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Resumen

La insulina es una hormona ampliamente estudiada por su papel en el control del
metabolismo celular. Sin embargo, evidencia reciente sugiere que tiene funciones
adicionales a nivel del sistema nervioso central. Por otra parte, el factor de crecimiento
insulinico (IGF-1), guarda una homologia del 80% con la insulina y comparte vias de
sefalizacion con esa hormona. Notablemente, ambas moléculas y sus respectivos
receptores estan presentes en el hipocampo, una region involucrada en diversos
procesos cognitivos. A pesar de que ambas hormonas han sido parcialmente
estudiadas en la region CA1l del hipocampo, se desconoce su efecto en la region

comprendida por el giro dentado y el area CA3.

En esta tesis se realizaron registros extracelulares en rebanadas de hipocampo
estimulando las fibras musgosas y registrando en el stratum lucidum de CA3 (Sinapsis
MF-CA3). Nuestros resultados muestran que la perfusion de insulina modula la fuerza
de la transmision MF-CA3 de manera dependiente de la concentracién y genera
potenciacion a largo plazo. Ademas, la insulina modula la inhibicibn por pulsos
pareados, incrementando el indice de inhibicion la inhibicién proactiva. Western blots de
la region CA3 mostraron que el efecto de la insulina esta relacionado con la activacion
de la via fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K). Por otra parte, el IGF-I produjo efectos
opuestos a los observados con insulina en los fendmenos previamente descritos: su
perfusién causo depresion de la transmision de la sinapsis MF-CA3 y disminucion de la
inhibicion proactiva. Ni la insulina ni el IGF-I modularon la transmision sinaptica de las
sinapsis comisurales de asociacion de CA3 (CA3-CA3), lo que sugiere que estas
hormonas actian de manera sinapsis-especifica en la region CA3 del hipocampo.

Nuestros resultados indican que la insulina incrementa la fuerza de la transmision
sinaptica MF-CA3 y que esta modulacion depende de la activacion de PI3K, a diferencia
del IGF-I que produce depresién de la respuesta sinaptica sin depender de la activacion
de PI3K.
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Abstract

Insulin is a hormone known mainly for the role it plays in cellular metabolism. However,
in recent years, it has been suggested that insulin has other functions at the level of the
central nervous system (CNS) that depend on the signaling pathways that are activated
by the interaction with its receptor. On the other hand, the insulin growth factor (IGF-I) is
a molecule that has an 80% homology with insulin, and also shares some signaling
pathways to carry out its actions. The literature is consistent in reporting that these
molecules, as well as their respective receptors, are present in cognitive brain regions
such as the hippocampus; which leads to infer that they are related to cognitive
processes. To date, the role of insulin and IGF-I in synaptic plasticity processes have
only been reported in the CA1 region of the hippocampus; however, it is important to

study them in the CA3 region since it has different characteristics.

Our results showed that a brief application of insulin can modulate the neuronal
excitability in the mossy fiber-CA3 synapse (MF-CA3), decreasing the excitability at
concentrations ranging from 5 to 630 nM and increasing the excitability with 3 uM, as
evaluated by input-output curves. Paired pulse inhibition protocols revealed a decrease
in insulin-mediated inhibition rate of the MF-CA3 synapse. We found by western blot that
these effects are related with the activation of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). On
the other hand, IGF-I used at concentrations ranging from 10 to 1000 nM was found to
have the opposite effects to those observed by insulin in the above phenomena. In
addition, it was shown that these effects are specific to the MF-CA3 synapse, since
there is no change in the basal response at synapses of commissural association when

applying any of the drugs.

Therefore, these findings tell us that insulin is able to modulate the strength of the
synaptic transmission in a concentration dependent manner, that this modulation is
related with the activation of the PI3K and is specific to the MF-CA3 synapse, unlike the
IGF-I that produces depression of the synaptic response and is not dependent on the

activation of PI3K.
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Introduccién

Lainsulina

La insulina es una hormona con efectos sobre el metabolismo y el crecimiento. La
unién de la insulina a su receptor (IR) regula estos procesos a través de dos vias
de sefializacion: las cinasas activadas por mitégenos (MAPK) y la via de la

fosfatidilinositol 3 cinasa (PI13K).
Via de sefnalizacion de las MAPKS.

Los efectos de la insulina en la regulacion de la sintesis de proteinas son
mediados principalmente a través de la activacion de la via de sefalizacion de las
MAPK (Figura 1). La fosforilacion en residuos de Tirosina (Tyr) del dominio
citoplasmatico del IR, promueve la asociacion de la proteina Shc, la cual une al
complejo Grb2/ SOS; SOS es un factor recambiador de nucleé6tidos de guanina
(GEF), capaz de activar a Ras. La activacion de Ras (GTP-Ras) inicia el
encendido de la cascada de las MAPKs. GTP-Ras se une y activa a Raf-1 que
subsecuentemente lleva a la fosforilacién y activacion de la via, que involucra el
reclutamiento y activacion de MEK (también llamada cinasa de MAPK) y de las
ERK1 (cinasa regulada extracelularmente 1) y ERK2. Alternativamente a esta via
de sefializacion que lleva a la activacion de las ERK1 y ERK2 (conocidas
genéricamente como MAPK), la insulina es capaz de activar a estas proteinas por
una via independiente de Shc, pero que depende de la activacion del IRS (sustrato
del receptor de insulina). Una vez activo IRS, une al complejo Grb2/ SOS y a partir
de este punto la secuencia de activacion de proteinas es la misma que se
describié para Shc. Las MAPKSs tienen una amplia gama de sustratos potenciales,
incluyendo factores de transcripcion y otras cinasas, que participan principalmente
en la regulacién de la expresion genética en tejidos sensibles a la insulina pero no

en la regulacion del transporte de glucosa (Avruch J, 1998; Virkamaki A, 1999).



Via de sefnalizacion de la PI3K

La via de la PI3K es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus
funciones en el metabolismo de la glucosa y de lipidos. La transduccion de
sefales a través de la via de PI3K se esquematiza en la (Figura 1) y se inicia
cuando el receptor activo y autofosforilado, interacciona con IRS vy lo fosforila. Las
proteinas IRS contienen un dominio amino-terminal de homologia a pleckstrina
(dominio PH) altamente conservado, seguido por un dominio de unién a
fosfotirosinas (PTB), que en conjunto permiten el acoplamiento de IRS al IR activo.
Adicionalmente, los IRSs contienen entre 8 y 18 sitios potenciales de fosforilacién
(en funcion del tipo de IRS, de los cuales se conocen 4 isoformas, IRS-1 a IRS- 4),
que al ser fosforilados por el IR, se convierten en sitios de union y activacion de
proteinas que contienen dominios SH2 (de homologia al dominio 2 de la proteina
Src), muchas de las cuales funcionan como proteinas adaptadoras, como es el
caso de PI3K, Grb2 (proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento), Crk I,
SHP-2 (proteina tirosina fosfatasa con homologia a Src), entre muchas otras
(Virkamaki A., 1999). Las PI3Ks, son heterodimeros que constan de una
subunidad reguladora (p85a, p55a, p50a, p85B 6 p55PIK) y de una subunidad
catalitica (p110a, p110B 6 p110d). Las subunidades reguladoras son proteinas
adaptadoras que contienen dos dominios SH2, cuales permiten su union a las
proteinas IRS-1. La interaccion entre ambas proteinas provoca cambios
alostéricos en la conformacion de la subunidad reguladora dando por resultado la
activacion de la subunidad catalitica de PI3K. A consecuencia de ello, p110 se
localiza cerca de la membrana plasmatica en donde tiene acceso a su sustrato
P14,5-P2 (fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato), generando los productos PIP2 (PI3,4-
bisfosfato) y PIP3 (PI13,4,5- trisfosfato), respectivamente (Figura 1). El PIP3 sirve
como sitio de unidn para cinasas de Ser como PDK1 (cinasa dependiente de
fosfoinositidos-1), y Akt o proteina cinasa B (PKB) (Engelman JA; 2009). En el
caso de la cinasa Akt, después de su reclutamiento a la membrana plasmatica es

fosforilada en dos residuos, la Ser473 y la Thr308. La fosforilacion en la Ser473



ocurre primero por accion del complejo proteico mTor/Rictor, también conocido
como PDK2. Esta fosforilacion parece promover la interaccion entre el motivo
hidrofébico del carboxilo terminal de Akt y la cinasa PDK1 que la fosforila en la
Thr308; estas dos fosforilaciones son importantes para que Akt se active
completamente (McCarthy AM, 2007). La enzima Akt regula varios de los efectos
metabdlicos de la insulina a través de la fosforilacion de una lista creciente de
sustratos que propagan la respuesta de la insulina, incluyendo a la enzima
glucégeno sintasa (GS), a la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3), a la proteina de
unién al elemento de respuesta al AMP ciclico (factor de transcripcion CREB), a la
molécula blanco de la rapamicina en mamiferos (MTOR), a la caspasa 9 y a la
proteina antiapoptética antagonista de Bcl2 (BAD). Entre estos destaca la
fosforilacion e inactivacion de la enzima GSK3 (White MF, 2002), una cinasa que
en condiciones de no estimulo inhibe a la glucégeno sintasa; la la inhibicion de
GSK3 por Akt favorece la activacion de la glucogeno sintasa y el aumento en la
sintesis de glucégeno (Virkamaki A., 1999). La cascada de la PI3K incluye a otras
cinasas de Ser que median la respuesta de la insulina, incluyendo a mTOR la cual
regula la sintesis proteica a través de las vias de p70S6K/S6 y 4EBP1/elF4
((Engelman 2009))

Via de sefalizacion de la PKC.

Por otra parte, la activacion de las PKCs atipicas A y C inducida por la insulina
también las involucra en favorecer el transporte de glucosa inducido por la
insulina. Por un lado, se ha sugerido que ambas PKCs pueden asociarse con
PDK1 cuando ésta se ancla al PIP3 generado por la accion de PI3K, induciendo la
fosforilacion en los residuos de Thr402/Thr410 en el asa de activacion de PKC.
Finalmente, podemos decir que independientemente de la via que lleve a la
activacion de PKC-M{, ambas contribuyen de manera significativa a la

translocacion de GLUT4 inducida por la insulina (Figura 1) (Liu XJ et al., 2006).



En los primeros estudios sobre los efectos de la insulina en el Sistema Nervioso
Central (SNC) se vio que esta hormona no incrementaba la captacion de glucosa;
de ahi se dedujo que el cerebro era un 6rgano insensible a ella, una idea que fue
ampliamente aceptada durante muchos afios. Sin embargo, mas tarde se
demostré que la insulina era capaz de promover la captaciéon de glucosa en
células nerviosas en cultivo y también que el GLUT-4 estaba presente en algunas
regiones del SNC, en donde coincidia con el receptor de insulina; ademas, se vio
que la hormona incrementaba la entrada de glucosa en el hipocampo y en el
hipotalamo. A pesar de este tipo de resultados, la idea de que ciertas células o
areas del SNC sean sensibles a la insulina en cuanto a la captacion de glucosa
todavia no es aceptada ampliamente, porque no se ha confirmado de manera
inequivoca. Hay que tener en cuenta que aunque el GLUT-4 sea una isoforma del
transportador presente en el cerebro, se encuentra en escasa proporcion; en
realidad, en el tejido nervioso las isoformas mas abundantes son el GLUT-1 y
GLUT-3 (Vannucci, S.J., 1998).

La insulina no solo juega un papel central en la regulacion del metabolismo vy el
crecimiento celular, sino que se encuentra presente en el SNC, donde tiene
multiples funciones. Los efectos principales incluyen la activacién de una serie de
mecanismos asociados a la supervivencia neuronal; modulacion de la liberacién

de neurotransmisores y por consiguiente, modulacién de la plasticidad sinaptica.
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Figura 1. Sistema de transduccion de sefales de la insulina. La insulina una vez unida a su receptor IR lo
activa por medio de autofosforilacion, dicha activacion lleva a cabo el inicio de las dos vias candnicas
conocidas de la insulina, por un lado, la insulina activa la via de las MAPK a través de dos mecanismos: en el
primero, la activacion del IR promueve la asociacion de la proteina Shc, la cual une al complejo Grb2/SOS;
SOS activa a Ras, la cual inicia el encendido de la cascada de las MAPK. GTP-Ras une y activa a Raf-1 que
subsecuentemente lleva a la fosforilacion y activacion de MEK y de las ERK1/2. Por otro lado, el IR activo y
autofosforilado, activa a IRS la cual contiene varios sitios de fosforilacién en residuos de Tyr convirtiendose en
sitios de unidn y activacion de proteinas que contienen dominios SH2 como PI3K. La PI3K consta de una
subunidad reguladora (p85) y de una subunidad catalitica (p110). La interaccién entre p85/IRS-1 da por
resultado la activacion de p110 y a consecuencia de ello, p110 tiene acceso a su sustrato PI(4,5)P2 , el cual
es fosforilado en la posicion 3 del inositol, generando PI1(3,4,5)P3 , que sirve como sitio de unién para cinasas
de Ser como PDK1 y Akt. El complejo proteico PDK2 activa a Akt, induciendo una primera fosforilacion en la
Ser473 que es seguida por una fosforilacion en la Thr308, esta ultima inducida por PDK1. Akt regula varios de
los efectos metabdlicos de la insulina a través de regular la activacion de diferentes sustratos que propagan la
respuesta, como mTor, FOXO, GSK3 y caspasa 9. Y finalmente, la activacion de PDK1 induce también la
fosforilacion de sitios criticos en el asa de activacién de dos formas atipicas de la PKC (aPKCs), que
contribuyen de manera significativa a la translocacion de GLUT4 inducida por la insulina. Imagen modificada
de Jose Laguna, Enrique Pifia; 2001.

