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El  complejo  de  esclerosis  tuberosa  (TSC)  es  un  trastorno  genético  multisistémico  que  afecta  a  aproximadamente  el  0,0166  %  de  la  población1 .
La  TSC  es  causada  por  mutaciones  de  pérdida  de  función  en  TSC1  o  TSC22,3 .  TSC1  y  TSC2  codifican  las  proteínas  hamartina  y  tuberina  que  
inhiben  la  señalización  de  Rheb­mTORC14 .  Las  mutaciones  de  pérdida  de  función  de  TSC1/2  activan  la  vía  mTORC15–8 .  mTORC1  es  un  
complejo  de  proteína  quinasa  que  promueve  el  crecimiento  y  la  proliferación  celular9 .  Los  pacientes  con  TSC  tienen  demasiada  actividad  de  
mTORC1  y  células  agrandadas  que  crean  tumores  llamados  hamartomas  en  el  corazón,  riñón,  pulmón,  piel  y  cerebro10,11.  Identificar  los  
mecanismos  que  causan  la  formación  de  hamartomas  es  importante  para  comprender  los  muchos  trastornos  cuyas  mutaciones  genéticas  
afectan  las  vías  moleculares  que  se  intersecan  con  mTORC1  y  para  desarrollar  estrategias  terapéuticas  para  tratar  a  los  pacientes  con  TSC.

Los  pacientes  con  TSC  tienen  hamartomas  cerebrales  llamados  nódulos  subependimarios  (SEN)  que  invaden  el  cuerpo  estriado  y  la  zona  
subependimaria  (SEZ)12,13.  Los  SEN  se  detectan  comúnmente  durante  la  infancia3,13.  Aproximadamente  una  cuarta  parte  de  los  SEN  se  
clasifican  como  astrocitomas  subependimarios  de  células  gigantes  (SEGA)12–14.  Los  SEN  pueden  transformarse  en  SEGA15.  Los  SEN  y  los  
SEGA  comparten  todas  las  características  histopatológicas16.  Aunque  no  hay  consenso,  el  criterio  de  diagnóstico  de  SEGA  es  >0,5–1,0  cm  de  
tamaño  o  crecimiento  serial17.  Si  bien  los  SEGA  se  presentan  en  todo  el  sistema  ventricular,  el  bloqueo  de  la  circulación  del  líquido  
cefalorraquídeo  (LCR)  a  lo  largo  del  surco  caudotalámico  puede  causar  hidrocefalia  obstructiva  asociada  con  migrañas,  convulsiones  y  muerte.  
Los  cambios  inexplicables  en  el  estado  neurológico  o  los  trastornos  neuropsiquiátricos  asociados  con  TSC  (TAND)  también  pueden  ser  un  signo  
de  crecimiento  de  SEGA18.  La  edad  media  de  diagnóstico  de  SEGA  es  de  1  año.  Solo  aproximadamente  el  2,4  %  de  los  SEGA  se  identifican  
después  de  los  40  años.  Los  SEGA  pueden  sangrar  al  extirparse,  lo  que  provoca  hidrocefalia  no  obstructiva,  daño  tisular  y  mortalidad.  Dado  que  
los  SEGA  se  presentan  en

La  inactivación,  que  ocurre  en  el  trastorno  del  desarrollo  neurológico  Complejo  de  Esclerosis  Tuberosa  (TSC),  previene  que  esto  

suceda.  La  pérdida  de  Tsc2  causa  hiperactivación  de  la  proteína  quinasa  diana  mecanística  del  complejo  1  de  rapamicina  (mTORC1),  

traducción  alterada,  retención  de  pluripotencialidad  en  la  glía  estriatal  y  la  producción  de  neuronas  citomegálicas  mal  ubicadas  que  tienen  

arborizaciones  dendritas  hipertróficas.  Estos  fenotipos  modelan  características  de  los  hamartomas  de  TSC  llamados  astrocitomas  

subependimarios  de  células  gigantes  (SEGA).  Los  inhibidores  de  mTORC1  llamados  análogos  de  rapamicina  (rapalogos)  se  utilizan  

actualmente  para  tratar  TSC  y  para  evaluar  el  papel  de  mTORC1  en  la  regulación  de  los  fenotipos  relacionados  con  TSC.  Los  rapalogos  

son  útiles  para  tratar  SEGA.  Sin  embargo,  requieren  aplicación  de  por  vida,  tienen  efectos  secundarios  adversos  y  puede  ocurrir  resistencia.  

También  inhiben  mTORC1  de  forma  incompleta  y  tienen  una  eficacia  limitada.  Rapalink­1  es  un  inhibidor  bitópico  que  une  la  rapamicina  a  

un  inhibidor  competitivo  de  ATP  de  mTOR  de  segunda  generación,  MLN0128.

En  conclusión,  estos  resultados  demuestran  que  los  fenotipos  celulares  en  un  modelo  SEGA  de  TSC  se  revierten  con  Rapalink­1,  lo  que  puede  

ser  útil  para  resolver  los  hamartomas  cerebrales  de  TSC.

Aquí  exploramos  el  efecto  de  Rapalink­1  en  un  modelo  de  hamartoma  de  TSC.  El  modelo  se  creó  mediante  electroporación  neonatal  

de  ratones  con  genes  Tsc2  condicionales .  El  tratamiento  prolongado  con  Rapalink­1  se  logró  con  1,5  o  3,0  mg/kg  inyectados  intraperitonealmente  

cada  cinco  días.  Rapalink­1  inhibió  la  vía  mTORC1,  disminuyó  el  tamaño  celular,  redujo  las  arborizaciones  dendríticas  neuronales  y  redujo  

el  tamaño  del  hamartoma.

Las  células  madre  neurales  (CMN)  de  la  zona  ventricular­subventricular  (ZV­SV)  generan  diversos  tipos  celulares,  incluyendo  la  glía  

estriatal,  durante  el  período  neonatal.  La  progenie  de  las  CMN  desacopla  los  transcritos  de  ARNm  relacionados  con  las  células  madre  

de  su  traducción  durante  la  diferenciación.  Previamente  demostramos  que  Tsc2
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Los  niños  pueden  tolerar  mal  los  rapálogos  y,  si  se  interrumpen  los  tratamientos,  los  SEGA  vuelven  a  crecer23.  Incluso  la  extirpación  quirúrgica  de  los  
SEGA  se  acompaña  de  un  recrecimiento  en  casi  el  40  %  de  los  pacientes.  Los  mecanismos  que  explican  el  recrecimiento  de  los  SEGA  no  están  
claros,  pero  podrían  estar  relacionados  con  el  hecho  de  que  los  inhibidores  alostéricos  de  mTORC1  inhiben  de  forma  incompleta  la  fosforilación  de  
mTORC1  de  sustratos  selectos24,25.  Alternativamente,  puede  producirse  resistencia  a  la  unión  del  rapálogo26.  Se  generó  un  nuevo  inhibidor  bistérico  
que  une  MLN0128  a  la  rapamicina,  llamado  Rapalink­126.  Rapalink­1  inhibe  simultáneamente  mTORC1  a  través  de  la  fracción  de  rapamicina,  
actuando  sobre  la  proteína  de  unión  a  FK506  12  (FKBP12)  y  la

Los  niños  pequeños  y  las  personas  con  este  tipo  de  cáncer  se  encuentran  en  las  profundidades  del  cerebro  y,  como  la  cirugía  implica  riesgos,  se  
justifica  una  intervención  farmacológica.

