluorescentes llamadas fluoróforos o 

fluorocromos. Estos fluoróforos emiten luz unos nanosegundos después de haber 

absorbido luz de menor longitud de onda.   

Para el ensayo de ICF se utilizaron las siguientes soluciones preparadas frescas el 

día del ensayo: 

- Solución 4% paraformaldehído (Panreac) - 2% sacarosa (Fluka): Se disolvió 1 g 

de paraformaldehído en 20 mL de agua miliQ en agitación y a una 

temperatura de 65ºC. Añadimos 20 µL de NaOH 10 M para ayudar en el 

proceso de disolución. Una vez disuelto se añadieron 2,5 mL de PBS 10X y 0,5 

g de sacarosa. Finalmente se ajustó el pH a 7,2 con HCl al 25%. Se filtró y se 

guardó protegida de la luz a 4ºC hasta su utilización.  

- Tampón de bloqueo para ICF: PBS + 3% BSA. 

- Tampón de incubación para ICF: PBS + 1% BSA. 

- Tampón de lavado para ICF: PBS + 20 mM de Glicina  (Sigma-Aldrich) (para 
reducir el background de autofluorescencia en la muestra). 

Para el estudio de proteínas fosforiladas en todos los pasos se sustituyó el PBS por 

TBS. 

La ICF se realizó en neuronas corticales 11-12 DIV sembradas en sistemas de 

cámara de cultivo sobre portaobjetos (Millicell EZ slide de Millipore) o sobre 

cubreobjetos de 12 mm de grosor dispuestos dentro de los pocillos de las placas. 

En ambos casos, fueron tratados previamente con 100 µg/ml poly-L-lysine y 

lavados con PBS.  

En primer lugar se realizaron tres lavados de 5 min con tampón de lavado y los 

cultivos se fijaron con 4% paraformaldehido-2% sacarosa en PBS durante 40 min a 

4ºC. Se realizaron 3 lavados de 5 min, y las células se permeabilizaron durante 8 

min con metanol previamente enfriado -20ºC y tras 3 nuevos lavados de 5 min se 
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bloqueó durante 30 min a TA en tampón de bloqueo. Seguidamente se incubó en 

la solución de incubación con un anticuerpo primario a la dilución 

correspondiente (detalladas en los apartados 7.4, 7.5 y 8.4) durante 1-2 h a TA u 

O.N. a 4ºC. Se hicieron 3 lavados de 5 min y se incubó en la solución de incubación 

con el anticuerpo secundario apropiado unido a un fluorocromo y a la dilución 

detallada en las tablas de los apartados específicos (7.4, 7.5 y 8.4), durante 45 min 

a TA y protegido de la luz. De nuevo se lavaron los pocillos y se incubaron con PBS 

+ 0,2 µg/mL de Hoechst-33422 (Life Technologies) durante 10 min a TA. El 

Hoechst-33422 es un compuesto al cual las células son permeables y que emite 

fluorescencia azul cuando se une al ADN (ácido desoxirribonucleico, 

deoxyribonucleic acid) de doble cadena. De esta manera se pueden visualizar 

fácilmente todos los núcleos celulares en una preparación. Se realizaron 3 nuevos 

lavados de 5 min y se dejaron secar las muestras. En el caso de los sistemas de 

cámara de cultivo sobre portaobjetos, se separó la cámara de cultivo de los 

portaobjetos, se añadió una gota de medio de montaje Fluoromount (Sigma) y un 

cubreobjetos encima. En el caso de los cubreobjetos se colocaron sobre un 

portaobjetos con una gota de Fluoromount (Sigma). A las 24 h, se sellaron los 

cubreobjetos a los portaobjetos con pintauñas transparente y se guardaron 

protegidos de la luz a 4ºC. 

 

Adquisición de las imágenes 

En los estudios para determinar el efecto de los diferentes tratamientos sobre los 

niveles de las proteínas de interés, las imágenes se adquirieron en un microscopio 

invertido Axio Observer Z1, Apotome inverted microscope (Carl Zeiss). Para la 

obtención de las imágenes se utilizó el módulo ApoTome acoplado al microscopio 

Axio Observer Z1. Se trata de un sistema óptico basado en tres gradillas de 

diferentes frecuencias, que se modifican según el grosor de la muestra y del 

fluoróforo utilizado, y se utiliza para prevenir puntos desenfocados y posible ruido 

de fondo de la muestra. Mediante este sistema se obtienen imágenes de elevado 
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contraste y una resolución en la dirección Z incrementada respecto a las imágenes 

realizadas con microscopia de fluorescencia convencional.  

Para los estudios de colocalización, las imágenes se adquirieron con un 

microscopio invertido Axio Observer Z1 acoplado a un módulo confocal Zeiss LSM 

710 equipado con 7 líneas de láseres (405, 458-488-514, 543, 594, 633) y software 

de adquisición y análisis de imágenes ZEN black 2012 (Carl Zeiss).  

 

En ambos casos se utilizó la función Z-Stack que permitió la obtención de 10 

secciones ópticas en el eje Z, obteniendo secciones de 0,5 µm separadas entre sí 

por 0,5 µm (Figura 16). Estas secciones son, según nuestra experiencia, suficientes 

para permitir estudiar la totalidad de la neurona.   

 

 

 
Para comprobar que la señal fluorescente era debida exclusivamente a la 

detección específica de anticuerpo primario, se realizaron controles negativos en 

los que se omitió la presencia de anticuerpo primario en la incubación. Estos 

controles negativos nos permitieron determinar el nivel de exposición máximo de 

cada fuoróforo para que la señal obtenida fuese debida únicamente a la proteína 

de estudio.  

 

Para la caracterización de la pureza de los cultivos, porcentaje de neuronas 

GABAérgicas y la expresión de las subunidades NR2A y NR2B en neuronas de       

Figura 16. Esquema del método de adquisición de las imágenes. Se tomaron 10 secciones 
ópticas de 0,5 µm para cada campo analizado del pocillo. Mediante el software Axiovision se 
obtuvo también la imagen completa (proyección) formada por las 10 secciones ópticas.  
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12 DIV se adquirieron las imágenes con el microscopio Axio Observer Z1 y se 

realizaron 10 secciones ópticas. La adquisición y análisis de las imágenes 

específica de cada uno de los estudios realizados en esta tesis doctoral se detallan 

en los correspondientes apartados metodológicos (7.4, 7.5 y 8.4). Los anticuerpos 

utilizados en el apartado de caracterización fueron los siguientes: 

 

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en la caracterización del cultivo primario de neuronas 
corticales.  

Anticuerpos Primarios Dilución Casa comercial 

Mouse anti-NMDAR subunit NR2A 1:100 Millipore 

Mouse anti-NMDAR subunit NR2B 1:100 Millipore 

Mouse anti-microtubule-associated protein 2 (MAP-2) 1:500 Sigma-Aldrich 

Rabbit anti-glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) 1:2000 Dako 

Anticuerpos Secundarios Dilución Casa comercial 

AlexaFluor 488 donkey anti-mouse 1:200 Life technologies 

AlexaFluor 555 donkey anti-mouse 1:200 Life technologies 

AlexaFluor 488 donkey anti-rabbit 1:200 Life technologies 

 

 

6.7. Análisis estadístico 

Los datos se muestran como la media ± desviación estándar y se procesaron con 

el paquete de software estadístico Graph Pad. Cuando se compararon los valores 

promedio de dos grupos de tratamiento (Control y OGD/R), se estudió la 

significación estadística mediante el test t de Student. Para los experimentos en 

los que se compararon los valores promedio de varios grupos (Control- vehículo, 

Control-tratado, OGD-vehículo, OGD-tratado) se realizó el test ANOVA de dos 

factores para determinar si existían diferencias significativas entre las medias y si 

había interacción entre ellas. Seguidamente se utilizó el test de Bonferroni para 

comparaciones entre medias individuales.   
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En todos los casos se estudió en primer lugar la homogeneidad de la varianza. En 

aquellos casos en los que hubo diferencias significativas en la homogeneidad de la 

varianza, se transformaron los datos a su logaritmo en base 10 y se volvieron a 

analizar estadísticamente. Se consideró que los datos eran significativamente 

diferentes cuando p fue inferior a 0,05 y se representó de la siguiente manera: 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

 

 

7. METODOLOGÍA ESPECÍFICA PARA LA PARTE 1: Intervención 
sobre NMDARs sinápticos 

 

Los objetivos específicos de la primera parte de esta tesis doctoral se dirigieron al 

estudio del efecto de la activación de NMDARs sinápticos tras la OGD/R sobre la 

expresión de pCREB, así como al establecimiento de un posible tratamiento 

farmacológico que actuara sobre este factor de transcripción y protegiera a las 

neuronas de la OGD/R.  

 

7.1. Inducción farmacológica de los niveles de pCREB mediante la 

activación de NMDARs sinápticos 

Varios autores han descrito que la activación específica de NMDARs sinápticos 

induce la activación y fosforilación de CREB mientras que la activación de 

NMDARs extrasinápticos bloquea esta vía de activación (Hardingham and Bading, 

2002; Terasaki et al., 2010). Para inducir este efecto sobre la activación de CREB 

mediante la activación de NMDARs sinápticos nos basamos en protocolos 

descritos previamente (Hardingham and Bading, 2002; Ivanov et al., 2006; Leveille 

et al., 2010). En la siguiente tabla se detallan los compuestos que se utilizaron 

para esta inducción farmacológica y sus respectivas funciones.  
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Tabla 3. Compuestos utilizados en el protocolo de inducción farmacológica de los niveles 
de pCREB mediante la activación de NMDARs sinápticos. 

Compuesto Concentración Función Casa comercial 

(2R)-amino-5-
phosphonovaleric 

acid (D-AP5) 
100 µM 

Antagonista competitivo de 
NMDARs 

Sigma-Aldrich 

6-cyano-7-
nitroquinoxaline-2,3-

dione (CNQX) 
40 µM 

Antagonista competitivo de 
receptores AMPA y kainato 

Sigma-Aldrich 

Bicuculine 10 µM 
Antagonista competitivo de los 

receptores GABA 
Sigma-Aldrich 

Glicine 10 µM Co-agonista de los NMDARs Sigma-Aldrich 

Nifepidine 5 µM Bloquea canales de Ca2+ Sigma-Aldrich 

NMDA 100 µM 
Agonista de glutamato que se une 

a NMDARs y los activa 
Sigma-Aldrich 

Ro25-6981 10 nM 
Inhibidor específico de NMDARs-

NR2B 
Sigma-Aldrich 

Tetrodotoxin (TTX) 1 µM Bloquea canales de Na+ Sigma-Aldrich 

 

 
   

    

7.1.1. Pretratamiento para unificar el estado de actividad 

excitatoria tras la OGD 

Al finalizar los 90 minutos de OGD y previamente a la activación farmacológica de 

los NMDARs sinápticos, sustituimos el medio control u OGD por medio de 

preincubación (DMEM suplementado con 25 mM glucosa al que se añadió 40 µM 

CNQX, 100 µM D-AP5, 5 µM de nifepidina y 1 µM de TTX. De esta manera se 

inhibió de forma transitoria la neurotransmisión a través de receptores 

AMPA/Kainato, NMDARs, canales de Ca2+ y canales de Na+, respectivamente (ver 

tabla 2). Este pretratamiento se realizó tanto en cultivos sometidos a OGD/R 

como en controles basales, refiriéndonos como controles basales a cultivos que 

no había sido sometidos a ningún cambio previo a este pretratamiento (Figura 

17). 
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En el protocolo original en el que nos hemos basado (Ivanov et al., 2006), los 

autores observaron que la omisión de este paso previo resultaba en una elevada 

variabilidad de la actividad basal de algunas de las quinasas reguladas por señales 

extracelulares (ERKs: Extracellular signal-regulated kinases) en condiciones 

control y que disminuía el número de neuronas que mostraban activación de ERKs 

tras la activación de la actividad sináptica mediante administración de bicuculina  

o NMDA. En este estudio los autores realizaban este paso de preincubación 

durante 3 h, en nuestras condiciones experimentales observamos que una 

preincubación de 30 min a 37ºC era suficiente para evitar la variabilidad asociada 

a la no-sincronización de los potenciales de acción en las neuronas de nuestros 

cultivos.  

 

 

7.1.2. Activación selectiva de los NMDARs sinápticos 

Para activar selectivamente NMDARs sinápticos utilizamos dos protocolos 
diferentes: 
 
 
Protocolo 1 (Syn1) 

Para activar los NMDARs sinápticos, se retiró el medio de preincubación y se lavó 

con medio Syn1 (DMEM fresco suplementado con 25 mM glucosa, 10 µM 

bicuculina, 10 µM glicina y 5 µM nifepidina) para eliminar posibles restos de TTX, 

D-AP5 y CNQX. Posteriormente se expusieron las neuronas a este medio Syn1 

durante 10 min a 37ºC. La exposición a bicuculina en presencia del inhibidor de 

canales de Ca2+ nifepidina, provoca la liberación de glutamato en los terminales 

sinápticos y en consecuencia, la activación de NMDARs sinápticos (Hardingham 

and Bading, 2002, Ivanov et al., 2006; Liu et al., 2007).     
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Protocolo 2 (Syn2) 

Para activar los NMDARs sinápticos mediante este protocolo, se retiró el medio de 

preincubación y se lavó con medio Syn2 (DMEM fresco suplementado con 25 mM 

glucosa, 100 µM NMDA, 10 nM Ro25-6981, 10 µM glicina y 5 µM nifepidina) para 

eliminar posibles restos de TTX, D-AP5 y CNQX. Posteriormente se expusieron las 

neuronas a este medio Syn2 durante 10 min a 37ºC. Con este protocolo se 

activaron los NMDARs sinápticos y extrasinápticos mediante la administración de 

100 µM NMDA (N-Methyl-D-aspartic acid, agonista de los NMDARs) a la vez que 

se inactivaron los NMDARs extrasinápticos con un inhibidor selectivo de la 

subunidad NR2B, Ro25-6981, subunidad que, según lo que se ha descrito en la 

bibliografía, está presente principalmente en las zonas extrasinápticas (Tovar and 

Westbrook, 1999, Hardingham and Bading, 2002) (Vizi et al., 2013). El compuesto 

NMDA tiene la capacidad de activar la totalidad de los NMDARs pero en presencia 

del compuesto Ro25-6981 se produce la inactivación de los receptores 

extrasinápticos, restando activos únicamente los NMDARs sinápticos.  
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7.2. Tratamiento con Atorvastatina o su Metabolito de cultivos 

neuronales sometidos a OGD/R 

Se prepararon soluciones stock a 5 mM de Atorvatatina (ATV) o su metabolito (o-

ATV) disolviendo los viales cedidos por Pfizer S.A. en DMSO, se alicuotaron y se 

guardaron a -20ºC. Al realizar el tratamiento se diluyó este stock para obtener las 

concentraciones deseadas de los fármacos, 100 y 600 nM. La concentración final 

máxima de DMSO en el medio de cultivo fue de 0,012%, concentración que no 

afecta a la viabilidad celular de los cultivos corticales (Hanslick et al., 2009). El 

tratamiento con vehículo contenía también esta concentración de DMSO.  

 

Las concentraciones que se utilizaron de ambos compuestos fueron 600 nM y 100 

nM. Bosel J. y cols. demostraron que el tratamiento con 1 µM de ATV es tóxico en 

cultivos neuronales. Se eligió la concentración de 600 nM porque vimos que era 

suficiente para tener el efecto deseado, alargaba la protección a 24 h y, además, 

se encuentra por debajo de las concentración (1 µM) de ATV  que produce un 

efecto neurotóxico (Schulz et al., 2004; Bosel et al., 2005a; Bosel et al., 2005b). 

Por otro lado, se testó la concentración de 100 nM debido a que está 

comprendida en el rango de concentración de o-ATV hallada en suero de 

pacientes tratados con ATV (Lins et al., 2003; Guillen et al., 2009) y que además ha 

demostrado eficacia frente a la muerte por glutamato en cultivos neuronales 

(Bosel et al., 2005).   

 

Para estudiar el efecto de ATV y o-ATV en la muerte neuronal inducida por OGD/R 

se sometieron los cultivos de neuronas corticales a 90 min de OGD. ATV u o-ATV 

se añadieron a las concentraciones mencionadas al medio de cultivo condicionado 

que habíamos reservado inmediatamente antes de retornarlo a las células al 

finalizar los 90 min de OGD y se mantuvieron a lo largo de la fase R (Figura 18). El 

efecto de estos tratamientos sobre la expresión de pCREB se estudió dentro de la 

primera hora de fase R. La muerte neuronal se determinó a los 15 min, 1 h y 24 h 

la fase R mediante la cuantificación de la incorporación de PI (apartado 6.3).  
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7.3. Estudio de los niveles proteicos de CREB y pCREB mediante 
WB 
 

Para estudiar los niveles proteicos de CREB y pCREB en cultivos de neuronas 

corticales tras la activación de NMDARs sinápticos se siguió el protocolo de WB 

detallado previamente en el apartado 6.5. Se partió de extractos de proteína 

obtenidos a partir de dos pocillos de una placa de 24 y se cargaron 20 µg de 

proteína por carril. Como control de carga de muestras se utilizó la proteína 

tubulina. Los valores densitométricos de las bandas correspondientes a CREB se 

normalizaron con los valores de las bandas de tubulina correspondientes y 

seguidamente calculamos el ratio pCREB/CREB. Se realizaron 3 experimentos 

independientes con 6 réplicas por condición en cada uno de ellos. Los anticuerpos 

específicos utilizados fueron: 

 

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en el estudio de los niveles proteicos de CREB y pCREB 

mediante WB 

Anticuerpos Primarios Dilución Casa comercial 

Mouse anti-cAMP response element-binding protein 
(CREB) 

1:75 Millipore 

Mouse anti-Tubulin 1:5000 Sigma-Aldrich 

Rabbit anti-phospho cAMP response element-binding 
protein, Ser133 (pCREB) 

1:150 Millipore 

Anticuerpos Secundarios Dilución Casa comercial 

IRDye 680 Donkey Anti-mouse 1:15000 Li-COR 

IRDye 800 Donkey Anti-mouse 1:15000 Li-COR 

IRDye 680 Donkey Anti-rabbit 1:15000 Li-COR 
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7.4. Estudio de pCREB, GAD65/67 y 4-HNE mediante ICF 

Para todos los estudios realizamos tres experimentos independientes y se 

adquirieron 10 campos diferentes por condición y experimento. En cada 

experimento independiente se utilizaron controles negativos para establecer el 

umbral por debajo del cual la señal obtenida era específica de las proteínas de 

interés y se adquirieron las imágenes con el mismo tiempo de exposición para 

cada fluoróforo. 

 

Se determinó el efecto de la activación de NMDARs sinápticos y del tratamiento 

con ATV u o-ATV sobre la expresión de pCREB, GAD65/67 y 4-HNE mediante 

ensayos de ICF. En ambos casos se partió de neuronas corticales de 11-12 DIV 

sembradas en sistemas de cámara de cultivo sobre portaobjetos (Millicell EZ slide 

de Millipore) previamente tratados con 100 µg/ml poly-L-lysine. Las imágenes se 

adquirieron en un microscopio invertido Axio Observer Z1, Apotome inverted 

microscope (Carl Zeiss) mediante la adquisición de 10 secciones ópticas de 0,5 µm.  

 

Estudio de la activación de NMDARs sinápticos sobre pCREB 

En el estudio de la activación de NMDARs sinápticos sobre pCREB, se realizó la 

proyección de las 10 secciones ópticas adquiridas utilizando la función 

MaximumProjection del software Axiovision (Carl Zeiss). Seguidamente realizamos 

el contaje manual de núcleos totales (marcados en azul por Hoechst) y de células 

que expresaban pCREB en cada campo. Los resultados se mostraron como el 

porcentaje de neuronas que expresaban pCREB respecto al total de neuronas 

(núcleos) de cada campo analizado.  

 

Estudio del efecto del tratamiento con ATV u o-ATV sobre pCREB, GAD65/67 y 4-

HNE 

Para analizar el efecto del tratamiento con ATV u o-ATV sobre la activación de 

CREB también se realizó la proyección de las diez secciones ópticas mediante la 

función MaximumProjection del software Axiovision (Carl Zeiss). Seguidamente se 
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contaron manualmente los núcleos totales (marcados en azul por Hoechst) de 

neuronas que expresaban pCREB, neuronas que expresaban GAD65/67 y de 

neuronas positivas para GAD65/67 que además expresaban pCREB. Realizamos 

los contajes en cada campo adquirido y se mostraron los resultados como el 

porcentaje de neuronas que expresaban GAD65/67 respecto al total de neuronas 

(núcleos) de cada campo o de neuronas positivas para GAD65/67 y pCREB 

respecto al total de núcleos de cada campo analizado.      

 

Por otro lado, también se analizó el efecto del tratamiento con ATV u o-ATV sobre 

la intensidad (OD, optical density) de pCREB. La cuantificación de la intensidad se 

realizó como en los anteriores ensayos, en imágenes adquiridas siempre en las 

mismas condiciones de tiempo de exposición para cada fluoróforo y de nuevo se 

utilizaron los valores de fluorescencia de la señal de los anticuerpos secundarios 

utilizados en los controles negativos para establecer el umbral de la señal 

inespecífica de cada fluoróforo. Esto determinó el tiempo de exposición máximo a 

partir del cual la señal obtenida se debía únicamente a la presencia de la proteína 

estudiada. Se realizó la cuantificación de la intensidad con el software ImageJ 

(Dr.W.Rasband, NIH) en cada una de las secciones ópticas de la imagen y se 

realizó el sumatorio para obtener el valor de intensidad del campo analizado en 

todas sus dimensiones. Se realizó el contaje manual de núcleos totales en cada 

campo y se mostraron los resultados como intensidad (OD) respecto al número de 

núcleos totales.  