Factor de crecimiento similar a la insulina-I

A diferencia de la insulina, la cual es sintetizada principalmente por las células B

del pancreas en el adulto, los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs,



por sus siglas en inglés) son sintetizados por multiples érganos (D ‘Ercole y col.,
1984). La actividad biologica de esta familia es doble: crecimiento y metabolismo,
ambas interrelacionadas, ya que el metabolismo debe ser ajustado para que se
pueda llevar a cabo el crecimiento (Froesch y col., 1985).

Las acciones biolégicas del IGF-I son iniciadas por su interaccion con la porcion
extracelular de una glicoproteina heterotetramérica de membrana, el receptor de
IGF-1 (IGF1R). La activacion de IGF1R da como resultado una actividad de
tirosina cinasa en sus subunidades [, promoviendo su autofosforilacion, y
posterior reclutamiento de proteinas de atraque (incluyendo IRS 1-4 y Grb2) y la
subsecuente activacion de cascadas de sefalizacion (LeRoith et al., 1995). La
unién de IGF-I a sus receptores (figura 2) provoca la fosforilacion del IRS-1, el cual
interactla sobre proteinas que poseen dominios SH2 (src homology 2). La cinasa
3’ fosfatidilinositol es la proteina con la que interactda el IRS-1, lo que permite la
activacion de la cinasa (Keller y col., 1993; Chuang y col., 1993; Myers y col.,
1993).

El hecho de que IRS-1 sea un sustrato comun tanto para el receptor de IGF-I
como para insulina, que son hormonas con respuestas fisiologicas diferentes,
hace pensar en una posible fosforilacién parcial y especifica de IRS-1 inducida por
cada hormona. Otros autores relacionan proteinas como Ras o la MAPK con la via
de sefalizacion intercelular inducida por R-IGF-I (Lu y Campisi, 1992; Roth y col.,
1991).

El IGF-1 es determinante durante el crecimiento y desarrollo ((Yakar et al. 1999).
Ademas, participa en la reparacion y regeneracion de tejidos, como el SNC
(Torres Aleman., 1998).

Las acciones de la insulina y el IGF-I en el SNC constituyen un campo de estudio
relativamente joven. Mas aun, que por mucho tiempo se descarté que estas
hormonas tuvieran un efecto alli, ya que la insulina no atraviesa la barrera

hematoencefélica. Sin embargo, diversos trabajos han mostrado que la insulina y



su receptor se encuentran presentes en el SNC ((Havrankova, Roth, y Brownstein

1979, 1981, 1983). De igual manera, la expresion de IGF-I, asi como su receptor

en el SNC estan bien documentados (Rotwein et al. 1988).
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Figura 2. Sistema de transduccién de sefiales del IGF-I. La unién del IGF-I con su receptor IGF1R
promueve la autofosforilacion del receptor induciendo su activacion, lo que lleva a cabo consecuentemente a
la activacion de dos vias canodnicas de los factores de crecimiento: la via de la PI3K implicada principalmente
en la supervivencia celular y la via de las MAPK involucradas en los procesos de proliferacion celular.
Modificado de Hakuno F, Takahashi SlI; 2018.

Localizacion de lainsulinay el IGF en el Sistema Nervioso Central.

Durante mucho tiempo se creyé que el SNC no respondia a los niveles periféricos
de insulina, y mas aun, se desconocia si la insulina era producida en el SNC.
Finalmente, una serie de trabajos de Havrankova y cols (1978, 1981, 1983)
demostraron que el receptor de insulina (IR) se expresa en el SNC. Actualmente,
la expresién del IR ha sido descrita en diversas regiones, incluidas el bulbo
olfatorio, hipotadlamo, corteza cerebral e hipocampo (Havrankova et al., 1981; Plum
et al., 2005). Por otra parte, la cuestion de si la insulina misma se expresa en el

cerebro ha sido un tema de debate durante muchos afos. Existe evidencia de que


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hakuno%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29535161
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el ARNm de insulina, proinsulina, y el péptido C estan presente en ciertas regiones
del cerebro durante el desarrollo, asi como también en el cerebro adulto (Devaskar
et al., 1993), también existen estudios que reportan la expresion de los genes del
receptor de insulina y su accién en el SNC (Schulingkamp, R.J., Pagano, 2000;
Baron-Van Evercooren A., 1991; Takayuki Nemoto, 2014). Ademas, se plantea la
posibilidad de que la insulina periférica ingresa al cerebro a través de un
mecanismo saturable que involucra la barrera hematoencefalica (BHE), que es
llevado a cabo por medio de una proteina transportadora, cuya identidad sigue
siendo desconocida. Aun asi, se ha propuesto que es el propio receptor de
insulina quien desempefa dicha funcion (Schwartz et al., 1992; Woods et al.,
2003; Banks, 2004). También es importante mencionar que otros tipos celulares
del SNC como la astroglia son una fuente importante en la regulacién de la
secrecion de insulina y ademas que estas células gliales juegan un papel clave en
la absorcion y aprovechamiento de la glucosa para regular el metabolismo
energético del SNC en cooperacion con la insulina y el IGF-I (Yamamoto N, 2018;
Torres Aleman et al., 2017)

Por otra parte, la evidencia experimental ha sido mas concluyente con el IGF-I, ya
que este es sintetizado en mudltiples células del SNC (neuronas, glia, endotelio,
etc.) que, adicionalmente, expresan su receptor (Bach; 1991, Bony;, 1993).
Ademas, la mayoria de las proteinas transportadoras de IGFs, conocidas como
IGFBPs (Insulin-like Growth Factor-Binding Protein, por sus siglas en inglés) se
expresan abundantemente durante el neurodesarrollo (Bony; 1991). Sin embargo,
en el cerebro adulto, la expresion de IGF-I disminuye significativamente, mientras

gue la expresion de las IGFBPs se vuelve selectiva (Albiston; 1992).

El papel de la Insulina y el IGF-I en el Sistema Nervioso Central.

Como se menciond previamente, la insulina y su receptor estan implicados en
supervivencia neuronal y plasticidad sinaptica. Ambos efectos estan mediados por
la cascada de sefalizacion intracelular de PI-3-K/Akt. La supervivencia celular se

da a través de un mecanismo que inactiva la maquinaria pre-apoptotica.



Curiosamente, esta misma via de sefializacion (PI-3-K/Akt) es necesaria durante
los procesos de aprendizaje y memoria (Lars P. van der Heide, 2006). Esto lleva a
la hipotesis de que la ruta PI-3-K/Akt forma un vinculo directo entre el aprendizaje,
la memoria y la supervivencia neuronal. Las implicaciones de esta hipétesis son
de gran alcance, ya que proporciona una explicacion de por qué la insulina tiene
efectos beneficiosos sobre el aprendizaje y la memoria y cémo la actividad

sinptica puede prevenir la degeneracion celular.

Existe evidencia del papel que juegan la insulina y otros factores de crecimiento en
los procesos de plasticidad sinaptica en la region CA1 del hipocampo por medio
de la activacion de la via PI-3-K/Akt, lo que sugiere que PI-3-K podria ser una via

final comun en la expresion de multiples formas de potenciacion sinaptica.

Por otra parte, al igual que en otros tejidos, las acciones propuestas de IGF-I en
SNC podrian agruparse dentro de tres categorias: i) acciones tréficas, ii) acciones
metabdlicas y iii) acciones especializadas especificas del tejido nervioso. Existen
evidencias experimentales que apoyan acciones de IGF-1 en SNC para cada una
de estas tres categorias. Aun asi, y a diferencia de los abundantes estudios
realizados que han demostrado el papel neurotréfico de IGF-1 en el SNC, un
reducido numero de trabajos sugieren que este péptido también participa en

fenomenos de neuromodulacion o plasticidad sinaptica.

Varios estudios han demostrado los efectos estructurales y morfoldgicos del IGF-1
sobre la neuroplasticidad. Por ejemplo, el IGF-I es un remodelador del tejido
nervioso a través de sus acciones anti-apoptoéticas y mitogénicas, asi como
diferenciadoras, aspectos clasicos de los factores troficos. El IGF-I mantiene el
arbol vascular de acuerdo a la demanda funcional (Lopez Lopez C., 2004), asi
como controla la neurogénesis adulta de forma ténica (Trejo J. L., 2008).
Aparentemente otro componente importante de la arquitectura cerebral como es la

mielina también estaria regulado por este factor trofico (McMorris, 1993). Desde



luego en etapas de desarrollo este es un papel importante del IGF-I (Torres
Aleman I., 1998)

Existe una gran cantidad de formas en que IGF-1 puede mediar la
neuroplasticidad, incluidos los efectos sobre los GluRs, el equilibrio de
excitacidon/inhibicién en circuitos neuronales, sobre los canales de calcio, proteinas

sinapticas e interacciones con otros factores neurotroficos.

Por otra parte, el IGF-1 participa activamente en la modulacién y composicion de
los receptores membranales de glutamato (Tropea et al., 2009). Ademas, el IGF-1
modula la depresion a largo plazo (LTD), al reducir las subunidades del receptor
AMPA a través de la endocitosis mediada por la proteina clatrina de los receptores
AMPA que contienen la subunidad GIuR2 (Wang y Linden, 2000; Deak y Sonntag,
2012). Otro estudio demostr6 que el IGF-1 mejoraba la LTP independiente de
receptores NMDA, IGF1R y dependiente de la sintesis de proteinas (Burgdorf et
al., 2015). Por lo tanto, en ambas formas de plasticidad sinaptica, ya sea LTD o
LTP, el IGF-1 puede ejercer sus efectos sobre la transmisién glutamatérgica.

En conjunto, las evidencias mencionadas previamente sugieren que ciertas
alteraciones de plasticidad sinaptica tienen una relacién directa con el control de la
insulina y el IGF-1. De manera interesante, cabe resaltar que ambos procesos,
cognicion y las anomalias celulares que subyacen a la demencia dependen de las
funciones llevadas a cabo por el hipocampo, una estructura mesolimbica central

en el aprendizaje.

Hipocampo

El hipocampo deriva de la region medial del telencéfalo, forma parte del sistema
limbico y tiene un papel importante en la adquisicion del aprendizaje espacial y la
consolidacion de la memoria a largo y corto plazo. Una de las caracteristicas que
hacen Unica a la formacion hipocampal es su organizacion anatémica. El
hipocampo esta dividido en tres subregiones: CA3, CA2 y CAl, ademas de contar

con otras areas como lo son el giro dentado y la corteza entorrinal.
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Corteza Entorrinal / Giro Dentado

La corteza entorrinal (CE) representa la principal entrada de informacion
somatosensorial al hipocampo y es una zona de interconexion con otras partes del
cerebro. (Witter et al. 1989). Por otra parte el giro dentado (GD), representa el
primer filtro de informacion neuronal y primer relevo dentro del hipocampo. Su
principal grupo celular son las neuronas granulares. Los axones de estas
neuronas, conocidos como fibras musgosas, hacen contacto sinaptico con las
neuronas piramidales de la region CA3. Diversos estudios anatomicos han
demostrado que en promedio, cada axén de las neuronas granulares hace
sinapsis con 15 neuronas piramidales de CA3, distribuidas a través de todo el eje
transversal de esta area (Kobayashi, 2010). La sinapsis fibra musgosa-CA3 (FM-
CA3), es una sinapsis de baja probabilidad de liberacién de NT (Jonas et al., 1993;
Zucker y Regehr, 2002) con caracteristicas Unicas, como son su plasticidad
sinaptica dependiente de actividad (Salin et al., 1996) y plasticidad sinptica a

largo plazo (LTP) independiente de receptores NMDA (Harris y Cotman, 1986).

Ademéas de las células piramidales, las fibras musgosas forman sinapsis
excitadoras con interneuronas distribuidas a lo largo de la region CA3 (Galvan et
al., 2011). De hecho, la principal diana sinaptica de las fibras musgosas no son las
neuronas piramidales, sino las interneuronas GABAérgicas de esta region (Acsady
et al., 1998; Lawrence y McBain, 2003; McBain 2008). El disparo de las neuronas
granulares, activa a interneuronas del hilus y de CA3, lo que produce un fenémeno
de inhibicién proactiva (feed forward inhibition), (Jung y McNaughton, 1993; Henze
et al.,, 2002; Mori et al., 2004). La activacion temprana de las interneuronas por
accion de las FMs mantiene en un estado de baja actividad a la red neuronal de
CA3 (McBain 2008).