Los  inhibidores  de  mTORC1,  incluidos  los  análogos  de  rapamicina  (rapalogos),  son  actualmente  el  tratamiento  de  referencia,  excepto  en  casos  
de  hidrocefalia  aguda.  <sup>21</sup>  Aproximadamente  el  57  %  de  los  SEGA  se  reducen  en  un  50  %  en  un  plazo  de  dos  años,  y  las  dosis  de  
mantenimiento  no  suelen  asociarse  con  cambios  en  el  volumen  de  SEGA.<sup>18,19,22</sup>  Por  lo  tanto,  los  SEGA  no  siempre  responden  a  los  rapalogos.
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Los  ratones  neonatos  Tsc2f/f  x  RFP  fueron  posteriormente  aleatorizados,  se  les  asignó  un  número  de  identificación  único  y  se  trataron  
con  Rapalink­1  o  DMSO  (vehículo)  durante  30  días  o  hasta  su  sacrificio  (Fig.  2A).  Los  animales  fueron  sacrificados  mediante  inyección  
intraperitoneal  de  euthasol  o  inhalación  de  CO2,  seguida  de  una  decapitación  rápida.  Ningún  ratón  del  grupo  control  murió  y  no  se  observaron  
cambios  significativos  en  el  comportamiento  ni  signos  de  angustia  (Fig.  2B).  Las  cohortes  de  ratones  recibieron  1,5  mg/kg  o  3,0  mg/kg  de  
Rapalink­1  una  vez  cada  cinco  días.  Los  ratones  tratados  con  3,0  mg/kg  de  Raplink­1  sobrevivieron  un  promedio  de  88,2  días  (N=8)  (Fig.  
2B).  Asimismo,  1,5  mg/kg  de  Rapalink­1  fue  bien  tolerado  (N=5),  y  todos  los  ratones  sobrevivieron  90  días.  Estas  dosis  fueron  generalmente  
toleradas  y  en  ocasiones  se  produjo  la  muerte  con  dosis  de  3,0  mg/kg  y  con  pesos  ligeramente  inferiores  al  final  del  tratamiento  (Fig.  2C).

Creamos  un  modelo  murino  de  SEGA  de  TSC  mediante  electroporación  de  la  recombinasa  CRE  en  células  madre  neurales  (CMN)  de  
ratones  con  genes  Tsc2  condicionales  para  comprender  mejor  el  mecanismo  de  la  patogénesis  de  SEGA27,28.  Los  ratones  desarrollaron  
hamartomas  con  lesiones  similares  a  SEN  que  se  transforman  en  hamartomas  similares  a  SEGA.  Previamente,  descubrimos  que  los  
programas  traduccionales  de  las  CNM  mutantes  de  TSC  estaban  alterados,  lo  que  impedía  la  diferenciación,  lo  que  provocaba  la  producción  
aberrante  de  neuronas  en  el  cuerpo  estriado.  Estas  lesiones  se  asociaban  con  conjuntos  de  neuronas  citomegálicas  y  células  gigantes.  
Realizamos  la  secuenciación  de  ARN  de  núcleo  único  (snRNA­Seq)  de  estos  ratones  y  descubrimos  estados  transicionales  alterados  de  las  
CNM  causados  por  la  pérdida  de  Tsc2.  Además,  las  neuronas  eran  una  característica  fundamental  de  este  modelo  y  presentaban  transcriptomas  alterados.
No  se  evaluó  en  qué  medida  la  actividad  de  mTOR  podría  causar  estos  fenotipos.

Lo  que  sigue  son  los  resultados  de  un  estudio  que  utiliza  el  inhibidor  bistérico  Rapalink­1  en  un  modelo  TSC  del  estriado.

La  actividad  de  mTORC1  y  la  fosforilación  del  sustrato  en  el  cerebro  dependen  del  tipo  celular29­31.  Observamos  que  los  niveles  de  pS6  
fueron  altos  en  células  Tsc2  nulas,  positivas  para  RFP,  con  morfologías  similares  a  las  de  las  neuronas  (Fig.  3A­F)27.  Se  analizó  pS6  en  
neuronas  mutantes  Tsc2  tratadas  con  vehículo,  Rapalink­1  (1,5  mg/kg)  o  Rapalink­1  (3,0  mg/kg)  (Fig.  3G­L).  1,5  mg/kg  de  Rapalink­1  redujo  
pS6  (p<0,05)  en  comparación  con  los  ratones  tratados  con  vehículo.  3,0  mg/kg  de  Rapalink­1  también  redujo  significativamente  pS6  
(p<0,0001)  en  comparación  con  las  condiciones  del  vehículo  (Vehículo  =  1,066  ±  0,029,  n  =  857  frente  a  1,5  mg/kg  de  Rapalink­1).
kg=0,9127±0,065,  n=218  frente  a  Rapalink­1  3,0  mg/kg=0,835±0,029  n=452)  (Fig.  3M).

hamartomas  que  representan  lesiones  tipo  SEGA.

Fig.  1.  Tratamiento  con  Rapalink­1  en  un  modelo  murino  de  TSC.  (A)  Diagrama  esquemático  de  Tsc2  condicional  y  �

Confirmamos  el  grado  de  reducción  de  la  señalización  de  mTORC1  mediante  el  tratamiento  agudo  diario  con  Rapalink­1  durante  cinco  
días.  Rapalink­1  se  ha  utilizado  en  dosis  más  altas  en  experimentos  agudos  in  vivo32.  Por  lo  tanto,  evaluamos  la  eficacia  aguda  de  
Rapalink­1  a  una  dosis  mayor  (6  mg/kg)  pero  inferior  a  10  mg/kg,  que  es  la  dosis  de  rapamicina  utilizada  para  comparar  ambos  fármacos26.  
Rapalink­1  redujo  la  señalización  de  mTORC1,  como  se  detectó  mediante  el  examen  de  las  tinciones  de  p4EBP  y  pS6.

Genes  RFP  inducibles.  La  recombinasa  CRE  provoca  la  recombinación  de  los  exones  2  a  4  de  Tsc2  y  la  expresión  de  RFP.

Ratones  neonatales  Tsc2wt/wt  y  Tsc2f/f  x  RFP  se  electroporaron  con  recombinasa  Cre  y  plásmidos  de  ADN  que  codifican  GFP  (Fig.  1A).  La  
electroporación  permite  la  localización  de  las  células  madre  neurales  (CMN)  laterales  del  V­SVZ,  que  generan  glía  estriatal  (Fig.  1B).  Esto  
provoca  la  recombinación,  que  conlleva  la  deleción  de  los  exones  2­4  de  Tsc2  y  fluorescencia  roja  a  lo  largo  de  los  ventrículos  laterales,  que  
aparecen  como  hamartomas  tipo  SEGA  en  ratones  Tsc2f/f  de  30  días  postnatales  (Fig.  1C,  D).
Además,  las  NSC  V­SVZ  generan  neuronas  de  células  granulares  que  migran  al  bulbo  olfatorio  (BO)  y  maduran  por  completo  30  días  
después.  Previamente,  informamos  que  los  hamartomas  en  P30  tenían  una  actividad  elevada  de  mTORC1  evaluada  por  p4E­BP  en  células  
gliales27.  También  informamos  un  aumento  de  mTORC1  evaluado  por  tinción  de  pS6  en  neuronas  producidas  a  partir  de  las  NSC  V­SVZ29.  
Además,  informamos  mediciones  del  crecimiento  de  neuronas  del  hamartoma  P60  y  OB.  Por  lo  tanto,  estos  puntos  temporales  ayudaron  a  
guiar  el  diseño  de  nuestros  experimentos.  De  hecho,  en  comparación  con  las  NSC  Tsc2wt/wt  (Fig.  1E­G)  que  produjeron  principalmente  
glía,  hubo  numerosas  neuronas  positivas  para  pS6  Tsc2mut/mut  y  células  gigantes  cerca  del  límite  estriatal  con  el  V­SVZ  (Fig.  1H­M).