Se analizó también el efecto de estos tratamientos sobre el compuesto 4-

hydroxynonenal (4-HNE), compuesto resultante de la peroxidación lipídica y 

ampliamente conocido como marcador de estrés oxidativo (Niki, 2009). La 

peroxidación lipídica es un proceso disparado por los elevados niveles de radicales 

libres producidos durante la isquemia y que provoca daño en los lípidos de 

membrana (Esterbauer et al., 1987; Esterbauer et al., 1991, Cheeseman and 

Slater, 1993). El compuesto 4-HNE es liberado durante este proceso y provoca la 

modificación de proteínas de citoesqueleto y transportadores de glutamato entre 
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otras, generando daño axonal, producción de radicales libres e incremento de 

Ca2+ intracelular (Comporti, 1989; McKracken et al., 2001). En 2013 un estudio 

demostró que ATV presenta la capacidad de reducir los niveles de estrés oxidativo 

actuando sobre este compuesto 4-HNE (Kurata et al., 2013). Para determinar si el 

efecto neuroprotector del tratamiento con o-ATV era debido, en parte, a un 

efecto antioxidante se estudiaron los niveles de 4-HNE en cultivos neuronales 

sometidos a OGD/R. La cuantificación de intensidad de 4HNE se realizó siguiendo 

las indicaciones para pCREB y detalladas en el párrafo anterior. Los anticuerpos 

utilizados en esta primera parte del estudio fueron: 

 

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en el estudio de la expresión de pCREB, GAD65/67 y 4-HNE 
mediante ICF 

Anticuerpos Primarios Dilución Casa comercial 

Mouse anti-microtubule-associated protein 2 (MAP-2) 1:500 Sigma-Aldrich 

Goat anti- glutamate decarboxylase isoforms 65/67 (GAD65/67) 1:60 
Santa Cruz 

Biotechnology 

Rabbit anti-4 Hydroxynonenal (4-HNE) 1:750 Alexis Corporation 

Rabbit anti-phospho cAMP response element-binding protein, 
Ser133 (pCREB) 

1:150 Millipore 

Anticuerpos Secundarios Dilución Casa comercial 

AlexaFluor 488 donkey anti-mouse 1:200 Life technologies 

AlexaFluor 555 donkey anti-mouse 1:200 Life technologies 

AlexaFluor 555 donkey anti-goat 1:200 Life technologies 

AlexaFluor 488 donkey anti-rabbit 1:200 Life technologies 

AlexaFluor 555 donkey anti-rabbit 1:200 Life technologies 
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7.5. Estudio de la colocalización de las subunidades NR2A y NR2B 

con neuroligina 

La colocalización mediante microscopía confocal permite determinar si dos (o 

más) moléculas de interés se expresan simultáneamente en un mismo vóxel (píxel 

tridimensional) de una preparación. Se pone de manifiesto mediante la visión de 

la mezcla de colores de los diferentes fluorocromos/marcadores. El microscopio 

de fluorescencia confocal permite la adquisición de imágenes digitales de alta 

resolución correspondientes a la fluorescencia producida en distintos planos de 

foco (confocal), y produce secciones ópticas a lo largo del eje z de una muestra 

marcada con uno o varios fluorocromos. Esto es posible porque, por una parte, la 

fuente de iluminación utilizada es láser, en la que el haz de luz se mantiene 

perfectamente lineal al propagarse. Por otra parte, en los microscopios confocales 

existe una pieza llamada "diafragma de detección confocal" o "pinhole", que 

consiste en un pequeño orificio en el filtro detector de la luz que impide el paso 

de la señal que procede de los planos de la muestra que no están enfocados. Así, 

se obtiene sólo la información de la región enfocada, denominada "plano focal", y 

se elimina el resto. Como resultado final se logran imágenes de mejor calidad, 

como cortes virtuales de las muestras analizadas. Desde el punto de vista digital, 2 

fluorocromos colocalizan cuando su emisión coincide en un mismo vóxel. 

 

Para los estudios de colocalización entre las subunidades NR2A y NR2B de los 

NMDARs y el marcador sináptico neuroligina en condiciones control u OGD/R1h, 

se partió de neuronas corticales de 11-12 DIV sembradas sobre cubreobjetos de 

12 mm de grosor dispuestos dentro de los pocillos de las placas previamente 

tratados con 100 µg/ml poly-L-lysina y lavados con PBS. Se realizaron 3 

experimentos independientes y se adquirieron 15 campos por condición y 

experimento. Las imágenes se adquirieron con un microscopio invertido Axio 

Observer Z1 acoplado a un módulo confocal Zeiss LSM 710 equipado con 7 líneas 

de láseres, mediante la adquisición de 10 secciones ópticas de 0,5 µm. Se 
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analizaron las imágenes obtenidas mediante el software ZEN Black 2012 (Carl 

Zeiss).  

Para cada sección óptica se analizó el grado de colocalización teniendo en cuenta 

los valores de las intensidades en cada uno de los canales (rojo y verde) mediante 

el cálculo del coeficiente de correlación de Pearson ( rp) (Manders et al., 1992). El 

software realiza el cálculo de este coeficiente mediante la aplicación de la 

siguiente fórmula: 

 

Donde Ri  y Vi y se refieren a los valores de intensidad del vóxel i de los canales 

rojo y verde, respectivamente y Rmed y Vmed se refieren a las intensidades medias 

de los canales rojo y verde, respectivamente, para la totalidad de los vóxeles que 

conforman la  imagen. 

Este coeficiente representa el porcentaje de colocalización de los píxeles en 

ambos canales. La colocalización puede ir de 0 a 1 (en porcentaje 0-100%). Un 

valor rp =1 significa q las intensidades para cada canal de los voxels de una imagen 

están perfectamente solapados. Los valores cercanos a cero reflejan 

distribuciones de las intensidades para cada canal que no están correlacionados 

en absoluto.  

Se adquirieron los valores correspondientes al coeficiente de Pearson calculado 

por el software para cada sección óptica de las muestras, y se calculó la media de 

los valores de las secciones para obtener un valor de coeficiente de Pearson de la 

imagen completa. Los anticuerpos utilizados para el estudio de colocalización 

fueron: 
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Tabla 6. Anticuerpos utilizados en el estudio de la colocalización de las subunidades NR2A 

y NR2B con neuroligina 

Anticuerpos Primarios Dilución Casa comercial 

Mouse anti-NMDAR subunit NR2A 1:100 Millipore 

Mouse anti-NMDAR subunit NR2B 1:100 Millipore 

Goat anti-neuroligin 1 1:50 Santa Cruz Biotechnology 

Anticuerpos Secundarios Dilución Casa comercial 

AlexaFluor 488 donkey anti-mouse 1:200 Life technologies 

AlexaFluor 555 donkey anti-goat 1:200 Life technologies 

 

 

 

8. METODOLOGÍA ESPECÍFICA PARA LA PARTE 2: Intervención 
sobre NMDARs extrasinápticos 

 

Los objetivos específicos de la segunda parte de la presente tesis doctoral se 

dirigieron a la identificación de moléculas que actuaran en la vía de señalización 

hacia muerte neuronal de los NMDARs extrasinápticos sobre las que se pudiese 

intervenir para proteger a las neuronas del daño excitotóxico.  

 

8.1. Modelos animales 

Para investigar si el efecto observado en el procesamiento proteolítico de NR2B, 

DAPK1 y GIPC en nuestro modelo OGD/R se observaba también en el ictus 

experimental in vivo, sometimos ratas Sprague Dawley a la oclusión de la arteria 

cerebral media (MCAO, Middle cerebral artery (MCA) occlusion) mediante dos 

técnicas diferentes: Oclusión transitoria de la MCA (t-MCAO) por ligadura y por 

filamento intraluminal. En ambos modelos se produce una lesión en el hemisferio 

correspondiente a la MCA ocluida (siempre cortical en el caso del modelo de 

ligadura; cortical y subcortical en el caso del modelo de filamento intraluminal) 
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que se evalúa mediante la técnica de tinción con 2,3,5-Triphenyltetrazolium 

chloride (TTC) a las 24 h de haber realizado la oclusión. Esta técnica permite 

visualizar la zona de tejido infartado que no queda teñido por el TTC. En ambos 

modelos, las lesiones que se observan son reproducibles. Para ambos modelos 

expusimos 6 ratas a tMCAO y utilizamos la información anatómica antes 

mencionada para diseccionar la zona potencialmente isquémica y la 

correspondiente zona contralateral 2 h después del inicio de la reperfusión (a 2 h 

post isquemia no se puede visualizar, mediante la tinción por TTC, la zona 

potencialmente dañada y por lo tanto se tiene que predecir en base a la 

reproducibilidad de los modelos). Para la homogenización del tejido se utilizó el 

sistema GentleMac y un buffer compuesto por 65,5 mM Tris-Cl pH 6,8, 2% SDS y 

10% glicerol y posteriormente se realizó la técnica de WB (apartado 6.5). En los 

estudios in vivo comparamos los niveles y las bandas de DAPK1, NR2B y GIPC en el 

hemisferio ipsilateral con la expresión de estas proteínas en el hemisferio 

contralateral (hemisferio sano) de cada animal.  

 

8.1.1. Oclusión transitoria de la arteria cerebral media (t-

MCAO) por ligadura  

La tMCAO por ligadura (MCAO-L) se realizó siguiendo el procedimiento descrito 

por Chen ST. y cols. (Chen et al., 1986) con pequeñas modificaciones. Todos los 

procedimientos quirúrgicos se realizaron usando un microscopio quirúrgico. Las 

ratas se anestesiaron con isoflurano al 5% y se mantuvieron con isoflurano al 1,5% 

durante la cirugía y la reperfusión temprana. Se hizo una oclusión transitoria por 

ligadura de las arterias carótidas comunes bilaterales con una sutura de seda 4-0. 

Mediante craneotomía se dejó al descubierto la MCA y bajo un microscopio 

binocular quirúrgico se procedió a realizar la oclusión por ligadura transitoria con 

una sutura de seda 10-0. Una hora más tarde, se deshicieron todas las oclusiones, 

se retiraron las suturas y se comprobó visualmente la restauración inmediata del 

flujo de sangre. Después de la cirugía se administró analgesia por inyección 
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intraperitoneal de meloxicam (2 mg/Kg, Metacam ®), los animales se devolvieron 

a sus jaulas y se permitió el libre acceso a agua y alimentos. 

 

8.1.2. Oclusión transitoria de la arteria cerebral media (t-

MCAO) por filamento intraluminal 

La tMCAO por filamento intraluminal (MCAO-F) se realizó siguiendo el 

procedimiento descrito por Longa EZ. y col. (Longa et al., 1989) con pequeñas 

modificaciones. Todos los procedimientos quirúrgicos se realizaron usando un 

microscopio quirúrgico. Se anestesió al animal con Sevoflurano al 6% y se 

mantuvo al 3% durante el procedimiento quirúrgico. Un filamento de 4-0 de nylon 

con un engrosamiento de silicona en la punta se insertó por la arteria carótida 

derecha interna hasta el origen de la arteria cerebral media. Se realizó una 

oclusión por ligadura transitoria de la carótida izquierda. Se comprobó mediante 

laser Doppler la caída de flujo, indicadora de la oclusión, y se monitorizó durante 

los 90 min que dura la oclusión. El filamento y la sutura de la carótida 

contralateral se retiraron cuidadosamente para permitir la reperfusión. Después 

de la cirugía se administró analgesia por inyección intraperitoneal de meloxicam 

(2 mg/Kg, Metacam ®), los animales se devolvieron a sus jaulas y se permitió el 

libre acceso a agua y alimentos. 

 

8.2. Obtención de muestras de membrana plasmática neuronal 

Para obtener muestras de membrana plasmática a partir de cultivos adherentes 

de neuronas corticales se siguió el protocolo descrito por Bezrukov L 2009 

(Bezrukov et al., 2009), que permite eliminar el citoplasma de las células (y por 

tanto los complejos citoplasmáticos) por métodos físicos sencillos y deja 

adheridos a la placa solamente los fragmentos de membrana. Este método se 

basa en la adhesión especialmente fuerte de las neuronas a una capa de poly-L-

lysine preparada en tampón borato 0,15 M (50 mM boric acid (Sigma-Aldrich) y 

12,5 mM sodium tetraborate (Na2B4O7, pH 8,3) (Fluka)) seguido de lisis hipotónica 

con agua destilada a 4ºC y varios pasos de lavado. La contaminación de la 
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membrana plasmática aislada por orgánulos celulares es menor al 5% (Bezrukov 

et al., 2009).  

 

Previamente al cultivo de las neuronas corticales, se trataron placas Petri (56,7 

mm2) con una solución de 250 µg/ml de poly-L-lysine disuelta en tampón borato a 

37ºC ON para incrementar la adhesión de las neuronas a la superficie de la placa. 

Al día siguiente se realizaron 5 lavados con agua destilada estéril para eliminar el 

exceso de poly-L-lisine. El cultivo de las neuronas corticales se realizó siguiendo el 

protocolo habitual detallado en el apartado 6.1. A los 11-12 DIV, se retiró el 

medio condicionado y se hicieron tres lavados con TBS para eliminar neuronas no 

adheridas a la placa. Para la disrupción celular se incubaron los cultivos con 10 mL 

de agua destilada estéril a 4ºC durante 1 min. Seguidamente se hicieron dos 

lavados con 10 mL de TBS para retirar los restos intracelulares. Se repitieron los 

pasos de disrupción celular dos veces más. En este punto en que queda 

solamente la membrana plasmática adherida a la placa, se realizó la extracción de 

proteína siguiendo el protocolo del apartado 6.4.1.  

 

 

8.3. Estudio de los niveles proteicos de pDAPK1, DAPK1, NR2B y 
GIPC mediante WB 
 

Para estudiar los niveles totales de pDAPK1, DAPK1, NR2B y GIPC se partió de 

extractos de proteína obtenidos a partir de dos pocillos de una placa de cultivo de 

24 y se cargaron 20 µg de proteína por carril. En el caso de las muestras de 

animales MCAO se cargaron 25 µg de proteína por carril. En ambos casos, como 

control de carga de muestras se utilizó la proteína actina, y posteriormente los 

valores densitométricos de las bandas correspondientes a pDAPK1, DAPK1, NR2B 

y GIPC se normalizaron con los valores de las bandas de actina correspondientes. 

Se realizaron 3 experimentos independientes con 5 réplicas por condición en cada 

uno de ellos. Los anticuerpos específicos utilizados fueron: 
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Tabla 7. Anticuerpos utilizados en el estudio de la expresión de DAPK1 y proteínas co-

inmunoprecipitadas mediante WB 

Anticuerpos Primarios Dilución Casa comercial 

   

Mouse anti-phospho death associated protein kinase 1, 
Ser308  (pDAPK1) 

1:50 Sigma-Aldrich 

Mouse anti-NMDAR subunit NR2B 1:100 Millipore 

Goat anti-GAIP interacting protein at C terminus (GIPC), 
Ab D19 

1:100 Santa Cruz Biotechnology 

Goat anti-GAIP interacting protein at C terminus (GIPC), 
Ab C20 

1:100 Santa Cruz Biotechnology 

Rabbit anti-Actin 1:5000 Sigma-Aldrich 

Rabbit anti-death associated protein kinase 1 (DAPK1) 1:400 Sigma-Aldrich 

Anticuerpos Secundarios Dilución Casa comercial 

IRDye 680 Donkey Anti-mouse 1:15000 Li-COR 

IRDye 800 Donkey Anti-mouse 1:15000 Li-COR 

IRDye 680 Donkey Anti-goat 1:15000 Li-COR 

IRDye 800 Donkey Anti-goat 1:15000 Li-COR 

IRDye 680 Donkey Anti-rabbit 1:15000 Li-COR 

IRDye 800 Donkey Anti-rabbit 1:15000 Li-COR 

   

 

8.4. Estudio de DAPK1, NR2B y GIPC mediante ICF 

Se realizaron ensayos de ICF para estudiar las proteínas NR2B, DAPK1 y GIPC en 

cultivos de neuronas corticales control o sometidos a OGD/R30min (apartado 

6.2). Se partió de neuronas corticales 11-12 DIV sembradas en sistemas de cámara 

de cultivo sobre portaobjetos (Millicell EZ slide de Millipore) previamente tratados 

con 100 µg/ml poly-L-lysine y lavados con PBS. Las imágenes se adquirieron en un 

microscopio invertido Axio Observer Z1, Apotome inverted microscope (Carl Zeiss, 

GA) mediante la adquisición de 10 secciones ópticas de 0,5 µm. 
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Se cuantificó la intensidad de señal de las proteínas en imágenes adquiridas en las 

mismas condiciones de tiempo de exposición y siempre por debajo del umbral 

determinado por los controles negativos realizados para cada anticuerpo. Se 

cuantificó la intensidad en cada una de las secciones ópticas y se realizó el 

sumatorio para obtener el valor total de señal de cada proteína. Se normalizaron 

los valores de intensidad con el número de núcleos totales presentes en cada 

campo.  Los anticuerpos utilizados fueron: 

 

Tabla 8. Anticuerpos utilizados en el estudio de la expresión de DAPK1, NR2B y GIPC 

mediante ICF 

Anticuerpos Primarios Dilución Casa comercial 

Mouse anti-NMDAR subunit NR2B 1:100 Millipore 

Goat anti-GAIP interacting protein at C terminus (GIPC), Ab 
D19 

1:100 
Santa Cruz 

Biotechnology 

Goat anti-GAIP interacting protein at C terminus (GIPC), Ab 
C20 

1:100 
Santa Cruz 

Biotechnology 

Rabbit anti-death associated protein kinase 1 (DAPK1) 1:400 Sigma-Aldrich 

Anticuerpos Secundarios Dilución Casa comercial 

AlexaFluor 488 donkey anti-mouse 1:200 Life technologies 

AlexaFluor 555 donkey anti-goat 1:200 Life technologies 

AlexaFluor 555 donkey anti-rabbit 1:200 Life technologies 

 

 

8.5. Co-inmunoprecipitación (Co-IP) de los interactomas de DAPK1 
y GIPC 
 

Para estudiar las proteínas unidas a la subunidad NR2B de los NMDARs tras un 

estímulo excitotóxico producido por OGD/R30min, utilizamos la técnica de 

coinmunoprecipitación (Co-IP) utilizando el Dynabeads Co-Immunoprecipitation 

Kit (Life Technologies). El ensayo de Co-IP permite estudiar cómo interactúan las 

proteínas para otorgar funcionalidad y sincronización a procesos concretos. A este 
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conjunto de proteínas que interaccionan entre sí se le puede denominar 

interactoma. En una solución, la proteína de interés se aísla con un anticuerpo 

específico acoplado a un sustrato sólido. Las moléculas que interaccionan con la 

proteína se identifican posteriormente mediante técnicas específicas como 

espectrometría de masas o WB. 

 

Para identificar proteínas que actúan en la vía de señalización hacia muerte 

neuronal inducida por NMDARs extrasinápticos (NMDARs-NR2B), se utilizó como 

cebo la proteína DAPK1 que se une específicamente a esta subunidad de los 

NMDARs potenciando su efecto neurotóxico (Tu et al., 2010)  o la proteína GIPC 

descrita también como de interacción preferente con NR2B (Yi et al., 2007). 

Mediante este ensayo se procedió a aislar el interactoma que se une a la proteína 

cebo en muestra procedente de extractos celulares totales o de membrana 

plasmática.  

 

Preparación de la muestra 

Las muestras se extrajeron de cultivos puros de neuronas corticales cultivados en 

10 placas de petri de 56,7 cm2 para cada condición y cada experimento, tratadas 

previamente con 20 µg/ml de poly-L-Lysine para muestra total y con 250 µg/ml de 

poly-L-Lysine disuelta en tampón borato para muestra de membrana. A los 11-12 

DIV se sometieron los cultivos a OGD/R y a los 30 min de la fase R se procedió a la 

extracción de proteína utilizando el tampón de extracción del kit de Co-IP sobre 

hielo para muestra total o a la obtención de muestra de membrana plasmática 

(apartado 8.2) seguido de extracción de proteína con el tampón del kit para 

muestra de membrana. Se mantuvieron las muestras 15 min en hielo y se 

centrifugaron a 2600xg durante 5 min a 4ºC. Seguidamente se recuperó el 

sobrenadante en un tubo nuevo de microcentrífuga para realizar la Co-IP. 

El sistema de Dynabeads se basa en la unión covalente del anticuerpo de elección 

en la superficie de unas bolas magnéticas (Dynabeads) fácilmente separables de la 

suspensión mediante el uso de un imán (Figura 19). Se utilizó un soporte especial 
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de Life Technologies para tubos de microcentrífuga que lleva acoplado un imán al 

cual se denominará “magnet”. Una vez conseguida la unión covalente del 

anticuerpo a los Dynabeads (complejo Dynabeads-Anticuerpo, Db-Ac), los Db-Ac 

se utilizaron para inmunoprecipitar y aislar DAPK1 o GIPC y su interactoma del 

lisado de partida. El sistema de tampones del kit está optimizado para conseguir 

la captación de complejos de proteínas intactos minimizando las uniones 

inespecíficas.  
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En base al protocolo recomendado por Life technologies, y después de realizar un 

análisis bibliográfico de la técnica, se mejoraron las condiciones en los diferentes 

pasos a lo largo del protocolo, sobre todo se comprobó la eficacia de la técnica en 

cuanto a la concentración del extracto a utilizar, los lavados realizados y las 

concentraciones necesarias de anticuerpo para cada ensayo. 

 

Unión del anticuerpo anti-DAPK1 o anti-GIPC a los Dynabeads. Formación del 

complejo Db-Ac 

La unión del anticuerpo a los Dynabeads es más eficiente cuando se utilizan bajas 

concentraciones de anticuerpo por mg de beads. El anticuerpo que se utilizó para 

realizar las Co-IP fue el anticuerpo rabbit anti-DAPK1 o anticuerpo goat anti-GIPC. 

Las instrucciones del kit de Co-IP utilizado recomendaban utilizar 5-7 µg de 

anticuerpo por mg de beads, pero debido a que los anticuerpos utilizados 

contenían ácida sódica se utilizaron 10 µg de Ab/mg de Dynabeads siguiendo las 

recomendaciones del kit. Se centrifugó el stock de anticuerpo a 16.000xg durante 

10 min a 4ºC para eliminar la presencia de agregados que entorpecen la unión a 

los Dynabeads. Tras seguir exhaustivamente todos los pasos recomendados por 

Life technologies se consiguió obtener los complejos covalentes Db-Ac. 

 

Co-inmunoprecipitación 

Se recuperaron los  complejos Db-Ac beads unidos a nuestro anticuerpo, se 

transfirieron a un tubo de microcentrífuga nuevo, se lavaron con tampón de 

extracción del kit y se incubaron con el sobrenadante obtenido de la extracción de 

proteína en un agitador rotativo de rodillos, roller, en un recipiente que favorecía 

la agitación rotatoria durante 1 h a 4ºC. Seguidamente se colocaron los tubos en 

el magnet, se eliminó el sobrenadante y tras varios lavados con los tampones del 

kit se procedió a la elución de las proteínas de interés, esto es, se separan los 

complejos Ab-Ac del antígeno DAPK1-interactoma o GIPC-interactoma. Se utilizó 

el método de elución 1 o 2 en función de la técnica que se quisiese usar 
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posteriormente para la determinación de las proteínas presentes en la solución 

de elución (Figura 20): 

Método de elución 1: Se resuspendió el 20% de los complejos Db-Ac-

proteínas en 60 µL de tampón de elución del kit y se incubaron en un 

roller a TA durante 5 min. Se colocó el tubo en el magnet y se transfirió el 

sobrenadante a un tubo nuevo. Este sobrenadante que contenía la 

proteína DAPK1 y su interactoma, se utilizó para su posterior 

determinación mediante western blot.  

 

Método de elución 2: El 70% de los complejos Db-Ac-proteínas se 

resuspendieron en 1% TCA y se incubaron en un roller durante 20 min a 

TA. Se transfirió el sobrenadante, que contiene DAPK1 y su interactoma, 

a un tubo de microcentrífuga nuevo. Se repitió el procedimiento de 

elución por segunda vez para asegurar la máxima obtención de proteína 

(esta vez el tiempo de incubación fue de 10 min). El sobrenadante 

resultante se unió al anterior y esta muestra se utilizó para el análisis 

proteómico por cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 

masas (LC-MS/MS).    