Region CA3

La region CA3 juega un papel muy importante en los procesos de memoria

episoddica o memoria a corto plazo; ademas, la conectividad interna de esta regién
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es la mas compleja de todo el hipocampo. Las neuronas piramidales de CA3
recibe entradas sinapticas excitadoras provenientes de la corteza entorrinal, ya
sea directamente a través de la via perforante o indirectamente de la
circunvolucion dentada a través de las fiboras musgosas (Amaral y Witter, 1983).
Los axones provenientes de las neuronas granulares del giro dentado (fibras
musgosas) terminan con grandes botones sinapticos (4-10 micras) mientras que
aquellas con interneuronas estan dirigidos por extensiones filopodiales mas
pequefias. La via de fibras musgosas actia como un filtro de paso, traduce
densamente sefiales codificadas corticales a un codigo del hipocampo disperso,
especifico y esencial para la formacion de memoria. Finalmente, los axones de las
neuronas piramidales CA3 dan origen a dos tipos de conexiones excitadoras.
Cuando los axones se ramifican dentro de CA3 y hacen contacto sinaptico con
neuronas e interneuronas de CA3, dan origen a la red de colaterales recurrentes o
comisurales de asociacion. Este circuito local esta implicado en la codificacion de
representaciones espaciales (O'Keefe y Nadel, 1978) y recuerdos episédicos. Las
conexiones mas importantes de la regiéon CA3 estan ejemplificadas en la Figura 3.

Las Fibras Musgosas

Las fibras musgosas (FM) son los axones desmielinizados de las células
granulares que conforman el giro dentado. Estos axones tienen terminales
sinapticas muy especializadas conocidas como botones musgosos, cuyo diametro
oscila entre los 4 y los 10 um. De los botones musgosos emergen una serie de
pequefias ramificaciones llamadas extensiones filopodiales (0.5 a 2 um). A lo largo
del axén se encuentran otras zonas de contacto sinaptico que se conocen como
botones en passant (0.5 a 2 um) Estas especializaciones axonales dan origen a

los contactos sinapticos con interneuronas inhibidoras.

Diversos estudios anatomicos indican que las FMs, particularmente aquellas que
extienden sus dendritas en el stratum lucidum y tienen el soma cerca del stratum

piramidal, son responsables de la excitabilidad glutamatérgica. El resultado de
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esta activacion es una fuerte actividad excitadora del circuito en CA3 con una sola
fibra y un solo impulso eléctrico. Esta particularidad le ha conferido el nombre de
“sinapsis detonante”.

Temip-oroanmimeoric
ey

‘I, Mossy fibres
-
e
‘I, schaffer collaterals
-
]

Figura 3. El circuito neuronal en el hipocampo de roedores. a, llustracion de los circuitos del hipocampo.
b, Diagrama de la red neuronal del hipocampo. El circuito tradicional trisinaptica excitatoria (Corteza entorrinal
(CE), giro dentado-CA3-CA1-CE), representada con flechas sélidas. Los axones de las neuronas en la capa Il
de la corteza entorrinal proyectan a giro dentado a través de la via perforante (PP), incluyendo la via lateral
perforante (LPP) y la via perforante medial (MPP). El giro dentado envia proyecciones a las células
piramidales CA3 a través de fibras musgosas. Neuronas piramidales CA3 transmiten la informacién a las
neuronas piramidales CAl a través de las fibras colaterales de Schaffer. Las neuronas piramidales de CAl
piramidal envian proyecciones a la capa profunda de la CE. CA3 también recibe proyecciones directas de la
capa Il de la CE a través de la PP. CA1 recibe proyecciones de la capa Il de la CE a través de la via
temporoaménica (TA). Las células granulares del giro dentado proyectan a las células musgosas en el hilus y
a interneuronas de esta region, que envian fibras excitatorias e inhibitorias, respectivamente a las células
granulares. Imagen tomada de Deng et al., 2010.

Plasticidad sinaptica de las fibras musgosas

La comunicacion entre neuronas experimenta modificaciones en la fuerza y/o en la
eficacia de la transmisién sinaptica por periodos cortos de tiempo o de manera
persistente, y son referidos como potenciacién a corto plazo y potenciacién a largo
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plazo, respectivamente. La plasticidad a corto plazo es un fenbmeno caracteristico
de la sinapsis FM — neurona piramidal de CA3 que se presenta como un cambio
inmediato en la amplitud de los potenciales postsinapticos exitadores (Lambert y
Wilson, 1994; Dobrunz, 1997; Schmitz, 2001; Zucker y Regehr, 2002).

La facilitacion por estimulacion es uno de los procesos de plasticidad a corto plazo
gue se distingue en la sinapsis FMs — piramidales de CAS3, inducida durante la
aplicacion de estimulos eléctricos pareados comunmente observada como el

aumento en la amplitud de la segunda respuesta sinaptica evocada.
Facilitacion por pulsos pareados

La facilitacion por pulsos pareados de las sinapsis FMs — neurona piramidal de
CA3 (PPF o paired pulse facilitation por sus siglas en inglés) se caracteriza por
producir un aumento de hasta 350% con respecto al valor original de la respuesta
sinaptica (Sali, 1996; Zucker, 1989), proceso dependiente del incremento
transitorio en la concentracion de Ca2+ a nivel presinaptico, donde el primer
estimulo eléctrico despolariza la terminal presinaptica y activa a los canales que
permean este ion al interior de la terminal promoviendo, asi, la fusion de vesiculas
exocitéticas. Cuando el segundo estimulo eléctrico llega a la terminal causa una
segunda despolarizacion que incrementa aun mas la concentracion de Ca2+ y
desencadena una mayor fusién de vesiculas exocitdticas (Zucker, 1989; Katz y
Miledi, 1968) liberando glutamato masivamente con el consecuente aumento en la
amplitud del potencial postsinaptico excitador.

La participacion del calcio extracelular y del calcio residual en la sinapsis FM —
PPF ha sido comprobada experimentalmente al aplicar el quelante de calcio EGTA
(etilenglicol-bis (B-aminoetil éter)- N,N,N°,N"- acido tetra acético), que suprime su
aparicion (Salin, 1996; Scott, 2008).
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Inhibicion por pulsos pareados

Paradé¢jicamente, si se disminuye el tiempo entre los intervalos de estimulacion
eléctrica de los pulsos pareados (entre 5 y 40 ms), la segunda respuesta sinaptica
tiende a disminuir su amplitud. La inhibicion por pulso pareado (PPl o paired pulse
inhibition por sus siglas en inglés) requiere ademas de los intervalos en la
estimulaciéon, que la intensidad de dicha estimulacién sea alta (Figura 4), para
asegurar la activacion simultanea de un mayor nimero de interneuronas que
liberan GABA. Como resultado de la activacion masiva de interneuronas y la
concomitante liberacion de GABA, se observa una disminucion en la segunda
respuesta sinaptica. Ademas, este fenomeno es revertido por antagonistas de los
receptores GABAAa (picrotoxina, bicuculina o Gabazina). De igual manera, la
inhibicion es incrementada en presencia de agonistas de receptores GABAA
(Austin, 1989).

Facilitacién (ISI > 50 ms)

RVt

Inhibicién (ISI < 40 ms)

Figura 4. Facilitacion e inhibicidon por pulsos pareados. A la izquierda, esquema de una fibra musgosa,
haciendo multiples contactos sinapticos con interneuronas (verdes) y con una neurona piramidal (negra), se
muestra el electrodo de estimulacién sobre la FM y el electrodo de registro cerca de la neurona piramidal. A la
derecha, los registros extracelulares (fEPSP) representativos de la sinapsis FMs — CA3 en una facilitacion y la
inhibicion que ejerce las interneuronas al incrementar la intensidad de estimulacion (Modificado de Villanueva-
Castillo, 2017).

Otro mecanismo de plasticidad a corto plazo es la facilitacion dependiente de la
frecuencia de estimulacion, donde las respuestas evocadas por las FMs

experimentan un incremento de hasta 400% con respecto a su valor basal al
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disminuir el tiempo de repeticion de la estimulacion eléctrica (>1 Hz). Sin embargo,
cuando el tiempo de estimulacion vuelve a aumentar (<0,06 Hz), el potencial

postsinptico excitador regresa a su valor original (Salin, 1996).
Potenciacion a Largo Plazo

La potenciacion a largo plazo de la sinapsis FM — CA3 requiere de un protocolo de
induccién de estimulacion de alta frecuencia. De manera coincidente, estos
protocolos de induccién son independientes de la activacion de receptores NMDA
(Harris y Cotman, 1986), ya que los receptores glutamatérgicos expresados de
manera imperante son los tipo-AMPA. A nivel presinaptico, la estimulacién de alta
frecuencia activa canales y corrientes de calcio que echan a andar vias de
sefalizacion entre las que destaca la de adenilato ciclasa - AMPc (figura 5,
Zalutsky y Nicoll, 1992; Weisskopf, 1994; Villacres, 1998).

En conjunto estos mecanismos presinapticos incrementan significativamente la
liberacion de glutamato incrementando la fuerza sinaptica (incremento de la
amplitud de la respuesta postsinaptica generada por la actividad de la neurona
presinaptica) y promoviendo la induccién del mecanismo de potenciacion

sinaptica.

Los receptores metabotropicos de glutamato (mGIuRs) controlan la modulacion
lenta de la transmision sinaptica a través de la activacién de vias de sefalizacion
intracelular y segundos mensajeros (Ferraguti y Shigemoto, 2006; Cosgrove,
2011). Una caracteristica importante de las fibras musgosas es la expresion de los
receptores del grupo Il (mGIuR 2,3) que estan acoplados negativamente a la
adenilato ciclasa (AC) e inhiben la produccién de AMPc, por lo que su activacién
suprime parcialmente el circuito GD-CAS3. La estimulacién de baja frecuencia en
las neuronas piramidales, mediante la activacion de los receptores mGIuR 2, que
disminuye los niveles de AMPc, disminuye la activacion de la PKA y por tanto la

probabilidad de liberacion del neurotransmisor (T6th, 2014).
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Figura 5. Plasticidad sinaptica en las fibras musgosas. En la imagen se muestran los mecanismos
moleculares que subyacen algunos procesos de plasticidad en las terminales sinapticas de las fibras
musgosas con las neuronas piramidales (dendrita de color azul) y con las interneuronas (dendrita verde). La
estimulacion de alta frecuencia en las sinapsis FM — neurona incrementa el calcio presinaptico, activa la AC,
incrementa la concentracion de AMPc, activa la proteina cinasa A (PKA) aumentando la liberacion del
neurotransmisor induciendo LTP. Este mismo protocolo induce LTD en las interneuronas a través de los
receptores AMPA impermeables a calcio, la cual induce la activacion de la cascada de la PKC, disminuyendo
la liberacion del neurotransmisor. La induccion de LTD como lo muestra la figura también se lleva a cabo
mediante la estimulacion de baja frecuencia en las neuronas piramidales, mediante la activacion de los
receptores mGIuR2, que disminuyen los niveles de AMPc, disminuye la activacién de la PKA y por lo tanto la
probabilidad de liberacion del neurotransmisor. Modificado de Evstratova y Théth; 2014.

En conjunto, los distintos mecanismos de plasticidad involucrados en la sinapsis
de las FMs nos muestran la complejidad del arreglo o conformacion funcional y
anatomica del circuito hipocampal de la regién CA3, en donde la interaccion que
se lleva a cabo con las diversas respuestas sinapticas determina como las células
granulares reciben, transmiten e integran la informacion durante los procesos de

formacién de nuevas memorias.
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JUSTIFICACION

. Estudios electrofisioldgicos realizados en la region CA1 del hipocampo, han
demostrado que la insulina y el IGF-I participan activamente en la modulacién de
transmision sinptica. Sin embargo, el papel que juegan estos dos factores en la
transmision y plasticidad de la region CA3 del hipocampo, siguen siendo
desconocidos. Aun asi, la literatura es consistente en mostrar que las neuronas de
la region CA3 expresan los receptores membranales de insulina y de IGF-I, asi

como la presencia de ambas proteinas en dicha region.
HIPOTESIS

1) La perfusion tanto de insulina e IGF-lI, modificaran la fuerza de la
transmision en la sinapsis fibras musgosas — neuronas piramidales de CA3.

2) La perfusion de insulina inducird potenciacion de la transmision en la
sinapsis fibra musgosa — CA3, por el contrario IGF-I inducira depresion de
la transmision en la sinapsis estudiada.

3) La maodificacion de la transmision sinaptica inducida por la insulina estara
acompafiada por la activacion exclusiva de la via de sefializacion PI-3-

K/Akt/ en la regidon CA3 del hipocampo.

OBJETIVOS
Objetivo General

Caracterizar el efecto de la insulina y el IGF-I sobre la fuerza de la transmision
sinaptica y los procesos de plasticidad a corto y a largo plazo en el area CA3

hipocampal en rebanadas de cerebro mantenidas in vitro.
Objetivos Particulares

1. Determinar el efecto de la insulina y el IGF-I sobre la fuerza de la

transmision sinptica evaluadas mediante curvas I-O
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2. Determinar las vias de sefalizacion activas tras la estimulacion con insulina

e IGF-1 en la region CA3 del hipocampo.

MATERIALES Y METODOS

Animales:

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague
Dawley de aproximadamente 4 semanas de edad obtenidas del bioterio del
CINVESTAYV sede Sur. Alojados en cajas con ciclo luz-oscuridad 12-12 hrs con
agua y alimento ad libitum. Todos los animales fueron manipulados de acuerdo
con la norma oficial mexicana, NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones técnicas
para la produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio” y con base en los
lineamientos del comité interno para el cuidado y el uso de animales de laboratorio
del CINVESTAV-IPN, No. de protocolo 0090-14.