(B)  Diagrama  esquemático  de  la  electroporación  de  los  plásmidos  CAG­CRE  y  CAG­GFP  (verde).  El  plásmido  se  inyecta  
intraventricularmente  en  ratones  P0­1.  Los  electrodos  colocados  en  la  cabeza  de  la  cría  provocan  posteriormente  la  captación  de  los  
plásmidos  por  las  células  madre  neurales  que  recubren  los  ventrículos  laterales  al  aplicar  un  campo  eléctrico.  C,  D)  Imágenes  
macroscópicas  de  secciones  coronales  de  ratones  P60  tras  la  electroporación.  El  negro  indica  la  expresión  de  RFP,  mientras  que  el  azul  
indica  la  saturación  de  RFP.  EG)  Imágenes  de  la  sección  coronal  20×  Tsc2wt/wt  que  muestran  la  inducción  de  RFP  (rojo,  E),  la  tinción  
de  pS6  (verde,  F)  y  la  composición  con  la  expresión  de  GFP  (azul,  G).  HJ)  Imágenes  de  la  sección  coronal  20×  Tsc2mut/mut  que  
muestran  la  inducción  de  RFP  (rojo,  H),  la  tinción  de  pS6  (verde,  I)  y  la  composición  con  la  expresión  de  GFP  (azul,  J).  KL)  Zoom  digital  
4×  de  HI  que  muestra  células  con  morfología  neuronal  y  pS6  elevado.  Los  cheurones  indican  neuronas  macroscópicas  y  la  punta  
de  flecha  indica  una  célula  gigante.  EJ)  Barra  de  escala  =  75  μm.  KM)  Barra  de  escala  =  75  μm.

Dominio  de  unión  de  rapamicina  FKBP12  de  mTOR  e  inhibición  de  ambos  mTORC  a  través  de  la  fracción  inhibidora  competitiva  de  ATP,  
MLN012826.

Como  confirmación  de  la  recombinación  de  Tsc2,  se  observó  un  aumento  medio  del  23,3  %  en  pS6  por  neurona  mutante  positiva  a  RFP  
(Tsc2wt/wt  1,000  ±  0,03042,  n  =  110  frente  a  Tsc2mut/mut  1,233  ±  0,04392,  n  =  110)  (Fig.  1A  del  Suplemento).  Se  recogieron  células  V­SVZ  
electroporadas  con  CRE  de  ratones  con  Tsc2  condicional  y  se  cultivaron  células  madre  neurales  (CMN)  para  evaluar  la  recombinación  
según  la  RFP  (Fig.  1B  del  Suplemento).  Además,  se  verificaron  altas  tasas  de  recombinación  de  Tsc2  en  células  RFP,  pero  no  en  células  
madre  neurales  no  positivas  a  RFP  (Figs.  1C  y  D  del  Suplemento ).  Verificamos  que  la  fosforilación  del  sustrato  de  mTORC1,  Ulk1,  fue  
resistente  a  100  nM  de  rapamicina,  pero  sensible  a  100  nM  de  inhibidores  de  mTORC  competitivos  con  ATP  (Fig.  Suplementaria  1E,  F).  
Estos  resultados  confirman  que  la  recombinación  mediada  por  CRE  ocurre  en  el  modelo  de  TSC  y  que  algunos  sustratos  de  mTORC1  son  
resistentes  a  la  rapamicina.

Resultados

Rapalink­1  inhibe  la  actividad  de  mTORC1

Tratamiento  con  Rapalink­1  de  un  modelo  de  ratón  TSC
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Pesos  de  los  ratones  control  y  tratados  con  Rapalink­1.  Los  datos  se  representan  como  media  ±  EEM.
Fig.  2.  (A)  Esquema  de  dosis.  (B)  Curva  de  supervivencia  de  Kaplan­Meier  de  los  ratones  control  y  tratados  con  Rapalink­1.  (C)

En  el  cerebro  y  mediante  inmunotransferencia  para  pS6  (Vehículo  =  1,000  ±  0,04189,  N  =  3  vs.  Rapalink­1  =  0,7707  ±  0,02518,  N  =  3;  P  
=  0,0094)  (Fig.  Suplementaria  2).  La  inhibición  de  mTORC2  por  Rapalink­1  se  confirmó  mediante  una  reducción  de  pAKT,  como  se  
informó  previamente  (Fig.  Suplementaria  2)32.  Estos  resultados  confirman  que  Rapalink­1  puede,  efectivamente,  reducir  la  señalización  
de  mTOR  in  vivo.
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Fig.  3.  Rapalink­1  inhibe  la  actividad  de  mTORC1.  AC)  Imágenes  a  20x  de  RFP  (rojo,  A),  pS6  (verde,  B)  y  compuesto  con  
GFP  (azul,  C)  en  una  sección  coronal  de  un  cerebro  de  ratón  tratado  con  el  vehículo  Tsc2mut/mut  P90.  El  rectángulo  
indica  la  región  ampliada  en  DF.  DF)  Imágenes  digitales  ampliadas  a  4x  de  AC  que  muestran  la  morfología  neuronal.
GI)  Imágenes  a  20×  de  RFP  (rojo,  G),  pS6  (verde,  H)  y  compuesta  con  GFP  (azul,  I)  en  una  sección  coronal  del  
cerebro  de  un  ratón  tratado  con  Tsc2mut/mut  P90  Rapalink­1  (3  mg/kg).  JL)  Imágenes  digitales  ampliadas  a  4×  de  
GI  que  muestran  la  morfología  neuronal.  M)  Cuantificación  de  pS6  en  células  RFP  positivas.  *=p<0,05,  
****=p<0,0001.  Los  datos  se  representan  como  media  ±  EEM.  Barra  de  escala  de  AC  y  GI  =  75  μm.  Barra  de  escala  
de  DF  y  JL  =  18,75  μm.
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Fig.  4.  Rapalink­1  reduce  el  tamaño  celular.  AD)  Imágenes  a  20x  de  GFP  (azul,  A),  RFP  (rojo,  B),  pS6  (verde,  C)  y  compuesto  
(D)  en  cerebros  control  Tsc2mut/mut  P90.  EH)  Imágenes  a  20x  de  GFP  (azul,  E),  RFP  (rojo,  F),  pS6  (verde,  G)  y  compuesto  
(H)  en  cerebros  con  Tsc2mut/mut  P90  Rapalink­1  (3  mg/kg).  I,  J)  Imágenes  de  D  y  H  ampliadas  al  400%  que  muestran  ejemplos  
de  células  gigantes.  K)  Cuantificación  del  tamaño  del  soma  neuronal  en  relación  con  los  controles.  Los  datos  se  representan  
como  media  ±  EEM.  Barra  de  escala  =  75  μm.  ****=p  <  0,0001.

mTOR  regula  el  crecimiento  del  soma  de  las  células  granulares  OB33.  La  pérdida  de  mTOR  y  la  inhibición  de  mTORC1  con  
rapamicina  disminuyen  el  tamaño  del  soma  de  las  células  granulares33.  Por  el  contrario,  la  pérdida  de  Tsc2  aumenta  el  tamaño  
del  soma  de  las  células  granulares  y  las  neuronas  estriatales27,29 .  Nos  preguntamos  hasta  qué  punto  podría  disminuir  el  tamaño  
del  soma  en  las  neuronas  mutantes  Tsc2  tras  el  tratamiento  con  Rapalink­1.  Las  dosis  bajas  de  Rapalink­1  (1,5  mg/kg)  y  altas  (3,0  
mg/kg)  disminuyeron  el  tamaño  promedio  del  soma  de  las  neuronas  mutantes  Tsc2  (Vehículo  =  1,00  ±  0,016  frente  a  Rapalink­1  
1,5  mg/kg  =  0,7463  ±  0,01  frente  a  Rapalink­1  3,0  mg/kg  =  0,689  ±  0,015,  p  <  0,0001)  (Fig.  4A­H,  K).  Documentamos  una  población  
de  células  gigantes  con  alta  actividad  de  mTORC1  incluso  después  del  tratamiento  con  3,0  mg/kg  de  Rapalink­1  (Fig.  4I,  J).  Sin  
embargo,  la  proporción  relativa  de  células  clasificadas  como  gigantes  en  relación  con  el  número  total  de  células  por  sección  se  
redujo  en  la  condición  de  3,0  mg/kg  de  Rapalink­1  (Vehículo  =  0,0451  ±  0,0044  vs.  Rapalink­1  1,5  mg/kg  =  0,0415  ±  0,0125  vs.
Rapalink­1  3,0  mg/kg  =  0,0274  ±  0,03623,  p  <  0,01).  En  conjunto,  Rapalink­1  parece  disminuir  el  tamaño  promedio  de  las  neuronas  
mutantes  Tsc2.