 

Mediante el método de elución 1, la cantidad de proteína obtenida en los Co-IP-

DAPK1 fue de aproximadamente 25 µg de proteína en muestra total. En el caso de 

muestras de membrana, la cantidad de proteína obtenida fue mucho menor que 

en muestra total, 6 µg de proteína. Por ello se realizó un pool de los tres 

experimentos independientes realizados obteniendo un total de 12 µg de 

proteína. Los eluidos obtenidos mediante el método de elución 1 se utilizaron 

para  el análisis por WB (apartado 8.6). Por otro lado, mediante el método de 

elución 2, se obtuvieron aproximadamente 90 µg de proteína en muestra total y 

18 µg de proteína en muestra de membrana, que se destinaron a la 

determinación por LC-MS/MS (apartado 8.7). 
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Figura 20. Esquema explicativo del procedimiento de Co-IP con anticuerpo anti-DAPK1 

realizado para cada experimento independiente. 
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8.6. Estudio de DAPK1 y las proteínas co-inmunoprecipitadas 
mediante WB 
 

Para estudiar los niveles proteicos de las proteínas coinmunoprecipitadas con 

DAPK1 en condiciones control y OGD, se siguió el protocolo de WB detallado 

previamente en el apartado 6.5. Se cargó en cada carril el mismo volumen de 

coinmunoprecipitado con anticuerpo anti-DAPK1 (Co-IP-DAPK1) control u OGD/R 

(  ̴12.5 µg de proteína de muestra total o   ̴3 µg de proteína de muestra de 

membrana). Para determinar los niveles totales de las proteínas NR2B, GIPC y 

CamKII coinmunoprecipitados con DAPK1, se normalizaron los valores 

densitométricos de las bandas obtenidas respecto a los valores de DAPK1 total 

inmunoprecipitada en cada condición. Los anticuerpos específicos utilizados 

fueron: 

 

 

Tabla 9. Anticuerpos utilizados en el estudio de la expresión de DAPK1 y proteínas co-

inmunoprecipitadas mediante WB 

Anticuerpos Primarios Dilución Casa comercial 

Rabbit Anti-IgG 1:400 Santa Cruz Biotechnology 

Mouse anti-Ca2+/calmodulin dependent protein kinase II 
(CamkII) 

1:200 Santa Cruz Biotechnology 

Mouse anti-NMDAR subunit NR2B 1:100 Millipore 

Mouse anti- post synaptic density 95KDa protein (PSD95) 1:100 Sigma-Aldrich 

Goat anti-GAIP interacting protein at C terminus (GIPC), 
Ab D19 

1:100 Santa Cruz Biotechnology 

Goat anti-GAIP interacting protein at C terminus (GIPC), 
Ab C20 

1:100 Santa Cruz Biotechnology 

Rabbit anti-death associated protein kinase 1 (DAPK1) 1:400 Sigma-Aldrich 
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Anticuerpos Secundarios Dilución Casa comercial 

IRDye 680 Donkey Anti-mouse 1:15000 Bonsai Advanced 
Technologies 

IRDye 800 Donkey Anti-mouse 1:15000 Bonsai Advanced 
Technologies 

IRDye 680 Donkey Anti-goat 1:15000 Bonsai Advanced 
Technologies 

IRDye 800 Donkey Anti-goat 1:15000 Bonsai Advanced 
Technologies 

IRDye 680 Donkey Anti-rabbit 1:15000 Bonsai Advanced 
Technologies 

IRDye 800 Donkey Anti-rabbit 1:15000 Bonsai Advanced 
Technologies 

 

 

8.7. Identificación de proteínas por cromatografía líquida acoplada 
a espectrometría de masas (LC-MS/MS) 
 

Para analizar el interactoma de DAPK1 y poder identificar aquellas proteínas que 

estaban coinmunoprecipitando de forma diferencial en las muestras OGD/R, las 

muestras obtenidas en los ensayos de Co-IP se analizaron mediante dos 

estrategias proteómicas (Figura 22). 

 

8.7.1. SDS-PAGE + identificación por MS 

En primer lugar se realizó una separación de las proteínas mediante electroforesis 

en gel SDS-PAGE y los geles se visualizaron con tinción de nitrato de plata. Las 

bandas diferenciales entre las condiciones Control y OGD se recortaron, se 

digirieron utilizando tripsina y se analizaron mediante espectrometría de masas 

MALDI-TOF. Sin embargo, en dos intentos realizados no fue posible identificar 

ninguna proteína en las bandas analizadas, ya fuera por contaminación o por 

posibles incompatibilidades de los geles utilizados. Por ello, y como segunda 



  

113 
 

M
et

od
ol

og
ía

 
  

estrategia, decidimos analizar las muestras coinmunoprecipitadas sin separación 

previa, realizando directamente una digestión con tripsina y analizando los 

péptidos generados mediante cromatografía líquida asociada a espectrometría de 

masas.  

 

8.7.2. Cromatografía líquida acoplada a MS (LC-MS/MS) 

La espectrometría de masas es una tecnología que permite producir iones en fase 

gaseosa a partir de moléculas orgánicas o inorgánicas, clasificarlos en función de 

su relación masa-carga (m/z) y medir su intensidad. Mediante esta técnica se 

puede determinar el peso molecular y la abundancia de los componentes de una 

mezcla. Los iones analizados pueden corresponder a moléculas enteras, aductos o 

fragmentos de moléculas. Un espectrómetro de masas está formado por una 

fuente de iones, un analizador y un detector. Las muestras a analizar se 

introducen en la fuente de iones donde los componentes de la muestra son 

convertidos en iones en fase gaseosa. Estos iones son transferidos al analizador 

donde son acelerados y separados según su relación m/z utilizando diferentes 

principios físicos según el tipo de analizador. Los analizadores se clasifican en 

cuatro grupos: de sectores (eléctricos y/o magnéticos), de cuadrupolo (Q), de 

tiempo de vuelo (TOF, time of flying) y de atrapamiento de iones (analizadores de 

resonancia ciclotrónica (ICR, ion cyclotron resonance) y trampas iónicas (IT, ion 

trap)). 

 

La determinación de las proteínas por espectrometría de masas (LC-MC/MC) se 

realizó en el laboratorio de proteómica CSIC/UAB dirigido por el Dr. Joaquín Abián 

y bajo la supervisión de la Dra. Montserrat Carrascal.  

 

Preparación de la muestra para LC-MS/MS 

Se partió de muestras equivalentes derivadas de 2 experimentos/cultivos 

diferentes en las que la mitad del cultivo se trató como control y la otra mitad se 

expuso a OGD/R. Para cada cultivo/experimento obtuvimos aproximadamente 70-
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90 µg de proteína tanto en la muestra total control como la expuesta a OGD/R. 

Por otro lado, en las muestras de membrana, la cantidad de proteína obtenida fue 

muy inferior y se realizó un pool a partir de 3 experimentos/cultivos distintos para 

cada condición; consiguiendo así aproximadamente 18 µg de proteína control y 

18 µg de proteína en la muestra OGD/R. Las muestras fueron digeridas utilizando 

FASP (Wisniewski et al., 2009) y tripsina como enzima, siguiendo los protocolos 

internos del LP-CSIC/UAB.  

 

LC-MS/MS de baja resolución  

Cada uno de los replicados obtenidos en la Co-IP-antiDAPK1 de extractos de 

proteína total y de proteínas de membrana fue analizado mediante LC-MS/MS de 

baja resolución en modo dependiente de datos. Para ello se utilizó un 

espectrómetro de masas de trampa iónica lineal LTQ-Velos (ThermoFisher) 

acoplado a un cromatógrafo de líquidos capilar. Las muestras se inyectaron en un 

sistema cromatográfico equipado con una columna de preconcentración C18 (300 

µm id x 0,5 cm) y una columna analítica (150 µm id x 15 cm). Los péptidos se 

cargaron en la columna de preconcentración utilizando 1% ácido fórmico (AF) 

como solvente y se eluyeron directamente a la columna analítica con un flujo de 

1µl/min utilizándose un gradiente de 0-40% acetonitrilo (ACN) (0.1% AF) en 120 

min. El sistema cromatográfico se conectó on-line al espectrómetro de masas 

realizándose el análisis en modo de barridos dependientes: un barrido completo y 

10 barridos paralelos de MS/MS sobre los precursores más abundantes. Se 

incluyó un tiempo de exclusión de 25 segundos para evitar análisis repetitivos de 

señales dominantes. 

 

LC-MS/MS de alta resolución  

Los inmunoprecipitados de muestra total obtenidos de la inmunoprecipitación 

con anticuerpo anti-DAPK1 también fueron analizados mediante LC-MS/MS de 

alta resolución. Se analizaron 2 inmunoprecipitados independientes para cada 

condición estudiada, control y OGD.  
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Las muestras se inyectaron en un sistema cromatográfico equipado con una 

columna de preconcentración C18 (300 µm id x 0,5 cm) y una columna analítica 

(150 µm id x 15cm). Los péptidos se cargaron en la columna de preconcentración 

utilizando 1% AF como solvente y se eluyeron directamente a la columna analítica 

con un flujo de 400nl/min utilizándose un gradiente de 0-40% ACN (0.1% FA) en 

120 min. El sistema cromatográfico se conectó on-line a un espectrómetro de 

masas de alta resolución LTQ-Orbitrap XL (ThermoFisher) realizándose el análisis 

en modo de barridos dependientes: un barrido completo utilizando el Orbitrap 

con una resolución de 60.000 y 10 barridos paralelos de MS/MS en la trampa 

iónica sobre los precursores más abundantes. Se incluyó un tiempo de exclusión 

de 30 segundos para evitar análisis repetitivos de señales dominantes. 

 

8.7.3. Búsqueda en bases de datos e identificación de péptidos 

La identificación de los péptidos en base de datos se realizó mediante el software 

Proteome Discoverer V1.4 (Thermo-Instruments) utilizando la base de datos 

Uniprot 2015-10 restringida a roedores y los siguientes parámetros: tolerancia de 

masa de péptido 2 Da y 20 ppm para baja y alta resolución, respectivamente, 

tolerancia de fragmentos de 0,8 Da, enzima tripsina, permitiendo  hasta 2 uniones 

perdidas, modificación dinámica de oxidación de metionina (+16 Da) y 

modificación fija de carbamidometilación de cisteína (+57 Da). Las identificaciones 

se filtraron al 1% y 0,1% de FDR para baja y alta resolución, respectivamente, y 

únicamente se consideraron proteínas identificadas con dos o más péptidos. La 

siguiente imagen (Figura 21) muestra un ejemplo de la información resultante.  
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8.7.4. Cálculo del valor de FoldChange 

Con objeto de determinar posibles candidatos diferenciales entre ambas 

muestras, se utilizaron los parámetros score, PSM y coverage proporcionados por 

el software de búsqueda Proteome Discoverer v1.4. Por un lado se tuvo en cuenta 

el parámetro “Score” generado por el software y adicionalmente también se 

calculó el producto (PSM*Coverage), siendo PSM el total de espectros 

identificados y coverage el recubrimiento de secuencia en porcentaje de la 

proteína en cuestión. Para cada proteína identificada y, dentro de un mismo 

experimento, se calculó el ratio de (Score  OGD / Score  Control) y también el ratio 

(PSM*Coverage OGD/ PSM*Coverage control). En muestra total, se realizaron 

estos cálculos de forma independiente en cada una de las LC-MS/MS realizadas 

(baja y alta resolución). Aquellas muestras en las que estos ratios estaban 

alteradas más de 2,5 veces en los 2 experimentos analizados se consideraron 

proteínas con un posible incremento en el Co-IP-DAPK1 tras la OGD/R. Estas 

proteínas se seleccionaron y listaron en las tablas de resultados como posibles 

candidatos a ser estudiados (Tabla 9). De forma análoga los ratios inversos, (Score 

control / Score OGD) y (PSM*Coverage control/ PSM*Coverage OGD), que se 

mostraron alterados más de 2,5 veces en los 2 experimentos se consideraron 

proteínas con una posible disminución en el Co-IP-DAPK1 tras la OGD/R (Tabla 

10). El mismo procedimiento se utilizó para comparar los datos obtenidos en la 

LC-MS/MS de baja resolución de muestras de membrana (Tablas 11 y 12). En 

todos los casos se mostró en las tablas de proteínas identificadas el valor del ratio 

obtenido mediante el Score (Tablas 9-12). 
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9. CARACTERIZACIÓN DEL CULTIVO Y MODELO 

 

9.1. Caracterización de los cultivos primarios de neuronas 
corticales 

Los estudios de esta tesis doctoral se realizaron en cultivos de neuronas corticales 

debido a que son las células que inician programas de muerte en los modelos 

animales de ictus transitorio (Baron, 2005, Hughes et al., 2010, Ejaz et al., 2013). 

Previamente a la realización de los experimentos, se procedió a la caracterización 

de nuestros cultivos primarios de neuronas corticales de 11 -12 días en cultivo 

(DIV, days in vitro). Para ello se utilizó un marcador de neuronas (MAP2), un 

marcador de astrocitos (GFAP) así como marcaje de todos los núcleos celulares 

presentes (Hoechst). Tras el contaje se determinó que entre un 1-3% de células 

expresaban el marcador glial GFAP en los distintos cultivos y el resto expresaba el 

marcador neuronal MAP2 (Figura 23), lo que indica que se ha trabajado con 

cultivos puros de neuronas corticales (97-99%). No se observó inmunoreactividad 

para microglia. Este dato coincide con lo descrito por otros autores para cultivos 

de neuronas corticales cultivadas en presencia del suplemento B-27, suplemento 

utilizado en nuestros cultivos (Fordyce et al., 2005).  

 

Figura 23. 
Caracterización de 
cultivos primarios 
de neuronas 
corticales de 12 DIV. 
Imágenes 
representativas de 
neuronas corticales en 
cultivo en condiciones 
control mostrando en 
rojo el marcador 
neuronal MAP2, en 
verde el marcador de 
astrocitos GFAP y en 
azul el núcleo neuronal. 
Barra de tamaño: 20 
µm. 
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La mayoría de las neuronas presentes en los cultivos primarios de neuronas 

corticales son neuronas piramidales excitadoras aunque intercaladas entre estas, 

se suelen hallar neuronas GABAérgicas inhibidoras (Hayashi et al., 2003a). El 

balance entre señal glutamatérgica excitadora e inhibición por GABA es crucial 

para el correcto desarrollo y supervivencia de las neuronas, y condiciona la 

muerte por exceso de glutamato o muerte excitotóxica. Con el objetivo de 

determinar el porcentaje de neuronas GABAérgicas presentes en nuestros 

cultivos, se utilizó un anticuerpo específico que reconoce las dos isoformas de la 

enzima glutamato descarboxilasa (GAD; glutamate descarboxylase); GAD65 y 

GAD67. GAD es una de las enzimas limitantes en la síntesis de GABA y se utiliza 

como marcador de interneuronas inhibitorias; GAD65 se encuentra en los 

terminales nerviosos y sinapsis sintetizando GABA para la neurotransmisión 

sináptica mientras que GAD67 está distribuida por toda la célula sintetizando 

GABA para la actividad neuronal no relacionada con neurotransmisión, como 

sinaptogénesis o protección contra el daño neuronal (Pinal and Tobin, 1998). Se 

determinó que, en nuestros cultivos, el 20% de las neuronas corticales eran 

positivas para GAD (GAD+) y correspondían a neuronas con núcleos y cuerpos 

celulares grandes (>10 µm) comparados con el resto de neuronas (Figura 24).   

 

 

Figura 24. Neuronas 
GABAérgicas presentes en 
cultivos primarios de 
neuronas corticales de 12 DIV 
en condiciones control.  
Imágen representativa en 
condiciones control mostrando en 
rojo GAD65/67 y en azul el núcleo 
neuronal (Hoechst). Barra de 
tamaño: 20 µm. 
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Las neuronas de 11-12 DIV son consideradas neuronas maduras y expresan 

receptores de glutamato (Sans et al., 2000; Lesuisse and Martin, 2002). Ya a 7 

DIV las neuronas corticales expresan todas las subunidades de NMDARs en 

cuerpo celular y dendritas y tienen correctamente desarrolladas las vías de 

señalización que median las señales excitotóxicas a través de los NMDARs (Sans 

et al., 2000; Lesuisse and Martin, 2002; Leveille et al., 2008). Aunque a 7 DIV las 

neuronas ya presentan NMDARs activos, decidimos realizar los experimentos a 

11-12 DIV debido a que a entre 7-14 DIV aún se produce un incremento en la 

formación de sinapsis (Lesuisse and Martin, 2002; Leveille et al., 2008). Se 

comprobó mediante el marcaje fluorescente de las subunidades NR2B y NR2A 

que, efectivamente, nuestros cultivos de 11-12 DIV expresaban NMDARs (Figura 

25), independientemente del tamaño de la neurona.     

 

 

 

9.2. Caracterización del modelo de isquemia in vitro 

El modelo de isquemia in vitro utilizado para la realización de esta tesis consiste 

en someter los cultivos primarios de neuronas corticales a privación de oxígeno y 

glucosa (OGD, oxygen and glucose deprivation), para mimetizar lo que ocurre en 

Figura 25. Expresión de las subunidades NR2A y NR2B en cultivos primarios de 
neuronas corticales de 12 DIV en condiciones control. Imágenes representativas en 
condiciones control mostrando la subunidad NR2A (izquierda) o NR2B (derecha). Barra de 
tamaño: 10µm. 

NR2A           NR2B 
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el territorio cerebral afectado durante la oclusión de una arteria. Para ello, se 

utilizó un sistema de OGD+reoxigenación+reintroducción de glucosa (OGD/R: 

OGD + fase R) porque la isquemia focal transitoria es el tipo de infarto cerebral 

más frecuente en humanos [Gascón et al., 2008] y hasta el momento la 

recanalización temprana es la mejor forma de prevenir el daño.  

 

9.2.1. Establecimiento del curso temporal de la muerte 
neuronal inducida por OGD/R 
 

En condiciones normales, las neuronas se cultivan en un medio de cultivo que 

contiene 4,5 mg/mL de glucosa y expuestas a una atmósfera con una presión 

parcial de oxígeno del 21%. El objetivo del presente estudio era establecer un 

modelo de isquemia in vitro que simulara el daño neuronal que se produce en la 

zona de penumbra de una lesión isquémica, donde encontramos neuronas que 

son potencialmente salvables una vez que se restablece la 

normoxia/normoglucemia. Se analizó el curso temporal de la muerte inducida por 

este modelo y se observó que en los primeros 15 minutos de la fase R no se 

producía muerte neuronal significativa, pero sí tras 1 hora de fase R (Figura 26).  

 

 

 

Figura 26. Muerte 
neuronal inducida por 
OGD/R en cultivos de 
neuronas corticales de 
12 DIV. Gráfico que 
muestra el curso temporal 
de la muerte inducida por 
OGD durante la fase R. 
***p<0,001 respecto al 
control. n=5 experimentos 
independientes (12 
pocillos por condición y 
experimento). 
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En base a este curso temporal, se realizaron los posibles tratamientos 

neuroprotectores y el estudio proteómico dentro de la primera hora de la fase R, 

en la que no se produce muerte neuronal elevada.   

 

9.2.2. Determinación del componente glutamatérgico-
excitotóxico 

Para determinar el componente excitotóxico del modelo de OGD/R utilizado, se 

sometieron cultivos de neuronas corticales de 12 DIV a 90 min de OGD tras los 

cuales se añadió MK801 al medio de R. MK801 es un antagonista no competitivo 

de los NMDARs que solamente bloquea los NMDARs activados (cuando el canal 

iónico está abierto) (Wong et al., 1986; Bender et al., 2006). A las 24 h de R se 

observó que la administración de 10 µM MK801 al inicio de la fase de R 

bloqueaba totalmente la muerte producida por OGD/R. Este resultado indica que 

la muerte inducida por nuestro modelo de OGD/R es excitotóxica, es decir, 

mediada por glutamato a través de los NMDARs. Además, la administración de un 

antagonista de los receptores AMPA y kainato, 40 µM CNQX, no mostró efecto 

neuroprotector frente al daño inducido por OGD/R, confirmando así que la 

muerte inducida por nuestro modelo OGD/R no está mediada por receptores 

AMPA ni kainato sino a través de los NMDARs (Figura 27).  

 

Figura 27. Efecto de la 
inhibición de los receptores 
de glutamato ionotrópicos 
sobre la muerte neuronal 
inducida por OGD/R en 
cultivos de neuronas 
corticales de 12 DIV. Gráfico 
que muestra el efecto de la 
administración de 10 µM MK801 
o 40 µM CNQX al inicio de la fase 
R sobre la muerte neuronal 
inducida por OGD/R 
determinada a las 24 h de fase R. 
*** p<0,001. n=3 experimentos 
independientes (>9 pocillos por 
condición y experimento). 



 

126 
 

  
Re

su
lta

do
s 

10. RESULTADOS PARTE 1: Intervención sobre NMDARs sinápticos 

 
Varios estudios de precondicionamiento, tratamientos que se inician horas o días 

antes de que se inicie la isquemia, relacionan el incremento de la 

fosforilación/activación de CREB mediada por activación de NMDARs sinápticos 

con protección frente al daño isquémico (Chandler et al., 2001; Papadia et al., 

2005). Debido a la impredicibilidad del evento isquémico, esta vía de intervención 

únicamente tiene potencial terapéutico si es efectivo una vez se ha producido el 

evento isquémico. Por ello se decidió estudiar si la intervención sobre NMDARs 

sinápticos y su señalización a través de CREB era neuroprotector también tras el 

evento isquémico. 

 

 
10.1. Estudio del efecto de la activación de NMDARs 

sinápticos/CREB al inicio de la fase R sobre neuroprotección 
 

10.1.1. Caracterización de los protocolos de activación de 
NMDARs sinápticos y CREB en cultivos de neuronas corticales 
en condiciones control 
 

En primer lugar se estudió el potencial de los dos protocolos (Syn1 y Syn2) 

utilizados para activar selectivamente NMDARs sinápticos sobre los niveles y la 

fosforilación de CREB en nuestros cultivos de neuronas corticales en condiciones 

control. El análisis realizado por western blot (WB) determinó que los niveles de 

CREB no varían con la activación de los NMDARs sinápticos, aunque sí 

incrementan los niveles de CREB fosforilado (pCREB), correspondiente a la forma 

activa (Figura 28B, C). Los ensayos de inmunocitofluorescencia (ICF) aportaron 

información sobre el subtipo celular implicado en este proceso, indicando que con 

tan solo 10 min de activación de los NMDARs sinápticos se produce un 

incremento de la fosforilación de CREB, tanto en neuronas piramidales 

excitadoras (<10 µm de diámetro) como en neuronas de subtipo GABAérgico (>10 

µm de diámetro) (Figura 28D, E). Ambos protocolos de activación de NMDARs 
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sinápticos utilizados incrementaron significativamente los niveles de pCREB 

(Figura 28).  

 
Figura 28. Efecto de la activación selectiva de NMDARs sinápticos sobre los niveles de 
pCREB en cultivos de neuronas corticales de 12 DIV en condiciones control. A) Esquema de 
la línea temporal de tratamiento realizado. B) WB representativos de pCREB y CREB en las tres 
condiciones de estudio (Vehículo, Syn1 o Syn2). C) Gráfico que muestra la relación pCREB/CREB 
obtenida por WB. D) Imágenes representativas de las tres condiciones de estudio mostrando en rojo el 
marcador neuronal MAP2, en verde pCREB y en azul el núcleo neuronal. En las ampliaciones se 
muestran neuronas de <10 µm que expresan pCREB. E) Gráfico que muestra el porcentaje de neuronas 
que expresan pCREB respecto al total de núcleos. Barra de tamaño: 10 µm, excepto en las 
ampliaciones donde correponde a 5 µm. ** p<0,01 respecto al vehículo; *** p<0,001 respecto al 
vehículo. n=3 experimentos independientes (6 réplicas por condición y experimento para WB y 10 
campos por condición y experimento para ICF). 