Electrofisiologia.
a) Obtencion de las rebanadas de hipocampo:

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sddico (60 mg/Kg) y por decapitacion
se obtuvo el cerebro, el cual fue sumergido en una solucién de sacarosa, (0-4°C),
gue contiene: 210 mM Sacarosa, 2.8 mM KCI, 2.0 mM MgSO4, 1.25 mM NazHPOa,
26 mM NaHCOO2, 10 mM Glucosa, 1 mM MgClz y 1 mM CaClz. La obtencion de
rebanadas horizontales de hipocampo (385 mm), se realizO en constante
oxigenacion, empleando un vibratomo (Leica VT1000S). Las rebanadas obtenidas
fueron transferidas a una camara de incubacion mantenida a una temperatura de
33+ 2°C durante 30 minutos, la solucion de incubacion tuvo la siguiente
composicion: 125 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 1.25 mM NazHPOa4, 25 mM NaHCOO., 4
mM MgCl2, 10 mM Glucosa y 1 mM CaClz; burbujeada constantemente con
carbdgeno; posterior al periodo de incubacion las rebanadas se mantuvieron en la
misma solucion y se dejaron reposar 60 min a temperatura ambiente antes de ser

utilizadas para los experimentos.
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b) Registros extracelulares de campo:

La rebanada fue trasferida a una camara de registro con liquido cefaloraquideo
artificial (LCRa) que contenia: 125 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 1.25 mM Naz2HPO4, 25
mM NaHCOO2z, 2 mM MgCI2, 10 mM Glucosa y 2 mM CaClz. La temperatura
dentro de la camara de registro fue de 36 °C, con un flujo constante de LCRa de 3-

5 ml/min.

El estimulo eléctrico consistié en pulsos pareados de corriente a 0.06 Hz; los
potenciales de campo se evocaron mediante la inyeccion de corriente directa
utilizando una unidad de aislamiento (A365, World Precision Instruments) a través
de un electrodo bipolar constituido de nicromo el cual tiene un diametro de 50 ym
de grosor. Los pulsos cuadrados de corriente tuvieron una duracién de 100 + 25
us. Las respuestas extracelulares se registraron con una pipeta de borosilicato que
al ser llenada con una solucion de NaCl (3 M) tuvieron una resistencia de entre 1y
5 MQ. Se utilizé un amplificador Dagan BVC-700A acoplado a un headstage con
una ganancia adicional de 100x. El ruido eléctrico (50/60 Hz) fue eliminado con un
filtro externo (Humbug; Quest Scientific). Los estimulos y pulsos cuadrados de
corriente fueron generados con un estimulador Master-8 (AMPI Tech) y las
sefales electrofisioldgicas resultantes fueron almacenadas en el disco duro de una
computadora mediante un software de adquisicion LabView 7.0 (National

Instruments).

Los electrodos de estimulacion y de registro fueron colocados como lo muestra la

figura 6:
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(recording site)

Figura 6. Esquema registros extracelulares de campo. Posiciones de electrodos de estimulacion y registro.
(S = stratum). Region del hipocampo CAS3. Via estudiada GD - CA3. Fibras Musgosas.

Estimulacién in vitro con insulina e IGF-I.

Después de la incubacién de una hora minimo en LCRa, se colocaron las
rebanadas en una camara de inmersion (=300uL) y se perfundieron
constantemente con LCRa fresco calentado a 36°C a una velocidad 3.5 mL/min.
Las rebanadas control se perfundieron con LCRa durante todo el experimento.
Una vez obtenida una respuesta sinaptica basal estable por 10 min, la rebanada
fue expuesta con la substancia de nuestro interés por 15 minutos y se prosiguio a
realizar los distintos protocolos, para evaluar la plasticidad a corto y largo plazo;
finalmente se aplic6 DCG IV. El mismo protocolo se realizo con IGF-I.

Después de terminar cada experimento, se recolectaron las rebanadas para

disectar la region CA3 y realizar el protocolo de Western Blot.
Curvas de intensidad de corriente contra fEPSP (E-S)

Para determinar la excitabilidad neuronal en presencia tanto de insulina como de
IGF-I y encontrar la estimulacidon adecuada que nos permita ver cambios en la
amplitud como respuesta al estimulo aplicado, se realizaran curvas entrada-salida,
por medio de estimulacion por pulsos pareados (60 ms entre cada estimulo),
comenzando con 0 pA de estimulacion hasta llegar a 130 pA en incrementos de
10pA.
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Al graficar la amplitud (o la pendiente) del potencial de campo en (mV) contra
diferentes intensidades de estimulacion eléctrica, se obtiene una curva sigmoidea
(curva E-S). Esta curva refleja el numero de fibras activadas a diferentes
intensidades de estimulacion y el fEPSP resultante de esa estimulacion. Una vez
obtenidos los valores de amplitud minima y maxima (respuesta eléctrica saturada)
de la curva E-S, se utilizé la intensidad necesaria para evocar un fEPSP, de una
amplitud equivalente al 30-50% de la respuesta maxima obtenida del potencial de
campo evocado, para la realizacion de los diferentes protocolos, esto para poder

observar los cambios en la excitabilidad de las fibras neuronales.

Algunos experimentos se llevaron a cabo en presencia de DCG IV (5 uM),
agonista de receptores metabotropicos tipo 1l y Ill, para comprobar que los

fEPSP’s registrados en CA3 provienen de la estimulacion de las FMs.
Inhibicion por pulso pareado (IPP)

Los mecanismos de plasticidad a corto plazo caracteristicos de las MFs, se puede
evaluar mediante un analisis del pulso pareado; las alteraciones en el indice de

pulso pareado nos hablan acerca de alteraciones a nivel pre y/o postsinéptico.

Se utilizé la intensidad de corriente necesaria para evocar un fEPSP con una
amplitud de aproximadamente el 40% con respecto a la determinacion de la curva
E-S. El protocolo de inhibicion consistio en la aplicacion de dos estimulos
consecutivos con intervalos inter estimulo que fueron desde los 5 hasta los 50 ms

en intervalos variables.

El IPP fue expresado como la diferencia entre la amplitud de la segunda respuesta
con respecto a la primera, para el calculo de dicho indice se utilizé la siguiente

formula:

IPP = % Donde S1y S2: amplitud (mV) del primer y segundo fEPSP

respectivamente.
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De tal manera que: IPP > 1 nos indica facilitacion de la respuesta sinaptica
IPP < 1 nos indica depresidn sinaptica
Induccion farmacoldgica de plasticidad a largo plazo.

La plasticidad sinaptica a largo plazo, ya sea LTP o LTD, en la sinapsis MFs - CA3
juegan un papel importante en los procesos de memoria y aprendizaje. Estas
formas de plasticidad tienen un componente de induccion presinaptico a diferencia
de la plasticidad a largo plazo de la regiébn CALl, y su generacion por medio de
paradigmas eléctricos es bien conocido (Wong y Kandel; 1961; Regehr, 1995). Sin
embargo, se conoce poco acerca de la farmacologia que promueve su induccion.
Por lo tanto, para determinar las alteraciones en la plasticidad a largo plazo y
cuales mecanismos dependientes de la accion de la insulina y del IGF-I se estan
activando para llevar acabo dichas alteraciones realizamos cursos temporales, los
cuales consisten en obtener respuestas estables, y realizar registros de actividad
basal durante 10 minutos, posteriormente perfundir insulina o IGF-1 durante 15

minutos, realizar un lavado de 30 minutos minimo y finalmente aplicar DCGIV.

Algunos experimentos se realizaron estimulando la via de asociacion comisural o
fibras comisurales de asociacion (C/A), para ello el electrodo de estimulacién se
coloco sobre el stratum radiatum de CA3a y se registrd sobre el stratum lucidum;
este registro alterno de C/A se utilizé para demostrar la especificidad de las

alteraciones inducidas por insulina e IGF-I sobre la sinapsis Mfs — CA3.
Biologia Molecular.
a) Obtencion de proteinas totales a partir de rebanadas de hipocampo.

Con el fin de obtener las proteinas de los tejidos de interés, se llevo a cabo la
diseccion de la region CA3 a partir de las rebanadas utilizadas para los

experimentos de electrofisiologia. Se homogenizé el tejido con solucién de
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Laemmli 2x suplementado con ortovanadato 4mM, B-mercaptoetanol 0.28 mM y
LCRA.

b) Western Blot.

Se cargaron las muestras conteniendo 10pl del lisado de CA3 en un gel al 10% de
acrilamida-SDS, para separar las proteinas se llevd a cabo una electroforesis
desnaturalizante. El gel concentrador se corri6 a 60 V, una vez las muestras
estuvieron en el gel separador el voltaje se cambié a 120 V. Se utilizé6 un marcador
de peso molecular pretefiido para determinar el tamafio de las bandas. Una vez
separadas, Se transfirieron las proteinas a una membrana de polifluoruro de
vinilideno (PDVF) durante 1h a 70 V. Posteriormente se bloqued la membrana con
leche descremada al 5% en PBS-Tween-20 al 0.1%, durante 1h a temperatura
ambiente y a continuacion se incubd con el anticuerpo primario contra pAkt (para
el residuo Serd473). (4060, Cell Signaling Technology) dilucion (1:1000).
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con leche 1% en
PBS-Tween 0.1%. Después se incubd con anticuerpo secundario anti-conejo
acoplado a peroxidasa (111-035-144, Jackson InmunoResearch), dilucion
(1:3000). Como control de carga se utilizd la proteina B-actina, como anticuerpo
primario anti-actina en una dilucion (1:5000) (ab3280, abcam) y como anticuerpo
secundario un anti-conejo (111-035-144, Jackson InmunoResearch) dilucion
(1:10000). EI analisis de datos se llevd a cabo con un sistema de andlisis de

imagenes (Image Studio C-Digit).
Reactivos

La sacarosa (S9378), la glucosa (G8270), el bicarbonato de sodio (NaHCOOz,
S6014), el cloruro de magnesio (MgClz, 63020), la N-metil-D-glucamina (NMDG,
M2004), buffer salino de fosfatos (PBS, P3813), la insulina (12643) y el IGF-
1(13769) fueron obtenidos de Sigma Aldrich. El cloruro de potasio (KCI, 3040), el
sulfato de magnesio (MgSQa4, 2506), el fosfato dibasico de sodio (Na2zHPO4, 3828),
el cloruro de calcio (CaClz, 1311), el cloruro de sodio (NaCl, 3624), el Tween 20
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(P1379), el etanol (IX20) y xileno (917) se adquirieron de J.T. Baker. La
(2S,2'R,3'R)-2-(2',3'-Dicarboxiciclopropil)  glicina  (DCG-IV, 0975) (Tocris
Bioscience).

El pentobarbital sodico se obtuvo de Pisa agropecuaria. La albumina de suero
bovino (BSA, BP1605), Fisher Scientific. De todos los farmacos y sustancias antes

mencionadas, aparece entre paréntesis el nUmero de catalogo.
Estadistica

Para el andlisis de datos electrofisiologicos, se midié la amplitud de los fEPSP. Los
datos se normalizaron a la linea basal (100%). Se usaron no mas de tres
rebanadas por animal, el promedio de dichas rebanadas se tomaron y se usaron

en el anélisis.

Todos los datos se expresan como el valor de la media £ error estandar de la
media (SEM). Para todas las comparativas se utilizd6 una prueba ANOVA de una
via entre los diferentes tratamientos, seguida de una prueba post hoc Dunnett. Las
diferencias encontradas fueron consideradas estadisticamente significativas

cuando *p<0.05.

RESULTADOS.

La insulina modifica la fuerza de la transmision sinaptica de la sinapsis
FMs-CA3.

Para determinar si la insulina modifica la fuerza de la transmision sinaptica, se
realizaron curvas entrada-salida (Curvas E/S o 1/0). Las concentraciones
utilizadas para este experimento fueron 5 nM, 25 nM, 125 nM, 630 nM y 3 uM de
insulina.

En condiciones control, la curva I-O revel6 que la amplitud maxima del FM-EPSP
fue de 7.85 + 0.25 mV (n = 7) dato que coincide con lo previamente reportado (ver
Villanueva-Castillo y cols., 2017). Por otra parte, la perfusiéon de insulina (5 nM 6
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25, 125 o 630 nM) produjo una depresion de la respuesta sinaptica (amplitud
maxima con 25 nM = 5.16 £ 1.6 mV; con 125 nM insulina = 5.63 £ 2.2 mV, y con
630 nM = 6.84 + 0.9 mV; n=7). Contrario a estas observaciones, la perfusién de 3
UM de insulina produjo un efecto bifasico pues primero deprimié la amplitud de la
respuesta sinaptica y después la potencié (amplitud maxima con insulina 3 pM =

9.86 £ 0.69 mV. Los datos se ilustran en la figura 7.
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Figura 7. Efecto de la insulina sobre la excitabilidad neuronal en la sinapsis FMs-CA3; A) Curva I/O de
fEPSPs evocados al estimular MFs, n=7. B) Ajuste logistico de la curva I/O. C) Trazos representativos a los
10, 80 y 130 pA de estimulacion.

Tabla 1. Valores de amplitud méxima FM-EPSP evaluados mediante protocolo I/0 con Insulina.
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Control 7.85+0.25 mV
5nM 6,06 + 1,61 mV
25 nM 5.16 + 1.6 mV
125 nM 5.63+2.2mV
630 nM 6.84 £ 0.9 mV
3 uM 9.86 + 0.69 mV

Efecto de lainsulina sobre la transmisién sinaptica FM — CA3.