Machine Translated by Google

http://www.nature.com/scientificreports


Los  SEGA  son  una  causa  importante  de  morbilidad  en  pacientes  con  CET.  Los  rapálogos  son  un  tratamiento  de  primera  línea  para  los  SEGA36–39.

Rapalink­1  3,0  mg/kg  19636±3266,  n=33)  (Fig.  6I).

Los  mecanismos  que  explican  el  crecimiento  de  SEGA  no  están  claros  en  pacientes,  lo  que  podría  deberse  a  la  escasa  comprensión  de  la  
composición  celular,  las  diferencias  regionales  en  los  SEGA  y  si  los  mecanismos  moleculares  involucrados  en  las  diferentes  regiones  y  el  momento  
de  su  aparición  pueden  variar.  El  hecho  de  que  la  composición  de  los  SEGA  se  haya  debatido  durante  casi  un  siglo  demuestra  que  los  experimentos  
deben  examinar  cuidadosamente  el  efecto  de  los  fármacos  no  solo  en  el  tamaño  de  los  SEGA,  sino  también  en  los  diferentes  tipos  celulares  dentro  
de  los  SEGA40,41.

La  pérdida  de  Tsc2  en  los  neuroprogenitores  V­SVZ  resulta  en  la  transición  aberrante  de  estados  quiescentes  a  activos  y  durante  la  
diferenciación30,31,49,50.  La  pérdida  de  Tsc2  previene  la  regulación  negativa  adicional  de  la  actividad  de  mTORC1  en  un  subconjunto  de  células  
dentro  del  cuerpo  estriado,  lo  que  lleva  a  crecimientos  que  incluyen  hamartomas  nodulares  que  contienen  células  con  morfologías  heterogéneas.  
Los  hamartomas  se  caracterizan  por  grupos  heterotópicos  anormales  de  células  morfológicamente  heterogéneas  que  incluyen  neuronas  tanto  
dentro  como  fuera  de  los  crecimientos.  Por  lo  tanto,  el  modelo  de  ratón  de  hamartoma  tipo  TSC  SEGA  nos  permitió  examinar  la  utilidad  del  
tratamiento  con  Rapalink­1  en  el  control  de  fenotipos  neuronales  y  tamaño  del  hamartoma.  Se  utilizaron  ratones  machos  y  hembras,  y  no  se  
observaron  diferencias  entre  sexos,  pero  los  estudios  aquí  no  fueron  diseñados  ni  estadísticamente  potenciados  para  explorar  esta  variable.  Esta  
variable  biológica  podría  ser  relevante  para  examinar  en  futuros  estudios.  La  administración  intermitente  de  Rapalink­1  (1,5  mg/kg  y  3,0  mg/kg  cada  
cinco  días)  fue  generalmente  tolerada  durante  el  estudio,  pero  experimentos  preliminares  demostraron  toxicidad  aguda  durante  el  tratamiento  diario  
(datos  no  mostrados).  Como  se  predijo,  Rapalink­1  redujo  la  actividad  de  mTORC1.  Sin  embargo,  esta  se  redujo  solo  entre  un  15  %  y  un  23  %,  
medido  utilizando  pS6  como  indicador,  y  pS6  permaneció  visible  en  todo  el  cerebro.

Se  observaron  reducciones  significativas  en  los  arboretos  dendríticos  causadas  por  Rapalink­1  a  bajo  aumento  (Fig.  5A,  B).  Para  confirmar  y  
cuantificar  esta  observación,  se  rastrearon  las  neuronas  de  ratones  control  y  tratados  con  Rapalink­1  (Fig.  5C,  D).  Rapalink­1  redujo  sustancialmente  
la  longitud  y  la  complejidad  de  las  dendritas  neuronales  Tsc2mut/mut .  Rapalink­1  (3,0  mg/kg)  redujo  significativamente  (p<0,01,  ANOVA  con  prueba  
de  comparaciones  múltiples  de  Tukey)  el  número  total  de  cruces  de  dendritas  en  comparación  con  las  condiciones  tratadas  con  el  vehículo  (Vehículo  
=  713,0  ±  74,53,  n  =  24  vs.  Rapalink­1  1,5  mg/kg  =  563,8  ±  46,64,  n  =  24  vs.  Rapalink­1  3,0  mg/kg  =  465,5  ±  33,85,  n  =  50)  (Fig.  5E,  F).  Por  lo  tanto,  
el  tratamiento  a  largo  plazo  con  Rapalink­1  reduce  significativamente  las  arborizaciones  dendritas  en  las  neuronas  mutantes  Tsc2.

Aquí  demostramos  que,  de  igual  manera,  Rapalink­1  es  útil  para  revertir  fenotipos  neuronales  en  un  modelo  murino  de  TSC  con  
hamartomas  tipo  SEGA  (Fig.  6J).  Aunque  aproximadamente  el  57  %  de  los  SEGA  en  TSC  se  reducen  al  50  %  en  dos  años,  el  
tratamiento  continuo  no  reduce  aún  más  el  volumen  de  SEGA18,19,22.  El  uso  prolongado  de  Rapalogs  también  es  necesario  
porque  la  interrupción  del  tratamiento  se  asocia  con  el  recrecimiento  de  SEGA.  Se  deben  desarrollar  nuevas  terapias  basadas  en  
la  eficacia  limitada  de  los  Rapalogs  y  sus  efectos  secundarios23.  Los  estudios  también  han  demostrado  el  desarrollo  de  resistencia  
a  la  rapamicina  a  través  de  cambios  en  el  dominio  de  unión  a  rapamicina  FKB12  de  mTOR26.  Finalmente,  la  rapamicina  no  inhibe  
completamente  la  fosforilación  de  varios  sustratos  de  mTORC125.  Existe  una  necesidad  urgente  de  probar  nuevas  terapias  que  
puedan  superar  estos  problemas.  Rapalink­1  es  un  candidato  excelente,  ya  que  satisface  la  necesidad  de  inhibir  completamente  
la  fosforilación  de  mTORC1  en  sustratos  resistentes  a  la  rapamicina  y,  simultáneamente,  inhibe  mTORC2  y  soluciona  los  problemas  
de  resistencia26.  Por  lo  tanto,  es  concebible  que  Rapalink­1  pueda  ser  útil  para  tratar  la  CET.  Para  cumplir  con  el  objetivo  de  
examinar  terapias  adicionales  para  la  CET,  probamos  Rapalink­1  en  un  modelo  murino  de  hamartomas  tipo  SEGA  de  CET.