 

10.1.2. Efecto de la activación de NMDARs sinápticos/CREB al 
inicio de la fase R sobre los niveles de pCREB y la muerte 
neuronal inducida por OGD/R 
 

Una vez determinado que la activación de NMDARs sinápticos inducía un 

incremento rápido de pCREB en cultivos de neuronas corticales control, se estudió 

el efecto de la activación de los NMDARs sinápticos sobre pCREB en cultivos 
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sometidos a OGD/R. Se observó que la OGD/R reduce los niveles de pCREB y el 

número de neuronas positivas para pCREB (Figura 29C y E). Se determinó que la 

activación de los NMDARs sinápticos es efectiva también tras el periodo de OGD, 

tanto con el modelo Syn1 como Syn2, doblando el ratio pCREB/CREB (Figura 29B-

C) y triplicando el número de neuronas que expresan pCREB (Figura 29D-E). 

Además, se determinó que el incremento de expresión de pCREB tiene lugar en 

los dos subtipos neuronales de nuestros cultivos (Figura 29D).  

 

 

Figura 29. Efecto de la activación de NMDARs sinápticos al inicio de la fase R en cultivos de 
neuronas corticales de 12 DIV sometidos a OGD/R. A) Esquema de la línea temporal. B) WB 
representativos de pCREB y CREB en las cuatro condiciones de estudio (Vehículo, Vehículo/OGD, Syn1/OGD o 
Syn2/OGD). C) Gráfico mostrando la relación pCREB/CREB analizada a partir de WB. D) Imágenes 
representativas de las cuatro condiciones de estudio mostrando en rojo el marcador neuronal MAP2, en verde 
pCREB y en azul el núcleo neuronal. Las flechas señalan neuronas piramidales (<10 µm) que expresan pCREB. 
E) Gráfico que muestra el porcentaje de neuronas que expresan pCREB respecto el total de núcleos. Barra de 
tamaño: 10 µm. * p<0,05; *** p<0,001. n=3 experimentos independientes (6 réplicas por condición y 
experimento para WB y 10 campos por condición y experimento para ICF). 
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Seguidamente se estudió si la activación de CREB mediada por la activación de 

NMDARs sinápticos al inicio de la fase R se traduce en la protección de las 

neuronas corticales en cultivo frente a la muerte inducida por OGD/R. Se 

demostró que la activación de NMDARs sinápticos al inicio de la fase R protege a 

las neuronas corticales frente a la muerte exitotóxica. Ambos protocolos de 

activación de NMDARs sinápticos mostraron un efecto neuroprotector similar 

(Figura 30). 

 

 

Figura 30. Efecto de la activación de NMDARs sinápticos al inicio de la fase R sobre la 
muerte neuronal inducida por OGD/R. A) Gráfico mostrando la muerte neuronal a 1 h y 24 h 
de la fase R en todas las condiciones de estudio (Vehículo, Vehículo/OGD, Syn1/OGD o Syn2/OGD). 
B) Imágenes representativas a las 24 h de la fase R de cultivos primarios de neuronas corticales tras 
la activación de NMDARs sinápticos al inicio de R. Barra de tamaño: 20 µm.  *** p<0,001. n=3 
experimentos independientes (12 determinaciones por condición y experimento). 
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Los resultados obtenidos sugieren que la activación de pCREB tras un evento 

isquémico in vitro podría ser protectora frente a la muerte excitotóxica inducida 

por OGD/R en los dos subtipos neuronales presentes en nuestros cultivos de 

neuronas corticales.  

 

10.2. Establecer un posible tratamiento farmacológico aplicable a 
la clínica que actúe sobre CREB 
 

Se ha descrito que algunas estatinas actúan sobre los niveles de CREB o sobre la 

actividad de proteínas quinasas reguladoras de CREB (Bell and Yellon, 2003; Prinz 

et al., 2008; Prakash et al., 2011). Por otro lado, los resultados obtenidos (Figuras 

29 y 30) mostraron que la fosforilación de CREB mediada por la activación de 

NMDARs sinápticos tras la OGD/R es protectora frente a la muerte excitotóxica. 

Con estos antecedentes se decidió estudiar si el tratamiento con atorvastatina 

(ATV) o su principal metabolito in vivo (o-ATV) al inicio de la fase R inducía un 

incremento de pCREB y si presentaba efectos neuroprotectores en cultivos de 

neuronas corticales sometidas a OGD/R.   

 

10.2.1. Efecto del tratamiento con ATV u o-ATV al inicio de la 
fase R sobre pCREB en cultivos neuronales sometidos a 
OGD/R 
 

Se expusieron cultivos neuronales de 12 DIV a OGD/R y se administraron 600 nM 

de ATV u o-ATV al inicio de la fase R. A 1 h del inicio de la fase R se analizó, 

mediante ICF, el efecto de estos compuestos sobre la intensidad de pCREB. La 

OGD/R1h provocó una reducción de los niveles de pCREB respecto a los cultivos 

control. Se determinó que el tratamiento con o-ATV, pero no ATV, al inicio de la 

fase R incrementa los niveles de pCREB, tanto en condiciones control como 

OGD/R (Figura 31).  
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En las imágenes obtenidas por ICF en los experimentos anteriores se observó que, 

tanto en situación control como OGD/R, la mayor parte de las neuronas que 

expresaban pCREB correspondían a las neuronas de mayor tamaño del cultivo 

(>10 µm) (Figura 28, 29 y 31) que, según la caracterización realizada 

anteriormente (apartado 9.1), correspondían a neuronas GABAérgicas. Además, 

las imágenes sugerían que el efecto de o-ATV incrementando los niveles de pCREB 

se producía únicamente en este tipo neuronal. En base a estos resultados, el 

siguiente paso fue el estudio del efecto de o-ATV sobre pCREB en la población de 

neuronas GABAérgicas. Observamos que, en cultivos neuronales control 

Figura 31. Efecto del 
tratamiento con ATV u o-
ATV al inicio de la fase R 
sobre pCREB. A) Imágenes 
representativas en 
situaciones control u OGD/R 
de cultivos de neuronas 
corticales tratados con 
vehículo, 600 nM ATV o 600 
nM o-ATV.  B) Gráfico que 
muestra la cuantificación de 
los niveles de fluorescencia 
de pCREB (OD, optical 
density) respecto el número 
de núcleos tras 1 hora de R en 
cultivos control o sometidos a 
OGD/R y tratados con 
vehículo, 600 nM de ATV o 
600 nM de o-ATV. Barra de 
tamaño: 20 µm.  *p<0,05; 
**p<0,01, *** p<0,001; 
#p<0,05 respecto al vehículo. 
n=3 experimentos 
independientes (10 campos 
por condición y experimento). 
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aproximadamente el 50% de las neuronas GABAérgicas expresaban pCREB (Figura 

32). 

 
Seguidamente se sometieron los cultivos de neuronas corticales a OGD/R, se 

administraron 600 nM o-ATV al inicio de la fase R y se determinó el efecto de      

Figura 32. Expressión de pCREB en las neuronas GABAérgicas presentes en los 
cultivos de neuronas corticales control. Imágenes representativas de cultivos de neuronas 
corticales control que muestran pCREB en verde (A), pCREB en verde colocalizando con 
neuronas GAD(+) en rojo (B) y pCREB en verde colocalizando con los núcleos en azul (C). 
Observamos que en cultivos neuronales control, la mitad de las neuronas positivas para 
GAD65/67 expresan también pCREB (ver ejemplos a-e), mientras que la mitad restante es 
negativa (ver ejemplos f-j). Barra de tamaño: 20 µm, excepto en las amplificaciones donde 
corresponde a 5 µm.  
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o-ATV sobre el porcentaje de neuronas GABAérgicas que expresaban pCREB tras 1 

h de R (Figura 33).  

 

 
 

Se observó que el tratamiento con o-ATV incrementaba el porcentaje de 

neuronas GABAérgicas que expresaban pCREB, pasando de un 53% en 

condiciones de OGD/R+vehículo a un 95% en condiciones OGD/R+o-ATV (Figura 

33). Estos resultados indicaban que, tras solamente 1 h de tratamiento con o-ATV, 

y antes de que se produzca muerte elevada en los cultivos (Figura 26), casi la 

totalidad de las neuronas de fenotipo GABAérgico muestran niveles elevados del 

factor de supervivencia pCREB. Los resultados obtenidos indicaban que la 

Figura 33. Efecto del tratamiento con o-ATV al inicio de la fase R sobre pCREB en las 
neuronas GABAérgicas del cultivo sometido a OGD/R. A) Imágenes representativas de 
cultivos de neuronas corticales sometidos a OGD/R1h tratadas con Vehículo o 600 nM o-ATV al 
inicio de la fase R, que muestran pCREB en verde colocalizando con los núcleos en azul y las 
neuronas GAD(+) en rojo. B) Gráfico que muestra el porcentaje de neuronas GAD(+) que expresan 
pCREB tras 1 h de R en condiciones de OGD/R + vehículo u OGD/R + 600 nM o-ATV. Barra de 
tamaño: 20 µm.  ***p<0,001. n=3 experimentos independientes (10 campos por condición y 
experimento).  
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administración de o-ATV al inicio de la fase R presenta un efecto específico sobre 

las neuronas GABAérgicas incrementando los niveles de pCREB. 

 

10.2.2. Efecto de la administración de ATV u o-ATV al inicio de la 
fase R sobre la muerte neuronal inducida por OGD/R 
 

Seguidamente se analizó si el incremento de pCREB en neuronas GABAérgicas se 

traducía en la protección de las neuronas corticales expuestas a OGD/R. Para 

estudiar el efecto del tratamiento con ATV u o-ATV sobre la muerte inducida por 

OGD/R, se sometieron los cultivos de neuronas corticales a OGD/R y se administró 

vehículo, 600 nM o-ATV o 600 nM ATV al inicio de la fase R. También se analizó el 

efecto del tratamiento a 100 nM o-ATV o 100 nM ATV, concentración del 

metabolito o-ATV que se halla presente en suero de pacientes tratados con ATV 

(Lins et al., 2003; Guillen et al., 2009). En ambos casos determinamos la muerte 

neuronal a los 15 min, 1 h y 24 h de R, cuantificando la incorporación de 

propidium iodide (PI).  

 

El tratamiento con 600 nM o-ATV al inicio de la fase R redujo la muerte neuronal 

inducida por OGD/R en todos los tiempos de estudio; un 60% de reducción a los 

15 min, un 31% a 1 h y un 21.8% a las 24 h de R (Figura 34). Por otro lado, el 

tratamiento con 100 nM o-ATV al inicio de la fase R redujo un 62% la muerte 

neuronal a los 15 min y un 47% 1 h tras la OGD, aunque no alcanzó a ejercer 

protección sobre la muerte a las 24 horas de R (Figura 35). En cambio, el 

tratamiento con ATV no presentó efecto protector frente a la muerte inducida por 

OGD/R en ninguna de las dos concentraciones testadas (Figura 34 y 35). 
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Figura 34. Efecto del tratamiento con 600 nM de ATV u o-ATV al inicio de R sobre la 
muerte neuronal inducida por OGD/R. Gráfico que muestra el efecto del tratamiento con 600 
nM ATV o 600 nM o-ATV sobre la muerte neuronal en cultivos sometidos a OGD/R, a los 15 min, 1 h y 
24 h del inicio de la fase  R. *** p<0,001. n=4 experimentos independientes (>9 determinaciones por 
condición y experimento). 

 
 

 

Figura 35. Efecto del tratamiento con 100nM de ATV u o-ATV al inicio de la fase R sobre la 
muerte neuronal inducida por OGD/R. Gráfico que muestra el efecto del tratamiento con 100 
nM ATV o 100 nM o-ATV sobre la muerte neuronal en cultivos sometidos a OGD/R, a los 15 min, 1 h y 
24 h del inicio de la fase R. **p<0,01; *** p<0,001. n=4 experimentos independientes (>9 
determinaciones por condición y experimento). 
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Los resultados obtenidos indicaron que el tratamiento con ATV al inicio de la fase 

R no tiene efecto sobre pCREB ni sobre la viabilidad de los cultivos de neuronas 

corticales. En cambio, el tratamiento con el metabolito o-ATV, que habíamos visto 

que incrementaba pCREB en las neuronas GABAérgicas, es neuroprotector a los 

15 min, 1 h y 24 h del inicio de la fase R a la concentración de 600 nM (que se 

encuentra muy por debajo de las concentraciones tóxicas). Incluso una dosis 6 

veces más baja (100 nM), que se ha determinado en sangre de pacientes tratados 

con la estatina ATV, consigue aportar protección en las fases iniciales (1 h de R). 

Tal y como sugería el efecto específico de o-ATV incrementando pCREB en un 

subtipo neuronal específico, observamos que a las 24 h de R las neuronas que 

sobreviven constituyen un subgrupo de neuronas de mayor tamaño (>10 µm de 

diámetro) que, tal y como hemos determinado en el apartado de caracterización, 

corresponden a neuronas GABAérgicas (Figura 36).  

 

 
Seguidamente analizamos si el efecto de la administración de o-ATV, que 

incrementa la expresión de pCREB en neuronas GABérgicas, se traducía en la 

protección específica de este subtipo neuronal frente a la muerte excitotóxica. Se 

observó que el tratamiento con o-ATV incrementa el porcentaje de neuronas que 

expresan GAD-65/67 en cultivos sometidos a OGD/R1h (Figura 37A, C). Se 

determinó un incremento del porcentaje de neuronas GABAérgicas en 

condiciones de OGD/R a pesar de que observamos una reducción en el número de 

Figura 36. El tratamiento con o-ATV al inicio de la fase R incrementa la supervivencia 
de neuronas GABAérgicas sometidas a OGD/R. Imagen en contraste de fases 
representativas de neuronas corticales en cultivos expuestos a OGD/R-vehículo u OGD/R+600 nM 
o-ATV a las 24h de R. Las neuronas que sobrevivían por el tratamiento con o-ATV corresponden a 
neuronas de un tamaño >10 µm de diámetro (flechas). Barra de tamaño, 20 µm. Resultados 
similares se observan en 4 experimentos independientes. 



  

137 
 

Re
su

lta
do

s 
   

núcleos totales durante la primera hora de reperfusión (Figura 37B). Estos 

resultados sugerían que las neuronas GABAérgicas sobrevivían en condiciones en 

las que las neuronas no GABAérgicas sucumben, así las neuronas GABAérgicas 

serían más resistentes al daño excitotóxico. Se descartó la posibilidad de que o-

ATV incrementara el porcentaje de neuronas GABAérgicas presentes en los 

cultivos en condiciones control (Figura 37A,B). 

 

 

 
Los resultados obtenidos mostraron que la administración de o-ATV al inicio de la 

fase R protege a las neuronas GABAérgicas presentes en cultivos de neuronas 

corticales frente a la muerte inducida por OGD/R, posiblemente mediante su 

efecto incrementando los niveles de pCREB específicamente en este subtipo 

neuronal.  

 

Figura 37. Efecto del tratamiento con o-ATV al inicio de la fase R sobre las neuronas 
GABAérgicas sometidas a OGD/R. A) Imágenes representativas de cultivos neuronales a 1 h de 
R en condiciones control, OGD/R + vehículo y OGD/R + 600 nM o-ATV mostrando GAD en rojo, y 
núcleo en azul. B) Gráfico que muestra la muerte neuronal en situaciones control o de OGD/R a 1 h 
de R en cultivos tratados al inicio de la reperfusión con vehículo o 600 nM de o-ATV. C) Gráfico que 
muestra el número de neuronas GAD(+) respecto al total de núcleos en condiciones control + 
vehículo, control + 600 nM o-ATV,  OGD/R + vehículo y OGD/R + 600 nM o-ATV a 1 h de fase R.  
Barra de tamaño: 20 µm. *p<0,05; **p<0.01. n=3 experimentos independientes (10 campos por 
condición y experimento). 
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10.2.3. Evaluación de un posible efecto antioxidante como 
mecanismo neuroprotector de o-ATV 
 

Seguidamente, se determinó si el efecto neuroprotector inducido 

específicamente por el tratamiento con o-ATV podía explicarse, en parte, por el 

perfil antioxidante diferencial entre ATV y o-ATV reportado en test de oxidación 

lipídica (Mason et al., 2006; Mason, 2006). Para ello, se sometieron los cultivos de 

neuronas corticales de 12 DIV a OGD y al inicio de la fase R se administraron 100 

nM ATV u o-ATV, concentración que ha mostrado capacidad de reducir la muerte 

neuronal temprana. Tras 30 o 90 min de fase R, se fijaron las células y se 

determinó la producción de 4-hydroxy-2E-nonenal (4-HNE), producto final de la 

peroxidación lipídica (Figura 38A).  

La OGD/R provocó un incremento de la producción de 4-HNE. Tanto el 

tratamiento con ATV como con o-ATV redujeron en un 80% la producción de 4-

HNE inducida por OGD/R a los 30 min de la fase R (Figura 38A, B). Esta reducción 

de la producción de 4-HNE fue máxima a los 90 min de fase R, cuando ambos 

tratamientos equipararon los niveles de 4-HNE a los observados en condiciones 

control (Figura 38C). Se determinó que la reducción de 4-HNE se producía en los 

dos subtipos neuronales de nuestros cultivos, tal y como se puede observar en las 

ampliaciones de la siguiente figura (Figura 38A). No se estudió el efecto sobre la 

producción de 4-HNE con la dosis de 600 nM debido a que el tratamiento con 

ambos compuestos a 100 nM ya conseguía una reducción total de los niveles de 

4-HNE. 
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El estudio de los niveles de 4-HNE demostró que ambos compuestos presentaban 

el mismo nivel de efecto antioxidante y afectaban tanto a neuronas piramidales 

excitadoras (<10 µm) como neuronas GABAérgicas (>10 µm). Sin embargo, en los 

anteriores ensayos, solamente o-ATV ha incrementado pCREB y ha presentado 

efecto neuroprotector específicamente en la población de neuronas GABAérgicas.  

Figura 38. Efecto del tratamiento con ATV u o-ATV al inicio de la fase R sobre la 
producción de 4-HNE en cultivos neuronales sometidos a OGD/R. A) Imágenes 
representativas en condiciones Control (Vehículo), OGD/R+Vehículo, OGD/R+100 nM ATV u 
OGD/R+100 nM o-ATV mostrando 4-HNE en rojo y núcleos en azul a los 30 min de R. Gráficos que 
muestran la cuantificación de los niveles de fluorescencia de 4-HNE en condiciones Control 
(Vehículo), OGD/R+Vehículo, OGD/R+100 nM ATV o OGD/R+100 nM o-ATV a los 30 min (B) o 90 min 
de R (C). Barra de tamaño: 10 µm. **p<0,01. n=3 experimentos independientes (10 campos por 
condición y experimento). 
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10.2.4. Las neuronas de subtipo GABAérgico presentan una 
mayor riqueza de NMDARs sinápticos 
 

Los resultados mostrados en los apartados 10.1 y 10.2, indicaban que la activación 

específica de NMDARs sinápticos post-OGD aumenta pCREB en ambos subtipos 

neuronales. También que el tratamiento con o-ATV post-OGD incrementaba la 

expresión de pCREB en las neuronas GABAérgicas de nuestros cultivos y las 

protegía de la muerte inducida por OGD/R. En base a estos resultados, el 

siguiente paso consistió en el análisis de la localización de los NMDARs en los dos 

subtipos de neuronas presentes en nuestros cultivos, con el objetivo de encontrar 

una posible explicación al efecto neuroprotector específico de tipo celular 

observado con el tratamiento con o-ATV.  

En primer lugar se determinó la expresión de la subunidad NR2A (principalmente 

sináptica) y neuroligina (marcador sináptico) en cultivos de neuronas corticales 

control, observando que ambas se expresan y colocalizan tanto en neuronas 

GABAérgicas (>10 µm) como en neuronas piramidales excitadoras (<10 µm) 

(Figura 39).  

 

 

 

 

Figura 39. Expresión de la subunidad NR2A y neuroligina en cultivos de neuronas 
corticales control. Imágenes representativas en condiciones control de la subunidad NR2A en 
verde, el marcador sináptico neuroligina en rojo y la colocalización entre ambos en amarillo. 
Barra de tamaño: 5 µm.  
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Seguidamente, se sometieron los cultivos a OGD/R1h y se analizó la colocalización 

de las subunidades NR2A y NR2B con neuroligina en cada uno de los subtipos 

neuronales. Se observó que la subunidad NR2A, colocalizaba con el marcador de 

sinapsis neuroligina tanto en las neuronas GABAérgicas (>10 µm) como en las 

neuronas excitadoras piramidales (Figura 40A, C) sin experimentar cambios 

inducidos por OGD/R. Estos resultados indicaban que, en nuestro cultivo, la 

subunidad NR2A era principalmente sináptica tanto en neuronas GABAérgicas 

como en neuronas piramidales, si bien la colocalización en las primeras era 

máxima (Coeficiente de Pearson  ̴1) pero menor en las segundas (Figura 40C).    

Por otro lado, en las neuronas GABAérgicas, la subunidad NR2B colocalizaba de 

forma moderada (aprox. 0,6) con neuroligina en condiciones control, mientras 

que la OGD/R disminuía la localización sináptica de esta subunidad. En cambio, en 

neuronas piramidales la colocalización de NR2B con NL estaba por debajo de 0,5 y 

disminuía a 0,25 en cultivos expuestos a OGD/R1h (Figura 40B, D).       
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En conjunto, los resultados obtenidos en la primera parte de la presente tesis 

doctoral demostraron que la activación de NMDARs sinápticos tras la OGD/R, 

produce una activación rápida de CREB tanto en neuronas excitadoras como en 

neuronas de subtipo GABAérgico que correlaciona con neuroprotección en ambos 

subtipos. Por otro lado, el tratamiento con o-ATV al inicio de R produce un rápido 

Figura 40. Colocalización de las subunidades NR2A y NR2B con el marcador de sinapsis 
neuroligina. A) Imágenes representativas en condiciones Control u OGD/R mostrando la 
subunidad NR2A en verde, el marcador sináptico neuroligina en rojo y la colocalización entre 
ambos en amarillo. B) Imágenes representativas en condiciones Control u OGD/R mostrando la 
subunidad NR2B en verde, el marcador sináptico neuroligina en rojo y la colocalización entre 
ambos en amarillo. C) Gráfico que muestra el porcentaje de colocalización en base al coeficiente de 
Pearson de NR2A con NL en neuronas GABAérgicas (GAD(+), >10 nm) y neuronas excitadoras 
piramidales (GAD(-),<10 nm). D) Gráfico que muestra el porcentaje de colocalización en base al 
coeficiente de Pearson de NR2B con NL en neuronas GABAérgicas (GAD(+), >10 nm) y neuronas 
excitadoras piramidales (GAD(-),<10 nm). Barra de tamaño: 20 µm.  *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001. n=3 experimentos independientes (15 campos por condición y experimento). 
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incremento de los niveles de pCREB en neuronas GABAérgicas, neuronas que se 

encuentran protegidas por o-ATV frente a la muerte inducida por OGD/R y que 

presentan mayor proporción de NMDAR sinápticos, cruciales para la señalización 

pro-vida de pCREB.  
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11. RESULTADOS PARTE 2: Intervención sobre NMDARs extrasinápticos 

 
Teniendo en cuenta la implicación directa de los NMDARs extrasinápticos en la 

muerte neuronal excitotóxica y los limitados conocimientos de que se dispone 

sobre la vía de señalización extrasináptica en comparación con la de los 

receptores sinápticos, la segunda parte de la presente tesis se dirigió a estudiar 

las proteínas asociadas a la subunidad NR2B de los NMDARs, subunidad descrita 

como extrasináptica principalmente. Hasta el momento en la bibliografía se 

describen dos moléculas (DAPK1 y GIPC) como las únicas que parecen unirse 

específicamente a la subunidad NR2B de los NMDARs pero no a la subunidad 

NR2A (Yi et al., 2007; Tu et al., 2010), siendo la subunidad NR2B la que se 

encuentra principalmente en los NMDARs que se hallan en las zonas 

extrasinápticas (Stocca and Vicini, 1998; Tovar and Westbrook, 1999; Hardingham 

et al., 2002; Vizi et al., 2013). Utilizamos inmunoprecipitación selectiva con 

anticuerpos específicos anti-DAPK1 y anti-GIPC y posterior análisis proteómico de 

los inmunoprecipitados para hallar nuevas dianas con potencial de mediar la 

muerte neuronal inducida por activación de los NMDARs extrasinápticos. 