Los experimentos previos demuestran que la insulina modula la fuerza de la
transmision sinaptica en la sinapsis FM-CA3. Por tal razén en los siguientes
experimentos se probo si la insulina tiene capacidad de alterar la plasticidad de
esta sinapsis. Se obtuvo una basal estable de EPSPs durante 20 min y a
continuacion se perfundio insulina 25 nM. Después de este periodo se retir6 la
insulina y continu6 el registro por 30 minutos mas. Al finalizar este periodo, se
perfundié el farmaco DCG-IV, un agonista de los receptores metabotrépicos del
grupo Il. La perfusién de insulina produjo un incremento transitorio del EPSP que
posteriormente se convirtié en depresion sinaptica (incremento del EPSP durante
la perfusiéon de insulina = 120.7 + 5.98 %; p=0.05; EPSP a los 30 min de lavado =
81.45 + 3.56 % del valor basal; p=0.05; n=10). Adicionalmente, la perfusién de
DCG-IV deprimio la respuesta sinaptica (22.4 = 3.65 % de basal; p=0.05). La
depresion de las respuestas en presencia de DCG-IV confirma que el origen de los

EPSPs es la fibra musgosa (Kamiya et al., 1996).

A diferencia de lo observado con 25 nM, la perfusion de 3 uM de insulina produjo
una potenciacion de la respuesta sinaptica FM-CA3 (incremento del EPSP durante
la perfusion de 3 uM de insulina = 129.7 + 7.0 %; p=0.05; EPSP a los 30 min de
lavado = 112.76 £ 6.34 % del valor basal; p=0.05; n=10). De igual manera, la

perfusibn de DCG-IV deprimid las respuestas sinapticas, corroborando que el
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origen de las mismas es la fibra musgosa (EPSP en presencia de DCG-IV = 30.10
+ 7.9 % de basal; p=0.05). La figura 8 muestra el promedio del total de

experimentos realizados para las dos concentraciones de insulina y respuestas
representativas.

Tabla 2. Porcentaje de amplitud de FM-EPSP + SEM durante el curso temporal con Insulina.

Condicion Insulina 25 nM Insulina 3 pM

perfusion 81.45 + 3.56 % 129.7£7.0%
lavado 120.7 +5.98 % 112.76 £ 6.34 %
DCG IV 22.4 +3.65 % 30.10+7.9%
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Figura 8. La insulina induce LTP de la transmisién sinaptica entre FMs-CA3. A) Trazos representativos
de los fEPSPs (1) antes, (2) al adicionar y (3) al lavar la insulina (25nM), asi como al adicionar (4) DCG IV (5
UM) B) Curso temporal de la amplitud de las fEPSPs evocados al estimular las FMs y la disminucion de la
misma al adicionar DCG IV. C) Histograma comparativo del porcentaje de amplitud de los fEPSP evocados en
distintas condiciones al perfundir con insulina 25 nM. D) Trazos representativos de los fEPSPs (1) antes, (2) al
adicionar y (3) al lavar insulina (3uM), asi como al adicionar (4) DCG IV (5 pM). E) Curso temporal de la
amplitud de las fEPSPs evocados al estimular las FMs y la disminucion de la misma al adicionar DCG IV (5
puM). F) Histograma comparativo del porcentaje de amplitud de los fEPSP evocados en distintas condiciones al
perfundir con insulina 3 uM. n=10; *p<0.05. Registros extracelulares de campo.
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La insulinaincrementa la inhibicién en el circuito FM — CA3.

Para determinar si la insulina tiene efecto sobre la transmision inhibidora de CAS3,
se utilizé el protocolo de inhibicion por pulsos pareados (PPI, por sus siglas en
inglés) utilizando intervalos interestimulos de 5, 10, 15 y 50 ms. El indice PPI se
obtuvo al dividir la amplitud de la segunda respuesta entre la amplitud de la
primera respuesta. Los valores de PPI <1, indican depresién sinaptica mientras
que PPI >1 significa facilitacion. En condicion control, los ISI de 5, 10 y 15 ms
producen valores menores a 1 (llustrado en la 9B1; circulos negros) y la perfusiéon
de insulina (25 nM o 3 pM) incrementd el indice de inhibicién (circulos grises;
ilustrado en la 9B1) de manera significativa (Inhibicién control con ISI 5 ms = 0.91
+ 0.02; 10 ms = 0.97 + 0.03; 15 ms = 1.0 £ 0.04; 50 ms = 1.08 + 0.04. En
presencia de insulina 25 nM, 5 ms = 0.76 + 0.06; p =0.05. 10 ms = 0.80 £ 0.03; p
=0.05. 15 ms = 0.91 + 0.04; p =0.05. 50 ms = 0.9606 + 0.03 p = 0.05. n =7).

Para el caso de la insulina 3 pM, la cinética de inhibicibn mostro un
comportamiento similar, con la Unica diferencia que el intervalo de 50 ms estuvo
acompafado por una facilitacién de la respuesta sinaptica (Figura 9B2); (Inhibicion
control con ISI 5 ms =0.77 + 0.04; 10 ms = 0.91 + 0.01; 15 ms = 0.94 + 0.04; 50
ms = 1.02 + 0.04. En presencia de insulina 3 uM, 5 ms = 0.85 + 0.03; p =0.05. 10
ms = 0.97 £ 0.03; p =0.05. 15 ms =1.06 + 0.03; p =0.05. 50 ms = 1.07 +£ 0.02; p
=0.05. n =7).

Tabla 3. indices de inhibicion (MF-PPI £ SEM) con insulina 25 nM y 3 uM.

5ms 0.91 +0.02 0,7650 + 0.06 0.77 +£0.04 0.85+0.03
10 ms 0.97 +0.03 0,8042 + 0.03 0.91+0.01 0.97 £ 0.03
15 ms 1.0+ 0.04 0,9088 + 0.04 0.94 +0.04 1.06 +0.03
50 ms 1.08 £ 0.04 0,9606 + 0.03 1.02 £ 0.04 1.07 £0.02
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Figura 9. La insulina aumenta la inhibicion proactiva en la sinapsis FMs-CA3; Al y A2) Trazos
representativos, insulina 25 nM e insulina 3uM respectivamente, el primer (S1) en negro y segundo (S2) en
gris fEPSP’s con tiempo entre cada estimulo (ISI) de 5 ms. B1) indice por pulso pareado (IPP) en la sinapsis
MF-CA3 a diferentes ISI, respuestas de las rebanadas control (en negro) el indice por pulsos pareados tiene
un valor menor a 1, sin embargo en las rebanadas expuestas a insulina 25nM (en gris) el PPl es
significativamente menor en comparacion al control. B2) indice de inhibicion (PPI) en la sinapsis MF-CA3 a
diferentes ISI, respuestas de las rebanadas control (en negro) el indice por pulsos pareados tiene un valor
menor a 1, sin embargo en las rebanadas expuestas a insulina 3uM (en gris) el PPl es estadisticamente
menor en comparacién a los obtenidos en las rebanadas control. C) La gréafica de barras representa el indice
de inhibicion por pulsos pareados con ISI= 5 ms, ANOVA de una via; n= 7; *< P= 0.05.

La insulinainduce potenciacidon sinapsis-especifica.

Ademas de la sinapsis fibra musgosa — CA3, las neuronas piramidales también
recibe contactos sinapticos excitadores de las fibras comisurales de asociacion
(Berzhanskaya et al., 1998; Claiborne et al., 1993; Yeckel y Berger, 1998). Las
fibras comisurales de asociacién son colaterales axénicas que hacen sinapsis
exclusivamente con otras neuronas de CA3, creando asi, un circuito recurrente de
excitacion local. Por lo tanto, es interesante examinar si los procesos plasticos
inducidos por insulina son exclusivos de la sinapsis FM-CA3, o también se

presentan en la sinapsis CA3-CA3 (o sinapsis comisural de asociacion).
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Para este experimento, se colocaron dos electrodos de estimulacion, uno sobre
las fibras musgosas y otro en el stratum radiatum para activar la sinapsis CA3-CA3
y se registraron consecutivamente ambas respuestas excitadoras. Se obtuvo una
basal estable de 20 min de EPSPs y se perfundi6 insulina 25 nM por 15 min.
Despues de este tiempo se removio y se continuo 30 min mas antes de aplicar
DCG-IV. La insulina produjo efectos muy diferentes en ambas respuestas de la
region CA3. Mientras que en la FM-CA3 produjo una potenciacion transitoria
seguida de una discreta depresion sinaptica, la insulina no tuvo efectos sobre la
sinapsis CA3-CA3 (MF-EPSP a los 15 min de perfusion de 25 nM insulina = 152.4
+ 7.6 % con respecto a basal, p=0.05; a los 30 min = 111.7 £ 7.8 % de basal; p
=0.05. CA3-CA3 EPSP a los 15 min de perfusion de 25 nM insulina = 100.2 + 6.2
% con respecto a basal, p=0.05; a los 30 min = 95.3 £+ 4.8 % con respecto a basal;
p =0.05; n=10). Adicionalmente, estas respuestas fueron sensibles a DCG-IV
(depresion de 20.2 £ 4.2 % con respecto a basal, p=0.05). Los experimentos y

trazos representativos de los efectos de insulina se ilustran en la Figura 10A-C.

En el siguiente experimento se examind el papel de la dosis de 3 uM de insulina.
En este caso el resultado fue mas claro ya que a esta dosis (3 uM) la insulina
indujo potenciacién de las respuestas FM-CA3 sin causar efecto alguno en la
sinapsis CA3-CA3 (MF EPSP a los 15 min de perfusion 3 uM de insulina = 138.7 £
7.7 % con respecto a basal, p=0.05; a los 30 min = 128.9 + 3.9 % de basal; p
=0.05. CA3-CA3 EPSP a los 15 min de perfusion de 3 pM insulina = 103.6 £ 4.5 %
con respecto a basal, p=0.05; a los 30 min = 101.4 + 2.9 % con respecto a basal; p
=0.05; n=7). La potenciacién observada con insulina fue sensible a DCG-IV,
corroborando que el origen sinaptico de la misma es la fibra musgosa (depresion
del EPSP 24.8 + 7.6 % con respecto a basal, p=0.05). En concordancia con
nuestros resultados, las respuestas sinapticas CA3-CA3 fueron totalmente
insensibles a DCG-IV (EPSP en presencia de DCG-IV = 97.4 £ 6.7 % con respecto
a basal). La insensibilidad de esta respuesta a DCG-IV confirma que su origen es

la fibra comisural de asociacion y que no tiene contaminacion sinaptica.
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Figura 10. Especificidad de la LTP dependiente de insulina en la sinapsis FMs-CA3. La LTP inducida por
la insulina esta presente especificamente en las sinapsis fibra musgosa-CA3 (MF-CA3). A y D) A) Trazos
representativos de los fEPSPs (1) antes, (2) al adicionar y (3) al lavar insulina (25nM y 3 puM) respectivamente,
el (4) corresponde a la perfusion de DCG IV (5 pM); los trazos de la parte superior corresponden a el fEPSP
de MF-CA3; los trazos inferiores corresponden a la sinapsis de la asociacién comisural. B y E) Cursos

temporales de la amplitud de las fEPSPs evocados, que comparan el efecto de la insulina (25 nM y 3uM

respectivamente) de la MF y las respuestas comisurales asociativas en las mismas rebanadas. La LTP es
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generada especificamente en la sinapsis de MF-CA3, pero no en las sinapsis de asociacion comisural. Al final

de los experimentos, la aplicacion de DCG-IV (5 pM) disminuy6 la respuesta sinaptica de la MF, pero no tuvo

efecto sobre las respuestas de asociacion comisural. C y F) Histograma comparativo del porcentaje de

amplitud de los fEPSP evocados al perfundir con insulina 25nM y 3uM respectivamente; en negro la respuesta

de la MF y en blanco el efecto sobre la asociacion comisural; resumen de 10 experimentos (n=10) media +
e.e., ANOVA de una via; *P<0.05.

Tabla 4. Porcentaje de amplitud + SEM de FM-EPSP vs A/C-EPSP durante el curso temporal.

| Insulina 3 pM

Condicién

Insulina 25 nM

MF-EPSP

A/C-EPSP

MF-EPSP

A/C-EPSP

perfusion 1524+ 7.6 % 100.2+6.2 138.7+7.7% 103.6 +4.5%
lavado 111.7+7.8% 95.3+4.8% 1289+ 3.9% 101.4+29%
DCG IV 202+4.2% 106,4+7.1% 248+ 7.6 % 97.4+6.7%
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Alteraciones del IGF-I sobre la fuerza de la transmision sinaptica en la

sinapsis FM-CA3.

De la misma manera decidimos realizar curvas entrada-salida (E/S o 1/O) para

determinar si el IGF-1 es capaz de modifica la fuerza de la transmision sinéptica.
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Figura 11. Efecto del IGF-1 sobre la excitabilidad de la sinapsis FMs-CA3; A) A) Curva I/O de fEPSPs
evocados al estimular MFs, n=7. B) Ajuste logistico de la curva 1/O. C) Trazos representativos a los 10, 80 y
130 pA de estimulacion.

Tabla 5. Valores de amplitud maxima FM-EPSP evaluados mediante protocolo 1/0 con IGF-I.

Control 7.30 £ 0.38 mV
1nM 1.06 £ 0.15 mV
10 nM 2.48 £ 0.46 mV
100 nM 1.55+0.44 mV
1000 nM 3.02 +0.68 mV
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En este caso utilizamos cuatro concentraciones las cuales fueron 1 nM, 10 nM,
100 nM y finalmente 1000 nM de IGF-I.

