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ABREVIATURAS
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GLUTS3: glucose transporter 3/transportador de glucosa 3.
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IGF-1: insulin-like growth factor-1/factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1.
IGFBPs: IGF-1 binding proteins/proteinas de union al IGF-1.
IGFBP-3: IGF-1 binding protein 3/proteina 3 de union al IGF-1.



IGF-1R: IGF-1 receptor/receptor de IGF-1.

IR: insulin receptor/receptor de insulina.

IRS: insulin receptor substrate/sustrato del receptor de insulina.

IRS1: insulin receptor substrate 1/sustrato del receptor de insulinal.

IRS2: insulin receptor substrate 2/sustrato del receptor de insulina2.

K*: potasio.

KO: knockout.

KO IR: knockout para receptores de insulina.

KO IGF-1R: knockout para receptores de IGF-1.

LCFA: liquido cefalorraquideo artificial.

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases/proteinas quinasas activadas por mitdgenos.
MCT1: monocarboxylate transporter 1/transportador de monocarboxilatos 1.
MCT2: monocarboxylate transporter 2/transportador de monocarboxilatos 2.
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PIK3-Akt: phosphoinositide 3-kinase-protein kinase B/fosfoinositol 3-quinasa-proteina quinasa B.
RE: reticulo endoplasmatico.

ROS: reactive oxygen species/especies reactivas de oxigeno.

Sb: subiculo.

SD: standard deviation/desviacion estandar.

SEM: standard error of the mean/error estandar de la media.

SN: sistema nervioso.

SNC: sistema nervioso central.

SRP: Signal Recognition Particle/particula de reconocimiento de sefial.

SR: Stratum Radiatum.

Tyr: tirosina.

VCA: via comisural asociativa.

VP: via perforante.

WT: wild type/salvaje.

Zn%*: Zinc.



RESUMEN

El cerebro es el érgano que més energia consume debido a que tiene que mantener su alta
actividad y la glucosa es su principal fuente de energia. Esta primero debe atravesar la barrera
hematoencefalica para poder llegar al parénquima cerebral y una vez alli servir como nutriente
a las neuronas. Sin embargo, las neuronas no son las Unicas encargadas de metabolizar la
glucosa, sino que los astrocitos también tienen un papel muy importante en el metabolismo, el
transporte y el almacenaje de la glucosa. Este hecho estd estrechamente relacionado con la
accion de la insulina y el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) en los
astrocitos. No obstante, aunque la glucosa es esencial e imprescindible para el metabolismo
cerebral, si se produce un exceso de ésta en el cerebro puede ser perjudicial para las células.
Por ello, la hiperglucemia puede estar relacionada con ciertas patologias neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer. Por tanto, el objetivo de este trabajo ha sido estudiar el
papel de los astrocitos, la insulina y el IGF-1 en el metabolismo de la glucosa durante la
hiperglucemia y sus consecuencias en la transmision sinaptica y la actividad neuronal. Para
ello, se han realizado estudios electrofisioldgicos, registrando la espiga poblacional en rodajas
de cerebro de raton sometidas a diferentes condiciones de hiperglucemia. Se han utilizado
animales silvestres y animales modificados genéticamente deficientes en el receptor de insulina

o en el receptor de IGF-1, especificamente en astrocitos.

PALABRAS CLAVE: Hiperglucemia, glucosa, neuronas, astrocitos, insulina, IGF-1,
transmision sinaptica, espiga poblacional, actividad neuronal, receptor de insulina, receptor de

IGF-1, electrofisiologia, hipocampo, estrés oxidativo.



INTRODUCCION

Existe una gran diversidad de células en el sistema nervioso (SN), células de diferentes formas,
funciones y tamafios, que se comunican entre si y que tienen una alta capacidad de coordinacion
y organizacion, haciendo de este sistema uno de los mas complejos (Figura 1).

Sin embargo, no fue hasta finales del siglo XIX, cuando Santiago Ramon y Cajal considero que
el SN estaba formado por células independientes (las neuronas) que se comunicaban entre si

estableciendo una red de conexiones y no como un tejido Unico como se pensaba hasta entonces.

Figura 1. Dibujo de Ramon y Cajal sobre las células del cerebelo de un pollo, mostrado

en “Estructuras de los centros nerviosos de las aves”, 1905.

1. Neuronas

Las neuronas son las células encargadas de recibir y procesar informacién procedente de
estimulos tanto externos como internos y de transmitirla mediante sefiales eléctricas y quimicas.
Estan formadas por las dendritas (pequefias prolongaciones apicales receptoras de los estimulos
de otras neuronas), el soma (cuerpo celular), el axén (prolongacién que conduce el impulso
nervioso a otras neuronas) y el botdn sinaptico (zona terminal del axén donde se da la sinapsis)
(Salatino, 2013). En la sinapsis quimica, una primera neurona (presinaptica) libera unas
moléculas, denominadas neurotransmisores, que son capturados por una segunda neurona
(postsinaptica), dandose asi la transmision. Sin embargo, en la sinapsis eléctrica, se produce la
transmision del impulso nervioso mediante el flujo de iones de la neurona presinaptica a la

postsinaptica a través de uniones gap (Duque et al., 1997).

1.1.Potencial de membrana, potencial graduado y potencial de accion

La membrana de una neurona separa su medio interno, donde hay potasio (K*) y otro tipo de

aniones, del medio externo, donde hay sodio (Na*) y cloro (CI). Sin embargo, la concentracion



ionica es diferente en ambos medios (quedando cargado negativamente el interior y
positivamente el exterior) produciendo asi una diferencia de potencial entre ambos lados que
se denomina potencial de membrana. Por tanto, debido al balance de cargas, el potencial de
membrana de una neurona en reposo es negativo, entre -60 mV y -70 mV. Para mantener este
potencial, en la neurona se produce un transporte de K* al exterior mediante canales de fuga de
K™y un transporte activo de Na* al exterior y K* al interior mediante bombas de Na* /K".
Cuando un estimulo provoca la apertura de canales iénicos produciendo la entrada de Na*, la
membrana se despolariza (el potencial de membrana se vuelve menos negativo) y la neurona
genera un potencial graduado, una respuesta del mismo tamafio que el estimulo y que se
extingue a medida que se transmite (Martin, 2018; Salatino, 2018). Sin embargo, cuando la
despolarizacion llega al cono axénico y es lo suficientemente grande para abrir canales de Na*
dependientes de voltaje, se produce una entrada masiva de sodio que hace que se despolarice
mas la membrana y se produzca un potencial de accion (PA) (Figura 2). Este potencial solo se
dispara si la despolarizacion inicial llega hasta cierto umbral, su amplitud siempre es la misma
independientemente del tamarfio del estimulo (siempre y cuando pase el umbral), se produce en
el cono axdnico donde se encuentran los canales dependientes de voltaje y donde se integra
toda la informacion, y se transmite a lo largo del axon. En el PA, el interior queda cargado
positivamente y el exterior negativamente (Hodgkin y Huxley, 1952; Martin, 2018).
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Figura 2. (A) Fases del potencial de accion: un estimulo consigue despolarizar la membrana hasta el umbral de
estimulacién (-55 mV), se abren los canales de Na* ddv y se produce una entrada masiva de Na* despolarizando
la membrana y produciendo el pico méximo del potencial de accién (+30 mV). Entonces se inactivan los canales
de Na* ddv y la salida de K* a través de los canales de K* ddv hace que se repolarice la membrana hasta llegar al
potencial de reposo. Sigue saliendo K* lo que produce una hiperpolarizacion de la membrana (se hace alin mas
negativo el potencial de membrana), se cierran los canales de K* ddv y las bombas de Na*/K* se encargan de
devolver el K* al interior y el Na* al exterior recuperando el potencial de membrana (-70 mV). (B) Transmision
del potencial de accion a través del axén, en reposo el interior tiene carga negativa y el exterior carga positiva,
durante el PA se invierten las cargas. Adaptado de Zedalis y Eggebrecht, 2018.