El  determinante  final  de  la  eficacia  de  Rapalink­1  fue  el  tamaño  promedio  de  la  lesión  en  P90.  Los  hamartomas  estriatales  se  midieron  trazando  las  
lesiones  como  se  describió  previamente27.  Se  observó  que  el  área  transversal  proyectada  en  z  de  los  hamartomas  continúa  aumentando  
notablemente  en  P90,  y  algunos  hamartomas  se  muestran  agresivos  e  invaden  diferentes  regiones,  alcanzando  un  tamaño  diez  veces  mayor  que  
los  medidos  en  P60  (Figs.  1  y  6).  En  comparación,  los  ratones  tratados  con  1,5  mg/kg  de  Rapalink­1  tuvieron  hamartomas  que  fueron  
considerablemente  (~68,6  %)  más  pequeños  calculados  utilizando  el  área  de  sección  transversal  proyectada  z  y  3,0  mg/kg  de  Rapalink­1  redujeron  
significativamente  (p  =  0,0363)  los  tamaños  de  los  hamartomas  a  la  mitad  en  relación  con  las  condiciones  de  control  (vehículo  =  40096  ±  8461,  n  =  
38  frente  a  Rapalink­1  1,5  mg/kg  =  27520  ±  2243,  n  =  58  frente  a

Previamente  demostramos  que  la  pérdida  de  Tsc1  y  Tsc2,  o  el  aumento  de  Rheb,  aumentaba  la  densidad  de  las  arborizaciones  dendríticas  de  las  neuronas  de  

células  granulares  OB  producidas  a  partir  de  las  células  madre  neurales  V­  SVZ29,34,35.  Esto  probablemente  se  deba  a  que  mTOR  y  los  componentes  del  

complejo  mTOR,  raptor  y  rictor,  regulan  la  densidad  de  las  arborizaciones  dendríticas  de  las  células  granulares33.  Las  neuronas  presentes  en  el  cuerpo  estriado  

del  modelo  SEGA  también  presentan  más  dendritas  que  las  neuronas  de  células  granulares  OB  de  tipo  silvestre  o  mutantes  con  Tsc227.  Estas  neuronas  

mutantes  también  son  más  grandes  y  presentan  una  mayor  complejidad  dendrítica  en  comparación  con  cualquier  neurona  de  tipo  silvestre  de  control  presente  
en  el  cuerpo  estriado.

Aunque  las  SEGA  no  suelen  causar  convulsiones  de  forma  directa,  la  presencia  de  neuronas  mutantes  y  células  gigantes  justifica  una  inspección  
más  minuciosa,  como  también  la  determinación  de  sus  contribuciones  a  la  presentación  del  paciente.

Las  SEGA  también  parecen  cambiar  con  el  tiempo.  Experimentos  de  imagenología  y  secuenciación  de  ARN  sugieren  un  cambio  gradual  en  su  
composición,  llegando  a  contener  neuronas  y  células  gigantes  citomegálicas  (42­48).  También  se  produce  cicatrización  gliótica,  calcificación  e  
invasión  de  células  inmunitarias  (48).  Esto  es  similar  a  lo  que  ocurre  en  los  tubérculos  corticales  de  pacientes  con  CET.

Por  lo  tanto,  estas  dosis  podrían  inhibir  de  forma  incompleta  mTORC1.  De  hecho,  también  se  evaluó  una  dosis  más  alta  (6  mg/kg)  basándose  en  la  
eficacia  en  gliomas  y  pareció  más  efectiva  mediante  inmunohistoquímica  y  Western  blot,  pero  se  asoció  con  toxicidad32.  No  está  claro  si  los  
tratamientos  prolongados  de  1,5  mg/kg  y  3,0  mg/kg  de  Rapalink­1  durante  más  de  30  días  estarían  acompañados  de  efectos  secundarios  
adicionales.  Además,  los  ratones  tratados  con  1,5  y  3,0  mg/kg  de  Rapalink­1  fueron  sacrificados  5  días  después  de  la  última  inyección  de  Rapalink­1.  
Por  lo  tanto,  la  actividad  de  mTORC1  podría  recuperarse  y  nuestros  datos  podrían  subestimar  la  eficacia  de  Rapalink­1.  No  obstante,  la  reducción  
en  pS6  sirvió  como  indicador  de  que  Rapalink­1  inhibió  mTORC1.

Discusión

Eficacia  de  rapalink­1  para  el  tratamiento  de  hamartomas  de  TSC

El  tratamiento  con  Rapalink­1  disminuye  las  arborizaciones  dendríticas  neuronales
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Imagen  ampliada  con  una  neurona  en  el  cuadrado  de  B  sometida  a  rastreo  (resaltada  en  verde).  (E)  Análisis  de  Sholl  que  demuestra  
el  efecto  de  Rapalink­1  en  las  arborizaciones  dendríticas.  (F)  Número  total  de  cruces  dendríticos  en  cada  neurona  de  los  ratones  control  y  
tratados  con  Rapalink­1.  Análisis  de  varianza  (ANOVA)  unidireccional  con  prueba  de  comparaciones  múltiples  de  Tukey.  Los  datos  se  
representan  como  media  ±  EEM.  Barra  de  escala  =  75  μm  (A,  B)  o  37,5  μm  (C,  D).  **=  p  <  0,01.

Fig.  5.  Rapalink­1  reduce  las  arborizaciones  dendríticas  en  un  modelo  de  células  madre  dendríticas  (TSC).  (A)  Imagen  a  20x  de  RFP  de  
un  cerebro  de  ratón  con  Tsc2mut/mut  P90  tratado  con  vehículo.  (B)  Imagen  a  20x  de  RFP  de  un  cerebro  de  ratón  tratado  con  Tsc2mut/
mut  P90  3,0  mg/kg  de  Rapalink­1.  (C)  Imagen  ampliada  con  una  neurona  en  el  cuadrado  de  A  sometida  a  rastreo  (resaltada  en  verde).  (D)
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Además,  la  expresión  ectópica  de  Rheb  de  tipo  silvestre  o  mutante  puede  impulsar  el  crecimiento  celular  en  células  granulares35,52.  El  
crecimiento  de  las  células  granulares  depende  de  mTOR,  ya  que  la  electroporación  CRE  de  mTOR  condicional  reduce  el  tamaño  del  soma33.

fenómeno  regulado  del  crecimiento  celular51.  Trabajos  previos  de  nuestro  laboratorio  y  nuestros  colegas  han  demostrado  que  las  células  
granulares  generadas  por  NSC  V­SVZ  neonatal  crecen  cuando  se  eliminan  Tsc1  o  Tsc229,34.

Rapalink­1  parece  corregir  parcialmente  estos  cambios  con  la  inhibición  de  mTORC1,  la  disminución  del  tamaño  neuronal  y  la  reducción  
de  las  lesiones  tipo  SEGA.  Los  datos  se  representan  como  media  ±  EEM.  Barra  de  escala  =  150  μm  (A,  B)  o  37,5  μm  (C,  D).  *=p  <  0,05.

Los  productos  proteicos  codificados  no  pueden  desactivar  mTORC1,  lo  que  genera  neuronas  ectópicas/citomegalicas  con  actividad  
excesiva  de  mTORC1,  dendritas  hipertróficas,  células  gigantes  y  lesiones  similares  a  SEGA  (es  decir,  hamartomas  estriatales).

Razonamos  que  la  inhibición  prolongada  de  mTORC1  disminuiría  el  bien  documentado  efecto  de  mTORC1.

