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l. Resumen

El cerebro de animales vertebrados tiene la capacidad de responder ante un dafio
activando distintos procesos que pueden mediar su reparacién y, posiblemente, permitir
recuperar la funcidon asociada a la zona lesionada. Dichos procesos son regulados por
moléculas tales como los factores de crecimiento (FC). El factor de crecimiento similar a
insulina tipo | (IGF-I) modula distintas etapas del desarrollo neuronal como Ia
proliferacion, diferenciaciéon, polaridad y el crecimiento axonal, lo que sugiere que podria
regular mecanismos celulares que ocurren en respuesta a una lesién en el cerebro. En el
presente trabajo evaluamos el efecto del IGF-I sobre la recuperacién funcional vy
reorganizacion anatémica del giro dentado (GD) del hipocampo de ratas adultas después
de producirle una lesion. Se eligié al GD porque es una estructura fundamental para la
formacién de la memoria contextual, lo que permitié evaluar una funcién especifica, y es
una region nerviosa altamente plastica, lo que permitié evaluar la participacion del IGF-I
en la modulaciéon de mecanismos de plasticidad de respuesta a un dano. Se produjo una
lesién excitotdxica en el giro dentado de ratas inyectando directamente acido kainico (AK)
6 buffer de fosfatos (PB) como control. 4 dias posteriores a la lesidon se colocod a los
animales en una camara de condicionamiento (contexto especifico) y se administraron
descargas eléctricas con el fin de que asociaran el estimulo aversivo con el contexto; esta
fase constituyd el condicionamiento aversivo contextual (CAC). Al dia 5 posterior al dafio
se colocd nuevamente a los sujetos en el contexto previo (en ausencia del choque
eléctrico) para evaluar la memoria contextual; esta memoria se refleja en la inmovilidad
de los sujetos es respuesta al recuerdo de la descarga eléctrica. Al dia siguiente se
implantd una minibomba osmética que liberd IGF-1 de manera intracerebroventricular 6
solucidén salina como control. Después de 7 dias de tratamiento, nuevamente se evalud la
ejecucidon de los sujetos en la tarea de CAC. Los resultados muestran que los sujetos
lesionados con AK perdieron la capacidad de recordar el contexto aversivo en la
evaluacion que se hizo 5 dias después del dafio. Sin embargo, 12 dias post lesion, los
sujetos que recibieron IGF-I mostraron un incremento significativo en la recuperacién de
la memoria contextual en comparacién con los sujetos control, lo que sugiere que el IGF-I
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promueve la recuperacion funcional posterior a una lesion del GD. Para evaluar la
reorganizacion del GD se realizé un estudio histoldgico y un andlisis volumétrico de esta
estructura. No se observaron diferencias significativas en cuanto al volumen de la lesion.
Estos resultados muestran que el IGF-I promueve la recuperacién funcional del GD aun en
ausencia de una reorganizacién estructural y sugieren la posibilidad de que otros mecanismos
plasticos subyazcan al proceso. En este documento se anexa el articulo de datos originales

producidos durante mi proyecto de maestria.

Il. Introduccion

A principios del siglo XX se pensé que el sistema nervioso central no sufria cambios
durante la etapa adulta. El tratado “Degeneracion y Regeneracién del sistema nervioso”
publicado en 1928 por Santiago Ramon y Cajal, estipuld: “La especializacion funcional del
cerebro impone a las neuronas dos grandes lagunas: incapacidad de proliferacion e
irreversibilidad de la diferenciacién intraprotoplasmatica. Es por esta razén que una vez
terminado el desarrollo, las fuentes de crecimiento y regeneracion de los axones vy
dendritas se secan irrevocablemente. En los cerebros adultos las vias nerviosas son algo
fijo, terminado, inmutable. Todo puede morir, nada puede regenerarse. Corresponde a la
ciencia del futuro cambiar, si es posible, este severo decreto”.

Los estudios realizados durante 83 afios subsecuentes a la teoria de Cajal han demostrado
gue después del nacimiento y a lo largo de la vida de un individuo, también ocurren
cambios en el sistema nervioso que permiten la adecuacidn de este a distintas
condiciones, y a ésta propiedad se le denomina “Plasticidad Nerviosa”, término acuifado

por Jerzy Konorsky en 1948 [1].

La plasticidad nerviosa es una propiedad de animales vertebrados y es la capacidad del
sistema nervioso de sufrir modificaciones y que subyace a procesos como el aprendizaje,
la memoria, la adquisicion del lenguaje y la adaptacién ante un dafio, entre otros. Esta

capacidad permite mediar la reparacién de estructuras cerebrales lesionadas asi como



promover la recuperacion de las funciones asociadas a dichas zonas, tema de interés en el

presente trabajo.

1. La Plasticidad Nerviosa

Durante el desarrollo embrionario del mamifero ocurren una serie de eventos desde la
generacién de nuevas neuronas, hasta la formacion de circuitos neuronales y la afinacion
de los mismos. Dichos eventos perduran durante el proceso de maduracién cerebral y
disminuyen con el paso del tiempo. Sin embargo, ante situaciones especificas, como
ocurre en un proceso de dafio periférico o central, los circuitos preexistentes pueden

sufrir una desestructuracion inicial, seguida de un proceso de reorganizacion mayor.

En 1965, David Hubel y Torsten Wiesel, estudiaron el efecto de la falta de estimulacién de
la corteza visual en gatos recién nacidos. Observaron que tras cerrar los parpados de uno
o ambos ojos de los sujetos, en un periodo de 2-3 semanas después del nacimiento, habia
una disminucion en el nimero de células de la corteza visual y en el nimero de
conexiones sindpticas, y esto era practicamente irreversible aunque abrieran los parpados
nuevamente. Determinaron que la falta de actividad de la corteza visual desencadena
dichos cambios [2] y de ésta manera se comenzd a entender que el sistema nervioso

central se adapta en funcién de su actividad después del nacimiento.

Diversas condiciones, como realizar ejercicio, ejecutar tareas cognitivas, desarrollarse en
un ambiente enriquecido, e inclusive un dafio en el sistema nervioso, son experiencias que
modifican tanto la estructura, como la funcién neuronal de un individuo, lo que se traduce
en cambios a nivel molecular, morfoldgico y fisioldgico, que modifican la estabilidad,

fuerza y estructura de los circuitos neuronales.