Existe una gran variedad de neuronas clasificadas segun su morfologia (piramidales,
estrelladas, etc.), funcion (motoras o sensoriales,), polaridad (unipolares, bipolares, etc.),
neurotransmisor (colinérgicas, dopaminérgicas, etc.). Sin embargo, no son las Unicas células
del SN, también existen las células de la glia y son mas abundantes que las neuronas. Entre los

distintos tipos de celulas gliales se encuentran los astrocitos.

2. Astrocitos

Los astrocitos son un tipo de glia que solo se encuentra en el sistema nervioso central (SNC) y
tienen una morfologia estrellada (Figura 3). Esto les permite comunicarse entre ellos formando
una amplia red mediante uniones gap e intervenir en multiples transmisiones sinapticas
(Martinez-Gomez, 2014). Los astrocitos se encuentran modulando y aislando la sinapsis entre
la neurona presinaptica y la neurona postsinaptica, evitando asi la difusion lateral de los
neurotransmisores y formando la sinapsis tripartita (Allen y Barres, 2009; Araque et al., 1999)
(Figura 4). También tienen un papel muy importante en el metabolismo, almacenando
glucogeno y aportando a las neuronas fuentes de energia como glucosa, lactato y glutamina;
regulan la concentracién del potasio extracelular y el pH extracelular; tienen funcion
neuroprotectora, participando en la respuesta al dafio celular; y forman parte de la barrera
hematoencefalica. Ademas, algunos neurotransmisores como el glutamato pueden provocar un
aumento en el calcio intracelular de los astrocitos, produciendo ondas de calcio que se
transmiten a través de la red astrocitaria, creando una forma de excitabilidad basada en
corrientes de calcio y permitiendo a los astrocitos liberar gliotransmisores (Cornell-bell et al,
1990; Perea y Araque, 2003).
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Figura 3. Imagen de un astrocito Figura 4. Esquema de la sinapsis tripartita entre una neurona
(verde) envolviendo una neurona (rojo). presinaptica, una neurona postsinaptica y un astrocito. Adaptado
Adaptado de Allen y Barres, 2009. de Allen y Barres, 20009.



3. Hipocampo

El hipocampo es una estructura que se encuentra en ambos hemisferios del cerebro y forma
parte de la formacion hipocampal junto con el giro dentado, el subiculo y la corteza entorrinal
(Figura 5). En primates y humanos se encuentra en el 16bulo temporal medial. Aungue se ha
estudiado poco en humanos, es una de las principales regiones de estudio en neurofisiologia en
roedores debido a su estructura sencilla'y bien organizada, ademas de tener una gran plasticidad
estructural y funcional (Korovaichuk, 2013). El hipocampo tiene un papel importante en la
memoria declarativa o explicita, que son aquellos recuerdos que se pueden evocar de manera
consciente como hechos y acontecimientos. También interviene en la memoria espacial y en la
orientacion y es una de las estructuras que constituye el sistema limbico, el cual se encarga de

las emociones, el aprendizaje, el comportamiento, etc. (Olivares et al., 2015).

3.1. Anatomia del hipocampo en roedores

El hipocampo al igual que el giro dentado estd formado por tres capas, una capa principal de
somas densamente empaquetados que se encuentra entre dos capas de células dispersas. La capa
principal del hipocampo se denomina capa piramidal o asta de Amén (Cornu Ammonis, CA),
que contiene los somas de las neuronas piramidales excitatorias y se divide en tres regiones:
CA1l, CA2y CA3. Ademés, se divide en varios estratos, ordenados del més superficial al mas
profundo: stratum alveus, stratum oriens, stratum piramidale, stratum lucidum (Gnico de CA3),
stratum radiatum y stratum lacunosum-moleculare. La capa principal del giro dentado es la
capa granular, que se dispone en forma de V tumbada y contiene los somas de las células

granulares (Albifiana Durd, 2014; Fernandez Lamo, 2009; Moreno et al., 2013).

3.2. Conexiones del hipocampo en roedores

Las células del giro dentado, de CAL, de CA3 y del subiculo son inervadas por los axones de
las celulas de la corteza entorrinal (via perforante). Los axones de las células granulares del giro
dentado se ramifican (fibras musgosas) y forman sinapsis con las células piramidales de CA3.
Los axones de las células piramidales de CA3 se ramifican y forman sinapsis con las células
piramidales de CAL del hipocampo ipsilateral (fibras colaterales de Schaffer) y del hipocampo
contralateral (via comisural asociativa). Los axones de las células piramidales de CA1 también
se ramifican y forman sinapsis con las células del subiculo y de la corteza entorrinal. A su vez

los axones de las células del subiculo forman sinapsis con las células de la corteza entorrinal.



Por tanto, en la corteza entorrinal converge la informacion de llegada y de salida de las demas
regiones de la formacion hipocampal (Albifiana Durda, 2014; Ferndndez Lamo, 2009) (Figura
6). Ademas, en este circuito también intervienen otras conexiones como interneuronas

inhibitorias y aferencias moduladoras de otras regiones exteriores a la formacion hipocampal.
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Figura 5. Formacién hipocampal
(morado oscuro) en el cerebro de una Figura 6. Regiones y conexiones de la formacién hipocampal: giro

rata. Adaptado de Palumbo, 2011. dentado (GD), CA3, CAL, subiculo (Sh), corteza entorrinal (CE), via
perforante (VVP), fibras musgosas (FM), via comisural asociativa (VCA),
colaterales de Schaffer (CS). Adaptado de Ferndndez Lamo, 2009.

4. Glucosa

La glucosa es un glicido monosacérido, un compuesto organico utilizado en el metabolismo
tanto en procesos catabdlicos como anabolicos. Es la principal fuente de energia de las células,
pues la glucosa es degrada mediante oxidacion (glucélisis) en compuestos mas simples (lactato,
piruvato) liberando energia en forma de adenosin trifosfato (ATP), proceso que forma parte de
la respiracion celular. A parte de servir como combustible para la respiracion celular, también
participa en procesos anabdlicos como en la sintesis de glucdgeno (glucogenogénesis), un

polisacarido de almacenamiento.

4.1. Metabolismo de la glucosa en el cerebro

El cerebro es el érgano que més glucosa consume para poder cubrir su alto gasto energético y
asi mantener su actividad (Jaramillo-Magaria, 2013). No obstante, para que la glucosa pueda
introducirse en el cerebro debe atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) que separa el SNC
de los capilares sanguineos, impidiendo el intercambio libre de moléculas. La BHE esta
formada por células endoteliales que rodean los capilares sanguineos y que estan en contacto

con pericitos, astrocitos y neuronas (Escobar y Gomez, 2008; Hernandez, 2014) (Figura 7).



La glucosa traspasa la BHE a través de GLUT1 (transportador de glucosa 1) que se encuentra
en la membrana de las células endoteliales. Luego entra en los astrocitos atravesando su
membrana también mediante GLUT1. En su interior, es oxidada a lactato o piruvato mediante
la glucdlisis o es almacenada en forma de glucogeno, que es la principal reserva energética del
cerebro (se encuentra mayoritariamente en astrocitos). Luego, el lactato generado en los
astrocitos es liberado al medio extracelular a través de MCTL1 (transportador de
monocarboxilatos 1). Finalmente, las neuronas pueden capturar el lactato a través de MCT2
(transportador de monocarboxilatos 2) o glucosa a través de GLUT3 (transportador de glucosa
3). Estos mediante la glucdlisis son degradados a piruvato, el cual entrara en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs) para producir la energia necesaria para la célula (Diaz y
Burgos, 2002; Hernandez, 2014; Magistretti y Pellerin, 1999) (Figura 8).