Tsc2  desactiva  la  vía  mTORC1  en  condiciones  normales.  Sin  embargo,  en  el  modelo  TSC  SEGA  (izquierda),  Tsc1/Tsc2

Fig.  6.  Rapalink­1  reduce  el  tamaño  del  hamartoma.  AD)  Imágenes  a  20x  de  GFP  (azul),  pS6  (verde)  y  RFP  (rojo)  en  cerebros  con  Tsc2mut/
mut  P90  tratados  con  vehículo  o  EH)  Imágenes  a  20x  de  GFP  (azul),  pS6  (verde)  y  RFP  (rojo)  en  cerebros  tratados  con  Tsc2mut/mut  P90  
3,0  mg/kg  de  Rapalink­1.  I)  Cuantificación  del  área  de  la  lesión.  J)  Diagrama  esquemático  de  las  vías  moleculares  reguladas  por  Tsc1/
Tsc2  en  el  modelo  de  TSC  en  cerebros  control  y  tratados  con  Rapalink­1.  Tsc1/

Además,  el  tratamiento  con  rapamicina  reduce  el  tamaño  del  soma  de  las  células  granulares,  lo  que  respalda  la  importancia  de  mTORC1  en  
este  proceso33.  Como  era  de  esperar,  Rapalink­1,  en  ambas  dosis,  redujo  el  tamaño  celular  de  las  neuronas  mutantes  Tsc2  entre  un  25  %  y  
un  31  %.  Estos  resultados  respaldan  la  probabilidad  de  que  Rapalink­1  inhiba  los  eventos  celulares  dependientes  de  mTORC1.
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Métodos

Reacción  en  cadena  de  la  polimerasa  (PCR)
Los  fragmentos  de  dedos  o  cola  se  sometieron  a  una  extracción  de  ADN  modificada  con  tecnología  Hotshot  y  se  genotiparon  mediante  
PCR  utilizando  la  polimerasa  Taq  Platinum™  de  Invitrogen™,  mezclada  con  agua  sin  nucleasas,  tampón  de  PCR  sin  magnesio,  MgCl� ,  
mezcla  de  dNTP  con  cebadores  y  ADN,  según  el  protocolo  del  fabricante  (Invitrogen).  Los  cebadores  para  Tsc2  fueron  5'­ACAATGGG.

Animales

AGGCACATTACC­3'  y  5­AAGCAGCAGGTCTGCAGTG­3'  y  para  tomate  (RFP)  5'­AAGGGAGCTGCA
GTGGAGTA­3'  y  5'­CCGAAAATCTGTGGGAAGTC­3'  y  5'­GGCATTAAAGCAGCGTATCC­3'  y  5'­

Todos  los  experimentos  fueron  aprobados  por  el  Comité  Institucional  de  Cuidado  y  Uso  de  Animales  de  la  Universidad  de  Clemson  y  la  Oficina  de  
Revisión  de  Cuidado  y  Uso  de  Animales  (ACURO),  dependiente  de  la  Oficina  de  Protección  de  la  Investigación  (ORP)  del  USAMRDC,  perteneciente  al  
Departamento  de  Defensa  (DoD).  Todos  los  métodos  se  llevaron  a  cabo  de  acuerdo  con  las  directrices  y  regulaciones  pertinentes.  Todos  los  métodos  

se  informan  de  acuerdo  con  las  directrices  ARRIVE.

Se  realizaron  manipulaciones  experimentales  en  crías  de  ratón  no  involucradas  en  procedimientos  previos  y  se  sacrificaron  según  corresponda.  Se  

utilizaron  ratones  de  ambos  sexos,  y  las  edades  se  indican  en  las  figuras.  Los  ratones  se  alojaron  en  condiciones  estándar  libres  de  patógenos  en  jaulas  
sobre  bastidores  dentro  de  cubículos  aislados  con  un  ciclo  de  luz/oscuridad  de  12  h  y  se  alimentaron  ad  libitum.  Se  les  inyectó  intraperitonealmente  con  
las  dosis  y  la  pauta  indicadas.  Los  fármacos  se  prepararon  como  se  describió  previamente  con  DMSO,  PEG­300  y  PBS32.  Las  inyecciones  se  realizaron  
en  cabinas  de  seguridad  biológica.

Aunque  el  papel  de  las  neuronas  estriatales  en  el  modelo  de  hamartoma  tipo  SEGA  no  está  claro,  las  neuronas  ectópicas  pueden  afectar  a  una  

amplia  gama  de  otros  tipos  de  células.  Los  tubérculos  corticales  y  las  malformaciones  focales  del  desarrollo  cortical  parecen  experimentar  cambios  
análogos,  incluyendo  astrogliosis  y  activación  de  la  microglía11.  Y  esto  está  directamente  relacionado  con  la  hiperexcitabilidad  neuronal.  Por  lo  tanto,  un  
objetivo  principal  para  la  investigación  de  TSC  y  trastornos  relacionados  ha  sido  reducir  el  crecimiento  de  las  dendritas  con  la  esperanza  de  modular  la  
actividad  neuronal.  mTOR,  a  través  de  mTORC1  y  mTORC2,  regula  los  árboles  dendríticos  de  las  células  granulares  OB33.  Mientras  que  la  regulación  
del  citoesqueleto  se  atribuye  con  mayor  frecuencia  a  mTORC2,  la  rapamicina  y  mTORC1  se  han  estudiado  cuidadosamente  en  relación  con  el  
crecimiento  de  las  dendritas.  Por  ejemplo,  al  igual  que  el  crecimiento  celular,  la  pérdida  de  Tsc1  y  Tsc2,  así  como  el  aumento  de  la  actividad  de  Rheb,  
promueven  el  crecimiento  de  las  dendritas29,34,35,52.  Observamos  que  Rapalink­1  redujo  de  forma  similar  las  dendritas  de  las  neuronas  mutantes  
Tsc2  estriatales.  Por  lo  tanto,  Rapalink­1  podría  ser  ventajoso  al  unirse  a  ambos  brazos  de  la  señalización  de  mTOR32.

La  proteína  fluorescente  roja  (RFP+/−,  +/+)  (B6.Cg­Gt(ROSA)26Sortm9(CAG­tdTomato)Hze/J)  (cepa  n.°  007909,  RRID:  IMSR_JAX:007909)  y  
Tsc2tm1.1Mjg/J  (cepa  n.°  027458,  RRID:  IMSR_JAX:027458)  se  adquirieron  en  Jackson  Laboratories53.  El  tratamiento  farmacológico  de  las  células  

madre  neurales  cultivadas  se  realizó  en  ratones  CD1.  Los  ratones  centinela  se  mantuvieron  libres  de  patógenos  durante  todo  el  estudio.  Las  muestras/
sujetos  se  asignaron  aleatoriamente  al  grupo  experimental.

Esto  es  particularmente  importante  ya  que  varios  grupos  han  postulado  que  vías  adicionales  pueden  regular  el  crecimiento  de  SEGA.  Por  ejemplo,  
un  grupo  eliminó  simultáneamente  Pten  y  Tsc1  en  NSC  V­SVZ  postnatales16.  Esto  resultó  en  la  generación  de  SEGA  que  recapitularon  la  mayoría  de  
los  aspectos  de  los  pacientes.  Las  NSC  mutantes  Pten/Tsc1  se  inyectaron  subcutáneamente  y  generaron  tumores.  Las  NSC  mutantes  Pten/Tsc1  
también  alteraron  la  actividad  de  Erk  y  Akt.  La  supresión  del  componente  mTORC2  rictor  o  la  inhibición  combinada  de  rapamicina  y  PI3K­mTOR  
redujeron  el  crecimiento  tumoral16.  Por  lo  tanto,  los  inhibidores  que  actúan  tanto  en  mTORC1  como  en  mTORC2,  como  Rapalink­1,  tienen  varias  
ventajas.  En  consonancia  con  estos  resultados,  encontramos  que  Rapalink­1  produjo  un  efecto  moderado  pero  significativo  en  el  tamaño  promedio  de  
las  SEGA.  El  efecto  de  Rapalink­1  fue  desproporcionado  al  observado  en  el  tamaño  celular  o  las  dendritas.  No  está  claro  si  la  eficacia  de  Rapalink­1  se  
debe  a  su  efecto  sobre  la  actividad  neuronal  o  sobre  otros  tipos  celulares,  y  se  requerirán  más  experimentos.  Una  limitación  de  la  inhibición  de  mTORC2  
es  que  podría  provocar  efectos  secundarios  adicionales  no  observados  con  los  rapálogos.  Estudios  futuros  deberían  comparar  directamente  la  eficacia  
de  la  rapamicina  o  los  rapálogos  con  Rapalink­1.