Pudimos observar en las condiciones control, que la curva I-O revelé una amplitud
maxima del FM-EPSP de 7.30 £ 0.38 mV (n = 7) y este dato nuevamente coincide
con lo reportado (Villanueva-Castillo y cols., 2017). Por otro lado, cuando
perfundimos con IGF-I (1 nM, 10 nM, 100 nM o 1000 nM) se produjo una
depresion de la respuesta sinaptica (amplitud maxima con 1 nM = 1.06 £ 0.15 mV;
con 10 nM IGF-I = 2.48 = 0.46 mV; con 100 nM = 1.55 + 0.44 mV y con 1000 nM =
3.02 £ 0.68 mV; n=7).

Por lo tanto, encontramos una disminucion en la excitabilidad neuronal en la
sinapsis MF-CA3 al perfundir con IGF-I. Estos resultados los podemos observar en
la figura 11A, mientras que en el panel B) observamos los trazos representativos

al perfundir las diferentes concentraciones de IGF-I (1, 10, 100 y 1000 nM).
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Efecto del IGF-I sobre la plasticidad a largo plazo en la sinapsis FM-CAS.
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Figura 12. El IGF-I induce LTD de la transmisién sinaptica entre FMs-CA3. A) Trazos representativos de
los fEPSPs (1) antes, (2) al adicionar y (3) al lavar el IGF-I (10 nM), asi como al adicionar (4) DCG IV (5 uM)
B) Curso temporal de la amplitud de las fEPSPs evocados al estimular las FMs y la disminucién de la misma
al adicionar DCG IV. C) Histograma comparativo del porcentaje de amplitud de los fEPSP evocados en
distintas condiciones al perfundir con IGF- 1 10 nM. D) Trazos representativos de los fEPSPs (1) antes, (2) al
adicionar y (3) al lavar el IGF-I (1000 nM), asi como al adicionar (4) DCG IV (5 uM). E) Curso temporal de la
amplitud de las fEPSPs evocados al estimular las FMs y la disminucién de la misma al adicionar DCG IV (5
UM). F) Histograma comparativo del porcentaje de amplitud de los fEPSP evocados en distintas condiciones al
perfundir con IGF-1 1000 nM. n=10; * p<0.05. Registros extracelulares de campo.
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Tabla 6. Porcentaje de amplitud de FM-EPSP + SEM durante el curso temporal con IGF-I.

perfusion 89.8+9.4% 88.30 + 6.31 %
lavado 76.1£7.25% 80.26 £ 5.43 %
DCG IV 22.33+29% 25.10 £ 2.90 %

Las curvas I/0O demuestran que el IGF-I modula la fuerza de la transmision
sinaptica en la sinapsis FM-CA3. Por este motivo en los siguientes experimentos
se probo si el IGF-I tiene la capacidad de alterar la plasticidad de esta sinapsis.
Para ello se obtuvo un registro basal estable de EPSPs durante 10 min y a
continuacion se perfundio IGF-1 10 nM durante 15 minutos. Después de este
periodo se lavo el IGF-I continuando con el registro por 30 minutos mas. Al
finalizar este periodo, se perfundié el farmaco DCG-IV, un agonista de los
receptores metabotrépicos del grupo Il. La perfusion de IGF-I 10 nM produjo una
depresion sinaptica del EPSP (depresion del EPSP durante la perfusion de IGF-I =
89.8 + 9.4 %; p=0.05; EPSP a los 30 min de lavado = 76.11 * 7.25 % del valor
basal; p=0.05; n=10). Adicionalmente, la perfusion de DCG-IV deprimié la
respuesta sindptica (22.33 + 2.94 % de basal; p=0.05). La depresion de las
respuestas en presencia de DCG-IV confirma que el origen de los EPSPs es la

fibra musgosa (Kamiya et al., 1996).

La perfusién de IGF-I 1000 nM también produjo una depresion de la respuesta
sinaptica FM-CA3 (depresiéon del EPSP durante la perfusion de 1000 nM de IGF-I
= 88.30 £ 6.31 %; p=0.05; EPSP a los 30 min de lavado = 80.26 + 5.43 % del valor
basal; p=0.05; n=10). De igual manera, la perfusion de DCG-IV deprimio las
respuestas sinapticas, corroborando que el origen de las mismas es la fibra
musgosa (EPSP en presencia de DCG-IV = 25.10 = 2.90 % de basal; p=0.05). La
figura 12 muestra el promedio del total de experimentos realizados para las dos

concentraciones de insulina y respuestas representativas.

38




Efecto del IGF-I sobre la transmision sinaptica inhibidora en la sinapsis FM-
CAS3.
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13. El IGF-I no modifica la inhibicién proactiva en la sinapsis FMs-CA3: Al y A2) Trazos representativos,
IGF-I 10 nM e IGF-I 1000 nM respectivamente, el primer (S1) en negro y segundo (S2) en gris fEPSP’s con
tiempo entre cada estimulo (ISI) de 5 ms. B1) indice de inhibicién por pulso pareado (PPI) en la sinapsis MF-
CA3 a diferentes ISI, respuestas de las rebanadas control (en negro) el indice de inhibiciéon por pulsos
pareados tiene un valor menor a 1, sin embargo en las rebanadas expuestas a IGF-1 10 nM (en gris) el PPI no
presenta una disminucion de la inhibicion significativa con respecto al control. B2) indice de inhibicion por
pulso pareado (PPI) en la sinapsis MF-CA3 a diferentes ISI, respuestas de las rebanadas control (en negro) el
indice de inhibicion por pulsos pareados tiene un valor menor a 1, sin embargo en las rebanadas expuestas a
IGF-I 1000 nM (en gris) el PPl no presenta una disminucion de la inhibicién significativa con respecto al
control. C) La gréafica de barras representa el indice de inhibicién por pulsos pareados con ISI= 5 ms, ANOVA
de una via; p=0.05.

Tabla 7. Indices de inhibicién (MF-PPI £ SEM) con IGF-I 10 nM y 1000 nM.

5ms 0,80 = 0.04 0.85+0.03 0.77 £ 0.05 0.80 = 0.04
10 ms 0.93 +0.05 0.96 + 0.04 0.87 +0.05 0.96 + 0.04
15 ms 1.00 + 0.07 1.03 £ 0.05 0.96 = 0.05 1.06 £ 0.05
50 ms 1.06 £ 0.01 1.04 £ 0.02 1.05+0.04 1.12 £ 0.02
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Nuevamente, una vez caracterizadas las alteraciones que causa el IGF-I en la
modulacién de la plasticidad sinaptica en la sinapsis FM-CA3, se aplicé el mismo
protocolo de inhibicion (PPI por sus siglas en ingles) por pulsos pareados para
estudiar la accion del IGF-1 sobre la transmision sindptica inhibidora de CAS3,

utilizando intervalos interestimulos de 5, 10, 15y 50 ms.

En condicion control, los ISI de 5, 10 y 15 ms producen valores menores a 1
(llustrado en la 13B; circulos negros) y la perfusion de IGF-I (10 nM o 1000 nM)
disminuyo6 el indice de inhibicidén (circulos grises) sin embargo, este efecto no fue
significativo (Inhibicion control con ISI' 5 ms = 0,80 + 0.04; 10 ms = 0.93 £ 0.05; 15
ms = 1.0 £ 0.07; 50 ms = 1.06 + 0.01. En presencia de IGF-1 10 nM, 5 ms =
0.85+0.03; p =0.05. 10 ms = 0.96 + 0.04; p =0.05. 15 ms = 1.03 + 0.05; p =0.05. 50
ms = 1.04 £ 0.02 p = 0.05. n =7).

Para el caso de IGF-1 1000 nM, la cinética de inhibicion mostro un comportamiento
similar, (Inhibicién control con ISI 5 ms =0.77 + 0.05; 10 ms = 0.87 £ 0.05; 15 ms =
0.96 £ 0.05; 50 ms = 1.05 £ 0.04. En presencia de IGF-1 1000 nM, 5 ms = 0.80
0.04; p =0.05. 10 ms = 0.93 £ 0.02; p =0.05. 15 ms =1.06 %0.05; p =0.05. 50 ms =
1.12 £ 0.02; p =0.05. n =7).

Estos resultados obtenidos del protocolo de inhibicién nos dicen que el IGF-I no
causa una alteracion de la inhibicién proactiva de CA3, por lo tanto, la liberaciéon

de GABA no se ve afectada de manera significativa.
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El IGF-I induce alteraciones en la plasticidad de manera especifica en la

sinapsis FM-CA3.
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Figura 14. Especificidad de la LTD dependiente de IGF-1 en la sinapsis FMs-CA3. La LTD inducida por el

IGF-l esta presente especificamente en las sinapsis fibra musgosa-CA3 (MF-CA3). A y D) Trazos

representativos de los fEPSPs (1) antes, (2) al adicionar y (3) al lavar IGF-I (10nM y 1000nM)
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respectivamente, el (4) corresponde a la perfusion de DCG IV (5 pM); los trazos de la parte superior
corresponden a el fEPSP de MF-CAS3; los trazos inferiores corresponden a la sinapsis de la asociacion
comisural. By E) Cursos temporales de la amplitud de los fEPSPs evocados, que comparan el efecto del
IGF-I (10nM y 1000nM respectivamente) de la MFs y las respuestas comisurales en las mismas
rebanadas. La LTD es generada especificamente en la sinapsis de MF-CA3, pero no en las sinapsis de
asociacion comisural. Al final de los experimentos, la aplicacion de DCG-IV (5 uM) disminuyd la respuesta
sinaptica de la MF, pero no tuvo efecto sobre las respuestas de asociacion comisural. C y F) Histograma
comparativo del porcentaje de amplitud de los fEPSP evocados al perfundir con IGF-I 10nM y 1000nM
respectivamente; en negro la respuesta de la MF y en blanco el efecto sobre la asociacién comisural;

Resumen de siete experimentos (n=7) media + SEM., ANOVA de una via, * P < 0.05.

Tabla 8. Porcentaje de amplitud + SEM de FM-EPSP vs A/C-EPSP durante el curso temporal
con IGF-I.

perfusion 80.93 +5.50 % 103.9+6.6 % 51,94+554% | 97.07+55%
lavado 56.09 + 5.98 % 104.8 £ 5.6 % 55.40+6.42% | 95.91+7.64%
DCG IV 27.53+7.50% 106,4 +7.1 % 249+75% 96.63 £ 3.57 %

De la misma forma que la insulina produjo efectos muy diferentes en ambas
entradas sinapticas que evaluamos en la region CA3, el IGF tambien tuvo efectos
especificos sobre la FM-CA3, en este caso el IGF-l1 produjo una depresion
sinaptica, mientras que no tuvo efectos sobre la sinapsis CA3-CA3 (MF EPSP a
los 15 min de perfusion 10 nM de IGF-l1 = 80.93 + 5.50 % con respecto a basal,
p=0.05; a los 30 min = 56.09 + 5.98 % de basal; p =0.05. CA3-CA3 EPSP a los 15
min de perfusion de 10 nM de IGF-1 = 103.95 * 6.68 con respecto a basal, p=0.05;
a los 30 min = 104.82 £+ 560 % con respecto a basal; p =0.05; n=10).
Adicionalmente, estas respuestas fueron sensibles a DCG-IV (depresion de 27.53
+ 7.50 % con respecto a basal, p=0.05). Los experimentos y trazos representativos

de los efectos de insulina se ilustran en la Figura 14A-C.
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En el siguiente experimento se examiné el papel de la dosis de 1000 nM de IGF-I.
De la misma manera (1000 nM) de IGF-I indujo una depresion de las respuestas
FM-CAS3 sin causar efecto alguno en la sinapsis CA3-CA3 (MF EPSP a los 15 min
de perfusion 1000 nM de IGF-I = 51,94 = 5.54 % con respecto a basal, p=0.05; a
los 30 min = 55.40 *+ 6.42 % de basal; p =0.05. CA3-CA3 EPSP a los 15 min de
perfusion de 1000 nM de IGF-1 = 97.07 £ 5.58 % con respecto a basal, p=0.05; a
los 30 min = 95.91 + 7.64 % con respecto a basal; p =0.05; n=7). La depresion
observada con IGF-I fue sensible a DCG-IV, corroborando que el origen sinaptico
de la misma es la fibra musgosa (depresion del EPSP 24.9 + 7.5 % con respecto a
basal, p=0.05). En concordancia con nuestros resultados, las respuestas
sinapticas CA3-CA3 fueron totalmente insensibles a DCG-IV (EPSP en presencia
de DCG-IV = 96.63 + 3.57 % con respecto a basal). La insensibilidad de esta
respuesta a DCG-IV confirma que su origen es la fibra comisural de asociacion y
gue no tiene contaminacién sinaptica. Estos experimentos se representan en la
Figura 14D-F.

Estos resultados sugieren que la LTD dependiente del IGF-I es especifico de la
sinapsis MF- CA3, ya que no esta presente en la entrada sinaptica de asociacion
comisural hacia CA3.

La sefalizacion PI3K/Akt esta involucrada en los procesos de plasticidad

inducidos por insulina pero no los inducidos por IGF-I.