Ademas, la glucosa es precursora de neurotransmisores como el glutamato (principal
neurotransmisor excitador), el cual es reciclado por los astrocitos. Este es capturado a través de
EAAT1 y EAAT2 (transportadores de aminoacidos excitadores 1 y 2), transformado en
glutamina y ésta a su vez es retornada a las neuronas para volver a metabolizar glutamato
(Hernandez, 2014; Magistretti y Pellerin, 1999).
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Figura 8. Esquema del transporte y metabolismo de la glucosa en el
cerebro: la glucosa atraviesa la BHE y entra en los astrocitos mediante
GLUT1, es almacenada en forma de glucégeno o degradada a lactato que
saldrd a través de MCT1 y entrard a la neurona mediante MCT2. En la
neurona sera metabolizada aportando energia y neurotransmisores como
el glutamato, el cual una vez realizada su funcidn entrara en los astrocitos
mediante EAAT Yy sera reciclado. Adaptado de Hernandez, 2014.



5. Lainsulinay el IGF-1

5.1. Insulina

La insulina es una hormona polipeptidica de 51 aminoécidos muy preservada a lo largo de la
evolucion debido a su parecido estructural entre diferentes especies animales. Su principal
funcién es disminuir la concentracion de glucosa en sangre favoreciendo su incorporacion a las
células. Por ello, tiene un papel importante en la regulacion del metabolismo de la glucosa,
estimulando la glucogenogénesis y la glucolisis e inhibiendo la glucogendlisis. También
interviene en la sintesis de lipidos, proteinas y otros glucidos (De Luis y Romero, 2012).

La insulina es producida y secretada por las células beta que se encuentran en el pancreas
formando los islotes de Langerhans. Su sintesis comienza con el precursor preproinsulina que
es sintetizada en los ribosomas. Esta preproinsulina estd formada por un péptido sefial de 24
aminoacidos, un dominio B de 30 aminoé&cidos, un péptido conector de 30 aminodacidos (péptido
C) y un dominio A de 21 aminoacidos. El péptido sefial dirige la preproinsulina de los
ribosomas al reticulo endoplasmatico (RE), gracias a una particula de reconocimiento de sefial
(SRP). Una vez en el RE, una proteasa corta el péptido sefial produciendo la proinsulina. Esta
es transportada del RE al aparato de Golgi, donde es introducida en vesiculas secretoras ricas
en cinc (Zn?*) y calcio (Ca?*). Dentro de estas vesiculas la proinsulina forma hexameros y unas
proteasas cortan el péptido C (region central), quedando la cadena A (extremo C-terminal) y la
cadena B (extremo N-terminal). Estas dos cadenas son las que dan lugar a la insulina y estan
conectadas entre si mediante dos enlaces disulfuro y otro enlace disulfuro intramolecular en la
cadena A (Brezar et al., 2011; De Luis y Romero, 2012; Morimoto, 2000) (Figura 9).

La insulina queda almacenada en forma de hexamero (seis hormonas de insulina), que es una
forma mas estable, y permanece inactiva. Pero cuando se activa actia como un monémero (una
unica hormona de insulina) que, a pesar de ser menos estable, su difusion es mucho mas rapida
(De Luis y Romero, 2012).

INSULINA

Péptido C
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PROINSULINA

Figura 9. Estructura preproinsulina, proinsulina e insulina. Adaptado de Brezar et al., 2011.



5.2. IGF-1

El factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 o IGF-1 (insulin-like growth factor-1) es un
polipéptido de 70 aminoacidos. Es una Unica cadena formada por el dominio A, el dominio B,
el péptido C que une los anteriores y el dominio D (extremo N-terminal). Los dominios Ay B
son parecidos a los de la insulina, ademas también tiene los tres enlaces disulfuro, y el péptido
C es semejante al de la proinsulina (Figura 10). Su parecido explica la habilidad que tiene para
unirse al receptor de insulina, aunque con una baja afinidad. Esta implicado en maultiples
procesos metabolicos necesarios para la regulacion del crecimiento, desarrollo y diferenciacion
tisular. Puede también transportar glucosa, sintetizar proteinas y actuar como una hormona con
efectos autocrinos, paracrinos o endocrinos (Delafontaine et al., 2004; Laron, 2001).

El IGF-1 es sintetizado y liberado principalmente por el higado (més del 90%), aunque también
puede ser sintetizado por otros tejidos del cuerpo. Su sintesis es estimulada por la hormona del
crecimiento (GH), por tanto, varia en las distintas etapas del desarrollo humano. También esta
influenciada por el estado nutricional (Mufioz, 2013; Xu et al., 1995).

Generalmente esta hormona no actua sola, sino que alrededor de un 90 % del total de IGF-1 se
encuentra constantemente unido a unas proteinas, las IGFBPs (IGF-binding proteins). Son
proteinas que transportan IGF-1y regulan su distribucién, disponibilidad y actividad, existen
10 tipos y la més afin y abundante es IGFBP-3. Cuando IGFBP-3 se une al IGF-1 forman un
complejo tripartito junto con otra proteina, la subunidad &cido-1abil (ALS). Este complejo tiene
una vida media de 16 horas, a diferencia del IGF-1 libre que dura menos de 15 minutos, por eso
la concentracion de IGF-1 libre es minima y la mayor parte del IGF-1 se encuentra formando
este complejo (alrededor del 80%). Sin embargo, también puede formar complejos con otras
IGFBPs (Clemmons, 2007; Laron, 2001; Mufioz, 2013).
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Figura 10. Homologia estructural entre insulina (izquierda) e IGF-1 (derecha). Adaptado de Mufioz, 2013.



5.3. Receptores de insulina y de IGF-1

Al igual que la insulina 'y el IGF-1 tienen una estructura muy semejante, sus receptores también
son muy parecidos, por ello, la insulina se puede unir al receptor de IGF-1 y viceversa, aungque
con muy poca afinidad (De Meyts y Whittaker, 2002) (Figura 11).

El receptor de insulina (IR) y el receptor de IGF-1 (IGF-1R) son glicoproteinas transmembrana
de tipo tirosina quinasa pertenecientes a la familia de los receptores para factores de
crecimiento. Estan formados por dos subunidades a y dos subunidades . Las subunidades a se
localizan en el exterior celular, estdn unidas por enlaces disulfuro, y contienen las regiones de
unién a lainsulina o al IGF-1, y una regién rica en cisteina (Cys). Las subunidades B contienen
una parte en el exterior, unida a las subunidades a por enlaces disulfuro, y una en el interior,
donde se encuentra el sitio de union a ATP y los sitios de fosforilacion de tirosina (Tyr) (De
Meyts y Whittaker, 2002; Laron, 2001; Olivares y Arellano, 2008) (Figura 12).

Cuando la insulina 'y el IGF-1 se unen a sus respectivos receptores, las subunidades o cambian
su conformacion, lo que les permite activar a las subunidades B. Estas se autofosforilan, es
decir, transfieren un grupo fosfato del ATP a las regiones de tirosina. Este puede ser un proceso
de cis- (se produce en la misma subunidad ) o trans- (se produce entre las dos subunidades B).
Esta activacion del receptor inicia la cascada de sefializacion con dos vias principales de
transduccion: la via de las quinasas activadas por mitégenos (MAPK), por la cual se regula la
sintesis de proteinas, y la via de la fosfoinositol 3-quinasa/proteina quinasa B (PI13K/Akt), por
la cual se regula el metabolismo de la glucosa y de lipidos. (De Meyts y Whittaker, 2002; Laron,
2001; Olivares y Arellano, 2008).

. | li t IGF-1 t
Insulina y receptor IGF-1y receptor neulin fecoprdt L
o Cysteine rich S
% % domains % %
a Subunits

% ] Tyrosine kinase 7 %
4~ domains T~

7 Z % %
B Subunits
Figura 11. Estructura tridimensional de la insulina y su Figura 12. Subunidades o y 3 de los receptores
receptor (izquierda) y del IGF-1y su receptor (derecha), tirosina quinasa de insulina (izquierda) y de
que muestra el gran parecido entre ambos. Adaptado de IGF-1 (derecha). Adaptado de Laron, 2001.