Los procesos que subyacen los cambios en el sistema nervioso central y que dan origen a
la reorganizacidn del sistema pueden ser: modificacién sinaptica, reparaciéon de células

danadas, generacién de nuevas células, cambio en el patron de expresién o secrecién de
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moléculas moduladoras, crecimiento axonal, dendritico, 6 de espinas dendriticas,
angiogénesis, y re-integracion de una red neuronal [3]. Estos procesos son activados por
las sefiales de distintas moléculas tales como factores neurotroficos, neurotransmisores, e
incluso citocinas. De la plasticidad nerviosa depende el funcionamiento del sistema
nervioso, como la adquisicidn, la integracion y el almacenamiento de informacion.
Ademas, posterior a un evento de dafo cerebral, la plasticidad nerviosa le permite al
sistema nervioso regenerarse O reorganizarse. Distintos trabajos donde se induce una
lesién cerebral debido a un infarto o isquemia en capas corticales de simios, ratas 6
ratones, muestran que posterior a la lesién y la consecuente pérdida de la funcién
asociada a la zona lesionada, ocurre una reorganizacidn en los mapas corticales de manera
espacio temporal [4-5], las células remanentes en la lesién se vuelven hiperexcitables,
aumenta la actividad en la penumbra y en las estructuras aledanas a la zona lesionada, y
esto se puede modular con ejercicios de rehabilitacién [6-8]. Esto resulta en un
mecanismo compensatorio que puede promover la recuperacién parcial o total de la
funcién perdida debido al dafio cerebral en funcién del tiempo. Debido a que en este
trabajo se abordard la plasticidad del GD, una estructura fuertemente asociada a procesos
de memoria, en la siguiente seccion se ahondara en la descripcién de este proceso

cognoscitivo.

V. El Aprendizaje y la Memoria.

Una de las funciones del sistema nervioso central es la de almacenar informacién durante
periodos de tiempo finitos, desde segundos hasta dias o meses; el proceso de adquisicidn
de dicha informacién se denomina aprendizaje, y la capacidad de almacenarla y evocarla

se denomina memoria.

El aprendizaje puede ser asociativo y no asociativo, el no asociativo sucede cuando un
individuo es expuesto a un estimulo Unico, una vez o en repetidas ocasiones, y éste puede

habituarse al estimulo, erradicando una respuesta inicial, o sensibilizarse, adquiriendo una
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respuesta que al inicio no ocurria. El aprendizaje asociativo ocurre cuando un sujeto es
expuesto a un estimulo que no genera una respuesta inicial particular (estimulo
condicionado, p.e. luz, sonido), y a su vez a un estimulo que genera una respuesta innata
(estimulo incondicionado, p.e. comida, descarga eléctrica), produciendo la asociaciéon de
ambos estimulos, y provocando que posteriormente (si es almacenado en la memoria) la
respuesta innata suceda ante el estimulo condicionado, éste proceso experimental recibe
el nombre de condicionamiento clasico.

La memoria puede analizarse, dependiendo del tipo de informaciéon almacenada, como
reflexiva y declarativa. Es reflexiva cuando al evocar la informacion el individuo no
necesita concientizar el proceso, p.e. actividades motoras, procedimientos y reglas
gramaticales, etc. La memoria es declarativa cuando necesita de procesos como la
evaluacién, comparacion, e inferencia de la informacién al momento de recordarla [9].
Una forma de memoria reflexiva es la memoria contextual y dado a que en el presente
trabajo se evaluara esta memoria como el pardmetro de funcionalidad,

conceptualizaremos éste tipo de memoria a continuacion.

V. Memoria contextual

La memoria contextual es el proceso en el cual un contexto facilita la evocacién de un
recuerdo, debido a que ésta informacién ocurrid en dicho contexto y fue asociada a él
[10]. Se ha descrito que ésta memoria se puede evaluar experimentalmente en roedores a
través de un condicionamiento aversivo contextual, en el cual, el sujeto se coloca en un
contexto (caja de entrenamiento) y se administra un estimulo aversivo (descarga eléctrica
en las patas de los sujetos), induciendo la asociacién entre ambos. Cuando el sujeto se
coloca nuevamente en el contexto asociado, recuerda el estimulo aversivo, lo que
provoca miedo y congelamiento en el sujeto. La inmovilidad de los sujetos se puede
utilizar como un pardmetro para evaluar la memoria de los sujetos. Se requiere que cada
sujeto se familiarice con el contexto tiempo suficiente (>2 min) para que este asocie y

posteriormente recuerde sus caracteristicas [11].



VI. La Plasticidad Nerviosa permite la formacion de la Memoria

La formacidn de la memoria ocurre en etapas y ésta cambia constantemente; la memoria
de largo plazo necesita cambios fisicos en el cerebro, y éstos se pueden dar en distintas
regiones; ademas la memoria declarativa y la memoria reflexiva involucran diferentes
circuitos neuronales. Los cambios fisicos mencionados son alusivos a la plasticidad
nerviosa. Bruel-Jungerman et al. (2007), describen 4 mecanismos plasticos que han sido
estudiados en relacion a la formacién de memorias en sus diversas etapas: La
potenciacion a largo plazo (LTP por sus siglas en inglés), la depresion a largo plazo (LTD por

sus siglas en inglés), la remodelacién sinaptica, y la generacién de nuevas neuronas [12].

VILI. Plasticidad Sindptica: Potenciacidn y Depresidn a Largo Plazo

La potenciacién a largo plazo, ha sido el mecanismo mas relacionado con la formacién de
memorias. Consiste en el incremento en la respuesta de una neurona post-sindptica
debido a la constante y repetida estimulacion por parte de la neurona pre-sinaptica. Por la
prolongada duracion de la potenciacién a largo plazo (de semanas a meses) y a que ocurre
de manera concomitante a la adquisicién de informacion, éste se considera el proceso que
subyace la formacién de aprendizaje y memoria [12]. Ademds se ha observado que
cuando se inhiben los mecanismos moleculares que permiten la potenciacién a largo
plazo, como la inhibicién farmacoldgica o genética de canales glutamatérgicos tipo N-
metil-D-aspartato (NMDA), la formacion de memoria es deficiente. De igual manera la
activacién de cinasas (PKC, PKA, TyrK, CaMKIl, PI3K, MAPK/ERK) en el proceso de
potenciacion a largo plazo esta involucrada en el aprendizaje asociativo y la formacién de
la memoria [13].