La literatura ha reportado en varios trabajos que la activacion de la via PI3K/Akt a
través del IRS desempefia un papel fundamental tanto en la accion de la insulina
como en la del IGF-I (Saltiel y Pessin, 2002; Laurino L. and Wang XX, 2005), por
lo tanto nos dimos a la tarea de examinar si esta via se enciende y como
consecuencia causa las alteraciones en los fendbmenos de plasticidad que
observamos anteriormente una vez que perfundimos brevemente con insulina o

IGF-I los registros electrofisiologicos de rebanadas de hipocampo.
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Figura 15. La sefializacion PI3K/Akt regula las alteraciones en la plasticidad dependientes de insulina
pero no las dependientes de IGF-I. A) Western Blot representativo que muestra que la aplicacion de insulina
aumenta la intensidad de la banda de 60 kDa correspondiente a p-Akt, a diferencia del IGF-I donde no se
observa efecto alguno sobre esta misma banda, esta intensidad en las bandas fue comparado con respecto el
control. B) La cuantificacion densitométrica de tres experimentos (n=3) se resume en el grafico de barras.
Media + SEM. donde *p< 0.05.

La cuantificacion densitométrica de las bandas obtenidas mediante el Western Blot
(figura 15) revelaron el aumento en la fosforilacion de Akt después del tratamiento
con insulina con ambas concentraciones (25 nM y 3uM). Por otro lado el IGF-I no
muestra con ninguna de las dos concentraciones utilizadas (10 y 1000 nM) algun

efecto significativo sobre la fosforilacion de Akt.

Por lo tanto la via de sefializacién PI3K/Akt esta implicada Unicamente en la
induccion de fendmenos de plasticidad como la LTP o el aumento de la inhibicion

proactiva observada con insulina, pero esta no es la responsable de las
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alteraciones en la plasticidad sinaptica observadas con el IGF-I, a pesar de que se

he demostrado su actividad en respuesta de IGF-I R.
Discusion.

En este trabajo hemos caracterizado los efectos electrofisioldgicos inducidos por la
insulina y el IGF-1 sobre la transmision sinaptica, la respuesta del circuito inhibidor
y la potenciacion a largo plazo en la sinapsis MF-CA3 del hipocampo. Los
hallazgos mas destacados del presente trabajo son (1) que una breve aplicacion
de insulina modifica la fuerza de la transmision sinaptica de manera dependiente
de la concentracidén; concentraciones en el rango nanomolar deprimen la
transmision sinaptica y concentraciones arriba del rango micromolar incrementan
la excitabilidad; (2) la insulina es capaz de inducir una potenciacion de la
respuesta sinaptica en la sinapsis MF-CA3 del hipocampo; (3) que la potenciacién
mediada por insulina es especifica de la sinapsis MF-CA3, ya que no es posible
obtenerla en la sinapsis CA3-CA3; (4) la insulina produce un aumento en la
inhibicién proactiva dada por la actividad de las interneuronas y (5) los efectos

electrofisiolégicos observados parecen involucrar la activacion de la via PISK/Akt.

Por otra parte, los resultados obtenidos con IGF-I son opuestos a lo observado
con insulina: (1) una breve aplicacion de IGF-lI deprime la transmisién en la
sinapsis MF-CA3 independientemente de la concentracion empleada; (2) que el
IGF-1 — produce depresion sinaptica en la sinapsis MF-CAS; (3) este fendmeno
solo ocurre en la MF-CA3 y no en la sinapsis CA3-CA3; (4) que el IGF-I no altera
la inhibicion proactiva basal y finalmente, (5) que estos efectos parecen ser
independientes de la via PI3K / Akt

La insulina modula la excitabilidad y la fuerza de la transmisién sindptica en

las sinapsis FM-CAS3.

La informacion en la literatura acerca de las alteraciones que causa la insulina a la

transmision sinaptica en la via MFs- CA3 es practicamente nula; por tal motivo,
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investigamos su capacidad para modular el circuito neuronal de esta region. Las
curvas I-O revelaron que a concentraciones nanomolares, la insulina disminuye la
excitabilidad neuronal, mientras que a rangos micromolares aumenta la

excitabilidad.

En la literatura no existen reportes que contrasten o que respalden este efecto. Sin
embargo, existen estudios hechos en cultivos de células hipocampales de CAl en
donde se ha encontrado que la insulina, la glicina asi como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) regulan la expresibn membranal de los receptores tipo AMPA
(Passafaro et al., 2001 ; Man et al., 2003, Stellwagen et al., 2005). Los tres
compuestos previamente mencionados modulan el trafico de receptores AMPA por
un mecanismo dependiente de la activacion de la via PI3K (Passafaro et al.,
2001). Un posible mecanismo que podria subyacer a los efectos moduladores de
la insulina es que promueva la insercion o la endocitosis de receptores AMPA en
la sinapsis de la fibra musgosa. Mas aun, que los procesos de potenciaciéon y
depresion sinaptica de esta region son primordialemente mediados por este tipo

de receptores (Harris y Cotman, 1986).

Adicionalmente, otra posible explicacion a la variabilidad en la excitabilidad es que
la activacion de la cinasa Akt en células piramidales de hipocampo, incrementa el
flujo de calcio a través de receptores AMPA, produciendo hiperexcitabilidad (Chen
et al., 2011). Por otra parte, estudios realizados en Drosophilia demostraron un
mecanismo de retroalimentacién negativa mediado por la activacion de la via PI3K
que regula la excitabilidad neuronal. En el trabajo citado se menciona que la
retroalimentacion negativa de la excitabilidad de la neurona motora en Drosophila
se produce a través de la activacion inducida por glutamato de autorreceptores
DmGIuURA del tipo metabotrépico muy similares a los receptores del grupo mGIuR
Il altamente expresados en el SNC de mamiferos, especificamente en la fibra
musgosa, causando la inhibicion dependiente de PI3K por medio del factor de
transcripcion Foxo y acompafiado por una consiguiente disminucion en la

excitabilidad neuronal (Howlett E., et al., 2008)
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En conjunto estos trabajos pueden dar una explicacion a la modulacion de la
excitabilidad y por consiguiente al aumento o disminucién de la fuerza de la
transmision sinaptica basal, ya que el aumento o la reduccion del niumero de
receptores AMPA postsinapticos asi como su sensibilidad estan dados por la
actividad de la via PI3K/Akt. Ambas posibilidades requieren investigacion

adicional.

El IGF-1 disminuye la excitabilidad y la fuerza de la transmision sinaptica en

las sinapsis FM-CA3.

Por otro parte, nuestros resultados mostraron sistematicamente que el IGF-I
deprime la transmision sindptica MF-CA3. En la literatura existen diversos estudios
que apoyan el hecho de que el IGF-I juega un papel importante en los fenébmenos
que estan detras de la excitabilidad neuronal. En este sentido, un reporte
demostré que el IGF-I disminuye la corriente Ia presente en las dendritas de las
células piramidales del hipocampo, por lo tanto disminuye la generacion de
potenciales de accion dendriticos y consecuentemente se altera la forma de los
EPSP ( Hoffman et al., 1997 ). Ademas, el IGF-I modula otros canales i6nicos de
membrana, por ejemplo canales de Ca ?* y canales de K * ( Blair y Marshall 1997 ;
Fadool et al 2000 ; Kanzaki et al., 1999 ; Sakagami et al 1999 ) o inclusive se sabe
que modula la activacion y el transito de receptores ionotrépicos como los de
glutamato, y receptores GABA ( Gonzalez de la Vega et al.,, 2001 , Man et al.,
2000 ,Savchenko y otros 2001, Wan et al., 1997 ). De igual manera, el IGF-I
disminuye las corrientes mediadas por receptores AMPA en cultivos de neuronas
de Purkinje sin afectar las corrientes mediadas por NMDA ( Wang y Linden 2000).
Esta capacidad multifuncional del IGF-I para modular tantos tipos de canales le
dan un contraste muy interesante a nuestros resultados ya que si bien no explican
del todo la disminucion en la excitabilidad neuronal y la disminucion en la fuerza
de la transmision sinaptica que nosotros observamos, si la respalda parcialmente
el hecho de que el IGF-I modula a la baja las corrientes mediadas por los
receptores tipo AMPA de la misma manera que lo hace la insulina, probablemente
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a través de la endocitosis de los mismos. Entre otras conductancias que regula el
IGF-l y que podrian estar implicadas en la alteracion de la excitabilidad se
encuentran la inhibicion de corrientes IA de K*, activacién de receptores Kainato,
activa canales de Ca?*y al co-transportador de K*/CI-.

En contraste con lo obtenido en este trabajo, existen reportes que muestran un
aumento en la excitabilidad de células hipocampales en presencia de IGF-I, sin
embargo, estos experimentos fueron hechos en cultivos de células hipocampales
indistintas (Xing C. et al., 2006; 2007), una condicion experimental que carece de
especificidad asociada a los circuitos propios de la formacion hipocampal.
Ademas, los registros en el trabajo citado se realizaron tras 24 horas de
incubacion con IGF-I 100 nM, siendo que las acciones sobre la fuerza de la
transmision sindptica del IGF-I se alcanzaron a observar en nuestro laboratorio de

manera experimental con una breve aplicacion de tan solo 15 minutos.

El papel de la insulina en los procesos de plasticidad a largo plazo en las
sinapsis FM-CA3.

Como se mencioné con anterioridad, el recambio postsindptico de receptores
AMPA promovido por la activacion de la via de sefalizacion de PI3K, juega un
papel relevante en procesos de plasticidad sinaptica en el cerebro (Carroll et al.,
2001; Sanna Pietro Paolo et al., 2002). En este sentido, la induccién de la LTD en
la regibn CA1l estd asociada con una reduccion en la densidad de receptores
AMPA membranales. Y mas adn, la LTD es insulino-dependiente e involucra
activacion de la via de PI3K (Kandler et al., 1998; Luthi et al., 1999); esto se ha
demostrado en neuronas de la region CA1 del hipocampo (Man et al., 2000) y en
cultivos de neuronas cerebelares de purkinje (Wang y Linden, 2000). Por otra
parte la expresion de la LTP estudiada en CAl esta asociada con un incremento
en el abastecimiento de receptores de tipo AMPA en las espinas dendriticas (Shi
et al., 1999; Hayashi et al., 2000).
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Nuestros resultados mostraron que el efecto de la insulina fue dependiente de la
concentracion. En concordancia con nuestro hallazgo, un trabajo previo (Huang
Chiung C. et al 2004), reporto que la insulina deprime la transmisioén sinaptica de
la region CA1l de manera dependiente de la concentracion. Dado que nosotros
encontramos potenciacion con insulina, surge la pregunta, ¢cual es el motivo de
esta diferencia? Una probable respuesta podria ser que en lo que respecta a la
region CA3, se esté llevando a cabo la insercion de receptores AMPA en la
postsinapsis, en lugar de endocitarlos como sucede en CAL, y, ¢De qué depende
esta insercion? esta insercion de receptores AMPA podria estar dada por la accién
de la insulina mediante la interaccidn con su receptor y la consecuente activacion
de alguna de las vias candnicas de sefializacion. De ser asi, estariamos hablando
que la LTP insulino-dependiente puede inducirse a nivel postsinaptico en la
sinapsis MF-CA3 a diferencia de la habitual induccién por estimulacién a alta
frecuencia que se lleva a cabo presinapticamente. Esta explicacion es consistente
con algunos trabajos en los cuales se afirma que la LTP es favorecida por la
insercién de los receptores AMPA en la zona sinaptica (Passafaro et al., 2001),
esta insercion es consecuencia de la activacién de la cinasa PI3K y de la actividad
de los receptores NMDA (Heng-Ye Man et al., 2003); ademas de que la expresion
superficial en la membrana neuronal de receptores AMPA depende del tipo de
subunidad del cual estan conformados (Passafaro et al., 2001). Otro punto a favor
de esta hipétesis es que existe una expresion diferencial entre los tipos de
AMPARs que hay en CAl y los que hay en CA3, se sabe que en la region CA1
predominan los receptores que contienen la subunidad GluR2 es decir receptores
AMPA que son permeables a Ca?*, mientras que en CA3 predominan los
receptores que contienen la subunidad GluR1 los cuales no son permeables a
Ca?*, solo a Na* (Panicker S. et al., 2008). Ademas, es importante resaltar que la
activacion mediante la insulina de los receptores AMPA que contienen a la
subunidad GIuR1 es predominante sobre la activacion de los receptores que estan
conformados por alguna subunidad GIuR2 (Passafaro et al., 2001), este dato

refuerza también lo que observamos en nuestros resultados.
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El papel del IGF-1 en los procesos de plasticidad a largo plazo en las sinapsis
FM-CA3.

Como se mencion6 previamente, la insercion y endocitosis de receptores de
glutamato es un mecanismo asociado a la depresion y potenciacion sinaptica,
respectivamente. Ademas, este fendmeno (insercién/remocién), es modulado por
IGF-I (Tropea et al., 2009). El IGF-I promueve la endocitosis de receptores AMPA
por un mecanismo que involucra clatrinas, con la concomitante movilidad de
vesiculas entre los sistemas de membranas. El IGF-I promueve la endocitosis del
receptor AMPA que contiene a la subunidad GIuR2 (Wang y Linden, 2000; Deak y
Sonntag, 2012). Una posible explicacion para la FM-LTD inducida por IGF-1 es que
este factor tréfico remueve AMPAR con subunidades GIuR2 postsindpticas

disminuyendo de esta manera, la fuerza de la transmision excitadora.
La insulina estimula el circuito inhibidor en la region CAS.