De Meyts y Whittaker, 2002.
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5.4. Insulina e IGF-1 en el cerebro

En un principio se pensaba que el cerebro era insensible a la insulina y al IGF-1, sin embargo,
desde hace mas de una década se ha puesto de manifiesto su posible intervencion en la captura
y regulacién de la glucosa por parte de las células cerebrales (Hernandez et al., 2016; Jagua et
al., 2008). No obstante, no se ha corroborado el origen de la insulina cerebral que, aunque lo
mas aceptado en la actualidad es que su origen es pancreatico y es trasportada al cerebro a través
de la barrera hematoencefélica, todavia se pone en duda una posible sintesis de ésta en el cerebro
(Hernandez, 2014; Jagua et al., 2008). En cambio, si se conoce que el IGF-1 es producido en el
cerebro, aunque también hay transporte de éste a través de la barrera hematoencefalica. Ambos
atraviesan la barrera desde los capilares sanguineos hasta el parénquima cerebral con la ayuda
de sus respectivos receptores (Garcia-Céaceres et al., 2016; Hernandez, 2014). Una vez en el
cerebro, se unen a su receptor presentes en neuronas Yy astrocitos. Esto produce la
autofosforilacion de las subunidades beta, dotando al receptor con la capacidad de fosforilar a
otras proteinas. Una de estas proteinas es IRS (sustrato del receptor de insulina) y hay 6 tipos,
de los cuales los mas importantes son IRS-1 y IRS-2 que se encargan de activar la via de
sefializacion de PI3K/Akt. Una de sus funciones se encarga de translocar el transportador
GLUTL, que se encuentra en vesiculas en el interior de los astrocitos, a la membrana, para asi
transportar glucosa al interior de las células (Fernandez et al., 2017; Garcia-Caceres et al., 2016;
Hernandez, 2014; Hernandez et al., 2016; Jagua et al., 2008).

6. Hiperglucemia

Cuando se ingiere glucosa se absorbe al torrente sanguineo durante la digestion, para luego
pasar a las células donde sera metabolizada. Sin embargo, cuando la concentracion de glucosa
en sangre aumenta superando los niveles normales, se produce una hiperglucemia. Este
desajuste puede darse en un momento puntual o ser crénico y puede producirse por diferentes
motivos como deficiencia de insulina, resistencia a la insulina, mala dieta combinado con
escaso o nulo ejercicio, estrés, etc. Por ello, esta estrechamente relacionada con enfermedades
como la obesidad y la diabetes mellitus.

De igual forma, un exceso de glucosa en sangre puede producir un exceso de glucosa en el
cerebro que dafie las celulas y afecte negativamente a su funcionamiento, por eso la
hiperglucemia también puede estar relacionada con enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer (Mestizo-Gutiérrez et al., 2014; Vicent et al., 2005).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Por tanto, la hip6tesis principal que se plantea en este trabajo es que la insulinay el IGF-1 tienen
un papel importante para que los astrocitos puedan metabolizar la glucosa y mantener la funcion
neuronal cuando se dan condiciones de hiperglucemia. Para ello, se han establecido los

siguientes objetivos:

1. Estudiar el efecto que tiene la hiperglucemia sobre la actividad neuronal

e Establecer el efecto que tiene el aumento de la concentracion normal de glucosa en el

cerebro sobre la transmision sinaptica y la actividad neuronal.

e Determinar la capacidad que tienen las neuronas de recuperar su actividad basal al

volver a la concentracion normal de glucosa.

2. Investigar el papel de los receptores de insulina e IGF-1 astrocitarios en la actividad

neuronal en condiciones de hiperglucemia

e Establecer el papel que tiene el receptor de insulina en la regulacion de glucosa por
parte de los astrocitos en condiciones de hiperglucemia, y su efecto en la transmisién

sinaptica y la actividad neuronal.

e Determinar la funcién del receptor de IGF-1 en la regulacion de glucosa por parte de
los astrocitos en condiciones de hiperglucemia, y su efecto sobre la transmisién

sinaptica y la actividad neuronal.

e Estudiar la diferencia que existe entre los receptores de insulina y los receptores de

IGF-1 en la regulacion de glucosa en astrocitos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales de experimentacion

El modelo animal que se ha empleado para los experimentos es el ratdn de la cepa
C57BLACKS®G, adultos de entre 3 y 5 meses de edad, tanto hembras como machos. Se han
utilizado ratones de tres tipos: ratones salvajes (wild type, WT) que se han utilizado como
control, ratones knockout (KO) para el receptor de insulina en astrocitos y ratones knockout
para el receptor de IGF-1 en astrocitos. Todos los ratones han sido cedidos por el animalario
del Instituto Cajal y los protocolos experimentales se han realizado segin la normativa

estipulada por el comité de bioética del CSIC.

2. Liquido cefalorraquideo artificial

Se prepara un litro de solucién de liquido cefalorraquideo artificial (LCFA) que contiene
cloruro sddico (NaCl) a 124 mM, cloruro pétasico (KCI) a 2.69 mM, fosfato monopotéasico
(KH2POg4) a 1.25 mM, sulfato magnésico (MgSO4) a 2 mM, bicarbonato sddico (NaHCO3) a
26 mM, cloruro calcico (CaCl;) a2 mM y glucosa a 10 mM y ajustado a un pH 7.4.

3. Obtencion de rodajas de cerebro

El raton se sacrifica por decapitacion (proceso llevado a cabo por expertos cualificados), luego
se corta y se abre el craneo con la ayuda de unas tijeras y unas pinzas y se extrae el encéfalo
(durante todo el proceso se suministra LCFA enfriado a una temperatura inferior a 4°C). Una
vez extraido, se le quita el cerebelo y la corteza prefrontal con una cuchilla y se pega a la placa
del vibratomo (Vibratome 3000) con la parte caudal hacia arriba, se sumerge en LCFA frio
(inferior a 4°C) y oxigenado con gas carbdgeno (95% Oz y 5% COy) y se hacen cortes
transversales obteniendo rodajas de hipocampo con un grosor de 350 um. Luego se separan los
hemisferios y se incuban durante una hora en LCFA a temperatura ambiente (21-24°C) y

barbotando constantemente con carbogeno.

4. Registros electrofisioldgicos

Tras el periodo de incubacion, las rodajas de cerebro se transfieren a la camara de registro y se
perfunden con LCFA burbujeado con carb6geno a un flujo constante de 2 mL/min, manteniendo
un volumen de 200 pL. Se registra la espiga poblacional de campo (fPS, del inglés field
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Population Spike; Figura 13) en la capa piramidal de la region de CAL del hipocampo,
posicionando un microelectrodo de registro de fibra de carbono (Carbostar-1, Kation Scientific,
Minneapolis, USA) conectado a un amplificador (AC/DC Differential Amplifier 3000, A-M
Systems, USA) y a un filtro activo de 50-60Hz (HumBug, Quest Scientific, Canada). La sefial
de registro se digitaliza a través de un sistema de adquisicion de datos (Clampex 10.2,
Molecular Device, CA, USA) conectado a un ordenador personal, donde se visualiza y
almacena mediante el paquete de programas Clampex 10.2 (Molecular Device). Las fPS se
obtienen al estimular las fibras colaterales de Schaffer con un electrodo bipolar de tungsteno
(distancia interelectrédica 90-125 um) posicionado en el stratum radiatum. Se aplican pulsos
de estimulacion monofasicos de 50 ps de duracién a distintas intensidades a través de una
unidad de aislamiento acoplada a un estimulador (Isolated Pulse Stimulator, Model 2100, A-M
SYSTEM, Carlsborg, WA, USA) comandado a traves del propio sistema de adquisicion de
datos (Figura 14).