La depresion a largo plazo (LTD) es el mecanismo en el cual la respuesta de una neurona
post-sinaptica disminuye debido a la estimulacién de baja frecuencia por parte de una

neurona pre-sindptica a una post-sindptica activa (LTD homosinaptica), 6 debido a la



estimulacion de alta frecuencia de una neurona post-sindptica inactiva (LTD
heterosinaptica) [14].

Este fendmeno puede explicarse debido a la endocitosis de los receptores de
neurotransmisores en la neurona post-sindptica [15]. La depresion a largo plazo estd
involucrada con la formacion de memoria en el Hipocampo, como mostraron multiples
experimentos donde se bloqued la LTD (ratones transgénicos: knockout de GIuN2B,
inhibicion de calcineurina, ¢ inhibicion de la fosfatasa de Serinas/Treoninas 2A) y se
observaron deficiencias en la ejecucion de tareas de memoria dependientes de
hipocampo [16].

Tanto la potenciacién como la depresidon a largo plazo, son procesos relacionados con la

funcionalidad de la memoria en el Hipocampo, y ambas son reversibles.

VII. Remodelacién Sinaptica

La remodelacién sindptica consiste en la formacidn de nuevas conexiones entre neuronas
del cerebro adulto. La sinaptogénesis, que comienza en el desarrollo embrionario y
continua después del nacimiento duplicindose cada dia durante los primeros dias post-
natales [17], puede ocurrir de manera natural en el SNC de los organismos adultos y se
piensa que contribuye a la formacién de memoria y al aprendizaje [18].

La sinaptogénesis permite el establecimiento de los circuitos neuronales. Poco después de
gue las neuronas se diferencian y extienden sus procesos axonales y dendriticos, diversos
genes que codifican proteinas propias de la sinapsis se expresan, resultando en la
formacién, acumulacién y trafico dirigido de vesiculas que transportan complejos
proteicos caracteristicos de la pre é la post-sinapsis, segin sea el caso. Los axones y
dendritas hacen contacto, la expresion y localizacidon de factores secretados, moléculas
sefializadoras y moléculas de adhesién modulan la correcta conexién entre las neuronas, y
el posterior reclutamiento de receptores de neurotransmisores en la post-sinapsis. Este
proceso requiere de eventos coordinados entre células como la competencia, ubicacion,

composicion y tamafio culminando en la estabilidad de las sinapsis funcionales [19].
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En el adulto, la sinaptogénesis ocurre en respuesta a procesos de aprendizaje, pero
también como una respuesta compensatoria a la denervacion. Los axones rebrotan y
establecen nuevas sinapsis que ocupan los espacios disponibles. La estabilidad sinaptica
depende de la actividad neuronal, asi, se han observado incrementos en el nimero de
espinas dendriticas y sinapsis cuando sujetos se exponen a un ambiente enriquecido, y
cambios en las conexiones sinapticas en sujetos sometidos a ciertos paradigmas de
memoria como el incremento en la densidad de espinas dendriticas en amigdala posterior

a un condicionamiento aversivo clasico [20].

Experimentalmente, se ha observado que roedores que ejecutan diversas tareas de
aprendizaje presentan cambios morfoldgicos en las sinapsis existentes [21]. Estos cambios
pueden ser en la curvatura de la sinapsis, en el volumen de las espinas, en la longitud
sindptica, la aparicién de multiples botones sinapticos en el que una pre-sinapsis terminal

contacta a varias espinas post-sinapticas, entre otros [12].

El trabajo de Briones et al. (2004, 2006), Indica que una lesidén en el hipocampo de ratas
promueve la sinaptogénesis y plasticidad dendritica en la zona circundante al dafio, y
ocurre un incremento en dichos procesos si los sujetos son expuestos a un ambiente
enriquecido. Ademas observan como dichos cambios acompafan a la recuperacion de la

memoria espacial, perdida en sujetos lesionados [22-23].

En conjunto los trabajos anteriores indican que la formacion de nuevas sinapsis asi como
la modificacion dendritica no solo son mecanismos que permiten funciones como la
memoria y el aprendizaje, sino también permiten la compensacion de la pérdida de dichas

funciones a causa de un dafio.
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IX. La Neurogénesis Adulta

Como se menciond, a principios del siglo XX, Santiago Ramén y Cajal ademas de los
multiples estudios morfolégicos de las células del sistema nervioso, postuld que el
nacimiento de nuevas neuronas no sucedia en la etapa adulta. Durante las siguientes
décadas se mantuvo la creencia de que la generacién de neuronas ocurria Unicamente en
etapas tempranas del desarrollo y que en la edad adulta las neuronas no se renovaban.
Sin embargo, existe ahora clara evidencia del nacimiento de nuevas neuronas a partir de
células pluripotentes en etapas postnatales tanto en roedores [24] como en aves [25] y
primates [26] incluyendo al humano [27], conduciendo asi los esfuerzos para comprender

el posible papel de estas nuevas células en el funcionamiento del sistema nervioso central.

La neurogénesis es un proceso en el cual células precursoras cambian su expresién génica
y comprometen su identidad hacia células neuronales. Se pueden diferenciar 3 etapas que
preceden a una neurona madura, cada una con una identidad mas comprometida que la
anterior. Una célula troncal se puede auto-renovar, es altamente proliferativa y
potencialmente puede diferenciarse a cualquier tipo de célula de la linea
neuroectodermal; una célula progenitora esta mas restringida en cuanto a los tipos de
células que puede originar; y una célula precursora es la etapa inmediata anterior a una
célula diferenciada.

En los mamiferos adultos, el proceso de neurogénesis ocurre en zonas localizadas: la zona
subventricular (ZSV) de las regiones anteriores de los ventriculos laterales [28] y en la zona
subgranular del giro dentado (ZSG) [29]. Las células nuevas de la ZSV migran por medio de
la via rostral migratoria hacia el bulbo olfatorio en donde se diferencian a células
glomerulares y periglomerulares [30-31], mientras que en las de la ZSG migran hacia la
capa granular del propio giro dentado para formar neuronas granulares [32]. Como parte
de su proceso de maduracion, dichas neuronas extienden proyecciones axonales hacia la
capa de células piramidales de CA3 entre los 4 y 10 dias después de la division celular [33],
dando asi lugar a la posibilidad de que las nuevas células formen parte del circuito tri-

sindptico hipocampal.
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Tanto la ZSG, como la ZSV representan microambientes favorables para la proliferacion
celular, ya que cuentan con la presencia de precursores celulares, y son ricas tanto en
interacciones célula-célula, como en factores de difusién (i.e factores neurotréficos) que
son elementos clave para permitir la activacién de las células progenitoras y su

diferenciacion [34-35] .