Los  ratones  se  pesaron  de  5  a  7  días  a  la  semana  y  se  registró  su  peso.  Los  animales  fueron  sacrificados  mediante  inyección  intraperitoneal  de  euthasol  

o  inhalación  de  CO2,  seguida  de  una  decapitación  rápida.

CTGTTCCTGTACGGCATGG­3'.  Los  amplicones  se  cargaron  en  geles  de  agarosa  con  Blue  Juice  1X  y  se  procesaron  a  100  V  durante  20­30  minutos.  
Posteriormente,  se  visualizaron  en  un  analizador  BioRad  Chemidoc  MP.

Inmunohistoquímica

Electroporación

En  conjunto,  este  estudio  proporciona  evidencia  in  vivo  de  la  utilidad  de  Rapalink­1  para  controlar  mTOR,  el  tamaño  celular,

Los  cerebros  se  extrajeron  en  PBS  a  temperatura  ambiente,  se  transfirieron  a  paraformaldehído  al  4%  en  PBS  y  se  incubaron  durante  la  noche  a  4  °C.  
Los  cerebros  se  enjuagaron  en  PBS  y  se  montaron  en  agarosa  al  3%.  Se  utilizó  un  vibratomo  Leica  VTS  1000  para  seccionar  los  cerebros  coronalmente.  
Las  secciones  se  bloquearon  en  Triton  X­100  al  0,1%,  Tween­20  al  0,1%  y  BSA  al  2%  en  PBS  durante  1  h  a  temperatura  ambiente.  Las  secciones  se  
lavaron  en  Tween­20  al  0,1%  en  PBS.  Las  secciones  se  incubaron  en  anticuerpo  primario,  anti­pS6  (1:500;  Cell  Signaling  Technology;  Ser  240/244,  
61H9,  #4838),  en  Tween­20  al  0,1%  y  BSA  al  2%  en  PBS  durante  la  noche  a  4  °C.  Las  secciones  se  sometieron  a  tres  lavados  adicionales  en  PBS  que  
contenía  Tween­20  al  0,1%.

hipertrofia  dendrítica  y  crecimiento  de  hamartomas  tipo  SEGA  que  pueden  tener  importancia  clínica.

Las  crías  de  ratón  B6.Cg­Gt(ROSA)26Sortm9(CAG­tdTomato)Hze/J)  x  Tsc2tm1.1Mjg/J  se  electroporaron  como  se  describió  previamente<sup>54,55</
sup>.  Se  inyectaron  a  los  ratones  concentraciones  y  volúmenes  iguales  de  plásmidos  de  ADN  diluidos  en  solución  salina  tamponada  con  fosfato  (PBS)  
con  0,1  %  de  verde  rápido.  Se  utilizaron  los  plásmidos  CAG­CRE  (plásmido  n.°  13775,  Addgene)  y  CAG­GFP  (plásmido  n.°  11150,  Addgene)<sup>56,57</
sup> .  Se  cargó  con  ADN  una  micropipeta  de  vidrio  de  borosilicato  generada  a  partir  de  tubos  capilares  extraídos  y  se  inyectó  en  los  ventrículos  laterales.  
La  generación  de  pulsos  cuadrados  se  realizó  utilizando  un  generador  de  pulsos  (ECM830;  BTX)  y  electrodos  de  pinza  (modelo  520;  BTX)  con  cinco  
pulsos  cuadrados  de  100  voltios  de  50  ms  de  duración  con  intervalos  de  950  ms.

10

www.nature.com/informescientíficos/

Modelo  experimental  y  detalles  del  sujeto

|  https://doi.org/10.1038/s41598­025­08345­zInformes  científicos  | (2025)  15:20367

Machine Translated by Google

http://www.nature.com/scientificreports


Las  membranas  de  PVDF  se  pelaron  a  temperatura  ambiente  utilizando  el  tampón  de  pelado  Western  Blot  Restore  de  acuerdo  con  las  recomendaciones  del  
fabricante  (Cat.  n.°  21059,  Thermo  Fisher  Scientific).

Se  extrajo  tejido  (0,1  g)  y  se  trituró  finamente  en  SDS  al  2  %,  cóctel  inhibidor  de  proteasas  (Pierce)  y  cóctel  inhibidor  de  fosfatasas,  en  tampón  RIPA  (Tris  HCl  

25  mM,  pH  7,6;  NaCl  150  mM;  NP­40  al  1  %,  desoxicolato  de  sodio  al  1  %,  SDS  al  0,1  %).  Las  muestras  se  sonicaron  brevemente  a  la  configuración  máxima  

(100  Amplitude,  QSonica)  durante  10  s  tres  veces,  con  intervalos  de  reposo  de  30  s.  El  lisado  se  transfirió  en  hielo  a  un  tubo  de  reacción  limpio  y  se  centrifugó  

a  15 000  rpm  durante  15  min  en  una  centrífuga  de  sobremesa  Eppendorf  5415  a  4  °C.  La  concentración  de  proteínas  se  cuantificó  mediante  el  ensayo  

MicroBCA  de  Pierce.  Se  igualaron  cantidades  de  proteína  con  tampón  de  lisis,  como  se  describió  anteriormente,  y  tampón  Laemmli,  y  se  calentó  a  95  °C  

durante  5  min.  Las  proteínas  se  resolvieron  mediante  geles  mini­Protean  prefabricados  de  poliacrilamida  al  10  %  (BioRad)  y  se  transfirieron  a  membranas  de  

difluoruro  de  polivinilideno  (PVDF).  Las  membranas  de  PVDF  se  enjuagaron  en  solución  salina  tamponada  con  Tris  (TBS­T,  Tween  20  al  0,1  %)  durante  5  

min  a  temperatura  ambiente  y  se  bloquearon  con  un  bloque  de  grado  de  transferencia  al  5  %  (BioRad)  en  TBS­T  durante  1  h  a  temperatura  ambiente.  Las  

membranas  se  incubaron  durante  1  h  a  temperatura  ambiente  o  durante  la  noche  a  4  °C  con  los  siguientes  anticuerpos  de  Cell  Signaling  Technology  a  una  

dilución  1:1000:  fosfo­RPS6  (D68F8,  Cat#  5364),  RPS6  (5G10,  Cat#  2217),  fosfo­Ulk  (D706U,  Cat#  14202),  Ulk  (D8H5,  Cat#  8054),  fosfo­AKT  (D9E,  Cat#  

4060)  y  AKT  (Cat#  9272).  Las  membranas  se  enjuagaron  tres  veces  durante  10  min  cada  una  en  TBS­T.  Las  membranas  se  incubaron  durante  1  h  a  

temperatura  ambiente  con  anticuerpos  anti­conejo  de  burro  o  cabra  en  tampón  de  bloqueo.  Las  membranas  se  lavaron  durante  15  min  en  TBS­T  y  se  

visualizaron  utilizando  un  sistema  de  imágenes  Bio­Rad  Chemidoc  MP  utilizando  reactivo  de  quimioluminiscencia  mejorada  (Pierce).