Se realizan varios registros de la fPS cambiando las concentraciones de glucosa del LCRA con
el que se perfunde la rodaja. Primero se realiza un registro basal de al menos 10 minutos con
una concentracion normal de glucosa (10 mM). Luego se cambia la concentracion de glucosa
de 10 a 20 mM (hiperglucemia) y se registra alrededor de otros 10 minutos. El proceso se repite
de nuevo cambiando la concentracion de 20 a 10 mM, luego se sube a 40 mM (hiperglucemia
mas intensa) y finalmente se baja otra vez a 10 mM, cada cambio de concentracion se registra
al menos durante 10 minutos. Por tanto, por cada rodaja de cerebro se obtienen 5 registros (10
mM, 20 mM, 10 mM, 40 mM y 10 mM). Estos registros se realizan en los ratones control, los
ratones KO para receptores de insulina y los ratones KO para receptores de IGF-1.
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Figura 13. Espiga poblacional de campo (mV) obtenida en una de las rodajas de ratén.
Registrado con el programa Clampex 10.2 y analizado con el programa Clampfit 10.2.



Figura 14. (A) Rodaja de ratén en la camara de inmersion para registro: rodaja (flecha amarilla), electrodo de
estimulacién (flecha roja), electrodo de registro (flecha azul) y electrodo de tierra (flecha verde). (B) Rodaja vista
al microscopio, se puede observar la region CA1 del hipocampo con el electrodo de estimulacion (rojo) colocado
en el stratum radiatum (sr) y el de registro (azul) en la capa piramidal (cp).

5. Analisis estadisticos

Se ha utilizado el programa Clampfit 10.2 para medir la amplitud de los fPS expresadas en mV.
Posteriormente, la media de las amplitudes del registro basal (primer registro con glucosa 10
mM) se toma como 100 % y las deméas amplitudes (correspondientes a los registros de 20 mM,
10 mM, 40 mM y 10 mM) se expresan como porcentajes de cambio con respecto a la media
basal. Estos porcentajes se presentan como las medias + el error estandar (SEM) o % la
desviacion estandar (SD) de todos los registros obtenidos para cada tipo de ratén (control, KO
para receptores de insulina y KO para receptores de IGF-1) y para cada condicidn experimental
(basal (que sera el 100 %), 20 mM, 10 mM, 40 mM y 10 mM).

Todos los analisis estadisticos y los graficos presentados se han obtenido con el programa
GraphPad Prism 7. Se ha realizado la prueba t de Student para muestras relacionadas para
comparar (en los tres tipos de raton) las medias obtenidas en cada condicion experimental (20
mM, 10 mM, 40 mM y 10 mM) con la condicion basal, y la prueba t de Student para muestras
independientes para comparar las medias de los registros control con los registro KO para
receptores de insulina y con los registros KO para receptores de IGF-1. Los niveles de
significacion empleados han sido: *p < 0,05 (diferencias poco significativas), **p < 0,01

(diferencias significativas) y ***p < 0,001 (diferencias muy significativas).
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RESULTADOS

De los experimentos se han obtenido 13 registros de 4 ratones control, 10 registros de 3 ratones
knockout para receptor de insulina en astrocitos (KO IR) y 7 registros de 3 ratones knockout
para receptor de IGF-1 (KO IGF-1R) (Tabla 1).

Tabla 1. Ratones utilizados para los experimentos incluyendo su sexo, su edad, el nimero de registros conseguidos

por cada animal y el nimero total de registros por tipo de ratén.

Tipo de raton Ratones Sexo Edad Registros | n total

Ratén 1 Macho 5 meses 3

Control Raton 2 Macho 3 meses 5 13
Raton 3 Hembra 3 meses 3
Ratén 4 Macho 3 meses 2
Ratén 1 Hembra 5 meses 5

KO IR Raton 2 Hembra 5 meses 3 10
Raton 3 Macho 5 meses 2
Ratén 1 Hembra 3 meses 2

KO IGF-1R Raton 2 Macho 3 meses 3 7
Raton 3 Macho 3 meses 2

1. Efecto de la hiperglucemia sobre la transmisién sinaptica y la actividad neuronal.

Para determinar el efecto que tiene un aumento de glucosa sobre la transmision sinaptica y la
actividad neuronal se han analizado los 13 registros control, estudiando el cambio que puede
sufrir la amplitud del fPS a lo largo del proceso experimental con respecto a la condicion basal
(Figura 15A).

Estudiando las medias de los 13 registros control se pudo observar una disminucion de la
amplitud del fPS en proporcién al aumento de glucosa. Es decir, a mayor concentracion de
glucosa mayor es la reduccion de la amplitud de la fPS. Sin embargo, esta reduccion no es muy

apreciable con la concentracion de glucosa de 20 mM, siendo menor del 5 % (Tabla 2).

Tabla 2. Media y error estandar (SEM) de los cambios de amplitud de la fPS de los 13 registros control en cada
condicién experimental.

Concentracion de glucosa Basal 20 mM 10 mM 40 mM 10 mM
Cambios en la amplitud 100 96,22 + 98,14 + 84,76 = 89,19 +
de la fPS (%0) 1,19 1,97 2,57 3,24
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No obstante, se ha realizado una prueba t de Student en la que se ha comparado el registro basal
(registro inicial con glucosa a 10 mM) con cada condicion experimental (concentracion de
glucosa a 20 mM, 10 mM, 40 mM y 10 mM) para determinar si estos cambios en la fPS son
significativos.

Los resultados obtenidos con la prueba t de Student demuestran que las reducciones de la
amplitud del fPS en las dos fases de hiperglucemia son significativas, siendo menos
significativa con el aumento de glucosa a 20 mM (*p < 0,05; Figura 15B) y mas significativa
con 40 mM (**p < 0,01; Figura 15B). También se puede observar que la diferencia entre el
basal y la primera reduccion a 10 mM (primera fase de recuperacion) no es significativa. Esto
podria deberse a que se recupera la actividad neuronal inicial, posiblemente debido a que la
concentracion de glucosa afiadida anteriormente (20 mM) no es tan alta como para producir un
descenso tan notable en la actividad que posteriormente no se pueda recuperar. Sin embargo, si
existe diferencia significativa entre la amplitud del fPS de la segunda fase de recuperacién y el
basal (**p <0,01; Figura 15B). Esto se debe a que las neuronas, aunque si recuperan actividad,
no llega hasta su valor inicial, tal vez porque una concentracién muy elevada de glucosa (40

mM) produce tal descenso en la actividad que es dificil de recuperar hasta los valores iniciales.
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Figura 15. (A) Gréfica lineal donde se representa la evolucién temporal de los cambios de amplitud del fPS debido
a las distintas concentraciones de glucosa: condicién basal con concentracion de glucosa 10 mM (a), primera
condicién de hiperglucemia con glucosa 20 mM (b), fase de recuperacion reduciendo la glucosa nuevamente a 10
mM (c), segunda condicidn de hiperglucemia con glucosa 40 mM (d), y Gltima fase de recuperacién reduciendo
de nuevo la concentracion a 10 mM (e). Se representan las medias de los 13 registros control mas el SEM. (B)
Histograma que muestra los cambios de amplitud del fPS en cada condicidn experimental. Se representa la media
de los 13 registros control con la SD en cada condicién experimental.
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2. Importancia de los astrocitos, la insulina y el IGF-1 en la transmision sinaptica y la

actividad neuronal durante la hiperglucemia

Para determinar la importancia que tienen los astrocitos, la insulina y el IGF-1 en la regulacion
de la transmision sinéptica y la actividad neuronal en distintas condiciones de hiperglucemia,
se ha estudiado el papel que desempefian los receptores de insulina y de IGF-1 astrocitarios en
la obtencion de glucosa durante estas condiciones. Para ello, se han analizado los cambios de
amplitud de la fPS en los registros KO IR (n = 10) y en los KO IGF-1R (n = 7) obtenidos con
el mismo proceso experimental de cambiar las concentraciones de glucosa (basal, 20 mM, 10

mM, 40 mM y 10 Mm). Posteriormente se han comparado con los registros control.