AUn cuando la neurogénesis ha sido ampliamente estudiada y descrita en los afios
recientes, se desconoce si las nuevas células resultan funcionales. Se ha sugerido que las
nuevas neuronas pueden estar involucradas en la formacién de nuevas memorias y en la
consolidacidon de las mismas [36] asi como en procesos de aprendizaje. Existen varios
modelos acerca del funcionamiento de las neuronas nuevas. En diversos estudios se ha
reportado una relacién entre el aprendizaje dependiente giro dentado y el incremento en
la generacion de nuevas neuronas, sometiendo a ratas a tareas cuyo aprendizaje depende
de hipocampo [37-40].

Al respecto, la neurogénesis también se ha postulado como un mecanismo de
neuroreparacion que media tanto la reestructuracion de zonas lesionadas en el cerebro,

como la recuperacidn de funciones alteradas en respuesta a un proceso de dano [41-43].

X. Posible papel de la neurogénesis en la reparacion del sistema nervioso

A partir de evidencia experimental que muestra que las neuronas nuevas pueden
integrarse a circuitos cerebrales adultos [44-46] se ha planteado la posibilidad de que la
neurogénesis promueva procesos de reparacion posteriores a una lesién en el sistema
nervioso central. Algunos modelos de lesién nerviosa en los que se ha evaluado la
induccion de la neurogénesis son la epilepsia [47], la isquemia cerebral [48], la
excitotoxicidad [49], y el trauma cerebral [50]. En los diferentes modelos de lesién se ha
observado el aumento en la generacién de nuevas neuronas en los dos nichos

neurogénicos ya mencionados, la ZSV y la ZSG. Ademads utilizando marcadores de
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maduracion se ha reportado que las nuevas células se vuelven neuronas maduras, aunque
varia su tiempo de supervivencia. Aunque se ha establecido que la neurogénesis se
exacerba tanto en la ZSG, como en la ZSV posterior a una lesidén, no esta determinado
hasta qué grado, las nuevas neuronas pueden incorporarse a una red neuronal y
contribuir a la recuperacion de la funcion efectuada por la zona lesionada. El estudio
realizado por el grupo de Blaiss et al. (2011), sugiere que la neurogénesis juega un papel
importante en la recuperacion funcional del hipocampo ya que, posterior a una lesién
mecdanica hipocampal, la ablacién especifica de la proliferacion de progenitores neurales
impide la recuperacién funcional del hipocampo (que ocurre en sujetos control sin
ablacién de la proliferacién neural) observada al evaluar tareas de memoria [51]. Sin
embargo la ablacion de progenitores neurales no sélo impide la neurogénesis sino
también la gliogénesis, por lo que el estudio no determina la funcién de la neurogénesis

en la reparacién del hipocampo lesionado.

Asi, un campo de estudio importante en el tema de la neuroreparacién es la evaluacion
de factores que no solo potencien la neurogénesis, sino que promuevan la integracién de

nuevas neuronas a circuitos preestablecidos.

XI. El Giro Dentado como modelo de estudio

El hipocampo es una estructura subcortical cerebral constituida por grupos de células con
caracteristicas fenotipicas y funcionales particulares y se conforma de las regiones CA1,
CA3 y el giro dentado (GD). EI GD representa una estructura ideal para evaluar la
participacién de diversos procesos plasticos en la reorganizacion estructural y funcional
posterior a una lesién debido a que:
1. Es responsable de una funcién determinada que es el procesamiento del
aprendizaje y memoria, en particular la memoria contextual [52].
2. En él ocurre el proceso de neurogénesis de manera constitutiva y un porcentaje de
las neuronas que nacen en este nicho se incorporan sinapticamente al GD una vez

gue han madurado [29, 46].
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3. Presenta respuestas plasticas a nivel estructural y molecular ante procesos de

aprendizaje y memoria, y como respuesta a un proceso de dafio [53-54].

Algunos trabajos han mostrado que el GD tiene la capacidad de reorganizarse
morfolégicamente después de sufrir una lesion [42-43, 55]. Asi, en un modelo de ratas
neonatas con el GD lesionado por una infusidon de acido kainico se observé que la capa
celular se reorganiza morfolégicamente debido a la incorporacidn de neuronas nuevas
[41]. Ademads trabajos recientes del laboratorio, en el que se desarrolld la presente tesis,
muestran que el GD de la rata joven es una estructura plastica en tanto que puede sufrir
una reorganizacion estructural posterior a una lesion focal que conlleva al
restablecimiento de su morfologia original [43] y mas aun, que dicha reestructuraciéon
correlaciona temporalmente con la recuperacidon conductual y sinaptica asociada al GD
[55]. Estos datos sugieren que la reestructuraciéon natural de la zona lesionada es un

mecanismo plastico que permite recuperar la funcionalidad perdida debido al dafio.

XIl. Acido Kainico como modelo de lesién excitotéxica

A diferencia de modelos de lesidn como la epilepsia, el trauma cerebral, y la isquemia,
donde la muerte celular es masiva y no localizada, la excitotoxicidad inducida por la
inyeccién intracerebral de Acido Kainico, permite tener un modelo donde la lesién es

principalmente en el giro dentado y menor en las zonas aledafias.

El Acido Kainico (AK, monohidrato del dcido acético2-carboxi-4-isopropenil-3-pirrolidinil) es
un derivado del acido glutamico, agonista de los receptores tipo AMPA/Kainato que
permite la entrada masiva del ion ca® por lo que es excitotoxico para las células del

hipocampo [56-57].

La administracidn sistémica de AK en roedores incrementa la produccidon de especies
reactivas de oxigeno, altera funciones mitocondriales e induce muerte celular por via

excitotoxica y apoptodtica, particularmente de las neuronas del CA1 y CA3 del hipocampo
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[58]. Diversos estudios han demostrado que la administracion intracerebral de &cido
kainico en el Giro Dentado de ratas adultas induce muerte neuronal por exictotoxicidad

[43], y en ratas neonatas, la muerte es de tipo apoptodtica [41].