Realizamos coinmunoprecipitación (Co-IP) sobre dos tipos de muestras distintas: 

1) proteína total obtenida de homogenizado total de neuronas que incluye 

membrana y citoplasma y 2) muestras de proteína correspondiente a 

homogenizado de membrana plasmática neuronal.  

 

 

11.1. Caracterización del efecto de nuestro modelo de OGD/R 
sobre los niveles, procesamiento proteolítico y fosforilaciones 
de interés de NR2B, DAPK1 y GIPC 

 
En primer lugar se caracterizó el efecto de nuestro modelo de OGD/R sobre las 

proteínas NR2B, DAPK1 y GIPC. Para poder determinar posibles candidatos sobre 

los que actuar antes de la existencia de muerte neuronal significativa, se 
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estableció 30 min de fase R como el tiempo idóneo para la obtención de las 

muestras.  

 

 

11.1.1. NR2B 

Se analizaron los niveles y el procesamiento de la subunidad NR2B de los NMDARs 

en cultivos de neuronas corticales control comparando con neuronas sometidas a 

OGD/R30min. La subunidad NR2B intacta tiene un peso molecular de 170KDa. Se 

detectó, tanto tras OGD/R en extractos neuronales como tras la MCAO en ratas, 

una disminución de aproximadamente el 30-40% de la banda de 170KDa de NR2B 

acompañada de un incremento del 40-50% de la banda de 115KDa (Figura 41A, C, 

D). Por otro lado, no se observó efecto significativo sobre los niveles totales de la 

subunidad NR2B ni por WB (Figura 41A,B) ni por ICF (Figura 41E,F).   
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Figura 41. Efecto de la OGD/R y MCAO sobre los niveles proteicos y la proteólisis de la 
subunidad NR2B. A) WB representativos mostrando las bandas correspondientes a NR2B en 
cultivos control o sometidos a OGD/R30min o en ratas sometidas a MCAO mediante la técnica de 
ligadura (MCAO-L) o filamento intraluminal (MCAO-F). B-D) En estudios in vitro comparamos 
cultivos en condiciones control (CT) con cultivos sometidos a OGD/R30min (OGD/R). In vivo 
comparamos el hemisferio contralateral sano (Contra) con el hemisferio ipsilateral (Ipsi) de cada 
animal 2 h tras la reperfusión.  Los gráficos muestran el incremento de los niveles totales de NR2B 
(indicados como sumatorio de bandas (Ʃ)) (B), de la banda de 170 KDa (C) y la banda de 115 KDa a 
partir de las bandas observadas en los WB (D). E) Imágenes representativas de NR2B obtenidas por 
ICF en cultivos de neuronas corticales de 12 DIV en condiciones control u OGD/R30min. F) Gráfico 
que muestra la cuantificación de la densidad óptica correspondiente a NR2B respecto al número de 
núcleos en cultivos neuronales en condiciones control u OGD/R30min. Barra de tamaño: 20 µm. 
*p<0,05 respecto al control (in vitro) o hemisferio contralateral (in vivo). n=3 experimentos en los 
estudios de OGD/R (>9 pocillos por condición) y n=6 por grupo en los experimentos in vivo. 
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11.1.2. DAPK1 

En células sanas, DAPK1 se encuentra fosforilada e inactiva, en cambio, bajo 

señales de muerte neuronal se produce la defosforilación de DAPK1 que pasa a su 

estado activado (Shohat et al., 2001). Se analizaron los niveles proteicos de DAPK1 

fosforilada en nuestro sistema en condiciones control y tras someter los cultivos a 

OGD/R. Nuestro modelo de OGD/R provocó la activación de DAPK1 en los cultivos 

corticales, observándose una reducción del 70% en los niveles de DAPK1 

fosforilada a los 30 min de la fase R (Figura 42). No fue posible establecer el 

efecto sobre la fosforilación de DAPK1 en los modelos de ictus in vivo, MCAO por 

ligadura o filamento intraluminal, debido al débil funcionamiento del anticuerpo 

para pDAPK1 y a la limitada disponibilidad de anticuerpos para esta proteína. 

 

 

Figura 42. Estado de fosforilación de DAPK1 en 
cultivos de neuronas corticales de 12 DIV. Arriba; WB 
representativo mostrando pDAPK1 y actina en condiciones 
control (CT) o de OGD/R30min (OGD). Abajo; gráfico que 
muestra los niveles de pDAPK1 normalizados por actina a 
los 30 min de la fase R. * p<0,05 respecto al control. n=4 
experimentos independientes (5 réplicas por condición y 
experimento) 
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A continuación se determinaron los niveles de la proteína DAPK1 en cultivos 

neuronales sometidos a OGD/R y en modelos animales de isquemia cerebral. Los 

niveles totales de DAPK1 incrementaron en respuesta a la isquemia, tanto in vitro 

como in vivo (Figura 43A-B, F-G).  

DAPK1 es una proteína de 160 KDa de la que algunos autores habían reportado un 

procesamiento por catepsina B que genera fragmentos de 120, 100 y 60 KDa 

(Araki et al., 2004, Shamloo et al., 2005). En cambio, otros trabajos no 

comentaban este procesamiento proteolítico y se centraban en el estudio de la 

banda de 160 KDa de DAPK1 (Cohen et al., 1999; Raveh and Kimchi, 2001; Pelled 

et al., 2002; Tu et al., 2010). En nuestro modelo, se observó un efecto de la 

OGD/R30min y de la MCAO sobre el patrón de bandas de DAPK1. En condiciones 

control, o en el hemisferio contralateral en el caso de los animales, se observó 

una banda de 160 KDa y otras dos bandas de 120 KDa y 100 KDa. En cambio, el 

estímulo excitotóxico (OGD/R30min o MCAO), provocaba la reducción de la banda 

de 160 KDa acompañada de un incremento de la banda de 100 KDa (Figura 43A, 

C-E).  
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Figura 43. Efecto de la OGD/R y MCAO sobre los niveles proteicos y la proteólisis de DAPK1. 
A) WB representativos de los niveles de la proteína DAPK1 en cultivos sometidos a OGD/R30min o en 
ratas sometidas a MCAO mediante la técnica de ligadura (MCAO-L) o filamento intraluminal (MCAO-F). B-
E) En estudios in vitro comparamos cultivos en condiciones control (CT) con cultivos sometidos a 
OGD/R30min (OGD/R). In vivo comparamos el hemidferio contralateral sano (Contra) con el hemisferio 
ipsilateral (Ipsi) de cada animal 2 h tras la reperfusión. Los gráficos muestran la cuantificación de los 
niveles de la proteína DAPK1 total (indicados como sumatorio de bandas (Ʃ)) (B), de la banda de 160KDa 
(C), de la banda de 120 KDa (D) y de la banda de 100 KDa (E) en las condiciones anteriormente detalladas. 
F) Imagen representativa de DAPK1 en cultivos de neuronas corticales en condiciones control u 
OGD/R30min. G) Gráfico correspondiente a la cuantificación de la densidad óptica de DAPK1 respecto al 
número de núcleos en cultivos neuronales de 12 DIV en condiciones control u OGD/R30min. Barra de 
tamaño: 20 µm.  *p<0,05; ** p<0,01; ***P<0,001 respecto al control (in vitro) o hemisferio contralateral 
(in vivo). n=3 experimentos en los estudios de OGD/R (>9 pocillos por condición) y n=6 por grupo en los 
experimentos in vivo. 
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11.1.3. GIPC 

Como en el caso de NR2B y DAPK1, se analizaron los niveles de la proteína GIPC 

en cultivos de neuronas corticales control o sometidas a OGD/R30min y en ratas 

sometidas a MCAO mediante ligadura o filamento intraluminal. Se determinó un 

incremento de los niveles de GIPC tanto en los cultivos sometidos a la OGD/R 

como en el hemisferio ipsilateral de ratas MCAO-L y MCAO-F  en comparación con 

el hemisferio contralateral (Figura 44). No se observó ningún efecto de proteólisis 

para esta proteína.   

 

Figura 44. Efecto de la OGD/R y MCAO sobre los niveles proteicos de GIPC. A) WB 
representativos de la proteína GIPC en cultivos sometidos a OGD/R30min o en ratas sometidas a 
MCAO mediante la técnica de ligadura (MCAO-L) o filamento intraluminal (MCAO-F). En estudios in 
vitro comparamos cultivos en condiciones control (CT) con cultivos sometidos a OGD/R30min 
(OGD/R). In vivo comparamos el hemisferio contralateral sano (Contra) con el hemisferio ipsilateral 
(Ipsi) de cada animal 2 h tras la reperfusión.  B) Gráfico que muestra el incremento en porcentaje de 
los niveles de GIPC respecto cultivos controles o hemisferio contralateral. C) Imagen representativa de 
GIPC en cultivos de neuronas corticales de 12 DIV en condiciones control u OGD/R30min. D) Gráfico 
correspondiente a la cuantificación de la densidad óptica correspondiente a GIPC respecto al número 
de núcleos en cultivos neuronales en condiciones control u OGD/R. Barra de tamaño: 20 µm. *p<0,05 
respecto al control (in vitro) o hemisferio contralateral (in vivo). n=3 experimentos en los estudios de 
OGD/R (>9 pocillos por condición) y n=6 por grupo en los experimentos in vivo. 
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Una vez finalizada la caracterización de NR2B, DAPK1 y GIPC, pudimos afirmar que 

nuestro modelo de isquemia in vitro por OGD/R30min en cultivos neuronales y la 

isquemia focal in vivo con 2h de reperfusión, no alteran los niveles totales de 

NR2B, elevan los niveles totales de DAPK1 y GIPC e incrementan el procesamiento 

proteolítico de NR2B y DAPK1.   

 

11.2. Obtención de los complejos de proteína asociados a los 
NMDARs extrasinápticos 
 
11.2.1. Caracterización de la técnica de coinmunoprecipitación  

Una vez caracterizado el efecto de la isquemia sobre los niveles y la proteólisis de 

NR2B, DAPK1 y GIPC en cultivos neuronales de 12 DIV expuestos a OGD/R y 

animales sometidos a MCAO, y dado que nuestro interés era identificar moléculas 

que se encuentren por debajo de los receptores extrasinápticos, se procedió a la 

Co-IP de los complejos proteicos unidos a DAPK1 o a GIPC mediante anticuerpos 

específicos contra estas dos proteínas. Se utilizaron dos tipos de muestra de 

partida diferentes (Figura 45); por un lado se partió de muestra total, compuesta 

por membrana plasmática y contenido citoplasmático y por otro lado utilizamos 

muestra de membrana plasmática obtenida según el protocolo descrito en el 

apartado 8.2.  

 

 

Figura 45. Imágenes en contraste de fases de cultivos neuronales de 12DIV. Izquierda; 
Imagen representativa de neuronas en cultivo de las que se obtuvo muestra total. Derecha; Imagen 
representativa de membranas neuronales adheridas a la placa de cultivo utilizadas para la obtención 
de muestra de membrana plasmática según el protocolo descrito en el apartado 8.2. Ya no se pueden 
observar cuerpos neuronales pero sí membranas del cuerpo celular neuronal y de dendritas.  
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11.2.2. Co-inmunoprecipitación de proteína extraída de muestra 
total  
 

En primer lugar se inmunoprecipitaron muestras de proteína total. Para 

comprobar la especificidad del proceso, realizamos en paralelo una 

inmunoprecipitación con anticuerpo específico anti-DAPK1 y otra con IgG no 

específica (N.S. IgG; de características similares al anticuerpo específico anti-

DAPK1 que utilizamos; mismo isotipo de inmunoglobulina no conjugada 

purificada por afinidad). En la Co-IP realizada con anticuerpo específico anti-

DAPK1 (Co-IP-DAPK1) detectamos las bandas de 160, 120 y 100KDa 

correspondientes a DAPK1. Sin embargo, no observamos bandas 

correspondientes a DAPK1 en el WB de la Co-IP con anticuerpo anti-N.S. IgG, 

confirmando así que la inmunoprecipitación era específica para DAPK1 (Figura 

46). 

 

 

Observamos que se favorecía la inmunoprecipitación de la forma de 160 KDa de 

DAPK1 acompañada de la banda de 120 KDa y en menor medida la banda de 100 

KDa. La banda de 160 KDa constituía la forma más abundante en el complejo 

inmunoprecipitado en condiciones control, pero era una de las bandas menores 

en el homogeneizado obtenido de los cultivos de neuronas corticales control. 

 

En el eluido del Co-IP-DAPK1 obtenido de muestra total control, se analizó la 

presencia de la subunidad NR2B, previamente descrita en la bibliografía como 

asociada a DAPK1 (Tu et al 2010). También se analizó la presencia de PSD95, 

proteína descrita asociada a NR2B (Aarts et al., 2002; Sun et al., 2008). Los 

Figura 46. Co-IP de muestra total control con anticuerpo específico anti-DAPK1 o con 
IgG no específica (N.S. IgG). WB representativo mostrando dos bandas mayoritarias de la 
proteína DAPK1 (160 y 120 KDa) y la banda de 100 KDa en el Co-IP-DAPK1 (izquierda) o la 
ausencia de bandas en el Co-IP con IgG inespecífica (derecha). Resultado representativo de 3 
experimentos independientes. 
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resultados obtenidos confirmaron la Co-IP de NR2B, PSD95 y DAPK1 en el Co-IP-

DAPK1 control (Figura 47).  

 
 

Por otro lado, se realizó la Co-IP utilizando anticuerpo específico anti-GIPC. Al 

analizar el inmunoprecipitado de muestra control mediante WB se detectó 

débilmente la proteína GIPC pero no se visualizaron bandas para NR2B ni para 

otras proteínas que sabemos que se unen a NR2B como PSD95 (Figura 48). Se 

repitió este procedimiento utilizando dos anticuerpos diferentes de GIPC pero en 

ningún caso se consiguieron inmunoprecipitar las proteínas esperables según lo 

descrito en la bibliografía.   

  
 

Si bien hasta el momento no se ha descrito interacción directa ni se ha 

demostrado inmunoprecipitación conjunta de DAPK1 y GIPC, el hecho de que 

ambos interaccionaran con NR2B permitió hipotetizar que en las muestras 

inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-DAPK1 podríamos hallar también la 

proteína GIPC. Los resultados de WB demostraron, efectivamente, la presencia de 

GIPC en el Co-IP-DAPK1 (Figura 49).  

 

Figura 48. Co-IP con anticuerpo anti-GIPC en 
muestra total control. WB representativos de 
GIPC y de las proteínas candidatas a co-
inmunoprecipitar con ella; NR2B y PSD95.  

Figura 47. Co-IP de muestra total control con 
anticuerpo anti-DAPK1. WB representativo de la 
subunidad NR2B y la proteína PSD95 coinmunoprecipitadas 
con DAPK1.  
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En base a estos resultados, y teniendo en cuenta que en el Co-IP-DAPK1 

obtuvimos las proteínas esperadas y entre ellas GIPC, se decidió descartar la Co-

IP-GIPC y continuar el estudio utilizando la Co-IP-DAPK1 como método de elección 

para el posterior análisis proteómico.  

 

 

11.2.3. Co-IP de proteína extraída de muestra de membrana 
plasmática 
 

Seguidamente se realizó la Co-IP-DAPK1 a partir de muestra de membrana 

plasmática. Mediante el análisis del inmunoprecipitado se determinó la Co-IP de 

DAPK1, NR2B y PSD95 pero no de la proteína GIPC (Figura 50). 

 

 
 

 

 

 

Figura 50. Co-IP con DAPK1 en muestras de 
membrana control. WB representativos de DAPK1 y 
de las proteínas co-inmunoprecipitadas con ella; NR2B, 
PSD95 y GIPC. No observamos señal para GIPC. 

Figura 49. Co-IP de GIPC con anticuerpo anti-
DAPK1 en muestras total control. WB 
representativo de GIPC co-inmunoprecipitada con 
DAPK1.  
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11.2.4. Análisis de las formas proteolíticas de DAPK1 obtenidas 
en la Co-IP-DAPK1 de muestra total y de muestra de 
membrana plasmática  
 

El estudio comparativo del perfil de bandas del Co-IP-DAPK1 control y OGD/R en 

muestra total o de membrana indica que: tras 30 min de fase R, la OGD/R no 

afecta los niveles totales de DAPK1 obtenidos en el Co-IP-DAPK1 de muestra total, 

mientras que incrementa los niveles totales de DAPK1 en las muestras de 

membrana (Figura 51 A-D).  

 

Tanto en muestra total como en muestra de membrana, la OGD/R redujo la 

presencia en el Co-IP-DAPK1 de la forma intacta de 160KDa de DAPK1 (Figura 51A, 

B, E, F) e incrementó la forma proteolítica de 100KDa (Figura 51 A, B, G, H). En 

muestra total, pero no en muestra de membrana, se detectó también la forma de 

120KDa (Figura 51 A, B, I). En ambos tipos de muestra, observamos que tras la 

OGD/R30min, la mayor parte de DAPK1 está en la forma de 100 KDa, siendo esta 

banda de 100 KDa la forma que habíamos observado incrementada en 

homogenados de cultivos neuronales sometidos a OGD/R y en modelos animales 

de MCAO (Figura 43A).  

 

En el Co-IP-DAPK1 determinamos que la proteólisis sufrida por DAPK1 no impidió 

la Co-IP de la subunidad NR2B. Aproximadamente la mitad de moléculas de NR2B 

presentes en el Co-IP-DAPK1 también había sufrido proteólisis en muestra de 

membrana y casi la totalidad se hallaba proteolizada en muestra total (Figura 

51J).  
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Figura 51. Comparación del perfil proteolítico de DAPK1 en el Co-IP-DAPK1 de muestra 
total y de membrana plasmática neuronal. WB representativos de DAPK1 en el Co-IP-DAPK1 de 
muestra total (A) y de muestra de membrana (B). C-I) Se cuantificaron las bandas (o la suma de las 
bandas) correspondientes a DAPK1. Los gráficos muestran la cuantificación de la suma de bandas 
correspondientes a DAPK1 en muestra total (C) o de membrana (D), la banda de 160KDa en muestra 
total (E) o de membrana (F), la banda de 100KDa en muestra total (G) o de membrana (H) y la banda 
de 120KDa en muestra total (I). J) WB representativos de la subunidad NR2B en el Co-IP-DAPK1 de 
muestra total o muestra de membrana. Se indican con punta de flecha amarilla las bandas 
correspondientes a NR2B que son difíciles de apreciar en muestra de membrana.  *p<0,05; **p<0,01 
respecto al control. n=3 experimentos independientes. 
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11.3. Estudio de los complejos coinmunoprecipitados: 
identificación de posibles candidatos neuroprotectores frente 
a riesgo excitotóxico 
 

11.3.1. Análisis de las proteínas identificadas por LC-MS/MS con 
presencia diferencial en el Co-IP-DAPK1 de muestra total  
 

En primer lugar, se analizó el complejo de proteínas obtenido en la Co-IP-DAPK1 

de muestra total mediante LC-MS/MS. Se identificaron un total de 303 proteínas 

con al menos dos péptidos únicos. Se hallaron cuarenta y nueve proteínas cuyos 

niveles diferían >2.5 veces entre los cultivos control y los sometidos a OGD/R. De 

estas proteínas, 18 estaban incrementadas, 9 aparecían, 16 disminuían y 6 

desaparecían en condiciones de OGD/R30min (Tablas 10 y 11).  

Tabla 10. Proteínas que aparecen o incrementan su asociación al Co-IP-DAPK1 tras la 
OGD/R en muestra total. 