2.1. Efecto de la hiperglucemia sobre la transmision sinaptica y la actividad neuronal en

ratones deficientes en receptores de insulina astrocitarios

Observando las medias de los 10 registros KO IR se puede apreciar que, al igual que sucede
con los registros control, también se produce una reduccion de la fPS en proporcion al aumento

de glucosa, pero esta reduccion es mas notoria que en los controles (Tabla 3 y Figura 16A).

Tabla 3. Media y error estandar (SEM) de los cambios de amplitud de la fPS de los 10 registros KO IR en cada
condicién experimental.

Concentracién de glucosa Basal 20 mM 10 mM 40 mM 10 mM
Cambios en la amplitud 100 89,26 + 94,25 + 72,90 = 82,64 +
de la fPS (%0) 4,32 3,61 3,22 4,85

De igual forma, se ha realizado una prueba t de Student, en la que se ha comparado el registro
basal con cada condicion experimental, para comprobar si esta disminucion de la fPS es
significativa. El analisis estadistico confirma que los cambios producidos en la fPS en las fases
de hiperglucemia son significativos (Figura 16B). Menos significativos a una concentracion
20 mM (*p < 0,05; Figura 16B) y bastante mas significativos con glucosa 40 mM (***p <
0,001; Figura 16B). No obstante, los cambios en la fPS durante la primera fase de recuperacion
no son significativos, por lo que es posible que las neuronas recuperen actividad acercandose a
los valores iniciales. Del mismo modo que con los registros control, el aumento que sufre la
amplitud del fPS en la segunda fase de recuperacién con respecto a la condicion de 40 mM no
es suficiente para recuperar la actividad basal, lo que también da lugar a diferencias

significativas (**p < 0,01).

18



KO IR
120+ 120+
*
1104 100 T ol
+ a *k%k
100 ¥, 80- T

ﬂ}}H]lHHH{HH%H'}}{* . eH,{# 601
™ £

0 10 20 30 40 50 60 70 Basal 20 10 40 10
Tiempo (minutos) Concentracion de glucosa (mM)

Amplitud fPS (%)
g8 8

Amplitud fPS (%)

~
o
1

60

[=}
1

Figura 16. (A) Gréfica lineal donde se representa la evolucion temporal de los cambios de amplitud del fPS
debido a las distintas concentraciones de glucosa: condicién basal con concentracion de glucosa 10 mM (a),
primera condicién de hiperglucemia con glucosa 20 mM (b), fase de recuperacién reduciendo la glucosa
nuevamente a 10 mM (c), segunda condicién de hiperglucemia con glucosa 40 mM (d) y dltima fase de
recuperacion reduciendo de nuevo la concentracion a 10 mM (e). Se representan las medias de los 10 registros KO
IR mas el SEM. (B) Histograma que muestra los cambios de amplitud del fPS en cada condicién experimental. Se
representa la media de los 13 registros KO IR con la SD en cada condicién experimental.

2.2. Efecto de la hiperglucemia sobre la transmision sinaptica y la actividad neuronal en

ratones deficientes en receptores de IGF-1 astrocitarios

Las medias de los 7 registros KO IGF-1R también muestran una disminucion de la fPS al
aumentar la concentracion de glucosa. No obstante, esta disminucion es mayor que en los
registros control pero menor que en los registros KO IR. Ademas, a diferencia de los otros
registros, éstos presentan un aumento mas considerable de la fPS en las fases de recuperacion,

sobre todo en la primera, la cual supera la actividad neuronal basal (Tabla 4 y Figura 17A).

Tabla 4. Media y error estandar (SEM) de los cambios de amplitud de la fPS de los 7 registros KO IGF-1R en
cada condicion experimental.

Concentracién de glucosa Basal 20 mM 10 mM 40 mM 10 mM

Cambios en la amplitud 100 9450+ | 105,34+ | 79,99 + 95,34 +
de la fPS (%) 5,33 4,11 6,32 7,04

Con los resultados de la prueba t de Student se puede apreciar que solo la condicion de
hiperglucemia intensa (40 mM) muestra diferencias significativas con respecto al basal (Figura
17B). Aunque la disminucion de la fPS durante las dos fases de hiperglucemia es méas notoria
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que en los registros control, los resultados de la primera fase de hiperglucemia (20 mM) no son
significativos (Figura 17B) y los de la segunda (40 mM) tienen un nivel bajo de significancia
(*p < 0,05; Figura 17B). Sin embargo, no se puede descartar que esta falta de significancia se

deba al pequefio tamafio de la muestra (n = 7) y a su gran desviacion estandar (SD).

A B

KO IGF-1R
1207 120+

100

110 a ¢ HHH T
2 ot T . I
e "] it i
E 20 ﬁ{ d E 60
£ w H] % w
< <

70+ 20

60 r r r r r r ] 0 T T

(] 10 20 30 40 50 60 70 Basal 20 10 40 10
Tiempo (minutos) Concentracion de glucosa (mM)

Figura 17. (A) Gréfica lineal donde se representa la evolucién temporal de los cambios de amplitud del fPS debido
a las distintas concentraciones de glucosa: condicion basal con concentracion de glucosa 10 mM (a), primera
condicidn de hiperglucemia con glucosa 20 mM (b), fase de recuperacion reduciendo la glucosa nuevamente a 10
mM (c), segunda condicién de hiperglucemia con glucosa 40 mM (d), y Gltima fase de recuperacién reduciendo
de nuevo la concentracion a 10 mM (e). Se representan las medias de los 7 registros KO IGF-1R més el SEM. (B)
Histograma que muestra los cambios de amplitud del fPS en cada condicion experimental. Se representa la media
de los 7 registros KO IGF-1R con la SD en cada condicién experimental.

2.3. Papel de los receptores de insulina y de IGF-1 en astrocitos para mantener la

transmision sindptica y la actividad neuronal durante la hiperglucemia

Para determinar si los receptores de insulina y los receptores de IGF-1 contribuyen a regular la
concentracion de glucosa en condiciones de hiperglucemia por los astrocitos (evitando asi que
ésta intervenga negativamente en la funcién neuronal) se han comparado los cambios que sufre
la fPS en los registros KO IR y en los registros KO IGF-1R con los cambios que sufre la fPS
en los registros control.

Observando las medias se puede apreciar que durante las dos fases de hiperglucemia (20 mM
y 40 mM) la reduccion de la fPS es mayor en los registros KO IR, luego en los registros KO

IGF-1R y por ultimo en los registros control (Tabla 5y Figura 18).
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Tabla 5. Media y error estandar (SEM) de los cambios de amplitud de la fPS de los 13 registros control, de los 10

registros KO IRy de los 7 registros KO IGF-1R en cada condicién experimental.

Concentracion de glucosa 20 mM 10 mM 40 mM 10 mM
] Control 96,22 +1,19 198,14 +£1,97 | 84,76 £ 2,57 | 89,19 + 3,24
Cambios en la
amplitud de KO IR 89,26 £4,32 | 94,25+ 3,61 | 72,90 + 3,22 | 82,64 + 4,85
(0)
CRUCISOMN | 5 GF1R [ 94504533 [ 10534+ 4,1 | 79.99+ 6,32 | 9534 + 7,04
A B
120- o CONTROL s KOIR ¢ KOIGF-1R 120+ BN CONTROL N KOIR M KOIGF-IR
c
3110- a b H o 31tm.
3;100- $ 3; 804
T, :
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Figura 18. (A) Gréfica lineal de la media méas el SEM de los 13 registros control (negro), los 10 registros KO IR
(rojo) y los 7 registros KO IGF-1R (azul), donde se representa la evolucion temporal de los cambios de amplitud
del fPS debido a las distintas concentraciones de glucosa: condicion basal con concentracion de glucosa 10 mM
(a), primera condicién de hiperglucemia con glucosa 20 mM (b), fase de recuperacion reduciendo la glucosa
nuevamente a 10 mM (c), segunda condicién de hiperglucemia con glucosa 40 mM (d), y ultima fase de
recuperacion reduciendo de nuevo la concentracion a 10 mM (e). (B) Histogramas que muestran los cambios de
amplitud de la fPS. Se representa la media de los 3 tipos de registros con la SD en cada condicidn experimental.