Xlll.  Moléculas que modulan mecanismos de reparacion en el Sistema Nervioso

Los diversos mecanismos de plasticidad neuronal, incluyendo la neurogénesis, estan
mediados por moléculas tales como factores neurotréficos, neurotrofinas vy
neurotransmisores, entre otros [59]. En el hipocampo adulto el Factor Neurotréfico
Derivado del Cerebro (BDNF) contribuye a la supervivencia de las nuevas neuronas [60]. El
VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) esta involucrado en la vasculogénesis y la
angiogénesis, y estimula tanto la produccion de neuronas nuevas como su proliferacién
[61], mientras que la Eritropoyetina (EPO) estimula la eritropoyesis bajo condiciones de
hipoxia, y se le confiere la capacidad de incrementar la neurogénesis en hipocampo y de
modular la plasticidad neuronal y conectividad sindptica [62]. En cuanto a la recuperacién
funcional, el grupo de Nakafuku [63] encontrd que tras una lesion isquémica en la regién
CA1 del hipocampo de ratas adultas, la combinacién de los factores EGF y FGF-2
potenciaban la neurogénesis de las células de la ZSG. También observaron que la lesién
isquémica producia deficiencias en el proceso de memoria espacial y que la recuperacién
de esta funcidn correlacionaba con la maduracién de nuevas neuronas en el GD,
potenciada por la infusion de los factores mencionados. En otro trabajo, se evalud la
cantidad de neuronas nuevas maduras (BrdU+/NeuN+) en un modelo de lesion isquémica
en hipocampo de rata por la infusion intracerebroventricular del IGF-I (Insulin-like Growth
Factor I) y de GDNF (Glial cell-line Derived Neurotrophic Factor) de manera independiente.
Ambos factores exacerbaron la neurogénesis que ocurre naturalmente en respuesta a una
lesion [64]. Si bien estas observaciones indican que la participacion de dichos factores
tréficos administrados de manera exdgena incrementa la neurogénesis, no prueban que

este fendmeno esté relacionado con la recuperacién de una funcién perdida por el dafio.
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En la siguiente seccidn se profundizard en el IGF-I ya que es el factor que evaluaremos en
el presente estudio debido a su participacion en multiples procesos pldsticos tanto

durante el desarrollo, como en etapa postnatal y adulta.

XIV. ElIGF-l modula la plasticidad neuronal y de respuesta a un dafio

El IGF-I es un péptido inductor del crecimiento, miembro de una familia de hormonas tipo
insulina relacionado intimamente a la insulina en cuanto a secuencia y actividad bioldgica;
durante el desarrollo embrionario, el IGF-I promueve la proliferacién, diferenciacion y

supervivencia celular [65].

En mamiferos, el IGF-I se produce por todos los érganos del cuerpo sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre durante el desarrollo en donde se produce de igual manera en
cerebro que en higado, en adultos es el higado quien lo produce principalmente vy se

transporta a través del sistema circulatorio hasta el cerebro [66].

Estudios a lo largo de la ultima década relacionan al IGF-I con la generacion de nuevas
neuronas. Asi, en un estudio in vivo, en el que se utilizaron ratones transgénicos que sobre
expresan el factor se observé un aumento en la densidad neuronal en el giro dentado y en
la formacién de sinapsis en diferentes etapas postnatales [67]. El grupo de Eriksson
estudid el papel del IGF-I en la neurogénesis inyectandolo de manera sistémica en ratas
adultas y reportd un incremento especifico en la proliferacion y diferenciacién neuronal
en la capa granular del GD de los sujetos a los que se les inyectd el factor [68]. Asi mismo
Lai et al. (2000), realizaron un estudio donde reportan que ratas de edad avanzada tienen
una expresion disminuida de el mRNA de IGF-I lo cual llama la atencién pues se ha
observado que conforme se incrementa la edad, la neurogénesis disminuye, sugiriendo
una correlacién entre el decremento del factor de crecimiento y de la neurogénesis en la
etapa adulta [69]. Ademas en un modelo de lesion isquémica en hipocampo de ratas, se

observd que la inhibicién de IGF-I mediante un anticuerpo que lo bloquea, produce un
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decremento en el nimero de nuevas neuronas inducidas por la lesién [70], lo que sugiere
al IGF-I como un modulador en respuesta a un dafio cerebral. En otro modelo de lesidn,
un dafo citotéxico ocasionado por la infusidon en el hipocampo de colchicina, se observd
un incremento en la expresion del RNA mensajero de IGF-I al mismo tiempo que la
reestructuracion del GD en ratas adultas [71]. Asi, debido a que la expresién de IGF-I
aumenta como consecuencia de un proceso de dafio y a que su administracidon exégena
correlaciona con la neurogénesis, resulta razonable sugerir que los efectos de este factor
estan relacionados no solo con la proteccidn si no con eventos de reparacidn nerviosa. Sin
embargo, aun no se ha evaluado el efecto del factor sobre la recuperacion funcional en

ratas adultas y su posible relacién con la re-estructuracién morfolédgica de la zona dafiada.

XV. Efectos del Factor de Crecimiento similar a Insulina | (IGF-I)

El IGF-I en adulto se puede producir en todas las células del organismo, y de manera
prominente en las células hepaticas. El factor secretado se traslada por la circulacion para
llegar al tejido blanco y es acarreado por proteinas de unién especificas denominadas
IGFBP’s. Se conocen 6 proteinas pertenecientes a la familia de las IGFBP’s (IGFBP1-6),
éstas no solo permiten la estabilidad del IGF-I sino también regulan su degradacién y el
paso de éste a través de la barrera hematoencefdlica lo cual puede promover los efectos
del factor en el sistema nervioso central [72]. Tanto el IGF-I como su receptor se expresan
en diversas estructuras del cerebro en el adulto, incluyendo el hipocampo [73-74]. Sin
embargo, aunque la expresién de IGF-I disminuye con la edad, la expresidon de su receptor
(IGF-IR) no es dependiente del envejecimiento, lo cual mantiene el potencial de respuesta
del Sistema Nervioso ante dicho factor ya sea sistémico, exdgeno, o secretado por
astrocitos. El IGF-IR es una proteina de membrana y estd formada por dos heterodimeros
cada uno a su vez constituido por una subunidad a que es extracelular y se une al IGF-1y
una B que es intracelular [75] y tiene actividad de cinasa de tirosina [76]. Este receptor se

une con alta afinidad al IGF-1 y con menor al IGF-Il y a la insulina [77]. Cuando el IGF-I se

18



une a su receptor, se forma el heterotetramero y activa a las subunidades B
fosforilandolas en tres residuos de tirosina, lo que produce la posible activacidon de dos
vias de sefializacidn, la via PI3k/AKT y la via MAPK, involucradas en los diversos procesos

mencionados previamente.