El circuito GD-CA3 posee un fuerte mecanismo de inhibicion GABAérgica que
restringe la excitacion glutamatérgica. Dado el arreglo citoarquitecténico de las
fibras musgosas, por cada neurona piramidal contactada, se realiza previamente
contacto con alrededor de 15 interneuronas GABAérgicas (Mcbain, 2008; Buzsaki,
1984).

El protocolo de inhibicién por pulsos pareados revel6 que la perfusion de insulina
incrementa momentaneamente la inhibicion GABAérgica. Un incremento en la
inhibicion implica que momentaneamente, las interneuronas son mas excitables y
liberan mas GABA. Dado que el registro electrofisiologico se realizé en el stratum
lucidum, y esta region es rica en interneuronas de disparo rapido positivas a
parvalbumina (Refs) que ademas inervan perisomaticamente a las neuronas
piramidales, es valido hipotetizar que las interneuronas de disparo rapido positivas
a parvalbumina expresan receptores de Insulina, una idea que vale la pena

explorar.
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Estudios previos han reportado que la insulina induce un rapido reclutamiento de
receptores funcionales tipo GABAA a la membrana postsinaptica. La insercion de
receptores GABA se observa en 10 minutos tras la perfusion de Insulina. Este
mecanismo parece ser importante en los procesos de plasticidad. Ademas, la
insercion de receptores GABAA es a nivel postsinaptico, cercano a los sitios
presinapticos de liberacion de GABA (Q. Wan et al., 1997). El incremento en la
densidad de receptores GABA promoveria la eficacia de la transmision inhibidora
para evitar la pérdida del balance excitador/inhibidor, y como consecuencia
favoreceria los procesos de plasticidad. Esta hipotesis requiere validacion

experimental.

El papel del IGF-I en los procesos de plasticidad a corto plazo en las sinapsis
FM-CA3.

Nuestros resultados mostraron que la perfusion de IGF-1 no modula la inhibicién
GABAérgica. Sin embargo, la literatura reporta que el IGF-I maduro es un
neuromodulador. Hay reportes que sugieren que el IGF-I disminuye la liberacién
de GABA en diversas regiones corticales y en el giro dentado del hipocampo
(Torres Aleman, 1993). Estos reportes no concuerdan con los resultados que
nosotros obtuvimos experimentalmente con el protocolo de IPP. ¢Cuél es el
motivo de que no exista una pérdida significativa de la inhibicién al perfundir con
IGF-I incluso con la concentracién de 1000 nM? Una posible explicacion seria que
las interneuronas del stratum lucidum (de disparo réapido y que expresan
parvalbumina) carecen de este receptor. Tampoco podemos descartar que quizas,
nuestro protocolo de estimulacion no tiene la sensibilidad suficiente para registrar
un efecto significativo sobre la inhibicidbn proactiva. La posible modulacién (o
ausencia de la misma) por IGF-I en interneuronas de CA3 puede estudiarse de
manera directa con experimentos de patch clamp en célula Unica. Esta posibilidad

esta considerada en un futuro cercano.
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El efecto de insulina e IGF-1 son especificas de la sinapsis FM — CA3.

Uno de los descubrimientos mas notorios en este trabajo fue que tanto la insulina
como el IGF-I ejercen sus efectos de manera especifica en la region CA3 del
hipocampo. Nuestros experimentos revelaron que ambas hormonas modulan la
transmision glutamatérgica de la sinapsis FM-CA3, pero carecen de efectos en la

sinapsis Comisural de Asociacion — CA3 (o sinapsis CA3-CA3).

A pesar de la complejidad de conexiones sinapticas y de las multiples entradas
excitadoras que convergen en las neuronas piramidales de CA3, es posible
identificar al menos, dos tipos de sinapsis en estas neuronas. Las conexiones
provenientes del giro dentado, mediadas por las fibras musgosas y las conexiones
cuyo origen son otras neuronas piramidales de CA3. Ambas sinapsis tienen
caracteristicas que las hacen diferentes entre si, entre las que destacan: 1)
Composicion de la transmision glutamatérgica. Mientras la FM-CA3 esta
compuesta por predominantemente receptores tipo AMPA localizados en espinas
distribuidas en el &pice dendritico, la sinapsis CA3-CA3 son mixtas: estan
compuestas por receptores AMPA y NMDA que se distribuyen a través de todo el
arbol dendritico; 2) Facilitacion; mientras la FM-CA3 tiene una marcada facilitacion
sinaptica (=2400%), las sinapsis CA3-CA3 apenas expresan facilitacion (< 150%) .
3) Sensibilidad farmacolégica: A nivel presinaptico, las sinapsis FM-CA3 expresa
receptores metabotrépicos de glutamato tipo Il cuya activacion estd acoplada
negativamente a la adenilato ciclasa-cAMP-PKA. La activacion de este receptor
suprime la liberacion de glutamato de la terminal nerviosa. Dado que las
terminales presinapticas comisurales (la sinapsis CA3-CA3) carece de este
receptor, la aplicacion del agonista DCG-IV no tiene efectos sobre el proceso de
liberacién de glutamato. Esta herramienta farmacoldgica permite identificar de
manera confiable, el origen de las respuestas registradas. Un EPSP que expresa
depresion de =90% con DCG-IV, proviene de las fibras musgosas. De igual
manera la insensibilidad a este agonista nos da la certeza que la respuesta

registrada proviene de la sinapsis comisural de asociacion.
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Nuestros registros pareados mostraron que la perfusion de DCG-IV suprimio
exclusivamente la respuesta proveniente de la FM sin modificar el EPSP
proveniente de la fibra comisural, dando certeza a que los efectos observados tras
la perfusion de insulina o IGF-I se indujeran en una sinapsis claramente

identificada.

Esto conlleva a la pregunta ¢porqué la sinapsis FM-CA3 es sensible a estas
hormonas y la sinapsis CA3-CA3 no lo es? En primer lugar, hay que tener
presente que ambas sinapsis coexisten en la neurona de CA3, aunque su
distribucion espacial es diferente. Las sinapsis FM-CA3 es una sinapsis gigante,
gue se forma muy cerca del soma neuronal. La sinapsis comisural es pequefia y
se distribuye a lo largo del arbol dendritico de la neurona piramidal. Esto nos
permite especular que tanto insulina como IGF-I tendrian potencial para modular
plasticidad a nivel somatico e incapacidad para controlar procesos de plasticidad a

nivel dendritico.

También, que una sinapsis sea sensible y otra insensible (a insulina e IGF-I)
favorece la idea que las espinas dendriticas (sitios especializados donde se
encuentran las sinapsis) y sus respectivas vias de sefalizacion de segundos
mensajeros, se encuentran segregados al interior de la neurona. Si tomamos en
cuenta que nuestros resultados mostraron que el efecto de insulina involucra la via
de sefalizacion PI3K/Akt, es valido especular que mientras la sinapsis FM-CA3
expresa la maquinaria celular asociada a esta via, la sinapsis CA3-CA3 carece de
este mecanismo de sefalizacion intracelular. Dado que la via PI3K/Akt tiene
acciones a nivel nuclear, es valido especular que la cercania de la sinapsis FM-
CA3 facilitaria su efecto modulador a nivel nuclear. Caso opuesto, la lejania de la
sinapsis CA3-CA3 dificultaria una respuesta nuclear tras la accion estimuladora

mediada por insulina o IGF-I.

A pesar de lo interesante que resultan estas especulaciones, se requieren mas

experimentos para poder corroborar cada una de estas ideas.
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La sefalizacion PI3K/Akt esta involucrada en los procesos de plasticidad

inducidos por insulina pero no los inducidos por IGF-I.

Como se menciond previamente, la accion de la insulina (pero no de IGF-I) esta
mediada por la cascada de sefializacion PI3K/Akt. Los Western Blots realizados
con este fin, mostraron un aumento significativo en la fosforilacién de la serina 473
de Akt consecuencia de la activacion de la PI3K. La activacion de esta via de
sefalizacion, esta implicada en diversos procesos de plasticidad sinaptica
dependiente de la activacion de mTOR (Charles A. Hoeffer and Eric Klann, 2011).
En contraste, el IGF-I no tuvo efectos sobre la via PI3K\Akt. Dado que el receptor
de IGF-I puede estar acoplado tanto a IP3K/Akt como a la via de ERK/MAPK, es
posible que en las neuronas piramidales de CA3, su activacion estimule a
ERK/MAPK, una hipotesis que debe ser corroborada con western blots y con

blogueadores selectivos de esta via de sefializacion.

Consideraciones finales sobre las concentraciones de insulina e IGF-I|
usadas en este estudio

Lo reportado en la literatura, nos dice que la concentracion de insulina en el SNC
es similar a la que se encuentra a nivel periférico la cual proviene del pancreas
(50-110 pmol/L), estudios realizados con un modelo de estreptozotocina
demuestran que el SNC posee un importante poder amortiguador de los niveles de
insulina, ya que mientras que los niveles séricos de insulina periférica se ven
afectados significativamente, los niveles de insulina en SNC no se modifican
drasticamente (Havrankova et al., 2017). Por otro lado el IGF-I, una vez que se
alcanza la adultez los niveles de IGF-1 permanecen constantes (135-450 ng/ml),
de la misma forma que la insulina, el IGF-I tiene niveles basales similares en SNC,
el cual se ha visto que tiene diferentes origenes, el principal aporte es endocrino
proveniente del higado, pero también existe aporte paracrino proveniente de las
meninges y la vasculatura cerebral, y por ultimo el aporte autocrino producto de

las neuronas y la glia (W.E. Sonntang, 1999; YingJie Wu, 2009).
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Existen diversos reportes tanto de insulina como de IGF-I donde se demuestra que
la alteracion o la deficiencia en los niveles basales de ambos factores a nivel del
SNC, trae como consecuencia deterioros cognitivos, y son una de las causas del
desarrollo de patologias neurodegenerativas, por ejemplo la mas comdn y que
comparten ambos factores es la enfermedad de Alzheimer. De hecho la diabetes
de tipo Il es un factor de riesgo para padecer este tipo de demencia.
Recientemente se ha observado que la proteina B-amiloide, que se sobreproduce
en la enfermedad de Alzheimer, causa alteraciones en la via de sefializacion de la
insulina, lo que apoya la relacién entre este padecimiento y la insulina (Heras
Sandoval, 2009). El IGF-I por su parte se ha relacionado con esta demencia al
encontrarse disminuido en pacientes que presentan Alzheimer (Tham, A., 1993;
Mustafa A., 1999). El motivo de esta capacidad amortiguadora que el SNC
presenta para mantener los niveles basales de insulina e IGF-I, aun cuando los
niveles de ambos factores se ven afectados en la periferia, muy probablemente

sea para evitar alteraciones que conlleven al desarrollo de neuropatologias. .

Por dltimo, se ha determinado que la concentracion de insulina en hipocampo
completo es =0.2 ng/g (Baskin et al., 1983) y no existen reportes que hayan
determinado la concentracion de IGF-I en esta estructura cerebral; y al dia de hoy,
no hay reportes que hayan determinado la concentracion de estas hormonas en

las diferentes regiones del hipocampo, incluida la region CA3.

Este planteamiento pondria en duda si la concentraciones que utilizamos en este
estudio mimetizan las acciones fisiolégicas promovidas por ambas hormonas.
Teniendo presente estas limitaciones, nosotros optamos por utilizar
concentraciones de insulina e IGF-I que han sido reportadas previamente en la
literatura. Aun asi, es dificil saber o descartar a priori si estas concentraciones son
relevantes en condiciones fisioldégicas. A pesar de esto, nuestros resultados
aportan informacion consistente que tanto insulina como IGF-I modulan de manera

especifica la fuerza de las sinapsis de las neuronas piramidales de CA3 a través
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de vias de sefializacién intracelular. Estos hallazgos son la pauta para posteriores

estudios bioquimicos y biofisicos sobre la plasticidad sinaptica de CA3.
Conclusion

En este trabajo se presenta uno de los primeros estudios sobre la caracterizacion
de las alteraciones en la transmisién sinaptica de la region CA3 (MFs — CA3) del

hipocampo, derivadas de la aplicacion de insulina e IGF-I.

Nuestros resultados muestran que la perfusion de insulina modula la fuerza de la
transmision MF-CA3 de manera dependiente de la concentracion y genera
potenciacion a largo plazo. Ademas, la insulina aumenta la inhibicion por pulsos
pareados, afectando la inhibicidbn proactiva. Western blots de la region CA3
mostraron que el efecto de la insulina estd mediado por la activacion de la via
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K). Por otra parte, el IGF-I produjo efectos opuestos
a los observados con insulina en los fenbmenos previamente descritos: su
perfusién caus6 depresion de la sinapsis MF-CA3 y disminucion de la inhibicién
proactiva. Ni la insulina ni el IGF-I modularon la transmisién sinaptica de la
sinapsis comisurales de asociacién de CA3 (CA3-CA3), lo que sugiere que estas

hormonas actian de manera sinapsis especifica en la regiéon CA3 del hipocampo.

En conjunto todos estos resultados muestran que dichas alteraciones en las MFs
afectan los mecanismos de plasticidad a corto y largo plazo que subyacen a los

procesos cognitivos de memoria y aprendizaje en el circuito GD-CAS.
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