Proteína Uniprot 
Función molecular - 

Isquemia 

Incremento 
(foldchange 

OGD/CT) 

Interacción 
publicada con: 

Proteínas de membrana 

Glutamate receptor 
ionotropic, NMDA 2B 

(NR2B) 
Q00960 

Subunidad principalmente 
extrasináptica que señaliza 
a muerte en condiciones 

patológicas (Tu et al., 
2010) 

Aparece DAPK-1 (Tu et al., 
2010) 

PDZ domain-containing protein 

PDZ domain-containing 
protein GIPC1 (GIPC1) Q9Z254 

GIPC se une a NR2B 
extrasinápticos y regula su 
expresión en superficie (Yi 

et al., 2007) 

2,600 

NR2B (Yi et al., 
2007),  Myosin VI (Yi 

et al., 2007) (Yano 
et al., 2006) 

Quinasas 

Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase 

type II subunit alpha 
(CaMKII subunit alpha) 

P11798 
 

 

El estímulo excitotóxico 
incrementa la unión 

CaMKII-NR2B (Fan et al., 
2014) 

 

5,141 
 

NR2B (Mao et al., 
2014) (Sanz-

Clemente et al., 
2013) (Gardoni et 
al., 2006), CRMP2 
(Hou et al., 2009) 

 

Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase 

type II subunit beta 
(CaMKII subunit beta) 

 

P08413 3,140 
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Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase 

type II subunit delta 
(CaMKII subunit delta) 

Q8CCM0 

 

 

El estímulo excitotóxico 
incrementa la unión 

CaMKII-NR2B (Fan et al., 
2014) 

5,609 

 

NR2B (Mao et al., 
2014) (Sanz-

Clemente et al., 
2013) (Gardoni et 
al., 2006), CRMP2 
(Hou et al., 2009) 

 

Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase 

type II subunit gamma 
(CaMKII subunit gamma) 

P11730 3,881 

CaM kinase-like vesicle-
associated protein 

(Camkv) 
Q63092 No se ha descrito actividad 

quinasa asociada 
4,396 - 

Protein Kinase C beta 
type (PKC-B) 

P68403 

Fosforila a NR2B en Ser-
1303 potenciando la 

función del canal NMDAR 
(Liao et al., 2001; Ramya 

et al., 2012) 

Aparece 

NR2B (Liao et al., 
2001; Ramya et al., 

2012), AP-2 (Chen et 
al., 2006), CX43 

(Smyth et al., 2014) 

Proteasas 

Cathepsin B (RSG-2) P00787 

Incrementa en respuesta a 
la isquemia y amplifica el 

proceso apoptótico (Anagli 
et al., 2008) 

Aparece DAPK-1 (Lin et al., 
2007) 

Chaperonas 

Heat shock protein HSP 
90-beta (HSP 84) P11499 

Promueve la estabilización 
y actividad de DAPK1 (Citri 
et al., 2006; Zhang et al., 

2007a) 

3,830 
DAPK-1 (Citri et al., 
2006; Zhang et al., 

2007a) 

DnaJ homolog subfamily 
A member 2 (RDJ2) O35824 

Modula la señalización por 
proteína G (Rosales-

Hernandez et al., 2009) 
3,299 - 

DnaJ homolog subfamily 
B member 6 (DNAJB6) Q6AYU3 

Co-chaperona de HSC70, 
reduce agregados 

proteicos (Hussein et al., 
2015) 

Aparece - 

DnaJ homolog subfamily 
A member 1 (DNAJA1) P63037 

Reduce agregados 
proteicos (Jana et al., 

2000) 
Aparece - 

Citoesqueleto 

Myosin-10 (Myh10) Q9JLT0 Función motora 5,901 Actina (Coles and 
Bradke, 2015) 

Myosin, heavy 
polypeptide 9, non-

muscle (Myh9) 
G3V6P7 Función motora 4,700 Actina (Coles and 

Bradke, 2015) 

Myosin-14 (Myh14) Q6URW6 Función motora 3,042 
                           

Actina (Coles and 
Bradke, 2015) 
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Myosin regulatory light 
chain RLC-A (Myosin 

RLC-A) or Myosin 
regulatory light chain 2-

A 

P13832 

La fosforilación por parte 
de DAPK1 provoca 

membrane bebbling (Kuo 
et al., 2003; Cohen et al., 
1997; Bialik and Kimchi, 

2004) 

2,760 

DAPK-1 (Kuo et al., 
2003; Cohen et al., 

1997; Bialik and 
Kimchi, 2004), 

Actina (Coles and 
Bradke, 2015) 

Plectin Q6S3A1 Función estructural – 
localización - señalización 3,278 Actina (Coles and 

Bradke, 2015) 

Fascin P85845 Función estructural – 
localización - señalización 2,810 Actina (Coles and 

Bradke, 2015) 

Nestin G3V8F8 Función estructural – 
localización - señalización 3,123 

Dineína (Lepinoux-
Chambaud and 

Eyer, 2013), Actina 
(Coles and Bradke, 

2015) 

Proteínas ribosomales 

60S ribosomal protein 
L37a D4AAZ6 Participan en la síntesis 

proteica Aparece - 

60S ribosomal protein 
L17 P24049 Participan en la síntesis 

proteica Aparece - 

40S ribosomal protein 
S27 Q6ZWU9 

Participan en la síntesis 
proteica 2,849 - 

Otras proteínas 

Leucine-rich repeat 
flightless-interacting 

protein 1 (Lrrfip1) 
Q66HF9 

La MCAO incrementa la 
expresión de Lrrfip1 en el 
área periinfarto (Mallolas 

et al., 2006) 

5,523 - 

Leucine-rich repeat 
flightless-interacting 

protein 2 (Lrrfip2) 
Q4V7E8 

Importante en la vía de 
señalización Wnt (Liu et 

al., 2005) 
4,455 - 

E3 ubiquitin-protein 
ligase HERC2 Q4U2R1 

Integra complejos de 
proteínas y actúa como 
puente entre diferentes 

vías celulares (Galligan et 
al., 2015) 

Aparece - 

Matrin-3 P43244 

Su fosforilación por PKA en 
condiciones patológicas 
contribuye a la muerte 

neuronal (Giordano et al., 
2005) 

Aparece - 
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Tabla 11. Proteínas que desaparecen o disminuyen su asociación al  Co-IP-DAPK1 tras la 
OGD/R en muestra total. 

Proteína Uniprot 
Función molecular - 

Isquemia 

Disminución 
(foldchange 

CT/OGD) 

Interacción 
publicada con: 

Quinasas 

Mitogen-activated 
protein kinase 

kinasekinasekinase 4 
(MAP3K4) 

P97820 
Media la activación de p38 

MPK (Warr et al., 2012; 
Sapkota, 2013) 

Desaparece - 

Fosfatasas 

Protein phosphatase 1 
regulatory subunit 12A Q10728 Regulador de PP1 Desaparece - 

Serine/threonine-
protein phosphatase 2A 

catalytic subunit beta 
isoform (PP2A-beta) 

P36876 

Defosforila a NR2B y limita la 
sobreactivación de los 

NMDARs (Farinelli et al., 
2012;  Ramya et al., 2012) y 

activa DAPK1 al 
defosforilarla(Gozuacik et al., 

2008; Widau et al., 2010) 

Desaparece 

NR2B (Farinelli et 
al., 2012; Ramya 

et al., 2012), 
DAPK-1 (Gozuacik 

et al., 2008) 

Citoesqueleto 

Actin 1 protein (Actn1) Q6GMN8 Estabilización, transporte, 
polaridad neuronal 7,642 

DAPK-1 (Henshall 
et al., 2003; Bialik 
and Kimchi, 2004) 

Actin-related protein 
2/3 complex subunit 1A Q99PD4 Unión a actina 3,547 Actina 

Actin-binding LIM 
protein 1 (abLIM-1) Q8K4G5 

Organización del 
citoesqueleto 4,625 Actina 

Alpha-actinin-2 Q9JI91 

Unión de actina a 
estructuras intracelulares, 
como la subunidad NR2B 
(Wyszynski et al., 1997; 

Sattler et al., 2000) 

5,488 

NR2B y Actina 
(Sattler et al., 

2000; Wyszynski 
et al., 1997) 

Alpha-actinin-4 Q9QXQ0 Media la unión de actina a 
estructuras intracelulares 3,453 Actina 

Microtubule-associated 
protein 6 (MAP-6) Q63560 Estabilización de los 

microtúbulos 3,441 
Microtúbulos 
(Gory-Faure et 

al., 2014) 

Cytoplasmic dynein 1 
light intermediate chain 

1 
G3V7G0 Transporte 6,004 Dinactina (Deng 

et al., 2010) 

Cytoplasmic dynein 1 
light intermediate chain 

2 
Q5D023 Transporte 3,421 Dinactina (Deng 

et al., 2010) 



  

161 
 

Re
su

lta
do

s 
   

Dynein light chain 
roadblock type-1 P62627 Transporte Desaparece Dinactina (Deng 

et al., 2010) 

Spectrin beta chain, 
non-erythrocytic 2 

(Sptn2/Spna2) 
Q9QWN8 

Mantiene la estabilidad y 
estructura de la membrana 
celular (Zhang et al., 2013a) 

4,601 

NR2B (Wechsler 
and Teichberg, 
1998), Actina 

(Wechsler and 
Teichberg, 1998), 
Ankirina (Zhang 

et al., 2013a) 

Alpha-adducin Q63028 
Se une a calmodulina, 

ensambla la red espectrina-
actina 

2,731 Actina (Xu et al., 
2013) 

CLIP-associating 
protein 2 Q99JD4 Estabilización de los 

microtúbulos 4,560 Tubulina (Galjart, 
2005) 

CLIP-associating 
protein 1 F1LNR1 Estabilización de los 

microtúbulos 5,022 Tubulina (Galjart, 
2005) 

Clip1 F1MAH8 
Promueve el crecimiento de 

microtúbulos y localiza el 
complejo dineína-dinactina 

Desaparece Tubulina (Galjart, 
2005) 

Gamma-aminobutyric 
acid receptor-

associated protein-like 
2 

P60521 
Unión del receptor GABAA a 

microtúbulos 3,800 - 

Otras proteínas 

Dihydropyrimidinase-
related protein 2 
(CRMP-2/DRP-2) 

P47942 

Promueve el crecimiento 
axonal (Fukata et al., 2002)  y 

la internalización de la 
subunidad NR2B (Bretin et 

al., 2006; Brittain et al., 
2011). 

4,555 

NR2B (Bretin et 
al., 2006; Brittain 

et al., 2011), 
Tubulin (Fukata 

et al., 2002), 
CamKII (Hou et 
al., 2009), PP1γ 
(Cid et al., 2007) 

Protein DDI1 homolog 2 A2ADY9 - 6,902 Syntaxin 1B 
(uniprot) 

Glutaminase kidney 
isoform, mitochondrial P13264 

Componente potencial de la 
neurotoxicidad durante la 

inflamación (Ye et al., 2013) 
2,542 - 

Activated RNA 
polymerase II 
transcriptional 
coactivator p15 

P11031 Regulador de la transcripción Desaparece - 
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De las 49 proteínas identificadas como alteradas por la OGD/R en el Co-IP-DAPK1 

en el análisis proteómico de muestra total, 15 proteínas habían sido previamente 

descritas por otros estudios asociadas a DAPK1 o a la subunidad NR2B de los 

NMDARs (ver última columna de las Tablas 10 y 11). La obtención de proteínas 

previamente descritas asociadas a NR2B, confirmaba que la Co-IP-DAPK1 permite 

la obtención de proteínas implicadas en la vía de señalización de los NMDAR-

NR2B.   

Entre las proteínas que aparecieron o incrementaron su Co-IP con DAPK1 tras la 

OGD/R30min, encontramos la subunidad NR2B de los NMDARs, esperable según 

lo descrito previamente en la bibliografía. Aparte de constituyentes del 

citoesqueleto y proteínas ribosomales se identificaron también varias quinasas 

como CaMKII y PKC, la proteína GIPC y la proteasa Cathepsin B entre otras. El 

efecto de la isquemia descrito en la bibliografía incrementando el reclutamiento 

de DAPK1 al complejo NR2B, predice que el uso de DAPK1 como cebo en la 

inmunoprecipitación, resultará en la mayor obtención de NR2B y de las moléculas 

que interaccionen con esta subunidad, como podrían ser PKC, CaMKII y GIPC en 

las muestras OGD/R. En este sentido, se observó que, efectivamente, la OGD/R 

induce un incremento de la asociación de CaMKII, PKC y GIPC al complejo DAPK1-

NR2B.  

Entre las proteínas que desaparecieron o redujeron su Co-IP con DAPK1 en 

situaciones de OGD/R30min, se identificaron proteínas de citoesqueleto, 

fosfatasas como PP1 o PP2A, y otras proteínas como la dihydropyrimidinase-

related protein 2 (CRMP2).  

Del total de proteínas diferenciales identificadas en el Co-IP-DAPK1 en muestra 

total, observamos que las funciones moleculares de unión y catalítica están 

presentes tanto entre las proteínas que incrementan o aparecen como entre las 

que disminuyen o desparecen. Destaca la aparición de receptores y 

transportadores, el incremento y aparición de proteínas quinasas, así como la 

disminución de fosfatasas (Figura 52).   
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11.3.2. Análisis de las proteínas identificadas por LC-MS/MS con 
presencia diferencial en el Co-IP-DAPK1 de muestra de 
membrana 
 

Seguidamente, se analizó mediante espectrometría de masas el complejo de 

proteínas obtenido en la Co-IP-DAPK1 de muestras de membrana. Se identificaron 

un total de 71 proteínas con al menos dos péptidos únicos. Hallamos veintitrés 

proteínas cuyos niveles diferían en >2.5 veces entre los cultivos control y los 

sometidos a OGD/R. De estas proteínas, 1 estaba incrementada, 6 aparecían, 2 

disminuían y 14 desaparecían en condiciones OGD/R30min (Tablas 12 y 13).  

 

 

Figura 52. Gráficos que representan las funciones moleculares (A) y clases de proteínas 
(B) más frecuentes entre las proteínas diferenciales identificadas en el Co-IP-DAPK1 de 
muestra total.  
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Tabla 12. Proteínas que aparecen o incrementan su asociación en el Co-IP-DAPK1 tras la 
OGD en muestra de membrana. 

Proteína Uniprot 
Función molecular - 

Isquemia 

Incremento 
(foldchange 

OGD/CT) 

Interacción 
publicada con: 

Chaperonas 

Chaperonin subunit 8 
(Protein Cct8) 

D4ACB8 

Regula la apoptosis 
neuronal en neuronas 

tras daño cerebral 
traumático (Wu et al., 

2015)  

Aparece  

Citoesqueleto/  estruct 

Neurofilament light 
polypeptide (NF-L) 

P19527 
Función estructural - 

localización - 
señalización 

3,483 

Dineína (Lepinoux-
Chambaud and Eyer, 
2013), α-internexina 
(Yuan et al., 2006), 
Actina (Coles and 

Bradke, 2015)  

Otras proteínas 

Dihydropyrimidinase-
related protein 1 (CRMP-

1/DRP-1) 
Q62950 

Promueve el 
crecimiento axonal 

(Higurashi et al., 2012). 
Podría intervenir en la 
muerte neuronal tras 
la isquemia cerebral 
(Jiang et al., 2007)  

Aparece 
Tubulina (Yamashita et 

al., 2013)  

Syntaxin-1B P61265 

Incrementa tras la 
isquemia en zonas 

donde se ha perdido la 
expresión de MAP2 

Aparece - 

Fructose-bisphosphate 
aldolase A 

P05065 
Enzima catalítica de la 

glicólisis 
Aparece - 

Protein Atp6v1a D4A133 
Subunidad A de la 

ATPase/H+ 
Aparece - 

Complement component 
1 Q subcomponent-

binding protein, 
mitochondrial 

O35796 
Proteína 

multifuncional 
Aparece - 
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Tabla 13. Proteínas que desaparecen o disminuyen su asociación al  Co-IP-DAPK1 tras la 
OGD/R  en muestra de membrana. 

Proteína Uniprot 
Función molecular - 

Isquemia 

Disminución 
(foldchange 

CT/OGD) 

Interacción 
publicada con: 

Chaperonas 

60 kDa heat shock 
protein, mitochondrial 

(HSP-60) 
P63039 

Ensamblaje y 
plegamiento de 

proteínas 
mitocondriales (Chen Y 

2014) 

3,327 - 

Citoesqueleto 

Tubulin beta-5 chain P69897 
Ensamblaje de 
microtúbulos  

Desaparece Actina (Baas, 1997)  

Unconventional 
Myosin-Va 

Q99104 Función motora Desaparece 
Actina(Coles and 

Bradke, 2015)  

Microtubule-
associated protein 6 

(MAP-6) 
Q63560 

Estabilización de los 
microtúbulos 

Desaparece 
Microtúbulos(Gory-
Faure et al., 2014)  

Microtubule-
associated protein 4 

(MAP-4) 
Q5M7W5 

Estabilización de los 
microtúbulos 

Desaparece 
Microtúbulos (Chapin 

and Bulinski, 1994) 

CLIP-associating 
protein 2 

Q99JD4 
Estabilización de los 

microtúbulos 
Desaparece 

Tubulina (Galjart N 
2005)  

Prohibitin-2 Q5XIH7 

Neuroprotección, 
involucrada en 

tolerancia isquémica 
(Zhou et al., 2012)  

3,153 - 

Myristolated alanine-
rich C-kinase substrate 

(MARCKS) 
P26645 

Sustrato de PKC, se 
une a actina, 
calmodulina y 

sinapsina 

Desaparece 
Citoesqueleto (Alli et 

al., 2015)  

Proteínas Ribosomales 

60S ribosomal protein 
L12 

P23358 
Participan en la síntesis 

proteica 
Desaparece 

 

60S ribosomal protein 
L31 

P62902 
Participan en la síntesis 

proteica 
Desaparece 

 

Complejo AP-2 

AP-2 complex subunit 
beta 

P62944 
La interacción NR2B-

AP2 conduce a la 
internalización del 

Desaparece 
NR2B (Zhang et al., 

2008; Lavezzari et al., 
2003; Prybylowski et 
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receptor al., 2005)  

Otras proteínas 

Polyubiquitin-B P0CG49 
Señalización y 

activación de quinasas 
Desaparece - 

Voltage-dependent 
anion-selective 

channel protein 2 
(VDAC-2) 

P81155 
Canal de membrana 

mitocondrial 
Desaparece - 

Vesicle-trafficking 
protein SEC22b 

O08547 Transporte Golgi-RE Desaparece - 

Cytochrome b-c1 
complex subunit 2 

P32551 
Participa en la cadena 

respìratoria 
mitocondrial 

Desaparece - 

Sodium/potassium-
transporting ATPase 

subunit alpha-2 
Q6PIE5 

Cataliza la hidrolisis de 
ATP acoplado al 

intercambio Na+/K+ a 
través de la membrana 

celular 

Desaparece - 

 

De las 23 proteínas identificadas alteradas por la OGD/R30min en el Co-IP-DAPK1 

de muestras de membrana, una proteína (AP-2) había sido previamente descrita 

en la bibliografía interaccionando con la subunidad NR2B de los NMDARs (ver 

última columna de las Tabla 13).  

Entre las proteínas que aparecieron o incrementaron su Co-IP con DAPK1 tras la 

OGD/R30min, se identificaron componentes del citoesqueleto, una chaperona 

(Cct8) y otras proteínas como la dihydropyrimidinase-related protein 1 (CRMP1) o 

Syntaxin-1B; cabe destacar que se había descrito previamente en la bibliografía la 

interacción de dihydropyrimidinase-related protein 2 (CRMP2) con NR2B y la 

interacción de syntaxin-1A con DAPK1. Otras proteínas como la chaperona HSP-

65, la subunidad beta del complejo de internalización AP-2 desaparecieron o 

redujeron su asociación al complejo DAPK1 en condiciones de OGD/R.   

Del total de proteínas diferenciales identificadas en la Co-IP-DAPK1 de muestras 

de membrana tras la OGD/R, destaca la aparición de función receptora y la 

desaparición de enzimas reguladoras. Respecto a las clases de proteínas destacó 
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la aparición de receptores, así como la disminución de enzimas reguladoras, 

proteasas y proteínas de unión celular (Figura 53). 

 

En el estudio LC-MS/MS realizado a partir de muestra de membrana, no se 

identificaron péptidos de NR2B. Sin embargo, sí se determinó por WB la presencia 

incrementada de la subunidad NR2B (tanto niveles totales como la banda 

proteolizada de 115KDa) en el Co-IP-DAPK1 obtenido de muestra de membrana 

tras la OGD/R (Figura 54).   

Figura 53. Gráficos que representan las funciones moleculares (A) y clases de proteínas (B) 
más frecuentes entre las proteínas diferenciales identificadas en la Co-IP-DAPK1 de muestra 
de membrana plasmática. 
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La inmunoreactividad detectada para NR2B en el Co-IP-DAPK1 de estas muestras 

de membrana era débil, sugiriendo que los niveles proteicos de NR2B presentes 

en el inmunoprecipitado eran bajos. Esto explicaría por qué no se consiguió 

detectar esta proteína mediante LC-MS/MS.  

 

11.3.3. Validación por WB de los resultados del estudio 
proteómico de muestra total por LC-MS/MS para 3 proteínas: 
NR2B, GIPC y CaMKII 
 

Finalmente, se validaron por WB los resultados obtenidos por LC-MS/MS para 

NR2B, GIPC y CaMKII. Los niveles totales de NR2B en el Co-IP-DAPK1 fueron 

significativamente más altos tras someter los cultivos a OGD/R en comparación 

con las condiciones control (Figura 55A, B). Respecto a GIPC, se determinó un 

incremento en su Co-IP con DAPK1 tras la OGD/R (Figura 55A, C). También se 

Figura 54. Demostración por WB de la presencia de la subunidad NR2B en el Co-
IP-DAPK1 de muestras de membrana plasmática. A) WB representativo de la 
subunidad NR2B Co-IP con DAPK1. Se cuantificaron las bandas (o la suma de las bandas) 
correspondientes a NR2B. Los gráficos muestran la cuantificación de la suma de las bandas 
correspondientes a NR2B (B), a NR2B de 170KDa (C) y NR2B de 115KDa (D) en condiciones 
control o de OGD/R. *p<0,05; ***p<0,001. n=3 experimentos independientes. 
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realizó la validación de una de las proteínas cuya presencia en el complejo se 

observaba más alterada tras la OGD/R y que se había descrito previamente en la 

bibliografía (Gardoni et al., 2006) asociada a los receptores de NMDA, la proteína 

CaMKII. Los resultados de LC-MS/MS mostraron un elevado incremento de las 4 

subunidades catalíticas de esta quinasa (Tabla 9). La validación mediante WB 

mostró un incremento de la CaMKII tras la OGD/R, validando así los datos 

proteómicos obtenidos (Figura 55A, D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55. Validación por WB de los resultados del estudio proteómico por LC-MS/MS 
para 3 proteínas: NR2B, GIPC y CaMKII. A) WB representativos de las proteínas NR2B, GIPC y 
CamKII en el Co-IP-DAPK1 de muestra total. Los gráficos muestran la cuantificación de la suma de 
las bandas correspondientes a NR2B (B) y la cuantificación de las proteínas GIPC (C) y CamKII (D). 
*p<0,05 respecto al control. n=3 experimentos independientes. 
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La activación patológica de los NMDARs, con la consiguiente desregulación del 

calcio intracelular, constituye la primera causa de muerte neuronal inducida por la 

isquemia (Arundine and Tymianski, 2004). Sin embargo, la actividad normal de 

estos receptores es crucial para la supervivencia y correcta funcionalidad de las 

neuronas. Lo que determina si la actividad de los NMDARs es neuroprotectora o 

inductora de muerte excitotóxica es la magnitud de la activación y la localización 

de los receptores (Hardingham, 2006a; Hardingham, 2006b; Zhou et al., 2015b). 

Estímulos de baja intensidad (fisiológicos) activan NMDARs sinápticos, 

compuestos principalmente por la subunidad NR2A, mientras que estímulos de 

elevada intensidad (patológicos) activan NMDARs extrasinápticos, 

mayoritariamente formados por NR2B (Tovar and Westbrook, 1999; Hardingham 

et al., 2002; Vizi et al., 2013). Si bien recientemente ha suscitado cierta discusión, 

la hipótesis más aceptada actualmente es que los NMDARs sinápticos y 

extrasinápticos presentan efectos opuestos; la entrada de calcio a través de 

NMDARs sinápticos dispara cambios transcripcionales que median 

neuroprotección mientras que los extrasinápticos activan la cascada excitotóxica 

(Hardingham and Bading, 2002). En este sentido, se ha demostrado que la 

activación de NMDARs sinápticos promueve la actividad de CREB mientras que la 

activación de NMDARs extrasinápticos inactiva la señal de CREB induciendo la 

rápida defosforilación de este factor de supervivencia celular (Hardingham et al., 

2002; Chen et al., 2008; Hardingham and Bading, 2010). En este trabajo, debido a 

la importancia de estos receptores en la fisiopatología de la isquemia cerebral, 

nos hemos centrado en la intervención sobre la señalización de los NMDARs, 

promoviendo en primer lugar la intervención específica sobre los receptores de 

NMDA sinápticos. 
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PARTE 1: Intervención sobre NMDARs sinápticos: Efecto sobre el factor 
de supervivencia CREB 
 
Los resultados presentados demuestran que incluso una activación corta de 

NMDARs sinápticos promueve la expresión de pCREB tanto en las neuronas 

piramidales excitadoras (<10 µm de diámetro) como en las neuronas de subtipo 

GABAérgico (>10 µm de diámetro) presentes en nuestros cultivos de neuronas 

corticales. Estudios publicados previamente habían determinado la disminución 

de la fosforilación de CREB en neuronas hipocampales sometidas a OGD, mediada 

por la activación de NMDARs extrasinápticos (Hardingham and Bading, 2002). Por 

otro lado, varios estudios habían demostrado que la activación de NMDARs-NR2A 

sinápticos, previa a la OGD/R in vitro o al evento isquémico in vivo, incrementa los 

niveles de pCREB, incremento que se asoció a una mayor resistencia al daño 

neuronal producido por un evento isquémico posterior (Chen et al., 2008; 

Terasaki et al., 2010). En el presente trabajo, hemos demostrado que la activación 

de NMDARs sinápticos, y la consiguiente activación de pCREB, es efectiva también 

cuando se produce al finalizar el período de OGD; triplicando el número de 

neuronas que expresan pCREB y protegiéndolas del daño inducido por OGD/R.  