XVI. Efectos de las seiiales de IGF-I en los mecanismos de plasticidad.

Si bien las vias de sefializacion PI3K y MAPK median los diversos efectos del IGF-I en el
sistema nervioso, distintos resultados sugieren una mayor contribucién por parte de la via
PI3K en la regulacion de los procesos de plasticidad inducidos por el IGF-1, en particular

sobre la modulacion de diversas etapas de la diferenciacidn e integracidén neuronal.

El grupo de Otaegi (2006) mostrd en cultivos de células precursoras neurales obtenidos de
ratones knockout para IGF-I que las sefales de este factor, a través de la activacion de la
via PI3K, regulan la proliferacién y diferenciacién neuronal. También en este estudio se
emplearon cultivos de células de ratén tipo silvestre que sobre expresan la proteina PTEN
(inhibidor de la via PI13K), y cultivos incubados con LY294002 (inhibidor farmacoldgico de
PI3K) y se observé que tanto la proliferacidn celular, como la diferenciacion se bloqueaba
cuando no habia IGF-I basal y cuando se inhibia la via de sefializacién PI3K. Los autores
reportaron ademds que aumentaba la muerte celular y que estos fendmenos no
dependian de la via MAPK, ya que al evaluar a ERK1 no se encontraron cambios en su

activacion en el cultivo de células provenientes de los knockout para IGF-1 [78].

Una vez diferenciadas, la sobrevivencia de las neuronas también depende de las sefiales
de IGF-I a través de la via PI3K. Zheng, et al. (2002) mostraron en cultivos de neuronas
hipocampales de rata que la activacién de AKT inhibe al factor de transcripcién pro-
apoptético FKHRL1, promoviendo asi la sobrevivencia neuronal. Ademas este evento no
depende de la via MAPK, ya que al utilizar un inhibidor farmacoldgico especifico para MEK
(PD98059) no se observaron cambios en la sobrevivencia [79].Posterior al comienzo de la

diferenciacién neuronal durante el desarrollo embrionario, las proyecciones de las células
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nerviosas comienzan a extenderse y las dendritas se diferencian del axén estableciendo
asi la polaridad de las neuritas. El grupo de Quiroga ha evaluado la participacion del IGF-I
en éste proceso, y reportd que la sefializaciéon de éste factor a través del IGF-IR es
indispensable para que se determine la polaridad de neuronas hipocampales de rata,
concluyendo ademds que ante la inhibicién del IGF-IR con un RNA de interferencia (y la
consecuente falta de polaridad) PI3K activa se localiza en el soma a diferencia del control
positivo para IGF-IR, donde PI3K activa se localiza a lo largo del axdn, principalmente en la
terminal [80]. Este mismo grupo determind que el crecimiento de la membrana axonal
dependia directamente de la activacion de la via PI3K/AKT por el IGF-I utilizando

inhibidores farmacolégicos de PI3K (wortmanina y LY294002) [81].

En conjunto, estos trabajos muestran como el IGF-1 y la sefializacion por la via PI3K/AKT,
pero no por la via MAPK modula las diferentes etapas de la maduracién neuronal in vitro:
proliferacién, diferenciacidn, determinacion de la polaridad neuronal, crecimiento axénico
y sobrevivencia neuronal, asi como la neurogénesisin vivo, que como he mencionado, se
induce por distintas condiciones en el adulto. La neurogénesis inducida por ejercicio en
ratas adultas esta regulada en parte por el IGF-l, ya que al bloquear su funcién en ratas
ejercitadas ésta disminuye al nivel de ratas sedentarias [82] y de manera interesante el
grupo de Bruel-Jungerman realizé experimentos similares en los que inhibian
especificamente la actividad de PI3K administrando LY294002 en ratas ejercitadas y
encontraron un decremento en la neurogénesis respecto a las ratas sin el inhibidor,
ademas observaron que no habia cambios en la fosforilaciéon de ERK [83]. Estos
experimentos junto con los realizados in vitro indican que el IGF-I esta mediando la
proliferacion, diferenciacion y maduracidn neuronal a través de la via PI3K/AKT y no

mediante la via MAPK.

Por lo anterior y debido a que el Giro Dentado del hipocampo de rata es un nicho
neurogénico, cuya funcion esta fuertemente asociada a la modulacion de los procesos de
memoria y aprendizaje, decidimos utilizarlo como modelo para evaluar la neurogénesis
como un mecanismo de plasticidad que pudiera mediar la recuperacion de funciones
alteradas por una lesion focal. En particular, en este proyecto se evalué la pérdida de la
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memoria contextual (propia del GD) como resultado de una lesion excitotdxica focal y la

posible reorganizacién de la misma como consecuencia de la infusion de IGF-I.

XVII. Justificacion

Debido a que el IGF-I modula distintos procesos de plasticidad nerviosa, entre ellos la
proliferacion, el establecimiento de polaridad y la maduraciéon neuronal, en el presente
trabajo se decidié evaluar el papel el factor como mediador de la recuperacion funcional
del Giro Dentado posterior a una lesién a esta estructura y el posible restablecimiento de

la morfologia de dicha estructura.

XVIIl. Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion cronica intracerebroventricular (ICV) del Factor de
Crecimiento tipo Insulina | (IGF-1) en la recuperacion funcional del Giro Dentado posterior
a un proceso de lesidn excitotdxica y la repercusién que dicho factor pueda tener sobre el

restablecimiento morfolégico del mismo.

XIX. Objetivos particulares

Evaluar la recuperacién funcional de la memoria aversiva contextual, alterada a partir la
lesion focal del GD, mediante técnicas de evaluacion conductual en ausencia y presencia

de IGF-I administrado por medio de mini bombas osméticas (de manera crénica e ICV).

Analizar la repercusién de la administracion de IGF-I en la integridad morfoldgica del giro

dentado posterior a la lesién focal.
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XX. Hipotesis

Debido a las diversas funciones atribuidas al IGF-I como regulador de la diferenciacion,
proliferacién y la promocidn de la supervivencia neuronal, aunado a su participacién en la
modulaciéon de la plasticidad neuronal y a la participacién del IGF-I R en la determinacién
de la polaridad neuronal, se propone que el IGF-I potenciara la recuperacion funcional del

Giro Dentado y la regeneracidon de la capa granular de este posterior a una lesién

excitotodxica.