Para determinar si estas diferencias son significativas se han realizado varias pruebas t de
Student para comparar las medias entre registros en cada condicion experimental (Figura 19).
Con los datos obtenidos del anélisis estadistico entre los registros control y los registros KO IR
se observa que solo en la condicion de hiperglucemia intensa (glucosa 40 mM) existen
diferencias significativas (**p < 0,01; Figura 19A). Por lo que es posible que los receptores de
insulina intervengan en la regulacion de los niveles de glucosa por los astrocitos, para evitar
que una saturacion de ésta en el cerebro interfiera negativamente en la funcion neuronal. Sin
embargo, a pesar de que la reduccion de la fPS durante la concentracion de 20 mM también es
mayor en los registros KO IR con respecto a los controles, no es significativa. Este hecho podria
explicarse debido a una alta SD y a una insuficiente n que impide descartar que esta mayor

reduccion en la fPS se deba a un proceso aleatorio. No obstante, también podria deberse a que
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los astrocitos no solo capturan glucosa mediante insulina, por lo que en una condicion de
hiperglucemia moderada (20 mM), éstos serian capaces de incorporar glucosa mediante otros
métodos prescindiendo de la insulina pero teniendo la misma eficacia. Pero cuando la saturacion
de glucosa es demasiado alta (40 mM) no serian capaces de regular tal proceso sin la insulina.
Comparando los cambios que sufre la fPS en los registros KO IGF-1R con los registros control,
no se observan diferencias significativas para ninguna de las condiciones experimentales
(Figura 19B). Sin embargo, no se puede afirmar si este hecho se debe a que los receptores de
IGF-1 no intervienen en regular los niveles de glucosa cuando sucede una saturacion (por lo
que la disminucion de la transmision sinaptica seria la misma en animales salvajes y animales
deficientes en receptores de IGF-1 astrocitarios) o, por el contrario, se debe a la pequefiany a
la alta SD. Asi mismo, tampoco se puede establecer si los receptores de insulina y de IGF-1
tienen la misma importancia o se comporten de igual forma ante condiciones de hiperglucemia.
Ya que, aunque los analisis estadisticos muestran que no hay diferencias significativas entre
ellos, tampoco se puede descartar que se debaalany ala SD (Figura 19C).
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Figura 19. Histogramas que muestran los cambios de amplitud de la fPS en cada condicién experimental. Se
representa la media de los registros con la SD en cada condicién experimental. (A) Registros control (negro) y
registros KO IR (rojo). (B) Registros control (negro) y registros KO IGF-1R (azul). (C) Registros KO IR (rojo) y
los registros KO IGF-1R (azul).
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DISCUSION

El cerebro es el érgano con mayor gasto energético debido a su alta actividad. Para ello, las
neuronas utilizan la glucosa como principal sustrato para generar energia en forma de ATP que
empleardn para mantener sus funciones. Ademas, la glucosa es precursora de ciertos
neurotransmisores como glutamato, GABA y acetilcolina, liberados por las neuronas en la
transmision sinaptica, y también es el principal nutriente para otras células nerviosas como los

astrocitos (Jaramillo-Magaria, 2013).

1. Consecuencias de la hiperglucemia sobre la funciéon neuronal

Mediante los experimentos realizados y los resultados obtenidos se ha podido observar que una
condicion de hiperglucemia en el cerebro, es decir, un aumento en la concentracion de glucosa
cerebral, disminuye la actividad neuronal. Ademas, esta disminucion es concentracion-
dependiente, de manera que cuanta mas glucosa hay en el tejido cerebral, mas disminuye la
actividad neuronal. En una primera estimacion estos resultados podrian considerarse
contradictorios, ya que se podria esperar que una hiperglucemia aumentase la actividad
neuronal. Pues si se produce un aumento en la concentracion de glucosa cerebral, las neuronas
generarian mas energia en forma de ATP, este incremento modificaria la apertura de los canales
de potasio dependientes de ATP, lo que aumentaria la transmision y propagacion sinaptica
volviendo a las neuronas mas excitables (Chavarria Marqués, 2017). Tal vez, este hecho podria
suceder si el incremento de glucosa fuera pequefio, generando una condicion de hiperglucemia
que fuera tolerable por las neuronas.

Sin embargo, en el caso de los experimentos realizados, hay que tener en cuenta que las
condiciones de hiperglucemia a las que se ha sometido a las neuronas son muy altas,
aumentando hasta dos y cuatro veces mas la concentracion normal de glucosa. Por lo tanto, tal
exceso de glucosa no aumenta la actividad neuronal, sino que la disminuye. Esto se debe a que
cuando se dan condiciones altas de hiperglucemia, se generan mas especies reactivas de oxigeno
(ROS) procedentes de los procesos metabolicos de la glucosa, este exceso de ROS escapa al
control del sistema antioxidante y se acumula rompiendo el equilibrio y generando estrés
oxidativo. El estrés oxidativo produce dafio neuronal que afecta al correcto funcionamiento de
la sinapsis y puede producir apoptosis, disminuyendo asi la transmision sinaptica y la actividad
neuronal (Diaz-Flores et al., 2004; Russell et al., 2002; Vicent, et al., 2005; Zherebitskaya et
al., 2009).
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No obstante, esta perdida de actividad neuronal no solo est4 vinculada a la concentracion de
glucosa, sino también al tiempo de exposicién en estas condiciones. Cuanto mas tiempo se
expone a las neuronas a condiciones de hiperglucemia, mayor serd la pérdida de actividad
neuronal, hasta llegar al punto donde se estabilice o0 se pierda por completo (dependiendo de la
cantidad de glucosa afiadida). Ademas, estos dos factores no solo afectan al periodo de
hiperglucemia, sino que también marcan la recuperacion neuronal tras volver a un estado
normal de glucemia. Por lo que cuanto menor es la hiperglucemia y el tiempo de exposicion,
menor serd el dafio inducido a las neuronas (pudiendo ser reversible) y mayor la capacidad de
éstas para recuperar la actividad perdida. Pero si la hiperglucemia es intensa y el tiempo de
exposicion prolongado, entonces el dafio inducido puede ser irreversible, provocando que las
neuronas recuperen poca actividad sin llegar a la basal 0 no recuperen actividad.

Sin embargo, las neuronas no son las Unicas células cerebrales implicadas en el metabolismo
de la glucosa. Gran parte es capturada por los astrocitos y es degradada a lactato mediante la
glucdlisis o almacenada como glucégeno. Ademas, la captura de glucosa por astrocitos puede

estar estrechamente relacionada con la insulina y el IGF-1 (Fernandez et al., 2017).

2. Laimportancia de la insulina en el metabolismo de glucosa por parte de los astrocitos

Con los experimentos se ha podido observar que, en mismas condiciones de hiperglucemia, las
neuronas de ratones con astrocitos deficientes en receptores de insulina sufren una pérdida
mayor de actividad que aquellas neuronas de ratones salvajes. Estos resultados ponen de
manifiesto dos hechos.

Primero, la importancia que tienen los astrocitos en regular la concentracion de glucosa cuando
se dan condiciones de hiperglucemia, lo que puede poner en riesgo a las neuronas como se ha
mencionado anteriormente. Por tanto, los astrocitos capturarian glucosa para almacenarla en
forma de glucégeno e intentar amortiguar la hiperglucemia y en consecuencia el estrés
oxidativo (De la Fuente Martin, 2011).