En base a los antecedentes y a los resultados presentados, podemos considerar a 

pCREB como un factor de supervivencia crucial durante la isquemia cerebral. Por 

este motivo se decidió estudiar, de entre los fármacos que hallamos en el 

mercado, un posible tratamiento que estimulara la señalización de CREB al 

administrarse dentro de la ventana terapéutica, una vez que el evento isquémico 

ha tenido lugar. Varios estudios han determinado que el tratamiento con algunas 

estatinas incrementa la señalización de CREB o la actividad de las proteínas 

quinasas que lo regulan (Bell and Yellon, 2003; Prinz et al., 2008; Prakash et al., 

2011). Se ha demostrado que la administración de simvastatina previa a la 

isquemia incrementa la expresión de pCREB en cerebros de rata (Carloni et al., 

2009) y que la administración crónica de lovastatina en ratas isquémicas 

promueve la activación de CREB (Huo et al., 2014). Los beneficios del tratamiento 

con estatinas cuando se administran tras el evento isquémico han sido atribuidos 
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a varios mecanismos, incluyendo entre otros efectos antioxidantes o 

antiinflamatorios. Sin embargo, hasta el momento no se ha determinado el efecto 

sobre la fosforilación de CREB cuando la administración de estatinas se produce 

tras la isquemia. Tampoco la posible utilidad del tratamiento con estatinas como 

neuroprotector a través de CREB en neuronas previamente expuestas a OGD/R. A 

este respecto, hasta dónde sabemos, existe solamente un estudio in vitro que 

demuestra que la administración de rosuvastatina tras la OGD protege a las 

neuronas en cultivo (Savoia et al., 2011), aunque no determinan el papel de CREB 

en esta neuroprotección. Teniendo en cuenta estos datos y el hecho de que los 

pacientes tratados con ATV tras la isquemia presentan un mejor pronóstico al 

compararlos con los tratados con simvastatina (Lampl et al., 2010), se decidió 

estudiar el papel de ATV y su principal metabolito o-ATV en la protección de 

cultivos de neuronas corticales sometidas a OGD/R.  

Hemos determinado que la OGD/R reduce los niveles de pCREB en cultivos de 

neuronas corticales, coincidiendo con algunos de los estudios publicados 

previamente (Hardingham and Bading, 2002; Bell et al., 2013) pero no con todos 

ellos (Terasaki et al., 2010; Sasaki et al., 2011; Choi et al., 2013). Las discrepancias 

podrían ser debidas a diferencias en los tiempos de los procedimientos utilizados, 

al porcentaje de neuronas GABAérgicas presentes en los diferentes cultivos y/o a 

la severidad del protocolo de OGD utilizado (letal/subletal-penumbra). 

El presente trabajo ha demostrado que la administración de o-ATV al inicio de la 

fase R, pero no la de la molécula original ATV, incrementa los niveles de pCREB en 

cultivos de neuronas corticales. En condiciones control, se observó que la mayoría 

de las neuronas que expresan pCREB son neuronas GABAérgicas. Este subtipo 

neuronal constituye el 20% de las neuronas presentes en el cultivo, lo cual 

concuerda con lo reportado en la bibliografía (Kato-Negishi et al., 2004; Kinney et 

al., 2006), y aproximadamente la mitad de ellas expresan pCREB en condiciones 

control, lo que supone la expresión de pCREB en 1 de cada 10 neuronas del 

cultivo. Estos resultados estarían de acuerdo con la débil inmunoreactividad para 

pCREB reportada en cultivos neuronales en trabajos previos (Lee et al., 2005; 
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Meller et al., 2005). En cultivos sometidos a OGD/R1h, hemos determinado que la 

administración de o-ATV al inicio de la fase R, incrementa la expresión de pCREB 

específicamente en estas neuronas GABAérgicas, pasando de un 53% de neuronas 

GABAérgicas positivas para pCREB a un 96% tras 1 hora de tratamiento con o-ATV.  

El análisis del efecto del tratamiento con ATV u o-ATV sobre la muerte neuronal 

inducida por OGD/R demuestra que la administración de o-ATV al inicio de la fase 

R reduce en un 20% la muerte neuronal a las 24 h de R; esta reducción de la 

mortalidad estaría de acuerdo con la protección de las neuronas GABAérgicas del 

cultivo (que corresponden al 20% del total de neuronas). Sin embargo, no se ha 

observado efecto del tratamiento con ATV sobre la muerte neuronal inducida por 

OGD/R. La falta de protección de ATV observada está en consonancia con el 

estudio de Bosel J y cols. en el que no observaron protección sobre cultivos 

corticales tratados con ATV durante los 4 días previos a la exposición a OGD (Bosel 

et al., 2005). Por otro lado, el estudio realizado por Vandresen-Filho sí mostró 

efecto protector de ATV en cortes hipocampales obtenidos de ratas tratadas con 

ATV durante 10 días y posteriormente sometidos a OGD (Vandresen-Filho et al., 

2013). Por las características de la preparación de Vandresen-Filho, se descarta un 

posible efecto vasodilatador o antiinflamatorio sistémico de ATV en la protección 

observada en los cortes de hipocampo expuestos a OGD. En cambio, se puede 

asociar la protección obtenida a un efecto directo sobre las células presentes en 

los cortes de hipocampo de ATV o de sustancias resultantes de su metabolismo, 

como o-ATV, que hubiesen conseguido alcanzar el cerebro del animal in vivo. En 

conjunto, los antecedentes existentes y los resultados obtenidos en el presente 

estudio, sugieren que la ATV requeriría ser metabolizada para poder ejercer su 

efecto neuroprotector frente a la cascada de eventos disparados en las neuronas 

por la OGD/R, y por ello no es protectora frente OGD/R en ensayos in vitro. Esta 

afirmación se vé reforzada por estudios publicados que demuestran que tras la 

administración, ATV es rápidamente metabolizada en el hígado mediante el 

citocromo CYP3A4, generando dos metabolitos activos, el principal de los cuales 

es o-ATV (Black et al., 1999; Jacobsen et al., 2000; Lennernas, 2003; Lau et al., 
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2006; Lins et al., 2003). Además, los metabolitos son los responsables del 70% de 

la actividad del fármaco (Lea and McTavish, 1997; Kantola et al., 1998).     

Tras 1h de fase R, la OGD/R redujo el número de núcleos neuronales totales en el 

cultivo e incrementó el porcentaje de neuronas GABAérgicas. Estos datos indican 

que el subtipo neuronal GABAérgico sería más resistente a OGD/R que las 

neuronas excitadoras, tal y como se había demostrado previamente en cultivos de 

neuronas estriatales, que son especialmente ricos en neuronas de fenotipo 

GABAérgico (Kaufman et al., 2012). Además, la administración de o-ATV al inicio 

de R incrementó la resistencia de las neuronas GABAérgicas a la muerte 

excitotóxica inducida por OGD/R medida tras 1h de R sin alterar el porcentaje de 

neuronas GABAérgicas en cultivos control. Este efecto protector de o-ATV sobre 

el subtipo GABAérgico está en consonancia con un trabajo reciente que muestra 

que el tratamiento con ATV tras la isquemia in vivo, previene de la disminución de 

GAD producida en el globus pallidus en un modelo de ictus en rata (Sabogal et al., 

2014). Estos resultados, demuestran un efecto específico de o-ATV sobre pCREB 

en neuronas GABAérgicas que se acompaña de una mayor resistencia de este tipo 

neuronal frente a la muerte inducida por OGD/R. Esta mayor actividad de la 

señalización a pCREB característica de las neuronas GABAérgicas, podría 

contribuir a explicar la resistencia de este subtipo neuronal al estrés celular 

provocado por nuestro modelo de daño excitotóxico OGD/R.  

Determinamos también que tanto ATV como o-ATV bloqueaban la producción del 

producto de la peroxidación lipídica 4-HNE inducido por OGD/R, de manera que el 

potencial neuroprotector específico de o-ATV en neuronas GABAérgicas no está 

mediado por su mayor perfil antioxidante previamente reportado (Mason, 2006 

;Mason et al., 2006). Además, la reducción de los niveles de 4-HNE no solamente 

se producía en neuronas GABAérgicas sino también en las neuronas piramidales 

excitadoras de nuestros cultivos que no son protegidas por o-ATV. Por ello, 

podemos concluir que la inhibición del daño oxidativo lipídico inducido por 
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OGD/R no es suficiente para mediar la neuroprotección específica otorgada por el 

tratamiento con o-ATV a neuronas GABAérgicas presentes en cultivos corticales.     

En este punto nos planteamos si una mayor presencia de los NMDARs en la 

sinapsis de las neuronas GABAérgicas de nuestros cultivos podría suponer una 

mayor señalización sináptica de los NMDAR que promoviera la señalización 

prosupervivencia a través de CREB. Se observó que en las neuronas GABAérgicas 

prácticamente la totalidad de NMDARs-NR2A y una gran parte de los NMDARs-

NR2B colocalizaban con el marcador sináptico neuroligina, lo que indica que se 

hallan en la sinapsis. En cambio, en las neuronas piramidales excitadoras no se 

observó colocalización de los NMDARs-NR2B con el marcador de sinapsis. 

Nuestros resultados están en la línea de lo reportado por Kinney y cols. que 

mostraron que uno de los subtipos de neuronas GABAérgicas (interneuronas 

positivas para parvalbumina) presentaban un ratio NR2A/NR2B más elevado que 

las neuronas piramidales. Además, estos autores describieron que en este tipo 

neuronal específico, la activación de los NMDARs-NR2A es necesaria para la 

señalización a través de pCREB (Kinney et al., 2006).  

En conjunto, los resultados presentados en esta primera parte de la tesis doctoral, 

demuestran que: 1) la activación selectiva de NMDARs sinápticos tras la OGD 

incrementa rápidamente los niveles de pCREB y protege a las neuronas corticales 

en cultivo frente al daño inducido por OGD/R. 2) el tratamiento con o-ATV 

administrado al inicio de la reperfusión incrementa pCREB en un subtipo 

específico neuronal, las neuronas GABAérgicas que, como hemos mostrado, 

presentan abundancia de NMDARs sinápticos, y las protege de la muerte inducida 

por OGD/R. 

Nuestros resultados sugieren que la abundancia de NMDARs sinápticos de las 

neuronas GABAérgicas podría ser la responsable del efecto neuroprotector de o-

ATV en este subtipo neuronal. Esta neuroprotección inducida por o-ATV en 

neuronas GABAérgicas podría tener una gran repercusión en los circuitos 

neuronales in vivo en las primeras horas postisquemia, preservando los circuitos 
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de señal inhibitoria que contrarrestan el exceso de señalización excitadora que 

conduce a excitotoxicidad en la isquemia cerebral. Por tanto, la supervivencia de 

estas neuronas inhibitorias en la penumbra del tejido cerebral isquémico podría 

prevenir la difusión de las ondas excitadoras que finalmente producen la 

liberación prolongada y excesiva de glutamato y el daño excitotóxico. Por ello, o-

ATV podría ser un tratamiento neuroprotector a validar en estudios preclínicos en 

modelos animales de ictus. De ser validado, o-ATV podría ser un buen candidato 

para iniciar estudios clínicos debido a su perfil de seguridad.  

 

PARTE 2: Intervención sobre NMDAR extrasinápticos 

Para los NMDARs sinápticos, principalmente formados por la subunidad NR2A, se 

han descrito un gran número de proteínas asociadas, formando lo que se 

denomina densidad postsináptica (Okabe, 2007). Por paralelismo, suponemos que 

debe existir también complejidad por debajo de los NMDARs extrasinápticos ricos 

en subunidades NR2B. Sin embargo, hasta el momento poco se conoce de los 

efectores intracelulares implicados en la señalización hacia muerte neuronal de 

estos receptores NMDARs-NR2B. Se han descrito solamente dos moléculas, 

DAPK1 y GIPC, con unión específica o preferente al extremo C-terminal de la 

subunidad NR2B de los NMDARs y que no se unen a la subunidad NR2A. En el 

presente trabajo hemos coinmunoprecipitado (Co-IP) los complejos proteicos o 

interactoma de estas dos moléculas utilizando anticuerpos específicos para 

DAPK1 y GIPC, con el objetivo de identificar posibles candidatos sobre los que 

actuar para impedir la muerte inducida por los NMDARs-NR2B en la isquemia 

cerebral.  

La Co-IP realizada con anticuerpo anti-DAPK1 (Co-IP-DAPK1) ha funcionado 

correctamente, tal y como indicó la presencia de las bandas de DAPK1 en el WB y 

la ausencia de señal DAPK1 en el inmunoprecipitado obtenido con anticuerpo no 

específico. Además, en muestra total hemos coinmunoprecipitado con DAPK1 la 

subunidad NR2B, previamente descrita como molécula que interacciona con 
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DAPK1 y también se han coinmunoprecipitado las proteínas PSD95 y GIPC, ambas 

descritas previamente unidas a NMDARs. La Co-IP-DAPK1 también funcionó 

correctamente a partir de muestra de membrana plasmática. En este caso 

también observamos por WB la Co-IP de NR2B y PSD95, que sabemos están 

localizados mayormente en la membrana, pero no para GIPC que se encuentra 

localizado mayormente en citosol. 

En el caso de Co-IP-GIPC, se obtuvo por WB una banda de GIPC muy débil y no se 

observó la Co-IP esperada con NR2B, con ninguno de los 2 anticuerpos anti-GIPC 

utilizados. En base a estos resultados se decidió restringir el estudio al 

interactoma de DAPK1 dado que: 1) la técnica de Co-IP resultó mucho más 

eficiente con el anticuerpo anti-DAPK1 que con el anticuerpo anti-GIPC y 2) la Co-

IP-DAPK1 arrastró también GIPC y, por tanto, también parte del interactoma 

proteico asociado a GIPC. 

Trabajos previos habían determinado que la isquemia incrementaba la proteólisis 

tanto de NR2B en su extremo C-terminal intracelular como de DAPK1 (Guttmann 

et al., 2001; Araki et al., 2004; Shamloo et al., 2005; Gascon et al., 2008; Xu et al., 

2009). En base a estos antecedentes, hemos evaluado el alcance del efecto de la 

OGD/R sobre la fosforilación y proteólisis de nuestra proteína cebo DAPK1 y de la 

proteína a coinmunoprecipitar, NR2B. En relación a la proteólisis de NR2B, tal 

como ya se había descrito previamente (Simpkins et al., 2003; Dong et al., 2004; 

Gascon et al., 2008), nuestro modelo de OGD/R provocó la disminución del 30% 

de la banda de 170KDa acompañada de un incremento del 40% de la banda de 

115KDa, pero sin afectar a los niveles totales de NR2B. Para NR2A, se ha descrito 

que en experimentos in vitro la calpaína corta la región C-terminal de la 

subunidad en los aa 1279 y 1330 (Guttmann et al., 2001). Sin embargo, en el caso 

de la subunidad NR2B se sugirió mediante predicciones que el corte podría 

producirse en el aa 1030 (Simpkins et al., 2003) (Figura 56A), aunque ningún 

trabajo ha demostrado el lugar de corte en esta subunidad. Con estos datos, no se 

podía asegurar a qué altura del extremo C-terminal de NR2B actúa la calpaína y, 

por tanto, no podíamos prever las proteínas que perderían su interacción con 
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NR2B tras la proteólisis. Sin embargo, sí se había demostrado previamente que la 

isquemia activa DAPK1 (Schumacher et al., 2002a; Shamloo et al., 2005) e 

incrementa su asociación con el complejo NMDAR-NR2B, fosforilando a NR2B en 

el residuo Ser-1303 e incrementando así la conductividad de calcio a través del 

canal NMDAR (Tu et al., 2010). En este sentido, la Co-IP-DAPK1 de muestra de 

membrana mostró que aproximadamente el 50% de la subunidad NR2B se 

encuentra intacta y un 50% presenta el extremo C-terminal truncado, aunque 

prácticamente la totalidad de los NR2B están truncados en muestra total (Figura 

51J). Los resultados presentados en esta tesis demuestran que DAPK1 

interacciona con NR2B incluso cuando un porcentaje importante de NR2B ha 

sufrido proteólisis. Una posible explicación implicaría que el lugar de unión a 

DAPK1 quedase preservado en la subunidad NR2B proteolizada y que el corte por 

calpaína tuviera lugar por debajo del aa 1303, quizás en zonas similares a las 

descritas para NR2A (Figura 56B). Sin embargo, no podemos descartar que 

nuestros resultados indiquen la coexistencia de subunidades NR2B con su 

dominio C-terminal proteolizado con subunidades NR2B con el dominio C-

terminal completo formando tetrámeros en un mismo receptor NMDA (Figura 

56C) que, por tanto, precipitarían conjuntamente en el complejo Co-IP-DAPK1 

(Figura 56C). 

 

Figura 56. Esquema de los posibles modelos existentes respecto a la proteólisis del 
extremo C-terminal de la subunidad NR2B. A) Modelo por predicción desarrollado por Simpkins 
(Simpkins et al., 2003) . B) Modelo de proteólisis del extremo C-terminal de NR2B en base al punto de 
corte descrito para la subunidad NR2A. C) Modelo de coexistencia en un NMDAR de una subunidad 
NR2B con el extremo C-terminal proteolizado y otra intacta.  
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Todavía no se ha determinado de forma clara si esta proteólisis afecta a la función 

de los NMDARs. Algunos trabajos indican una afectación en las funciones de 

NMDAR-NR2B proteolizados (Wu et al., 2005; Yuen et al., 2008), mientras que 

otros sugieren que estos NMDARs proteolizados se mantienen en la membrana y 

presentan las mismas propiedades electrofisiológicas que los receptores nativos 

(Guttmann et al., 2001; Simpkins et al., 2003; Dong et al., 2004; Gascon et al., 

2008). Sí parece estar más claro que el extremo C-terminal es indispensable para 

la correcta modulación de la función de los NMDARs. Así, la proteólisis de NR2B 

por calpaína no sería degradativa sino que crearía subunidades NR2B que ya no 

estarían controladas por moduladores como CaMKII, PSD95, PKC, Fyn, AP-2, GIPC 

o NOs, que se unan al extremo C-terminal de NR2B más allá del punto de corte 

por calpaína (Sprengel et al., 1998; Wu et al., 2007; Guttmann et al., 2001). 

Respecto a DAPK1, su actividad está controlada por un doble sistema de bloqueo; 

fosforilación en el residuo Ser-308 y la unión de CaM. Cuando el residuo Ser-308 

está fosforilado, bloquea el sitio activo de DAPK1 inactivándola. La defosforilación 

del residuo Ser-308 permite la unión de CaM a su dominio de unión, provocando 

un cambio conformacional de DAPK1 dejando accesible el sitio activo de DAPK1 

dando lugar a una DAPK1 activa (Shohat et al., 2001; Velentza et al., 2002; de 

Diego et al., 2010). Debido a que la defosforilación de DAPK1 se considera un 

marcador importante de la activación de DAPK1 (Bialik and Kimchi, 2006), 

investigamos el efecto de OGD/R sobre los niveles de DAPK1 fosforilada en Ser308 

(pS308-DAPK1) en nuestros cultivos de neuronas corticales. Se observó de forma 

clara que la OGD/R30min reduce la fosforilación en Ser-308 de DAPK1, de forma 

similar a lo descrito previamente en la bibliografía (Shamloo et al., 2005; Tu et al., 

2010) indicando así la activación de DAPK1 en condiciones de OGD/R. Tanto en 

condiciones control como OGD/R, solamente detectamos por WB con anticuerpo 

anti-pS308-DAPK1 la banda de 160KDa correspondiente a pDAPK1. Sabemos que la 

OGD/R induce la proteólisis de DAPK1 mediada por catepsina B en los aa 836-947, 

así el anticuerpo anti anti-pS308-DAPK1 tendría que reconocer también las bandas 

de 115-120 correspondientes a la forma truncada si esta siguiera fosforilada. La 
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no detección de las bandas proteolizadas parece indicar que la forma truncada 

habría sufrido también desfosforilación. Por tanto, la OGD/R induce una 

defosforilación casi completa de DAPK1.   

En relación a los niveles de la proteína DAPK1 y su proteólisis, determinamos que 

los niveles totales de DAPK1 en el homogenado neuronal permanecían 

inalterados y que la OGD/R inducía procesamiento proteolítico de DAPK1 

reduciendo la forma de 160KDa y generando otras de 120-100KDa. Este marcado 

procesamiento proteolítico de DAPK1 en neuronas expuestas a tiempos largos de 

OGD ya había sido descrito anteriormente por Shamloo y cols. (Shamloo et al., 

2005) pero no en el trabajo de Tu y cols. (Tu et al., 2010) en que trabajaban con 

una exposición máxima a OGD de 30 min  y en el que describen el reclutamiento 

de DAPK1 al extremo C-terminal de NR2B pero sin indicios de proteólisis. Está 

ampliamente aceptado que la proteólisis activada por calcio juega un papel 

crucial en el daño neuronal por hipoxia/isquemia, lo que puede resultar en la 

activación de caspasas, calpaína o catepsina por OGD/R (Lynch and Guttmann, 

2002; Yamashima, 2004; Doshi and Lynch, 2009). En el caso de DAPK1, la 

proteólisis por catepsina B (Shamloo et al., 2005) se ha descrito entre los aa 836-

947 de DAPK1. No queda claro el papel que podrían tener las moléculas de DAPK1 

truncadas ni si la proteólisis sería necesaria para la completa activación de DAPK1 

(Shamloo et al., 2005). Sin embargo, sí sabemos que una de las mitades de DAPK1 

resultantes del corte por catepsina mantendría los dominios quinasa, unión a 

CaM, unión a citoesqueleto y las repeticiones anquirina (Figura 14). Esta es la 

mitad de DAPK1 reconocida por el anticuerpo utilizado en la Co-IP. La deleción del 

dominio de muerte tras la acción de catepsina B reduce la capacidad de DAPK1 

para inducir muerte celular (Cohen et al., 1999; Cohen and Kimchi, 2001; Van 

Eldik, 2002) pero mantiene las repeticiones de anquirina que son importantes 

para la interacción con otras proteínas, el dominio de unión a citoesqueleto y el 

dominio catalítico que constituye el dominio más importante de DAPK1 y dirige 

también funciones proapoptóticas (Cohen and Kimchi, 2001).  
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En el presente trabajo hemos determinado que el incremento del porcentaje de 

DAPK1 proteolizada en el homogenizado neuronal tras la OGD/R o su 

desforilación no reduce su capacidad de unión al anticuerpo anti-DAPK1 durante 

la Co-IP. Tampoco altera su interacción con la subunidad NR2B en su forma 

completa o proteolizada, tal y como indica el incremento de los niveles de NR2B 

en el Co-IP-DAPK1 tras la OGD/R. Sin embargo, el efecto drástico de la OGD/R 

proteolizando y fosforilando DAPK1 sí podría alterar la capacidad de unión de 

DAPK1 a otras proteínas.  

La complejidad de proteínas que inmunoprecipitan con DAPK1 en nuestro estudio 

proteómico, más de 300 si consideramos las muestras totales o más de 70 si 

consideramos las muestras de membrana plasmática, era esperable debido a que 

se han identificado casi 200 proteínas consideradas posibles sustratos/moléculas 

reguladoras de DAPK1 (Bialik and Kimchi, 2014).  