La  herramienta  de  selección  a  mano  alzada  se  utilizó  para  rastrear  somas  celulares  electroporados  y  no  electroporados  en  la  misma  sección  Z  y  se  

cuantificaron  los  valores  grises  medios  para  pS6.  Se  compararon  las  proporciones  de  células  electroporadas  y  no  electroporadas  para  células  RFP  positivas  

en  condiciones  Tsc2wt/wt  y  Tsc2mut/mut  para  tener  en  cuenta  la  variación  inmunohistoquímica.  El  tamaño  del  soma  se  registró  simultáneamente  para  las  

células  rastreadas.  El  perímetro  del  hamartoma  RFP  positivo  se  delineó  en  cada  sección  Z  a  mano  desplazándose  a  través  de  secciones  Z  individuales  y  los  

hamartomas  se  rastrearon  posteriormente  en  imágenes  (×20).  La  herramienta  de  selección  a  mano  alzada  se  utilizó  para  rastrear  lesiones  RFP  positivas.  Las  

imágenes  (×20)  se  utilizaron  para  medir  la  morfología  de  las  dendritas.  Las  dendritas  se  rastrearon  utilizando  el  complemento  trazador  de  neuritas  simple.  El  

análisis  de  Sholl  se  realizó  a  intervalos  de  1  μm  para  cuantificar  la  arborización  de  las  dendritas  utilizando  el  complemento  Sholl.  El  número  total  de  cruces  

dendríticos  se  calculó  tomando  la  suma  de  los  cruces  en  todos  los  intervalos  para  cada  neurona  rastreada  y  promediando  el  número  total  de  cruces  por  

neurona  en  cada  condición.

Las  células  madre  neurales  (CMN)  se  trataron  con  rapamicina  100  nM  (#9904s,  Cell  Signaling  Technology)  o  con  Torin1,  un  inhibidor  competitivo  de  ATP  100  

nM  (#14379,  Cell  Signaling  Technology).  Torin1,  a  partir  de  una  solución  madre  de  1  mM,  se  reconstituyó  en  DMSO  (MP  Biomedicals).  La  rapamicina  se  

reconstituyó  en  DMSO  para  una  solución  madre  de  100  mM.  Se  utilizó  DMSO  equimolar  en  todas  las  condiciones.  Para  el  experimento  de  inanición  celular  

primaria,  las  CMN  se  colocaron  en  PBS  durante  2  h  antes  del  tratamiento  farmacológico  o  se  volvieron  a  colocar  en  un  medio  completo  para  activar  mTORC1  

durante  el  tratamiento  farmacológico  (2  h).

Análisis  de  imágenes

Western  blot

Se  cargaron  imágenes  (×20)  de  células  RFP  positivas  en  FIJI  (ImageJ  1,5  g)  y  se  analizaron  como  se  describe  en  otro  lugar27.

Las  secciones  se  incubaron  con  el  anticuerpo  secundario  apropiado  (serie  Alexa  Fluor;  1:500;  Invitrogen)  en  Tween­20  al  0,1  %  y  BSA  al  2  %  en  PBS  durante  

la  noche  a  4  °C.  Las  secciones  se  montaron  en  el  medio  de  montaje  ProLong  Antifade  (ThermoFisher).  Las  imágenes  se  adquirieron  en  un  microscopio  

confocal  espectral  (Leica  SPE)  con  un  objetivo  seco  de  ×20  (NA  0,75).  Las  imágenes  de  bajo  aumento  se  adquirieron  con  un  objetivo  seco  de  ×10  o  ×5  (NA  

0,15).

Cultivo  de  células  primarias

Brevemente,  se  anestesiaron  ratones  P0­1  CD1  en  hielo  y  se  decapitaron.  Se  extrajeron  los  cerebros  y  se  colocaron  en  medio  Neurobasal  A  a  4  °C  en  placas  

de  Petri  preenfriadas.  Las  V­SVZ  microdisecadas  se  colocaron  en  tripsina  al  0,05  %  con  EDTA  al  0,02  %  en  Neurobasal  A  durante  7  min  en  una  incubadora  

a  37  °C.  Se  añadieron  volúmenes  iguales  de  inhibidor  de  tripsina  definido  (1X;  Life  Technologies;  lote  n.°  1837475).  Las  muestras  se  centrifugaron  a  300  xg  

durante  5  min.  El  sedimento  se  resuspendió  con  1  ml  de  Neurobasal  A.  El  sedimento  se  trituró  con  tres  pipetas  de  pasto  con  diámetro  interior  secuencialmente  

reducido  para  disociar  el  tejido.  Las  células  se  centrifugaron  a  300  xg  durante  5  min  y  se  resuspendieron  en  200  µL  de  medio  Neurobasal  A  completo  (1X  

Glutamax,  50  unidades/mL  de  penicilina/estreptomicina,  20  ng/mL  de  EGF,  20  ng/mL  de  FGF­2  y  2%  de  suplemento  B27).  Las  células  se  colocaron  en  

cubreobjetos  recubiertos  con  laminina  en  placas  de  24  pocillos  en  medio  Neurobasal  A  completo  para  experimentos  farmacológicos  realizados  24  h  después  

o  se  colocaron  en  placas  de  6  pocillos  para  análisis  de  recombinación  como  se  describió  previamente27,29.  Las  muestras  se  recogieron  en  SDS  al  2%,  cóctel  

de  inhibidores  de  proteasa  (Pierce)  y  cóctel  de  inhibidores  de  fosfatasa,  en  tampón  RIPA  para  transferencia  Western.  Alternativamente,  las  muestras  se  

sometieron  a  aislamiento  de  ADN  y  PCR  de  largo  alcance  para  productos  de  recombinación  de  Tsc2  como  se  describió  previamente27,29.

Tratamientos  farmacológicos

Las  mediciones  se  graficaron  y  el  análisis  estadístico  se  realizó  con  el  software  GraphPad  Prism  (versión  8.2.0,  GraphPad  Software  Inc.).  La  significancia  

estadística  se  determinó  mediante  un  análisis  de  varianza  unidireccional  (ANOVA)  con  la  prueba  de  comparaciones  múltiples  de  Tukey  o  la  prueba  T  de  

Student.  N  (número  de  ratones)  y  n  (número  de  células  o  hamartomas)  se  enumeran  cuando  corresponde.  El  análisis  de  la  Figura  3  (pS6)  y  la  Fig.  4  (tamaño  

celular)  se  realizó  en  ratones  con  vehículo  (N  =  6),  Rapalink­1  1,5  mg/kg  (N  =  4)  y  Rapalink­1  3,0  mg/kg  (N  =  7).  El  análisis  de  Sholl  y  hamartoma  se  informa  

para  los  ratones  con  vehículo  (N  =  4),  Rapalink­1  1,5  mg/kg  (N  =  4)  y  Rapalink­1  3,0  mg/kg  (N  =  6)  en  las  Figs.  5  y  6.  Los  datos  suplementarios  se  obtuvieron  

en  N  =  3  ratones  para  todas  las  condiciones  de  análisis  inmunohistoquímico  y  transferencia  Western.  Las  barras  de  error  se  informan  como  la  media  del  error  

estándar.
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Los  conjuntos  de  datos  generados  o  analizados  durante  el  presente  estudio  están  disponibles  en  los  repositorios  
de  Mendeley  Data  y  Neu­roMorpho.  Los  datos  de  Western  blot  se  depositaron  en  Mendeley  Data  como  Feliciano,  
David  (2025),  “Un  inhibidor  bitópico  de  mTORC  revierte  fenotipos  en  un  modelo  complejo  de  esclerosis  tuberosa”,  
V1,  doi:  10.17632/hjt­9m462d3.1  (https://data.mendeley.com/datasets/hjt9m462d3/1) .  Los  rastros  neuronales  están  
disponibles  en  NeuroMorpho.org,  en  la  sección  “Un  inhibidor  bitópico  de  mTORC  revierte  fenotipos  en  un  modelo  
complejo  de  esclerosis  tuberosa”  o  en  neuromorpho.org/dableFiles/mukherjee_feliciano/Supplementary/
Mukherjee_Feli­ciano.zip.
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