XXI. Diseio Experimental

Implante
minibomba: -Campo abierto
Lesion con AK  Manipulacién CAC -Campo abierto  -IGF-I CAC -CAC
o sham
——— -CAC -Vehiculo -Sacrificio

I I I I | I [ \\_| I

I I I I I I I \\ | I
Dia 0 1 2 3 4 5 6 11 12

Figura 1. Cronograma de metodologia conductual. Arriba se muestran los procedimientos
experimentales para la evaluacion funcional del giro dentado; abajo se muestran los dias que
corresponden a cada procedimiento. CAC condicionamiento aversivo contextual.
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XXIl. Metodologia

i. Sujetos

Se emplearon 38 ratas adultas machos de la cepa Wistar, de aproximadamente 3 meses
de edad, y con peso 250 a 350g, sometidos a un ciclo invertido de 12 h luz/12 h oscuridad

con acceso libre a comida y agua.

ii. Cirugias

Los animales se anestesiaron con 2% Isofluorano en una mezcla de 95% de O,y 5% de CO,
y se montaron en un aparato estereotaxico (Stoelting Co). A los sujetos experimentales se
les infundid unilateralmente en el giro dentado (GD) 1 pl de una soluciéon con 0.75nmoles
de Acido Kainico (AK) (Sigma Aldrich, Chemie) disuelto en amortiguador de fosfatos (PB)
10mM a una velocidad de 1pl/min; a los sujetos control se les infundid 1ul de
amortiguador de fosfatos (PB) 10mM. La infusion se realizd con base a las coordenadas:
AP -3.8, ML -2.4 y DV -3.5 a partir de bregma (Paxinos y Watson, 1986) por medio de una
jeringa Hamilton de 10ul controlada por un inyector automatico (Stoelting Co). Para
preparar el AK, éste se disolvié en 50ul de NaOH 1N y PB 10mM (950ul) con un pH de 7.2;
el pH de la solucion se fijé con HCl 1IN a 7.0-7.5.Una vez recuperadas de la cirugia, los
sujetos regresaron a sus cajas habitacién y al dia siguiente se inicid el procedimiento

conductual.

iii. Campo abierto

Debido a que las tareas en la que se evalud la funcionalidad del GD implican ausencia de
movimiento en los sujetos, se empled la tarea de campo abierto como control, ya que

evalla conducta motora e interés por explorar. Para ello, se colocd a los sujetos en el
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centro de una caja negra (80cm largo X 80cm ancho X 30cm alto) dividida en 4 cuadrantes
(20X20 cm) y el experimentador registrd cuantos cuadrantes visitaba durante 4 min.
Debido a que la conducta de exploracidn es innata en los roedores, esta tarea permite
asegurar que la ausencia de movimiento en las evaluaciones de memoria no se debe a un

déficit motor o de motivacion.

iv. Condicionamiento Aversivo Contextual

Para evaluar el éxito de la lesion, se entrend a los sujetos en la tarea de aversién
contextual (CAC), propia del GD, para ello usamos una camara de condicionamiento (San
Diego Instruments, 25cm largo X 25cm ancho X 25cm alto) dentro de un cuarto oscuro
aislado de ruidos para minimizar los estimulos externos. La cdmara contiene un arreglo de
rayos infrarojos (16X16) 2 cm arriba del suelo que permite registrar el movimiento del
sujeto por medio de la interrupcidn de los rayos. La caja contiene ademads un dispositivo
generador de sonido (estimulo neutro) y uno generador de choques eléctricos (estimulo
aversivo) a través del piso metdlico. Este sistema estd conectado y dirigido por una
computadora a través del programa Freeze Monitor (San Diego Instruments).

Cada sujeto se colocé en la caja de entrenamiento y se evalué su movimiento en
intervalos de 5 seg. Durante los primeros 2 min se evalué el movimiento basal del sujeto,
posteriormente se produjo un sonido (80 dB, 2Khz) durante 20 seg, los ultimos 2 seg se
administré una descarga eléctrica (1mA) y se evalud el movimiento durante 2 min Este
proceso, que constituye la fase de condicionamiento se repitid 5 veces durante una sesion
que durd 21 min.

24 hrs después se evalud la memoria aversiva cotextual (MAC): Se colocd a cada sujeto en
el contexto de condicionamiento durante 3 min. y se evalud el tiempo que el sujeto
permanecid inmdvil en ausencia de sonido y choque. La inmovilidad constituye la
respuesta incondicionada y refleja la memoria del sujeto al contexto aversivo. Los sujetos
con el GD lesionado no recuerdan el contexto como aversivo y presentan mas movimiento

gue los sujetos con el GD intacto. Cabe mencionar que solo aquellos sujetos infundidos
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con AK que presentaron pérdida de la MAC (n=20) se incluyeron para la posterior
evaluacién de la recuperacion funcional.
Los resultados estan reportados como el porcentaje de tiempo en el que los sujetos

permanecieron inmdviles respecto al tiempo total de las tareas.

V. Condicionamiento aversivo

Con el objeto de valorar la especificidad de la lesidn al GD en tareas de memoria, se llevé a
cabo la evaluacién de la memoria aversiva en todos los sujetos. Esta tarea depende en
particular de la amigdala. Dos horas después de la evaluacién de la MAC, se introdujo al
sujeto en la misma caja de condicionamiento, aunque modificada sustancialmente ya que
las paredes de acrilico se forraron por fuera con un patrdn visual de barras blancas y
negras, el piso de barras metdlicas se cambid por uno de acrilico blanco, se introdujo una
separacion dentro de la caja lo que resulta en que esta adquiriera una conformacién
triangular y se introdujo una bola de algoddn con esencia de cereza. En el nuevo contexto
se registré el movimiento del sujeto durante 2 min. y posteriormente se presenté el
sonido (80dB, 2KHz) durante 20 segundos, esta vez sin el estimulo aversivo. Se evalué el
movimiento del sujeto durante los 2 min siguientes a la presentacién del sonido vy el
procedimiento se repitié una vez mas. Dado que la ejecucion en esta tarea no depende del
GD, se esperaba que los sujetos lesionados recordaran el estimulo sonoro asociado al

estimulo aversivo y por tanto desplegaran la conducta de inmovilidad.