Es importante destacar que no esperamos un único complejo que contenga el 

total de las moléculas que pueden interaccionar con DAPK1, sino más bien que en 

cada localización subcelular (p.e. membrana, mitocondria u otros orgánulos, o 

citoplasma) el interactoma de DAPK1 pueda ser ligeramente distinto. El objetivo 

de esta segunda parte de la tesis es identificar dianas de intervención por debajo 

de los NMDARs extrasinápticos que pudieran mediar la muerte excitotóxica 

durante la isquemia. Estas dianas podrían estar interaccionando con DAPK1 

asociadas a NMDARs presentes en la membrana plasmática o localizados en el 

citosol por debajo del receptor pero sin estar en contacto con la membrana. Por 

ello, para la identificación de los posibles candidatos analizamos en paralelo el 

interactoma de DAPK1 en la muestra total (membrana plasmática, citoplasma) y 

el interactoma en muestra obtenida de membrana plasmática.  

El análisis exhaustivo de las proteínas diferenciales del estudio proteómico en Co-

IP-DAPK1 de muestra total en condiciones control y OGD/R, indicó que el 30% de 

las proteínas diferenciales identificadas se habían descrito previamente en 

interacción directa con DAPK1 o con NR2B. Además, hasta el 60% habían sido 
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descritas unidas a proteínas como actina, α-actinina, AP-2 o espectrina, proteínas 

que se encuentran en interacción directa con NR2B.   

La diferencia respecto al número de proteínas identificadas en muestra total (303) 

o muestra de membrana (71) podría explicarse por la eliminación del contenido 

citosólico en las muestras de membrana pero también por la dificultad de 

detección de LC-MS/MS de proteínas poco abundantes en una muestra con 

contenido proteico bajo (muestra de membrana). Del total de proteínas 

identificadas, el 16% de las proteínas de muestra total varía (incrementa o 

disminuye) por efecto de la OGD/R frente al 32% de las proteínas en muestra de 

membrana. Respecto a la clase de proteínas que encontramos en cada condición, 

la contribución de proteínas de citoesqueleto coincide en ambos tipos de 

muestra; 45% en muestra total y 43% en muestra de membrana. En la muestra de 

membrana se identificaron más proteínas implicadas en tráfico de membrana o 

con función transportadora o receptores que en la muestra total. Estos resultados 

confirman que efectivamente hemos conseguido un enriquecimiento en 

membrana celular respecto a la muestra total.  

Se identificaron 2 proteínas diferenciales en el Co-IP-DAPK1 que coincidían en el 

estudio de muestra total y en el de membrana (Tabla 12). Estas proteínas, 

Microtubule-associated protein 6 (MAP-6) y CLIP-associating protein 2 (CLASP2), 

se hallarían en el CoIP-DAPK1 unidas directa o indirectamente, a proteínas 

localizadas en la membrana plasmática. Ambas son proteínas relacionadas con 

citoesqueleto o juegan un papel en la remodelación del citoesqueleto, efecto que 

es conocido y que se produce como consecuencia de la activación excitotóxica de 

los receptores de NMDA (Hernandez et al., 2013).  

En la aproximación proteómica por LC-MS/MS en las muestras de membrana no 

se observó el reclutamiento de NR2B al interactoma de DAPK1. Esto era 

totalmente inesperado y de hecho, mediante WB sí pudimos observar que la 

OGD/R incrementaba la cantidad de NR2B en el Co-IP-DAPK1 pero la 

inmunoreactividad observada fue más débil que en muestra total. Estos 
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resultados sugieren que la reducida cantidad de proteína obtenida a partir del 

extracto de membrana podía ser insuficiente para el estudio con LC-MS/MS.  

Por ello, con el objetivo de evaluar posibles candidatos entre aquellos con 

presencia alterada por la OGD/R nos centramos únicamente en la Co-IP-DAPK1 de 

muestra total. Se escogieron aquellas proteínas identificadas en el estudio 

proteómico con una variación mayor a 4.5 entre las condiciones control y OGD/R. 

De este modo, incrementábamos las posibilidades de identificar un candidato con 

una función importante dentro de la vía de señalización de muerte neuronal 

inducida por la subunidad NR2B. Descartamos proteínas relacionadas con el 

citoesqueleo o involucradas en la maquinaria de transcripción/traducción como 

las proteínas ribosomales o coactivadoras de la trascripción así como proteínas 

con actividad chaperona porque al estar implicadas en un gran número de 

procesos celulares no constituyen buenos candidatos sobre los que intervenir 

para actuar específicamente sobre la señalización de los NMDARs-NR2B.  

Tabla 14. Proteínas identificadas en el Co-IP-DAPK1 de muestra total que varían más de 
4.5 veces tras la OGD/R.  

Proteína Uniprot Función molecular - 
Isquemia FoldChange Interacción 

publicada con: 

Proteínas de membrana 

Glutamate receptor 
ionotropic, NMDA 2B 
(NR2B) 

Q00960 

Subunidad principalmente 
extrasináptica que señaliza 
a muerte en condiciones 
patológicas (Tu et al., 2010)  

Aparece DAPK-1 (Tu et al., 
2010)  

Quinasas/fosfatasas 

Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase 
type II subunit alpha 
(CaMK-II subunit alpha) 

P11798 
El estímulo excitotóxico 
incrementa la unión 
CamKII-NR2B (Fan et al., 
2014)  

5,141 
NR2B (Mao et al., 
2014; Sanz-
Clemente et al., 
2013; Gardoni et 
al., 2006), CRMP2 
(Hou et al., 2009) 

 

Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase 
type II subunit delta 
(CaMK-II subunit delta) 

Q8CCM0 5,609 

Protein Kinase C beta 
type (PKC-B) P68403 

Fosforila a NR2B en Ser-
1303 potenciando la 
función del canal NMDAR 
(Liao et al., 2001; Ramya et 
al., 2012)  

Aparece 

NR2B (Liao et al., 
2001; Ramya et al., 
2012), AP-2 (Chen 
et al., 2006), CX43 
(Smyth, 2014)  
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Mitogen-activated 
protein kinase 
kinasekinasekinase 4 
(MAP3K4) 

P97820 
Media la activación de p38 
MPK (Warr et al., 2012; 
Sapkota, 2013)  

Desaparece - 

Protein phosphatase 1 
regulatory subunit 12A Q10728 Regulador de PP1 Desaparece - 

Serine/threonine-protein 
phosphatase 2A catalytic 
subunit beta isoform 
(PP2A-beta) 

P36876 

Defosforila a NR2B y limita 
la sobreactivación de los 
NMDARs(Farinelli et al., 
2012; Ramya et al., 2012) y 
activa DAPK1 al 
defosforilarla (Gozuacik et 
al., 2008; Widau et al., 
2010) 

Desaparece 

NR2B (Farinelli et 
al., 2012; Ramya et 
al., 2012), DAPK-1 
(Gozuacik et al., 
2008)  

Proteasas 

Cathepsin B (RSG-2) P00787 

Incrementa en respuesta a 
la isquemia y amplifica el 
proceso apoptótico (Anagli 
et al., 2008)  

Aparece DAPK-1 (Lin et al., 
2007)  

Otras proteínas 

Leucine-rich repeat 
flightless-interacting 
protein 1 (Lrrfip1) 

Q66HF9 

MCAO incrementa la 
expresión de Lrrfip1 en el 
área periinfarto (Mallolas et 
al., 2006)  

5,523 - 

Leucine-rich repeat 
flightless-interacting 
protein 2 (Lrrfip2) 

Q4V7E8 
Importante en la vía de 
señalización Wnt (Liu et al., 
2005)  

4,455 - 

E3ubiquitin-protein ligase 
HERC2 Q4U2R1 

Integra complejos de 
proteínas y actúa como 
puente entre diferentes 
vías celulares (Galligan et 
al., 2015)  

Aparece - 

Matrin-3 P43244 

Su fosforilación por PKA en 
condiciones patológicas 
contribuye a la muerte 
neuronal (Giordano et al., 
2005)  

Aparece - 

Dihydropyrimidinase-
related protein 2 (CRMP-
2/DRP-2) 

P47942 

Promueve el crecimiento 
axonal (Fukata et al., 2002)  
y la internalización de la 
subunidad NR2B (Bretin et 
al., 2006; Brittain et al., 
2011). 

4,555 

NR2B (Bretin et al., 
2006; Brittain et 
al., 2011), Tubulin 
(Fukata et al., 
2002), CamKII (Hou 
et al., 2009), PP1γ 
(Cid et al., 2007)  

Protein DDI1 homolog 2 A2ADY9 - 6,902 Syntaxin 1B 
(uniprot) 
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En muestra total, coincidiendo con lo descrito previamente para la subunidad 

NR2B (Tu 2009), se determinó un incremento en la Co-IP de NR2B con la proteína 

DAPK1 tras la OGD/R. Se determinó también, un incremento muy significativo de 

proteínas que previamente se han descrito unidas a NR2B como son, PKC y 

CaMKII (Colbran, 2004; Gardoni et al., 2006; Chen and Roche, 2007). Esto nos 

indica que la Co-IP-DAPK1 es capaz de identificar proteínas que se hallan 

interaccionando directamente con NR2B en el complejo NR2B-DAPK1. Las tres 

quinasas DAPK1, CaMKII y PKC, fosforilan el mismo residuo del extremo C-

terminal de NR2B (Ser-1303); actualmente no se conoce el efecto de la 

fosforilación de CaMKII en Ser-1303 (Mao et al., 2014), sin embargo, la 

fosforilación de Ser-1303 mediante DAPK1 o PKC incrementa la conductividad del 

canal NMDAR (Liao et al., 2001). Es importante destacar que aunque CaMKII tiene 

un sitio de unión accesible también aunque la cola C-terminal haya sufrido 

proteólisis (Figura 11), PKC se une a los aa 1303 y 1323 y además se requiere la 

unión de DAPK1 a su único sitio de interacción con NR2B a nivel del residuo Ser-

1303 para inmunoprecipitar el complejo. De modo que la coinmunoprecipitación 

de PKC con DAPK1 en condiciones en que gran parte de NR2B está proteolizado 

soporta la hipótesis de que la proteólisis de NR2B se produciría por debajo del aa 

1303 o la hipótesis de la coexistencia de NR2B proteolizados con no 

proteolizados. 

Entre las proteínas seleccionadas (Tabla 14), destaca el efecto contrario de la 

OGD/R sobre quinasas y fosfatasas. Las subunidades de CaMKII y PKC se 

encuentran más asociadas al Co-IP-DAPK1 tras la OGD/R mientras que PP1 y su 

dominio regulatorio, así como el dominio catalítico de PP2A reducen su asociación 

al interactoma de DAPK1. Se ha descrito que, en condiciones de isquemia, CaMKII 

se transloca a las zonas extrasinápticas y se une a NR2B (Ser-1303) (Strack and 

Colbran, 1998; Fan et al., 2014; Otmakhov et al., 2004), hecho que concuerda 

perfectamente con los resultados obtenidos por LC-MS/MS. Por otro lado, las 

fosfatasas son responsables de controlar diversos procesos celulares mediante la 

regulación de vías de señalización iniciadas por quinasas (Lechward K 2001; 
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Bononi A 2011). PP1 y PP2A suprimen la actividad de NMDARs en neuronas 

hipocampales y su inhibición incrementa el flujo a través de los NMDARs (Wang et 

al., 1994), induciendo daño cerebral (Hedou et al., 2008; Koh, 2011). Así la OGD/R 

provoca un desajuste en el balance de actividad quinasa/fosfatasa, 

incrementando en el interactoma de DAPK1 la actividad de las quinasas y 

reduciendo el efecto de las fosfatasas. 

Entre las proteínas que aparecieron en el Co-IP-DAPK1 tras la OGD/R, se 

identificaron la proteína Catepsina B, la E3 ubiquitin ligasa HERC2 y la proteína 

Matrina-3. Respecto a Catepsina B, se ha descrito una región de unión de 

Catepsina B a DAPK1 en la región correspondiente a los aa 836–947 (Lin et al., 

2007). La unión de Catepsina a esta región se estimula durante la apoptosis 

inducida por TNFR-1 y se produce una relocalización de Catepsina B y DAPK1 en el 

citosol (Lin et al., 2007), dato que coincide con la identificación de esta proteína 

en la Co-IP-DAPK1 de muestras totales a OGD/R pero no así en el Co-IP-DAPK1 de 

muestra de membrana. Además, Catepsina B se ha descrito como la responsable 

de la proteólisis de DAPK1 en condiciones de OGD (Shamloo et al., 2005). En el 

caso de HERC2 no hemos encontrado trabajos relacionados con daño neurotóxico 

en isquemia o relacionado con NMDARs ni DAPK1. Un estudio reciente ha 

identificado 300 potenciales interactores de HERC2 e implica a HERC2 en varios 

procesos celulares importantes como transporte, síntesis de proteína y 

metabolismo energético (Galligan et al., 2015). Por otro lado, la proteína Matrina-

3, una proteína de unión a Ca2+/CaM, ha sido descrita previamente relacionada 

con NMDARs (Giordano et al., 2005; Valencia et al., 2007). Se demostró que en 

condiciones fisiológicas Matrina-3 tiene la función de transmitir la información de 

los NMDARs sinápticos al núcleo neuronal, pero la excesiva activación de NMDARs 

conduce a la fosforilación de Matrina-3 por PKA provocando su degradación e 

induciendo muerte neuronal en cultivos de neuronas de cerebelo (Giordano et al., 

2005). Teniendo en cuenta los datos presentados, de estas tres proteínas 

solamente Matrina-3 se perfila como posible candidata a ser estudiada en 

relación a la señalización a muerte a través de NMDAR-NR2B. En cambio, la 



 

190 
 

  
Di

sc
us

ió
n 

función de Catepsina B sobre DAPK1 ya ha sido descrita y HERC2 participa en 

múltiples procesos, por lo que no son considerados candidatos potenciales.  

Las proteínas Lrrfip1 y Lrrfip2 mostraron un destacado incremento en su 

asociación al Co-IP-DAPK1 tras la OGD/R. Ambas proteínas pertenecen a la familia 

de proteínas que interaccionan con el dominio rico en leucina (LRR) de la proteína 

FLI. Trabajos recientes han implicado a esta familia de proteínas en desordenes 

del sistema nervioso (de Wit et al., 2011; de Wit and Ghosh, 2014). Se ha descrito 

que la proteína Lrrfip2 activa la actividad transcripcional dependiente de beta-

catenina (Liu et al., 2005). Por otro lado, la proteína Lrrfip1 se ha identificado 

como promotora de invasión celular y metástasis (Ohtsuka et al., 2011; Ariake et 

al., 2012) y moduladora de múltiple vías de señalización involucradas en el daño 

isquémico y recuperación, como son la señalización TLR en neuroinflamación y 

daño cerebral isquémico (Caso et al., 2007) así como la señalización por beta-

catenina en neurogénesis inducida por ictus (Lei et al., 2008). En 2006 se describió 

por primera vez que la MCAO en ratas induce de forma remarcable la expresión 

de Lrrfip1, que en condiciones control es muy baja (Mallolas et al., 2006). En 

2014, se estudiaron diferentes isoformas de Lrrfip1 y se confirmó también una 

sobreexpresión de la principal isoforma de Lrrfip1 tras la isquemia cerebral en 

astrocitos y en neuronas (Gubern et al., 2014). Este último estudio mostró que el 

papel de esta proteína en astrocitos sería protector activando vías de 

supervivencia. Creemos que es necesario estudiar la función de Lrrfip1 y Lrrfip2 

en neuronas para determinar el papel que juegan en el interactoma de DAPK1 

total y determinar si son buenos candidatos para intervenir en la vía de muerte 

inducida por los NMDARs extrasinápticos.  

Una de las proteínas que disminuía en el interactoma de DAPK1 es la proteína 

collapsin response mediator protein CRMP2/DRP2, mediador intracelular que 

promueve el crecimiento axonal regulando el ensamblaje de microtúbulos 

(Inagaki et al., 2001, Fukata et al., 2002). Previamente, se había descrito que la 

isquemia cerebral provocaba la proteólisis de CRMP2 por calpaína y que este 
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CRMP2 proteolizado se unía al dominio C-terminal de NR2B provocando su 

internalización y reduciendo la neurotoxicidad (Bretin et al., 2006; Brittain et al., 

2011). Mediante la Co-IP-DAPK1 tras la OGD/R hemos identificado otras proteínas 

que también están involucradas en endocitosis como los componentes del 

citoesqueleto espectrina, dineina, cortactina o filamentos de actina y 

componentes del complejo AP-2. Este último, AP-2, que disminuía en el Co-IP-

DAPK1 de membrana, había sido descrito previamente interaccionando con la 

subunidad NR2B (Nong 2003). En conjunto, estos resultados sugieren que la 

OGD/R reduce la presencia en el Co-IP-DAPK1 de moléculas involucradas en 

procesos de endocitosis. Otra de las proteínas que disminuía en el interactoma de 

DAPK1 tras la OGD/R es la proteína DdI1 homolog 2, que interacciona con 

Syntaxin-1B (STRING, 2015), proteína de la familia de la sintaxinas que tienen un 

lugar de unión a DAPK1. 

Finalmente, y aunque no cumplía el criterio de exclusión de 4,5, observamos un 

incremento en la asociación de GIPC al Co-IP-DAPK1 de muestra total tras la 

OGD/R pero no en muestra de extracto de membrana plasmática. La proteína 

GIPC se une a NR2B y parece tener un papel importante en la estabilización de los 

receptores en la superficie de la membrana neuronal extrasináptica (Yi et al., 

2007). GIPC es capaz de interaccionar con α-actininas/actina/miosina VI y se 

distribuye extensamente en el citoplasma donde se asocia con NMDARs 

intracelulares internalizados en endosomas (Yano et al., 2006; Yi et al., 2007). Por 

ello, esperábamos que gran parte de los complejos conteniendo DAPK1/GIPC se 

hallaran en tránsito en el citoplasma celular. Por tanto, la eliminación del 

citoplasma en la muestra de membrana es coherente con el hecho de no observar 

presencia de GIPC en estas muestras. Por otro lado, la proteólisis de NR2B por 

calpaína tendría que haber eliminado el sitio de unión de GIPC en NMDARs de 

membrana, así que el incremento de asociación al Co-IP-DAPK1 podría deberse 

simplemente al incremento en la unión de DAPK1 con subunidades NR2B no 

proteolizadas unidas a GIPC.   
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En resumen, como resultado de la segunda parte de esta tesis doctoral, hemos 

seleccionado las proteínas matrin-3, Lrrfip1, Lrrfip2 y Ddl1 homolog 2 como los 4 

candidatos más interesantes para ser considerados dianas de intervención 

terapéutica en la señalización de muerte neuronal inducida por los NR2B-

NMDARs extrasinápticos. Resultados preliminares (no mostrados en esta tesis) 

indican por WB que la OGD/R incrementa la asociación de LRRFIP1 al complejo 

Co-IP-DAPK1. Son necesarios estudios específicos para cada una de estas 

proteínas para determinar su potencial real como candidatos para impedir la 

muerte neuronal inducida por NMDARs extrasinápticos. 

En conjunto, el trabajo comprendido en esta tesis doctoral ha demostrado que la 

activación selectiva de NMDARs sinápticos tras la OGD/R incrementa los niveles 

de pCREB y protege a las neuronas en cultivo de la muerte excitotóxica. También 

hemos demostrado que el tratamiento con o-ATV incrementa los niveles de 

pCREB y protege específicamente a las neuronas GABAérgicas presentes en los 

cultivos corticales; indicando que o-ATV es un potencial candidato para proteger a 

las neuronas del daño excitotóxico producido por un episodio de isquemia. Por 

otro lado, mediante la coinmunoprecipitación de DAPK1 y su interactoma hemos 

identificado cuatro posibles candidatos (matrin-3, Lrrfip1, Lrrfip2 y Ddl1 homolog 

2) que constituyen dianas potenciales para intervenir en la vía de señalización 

hacia muerte neuronal inducida por los NMDARs extrasinápticos.  
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Basándonos en los objetivos citados al principio de esta tesis, y una vez realizados 

los experimentos y analizado los resultados obtenidos, podemos concluir que:  

 

CONCLUSIONES DE LA HIPÓTESIS 1: 

1. La activación selectiva de receptores de NMDA sinápticos tras la OGD 

incrementa los niveles de pCREB y protege a las neuronas corticales en 

cultivo de la muerte excitotóxica.  

 

2. La administración de ATV tras la OGD no afecta a los niveles de pCREB ni 

tampoco presenta efecto protector. 

 

3. La administración del metabolito o-ATV tras la OGD incrementa los niveles 

de pCREB en las neuronas GABAérgicas presentes en los cultivos de 

neuronas corticales y las protege de la muerte inducida por OGD/R.  

 

4. La característica abundancia de receptores de NMDA sinápticos de las 

neuronas GABAérgicas se asocia al incremento en los niveles de pCREB y a la 

neuroprotección otorgada por o-ATV a este subtipo neuronal.  

 

5. El tratamiento con o-ATV es un potencial candidato como nuevas terapias 

dirigidas a proteger a las neuronas del daño excitotóxico producido por la 

isquemia cerebral. 

 

CONCLUSIONES DE LA HIPÓTESIS 2: 

1. La coinmunoprecipitación con anticuerpo anti-DAPK1 permite la 

inmunoprecipitación de la subunidad NR2B de los receptores de tipo NMDA. 

La proteólisis de DAPK1 y del extremo C-terminal de NR2B inducida por la 

OGD/R no impide la interacción entre ambas proteínas.  
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2. La proteína DAPK1 proteolizada de 100 KDa es la forma mayoritaria unida a 

NR2B en condiciones de OGD/R, tanto en muestra total como en muestra de 

membrana.  

 
3. La coimunoprecipitación con anticuerpo anti-DAPK1 tanto a partir de 

muestra total como de muestra de membrana, permite la obtención del 

interactoma de DAPK1 así como la obtención del interactoma de la 

subunidad NR2B. 

 
4. La mayoría de las proteínas que cambian su asociación al complejo 

coinmunoprecipitado con DAPK1 tras la OGD son constituyentes del 

citoesqueleto o juegan un papel en su remodelación. 

 

5. La OGD/R provoca un desajuste en el balance de actividad quinasa/fosfatasa, 

incrementando en el interactoma de DAPK1 la actividad de las quinasas y 

reduciendo las fosfatasas. 

 

6. La OGD/R reduce la asociación al complejo DAPK1-NR2B de proteínas 

involucradas en procesos de endocitosis como CRMP2 o subunidades del 

complejo de internalización AP-2.  

 
7. Se han identificado cuatro posibles candidatos, matrin-3, Lrrfip1, Lrrfip2 y 

Ddl1 homolog 2  como moléculas alteradas en el Co-IP-DAPK1 por efecto de 

la OGD/R que no habían sido descritas previamente interaccionando ni con 

DAPK1 ni con la subunidad NR2B de los NMDARs. Por ello, constituyen 

dianas potenciales para intervenir en la vía de señalización hacia muerte 

neuronal inducida por los NMDARs extrasinápticos. Se requieren estudios 

específicos para cada una de ellas para determinar su potencial real como 

dianas para intervenir sobre la muerte neuronal inducida por NMDARs 

extrasinápticos. 
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