En segundo lugar, la importancia que tiene la insulina para estimular la captura de glucosa por
los astrocitos, ya que la insulina, mediante la union a su receptor, activa la ruta de sefializacion
que recluta al transportador GLUT1, para que este se una a la membrana celular y asi la glucosa
pueda difundir al interior del astrocito (Garcia-Caceres et al., 2016; Hernandez, 2014). Pero si
esta inhibida la expresion de los receptores de insulina entonces ésta no puede actuar, por lo
gue GLUTL1 no se transloca a la membrana y la glucosa no puede difundir. Por tanto, esto

explicaria el incremento en la pérdida de la actividad neuronal, pues los astrocitos, al no poder
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incorporar glucosa mediante la accion de la insulina, no podrian poner en marcha mecanismos
compensatorios durante la hiperglucemia, produciendo que aumente el estrés oxidativo y en
consecuencia el dafio neuronal.

De la misma manera que aumenta la perdida de actividad, también es menor su capacidad de
recuperacion en las fases en las que se vuelve a concentraciones normales de glucosa. Hecho
que tiene sentido, ya que, si el dafio a las neuronas es mayor y desciende mas su actividad, éstas
tendrian menos capacidad para recuperarla.

También hay que tener en cuenta que, aunque los datos muestran mayor reduccién en la
actividad neuronal para la primera condicion de hiperglucemia (la menos intensa), no fue una
diferencia significativa. Una explicacion viable podria ser que los astrocitos no solo incorporan
glucosa mediante la actuacion de la insulina, sino que pueden también emplear otros métodos
como reclutar a GLUT1 de manera independiente (Hernandez, 2014). Esto resultaria en una
escasa incorporacion de glucosa, pero tal vez lo suficiente para amortiguar una hiperglucemia
que no es muy intensa. Aun asi, esto no pasaria en una hiperglucemia mayor ya que los
astrocitos no podrian soportar tal saturacion de glucosa sin la insulina. Sin embargo, esta
explicacion no puede afirmarse, sin un mayor numero de muestras para descartar que se deba a
un proceso aleatorio.

Por Gltimo, comentar que en ausencia de receptores de insulina, tal vez ésta podria unirse a los
receptores de IGF-1 debido al enorme parecido que comparten ambas hormonas, no obstante la
afinidad de la insulina por el receptor de IGF-1 es extremadamente baja, por lo que no seria

suficiente para que la insulina pudiera actuar.

3. Laimportancia del IGF-1 en el metabolismo de glucosa por parte de los astrocitos

Los resultados relacionados con IGF-1 han sido los menos esclarecedores, seguramente por el
pequerio tamafio muestral y la gran dispersion de las muestras. No obstante, se puede observar
que, en mismas condiciones de hiperglucemia, se produce una mayor pérdida de actividad
neuronal en los ratones con astrocitos deficientes en receptores de IGF-1 que en los ratones
salvajes, pero esta diferencia no es significativa. También se puede ver que la pérdida de
actividad es menor que en los ratones con astrocitos deficientes en receptores de insulina, pero
tampoco es significativa. Esto podria deberse a tres razones.

En primer lugar, el IGF-1 no estaria tan involucrado en la captura de glucosa por parte de los
astrocitos como lo esta la insulina, por lo que su ausencia no afectaria a la regulacién de la

glucosay por ello no existirian diferencias entre este grupo y los ratones salvajes. En este caso,
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no se hubieran dado diferencias significativas con el grupo deficiente en receptores de insulina
debido al pequefio tamafio muestral y a la gran dispersion de las muestras, pero que una vez se
obtuvieran mas registros, surgirian las diferencias significativas entre estos grupos (Hernandez,
2014; Hernandez et al., 2016).

En segundo lugar, el IGF-1 intervendria de la misma manera que la insulina en la captura de
glucosa por parte de los astrocitos, por lo que su ausencia afectaria a la regulacion de la glucosa
y por ello no existirian diferencias entre este grupo y los ratones deficientes en receptores de
insulina. Al igual que pasaba en el caso anterior, no se hubieran dado diferencias significativas
con los ratones salvajes debido al pequefio tamafio muestral y a la gran dispersion de las
muestras, pero que una vez se obtuvieran mas registros, surgirian las diferencias significativas
entre estos grupos (Hernandez, 2014; Hernandez et al., 2016).

En tercer lugar, el IGF-1 si estaria involucrado en la captura de glucosa, pero no tanto como la
insulina, por tanto, al encontrarse en valores intermedios, no presentaria diferencias
significativas con ninguno de los otros dos grupos. En este caso, al aumentar el tamafio muestral
podrian suceder dos situaciones, que siguiera sin haber diferencias o que surgieran diferencias
significativas para ambos grupos. (Hernandez, 2014; Hernandez et al., 2016). No obstante,
como se ha dicho anteriormente, no se podria descartar ninguna de estas tres hipétesis hasta que
se obtuvieran mas registros que permitieran determinar la correcta.

Otro detalle a tener en cuenta es que estos registros han sido los que mas han aumentado su
actividad neuronal durante las fases de recuperacion, incluso llegando a superar la actividad
inicial en el caso de la primera fase. Se necesitaria aumentar el tamafio muestral para descartar
que se deba a un proceso aleatorio y si se descarta, entonces se deberia proceder a realizar

experimentos de otro tipo, pues este hecho escapa al alcance de este trabajo.

4. Implicaciones patologicas

Todos estos factores estan estrechamente relacionados con enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer (EA). Se ha incrementado la evidencia de que esta
enfermedad puede estar asociada con alteraciones en la disponibilidad de glucosa en el cerebro,
defectos en la liberacion o sefializacion de insulina e IGF-1, aumento de las especies reactivas
de oxigeno, aumento del estrés oxidativo y estimulacion de la apoptosis (Mestizo-Gutiérrez,
2014). Por tanto, esto pone de manifiesto que, aungue la glucosa es esencial para el metabolismo
cerebral, un exceso puede ser perjudicial, y que los astrocitos, la insulina y el IGF-1 son

importantes para el metabolismo de la glucosa y mantener la actividad neuronal.
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CONCLUSIONES

1. Un aumento de los niveles de glucosa en el cerebro produce una disminucién de la

transmision sindptica y la actividad neuronal.

2. La pérdida de actividad neuronal aumenta a medida que se incrementa la concentracion de

glucosa y el tiempo de exposicion a esta condicion, pudiendo ser irreversible.

3. Las neuronas pueden recuperar su actividad al volver a condiciones normales de glucemia

y depende del nivel de hiperglucemia al que han estado expuestas y la duracion.

4. Durante condiciones de hiperglucemia, los astrocitos capturan glucosa para regular la
concentracion extracelular y amortiguar la hiperglucemia, intentado asi reducir la pérdida

de la funcién neuronal.

5. Lainsulina interviene en la captura y, por tanto, en el metabolismo de la glucosa por parte
de los astrocitos, donde su importancia aumenta en condiciones de hiperglucemia,

influyendo en la funcién neuronal.

6. El IGF-1 también puede tener un importante papel en la regulacion del metabolismo de la

glucosa por parte de los astrocitos.

Finalmente, comentar que para completar estos estudios se podrian realizar mas experimentos,
no solo para aumentar el tamafio muestral, sino también para profundizar mas en algunos
aspectos. Por ejemplo, obteniendo un namero suficiente de muestras, se podrian separar por
sexos, para observar las diferencias que pueda haber entre machos y hembras. Se podria
aumentar el tiempo de exposicion a la hiperglucemia o utilizar otras concentraciones de glucosa
para comprobar como afecta a las neuronas. También se podria realizar el proceso inverso,
sometiendo a las neuronas a una condicion de hipoglucemia para observar cémo reaccionan

éstas y los astrocitos ante una insuficiencia de glucosa.
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