Vi. Infusion crénica de IGF-1

Para administrar un polipéptido en el Sistema Nervioso Central tuvimos que considerar

diversos factores que modulan la eficiencia con la que éste llega a las células blanco.
La inyeccién sistémica de una hormona, como el IGF-I, tiene varias limitantes a considerar:

1. La concentracidn inicial del IGF-I disminuye al inyectarse directamente al torrente

sanguineo y mas aun si es de manera intra-peritoneal.
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2. Al ser una molécula de 7 kDa la molécula no difunde libremente a través de la
barrera hemato-encefdlica, al contrario, el transporte es finamente regulado y en

consecuencia hay un segundo decremento en la concentracion.

Debido a esto decidimos infundir directamente el IGF-I de manera intracerebroventricular
(i.c.v.), por medio de minibomas osméticas, que ademas liberaron la hormona de manera
crénica por 7 dias, lo que permitié evaluar la funcionalidad continua del IGF-I sobre las

células del GD (nuevas o remanentes) en diferentes etapas de un proceso de reparacion.

Para determinar la cantidad de IGF-I colocado en las bombas realicé una busqueda en la
literatura donde se hubiera realizado la infusién crénica i.c.v. del IGF-I y se observara un
efecto de éste en la plasticidad neuronal, y encontramos reiteradamente la cantidad

infundida de 50ng/hr [84-87], por lo que utilizamos ésta dosis en nuestros experimentos.

Asi, la infusion del IGF-I se llevé a cabo mediante minibombas osméticas (Alzet, 2001) que
contenian 23310 pl de una solucién con 50ng de IGF-I (recombinant IGF-I; Sigma Aldrich,
Chemie) diluido en solucidn salina (0.9%NacCl). Las minibombas se implantaron de manera
subcutanea en el lomo de los sujetos y se conectaron a la canula de infusidn cerebral por
medio de un catéter de 5 cm. La canula de infusién se colocd en el ventriculo lateral
izquierdo, con base a las coordenadas: AP -0.8, DV -3.5, Lat. -1.4 a partir de bregma. El
grupo control lo constituyd sujetos lesionados con AK a los que se les colocd, 12 dias
posteriores a la lesién, una minibomba que contenia solucién salina (0.9%NacCl). 7 dias
posteriores al implante, las bombas se removieron y se llevd a cabo el procedimiento de
condicionamiento y la evaluacion de la recuperacion funcional de la MAC, asi como la
valoracion de la memoria aversiva que consistieron en el protocolo descrito previamente.
Una vez concluida la evaluacién conductual, se sacrifico a los sujetos y algunos animales se
perfundieron para procesar el tejido con tincién de Nissl (n=4), e inmunohistoquimica
contra el actor nuclear NeuN, mientras que otros cerebros (n=3) se extrajeron para

realizar la cuantificacién de proteinas por medio de electroforesis.
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vii. Tincion de Nissl

Para evaluar la integridad anatémica del GD en los diferentes grupos, posterior al dia 12
post-lesidn se les inyecté a los sujetos 1 ml de pentobarbital sédico y seperfundieroncon
300 ml de solucion salina (0.9% NaCl) y 300 ml de para-formaldehido (0.4% PFA). El
cerebro se extrajo y se colocd por 24 hrs. en 0.4% PFA y después en PB 0.1 M con sacarosa
(C12H2,011 15%, 24 hrs, 30% 48 hrs aprox.). Se hicieron cortes coronales de los cerebros
perfundidos de 30 um de grosor en un criostato (Leica) a —20°C. Se colocaron en un
portaobjetos gelatinizado y se realizé la deshidratacion del tejido colocandolos en etanol
al 70% (2 min), 90% (2 min) y 100% (2 min), posteriormente se introdujo a los cortes en

una solucion de 0.1 % violeta de cresilo (2-4 min) y por ultimo en Xileno 100%.

viii.  Inmunohistoquimica

Secciones seriadas de cerebro de 30 um de grosor se lavaron en PBS-Triton (0.3% Triton) 3
veces por 10 minutos y posteriormente se incubaron a temperatura ambiente por 2 horas
en solucién de bloqueo con 3% de suero de caballo (1:25; Vector Laboratories) y 3% de
suero de albumnia bovino (BSA) (Sigma Aldrich) diluidos en 0.3% PBS-T (Bio-Rad). Después
se incubaron a 4°C toda la noche con anti-NeuN de ratén (1:400, Sigma) diluido en
solucién de bloqueo. Los cortes se lavaron 3 veces por 10 minutos con PBS y después se
incubaron por 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo Alexa Fluor 488 anti-
ratén (Invitrogen), diluido en solucion de bloqueo. Las secciones se montaron en
portaobjetos de vidrio y se cubrieron con cubreobjetos adherido con medio de montaje 1,
4-diazabicyclo octane solution (DABCO, Sigma). Los cortes utilizados como control

tuvieron el mismo tratamiento sin anadir anticuerpo primario.
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ix. Anadlisis del Volumen de lesion

Todas las secciones NeuN+ que contenian regiones carentes de células en el giro dentado
se usaron para calcular el volumen de la lesiéon. Se utilizaron secciones (30 um de grosor)
separadas por 120 um. Las series se capturaron utilizando una camara digital (Carl Zeiss,
AxioCam MRc) adaptada a un microscopio de epifluorescencia (Carl Zeiss, Axioskop 40). El
area de la lesidon en cada seccion procesada para NeuN+ se estimé utilizando el software
Image-Pro 3D Suite (media Cybernetics inc.) y el volumen total de la lesién fue calculado a

través de la siguiente ecuacion:

n

Vol = ) [(45)(T) + (As)(K)]

i=1

Vol: volumen; n: nimero total de cortes; As: Area de lesion en una seccion NeuN+; T:
grosor de la seccion; K: Grosor de separacion.Los estimados se realizaron para cada sujeto
y se calculd la media + ES. Las diferencias estadisticas se analizaron utilizando la prueba t
de student no pareada.

X. Andlisis estadistico

El analisis de los datos asi como la representacién en gréficas se realizaron con la

herramienta computacional GraphPad Prism 5.00.288 (GraphPad Software, Inc.).
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XXIIl. Resultados

i. Lesion debido a la infusion unilateral de Acido Kainico.

El dafio al Giro Dentado fue provocado por la infusién de 0.75 nmoles de Acido Kainico, el
dano se puede observar por medio de la histologia de cortes coronales de 30 micras de
cerebro tefidos con violeta de cresilo. En la figura 2 se muestra el adelgazamiento de la
capa granular del GD, la ausencia de células propias del GD en la region lateral y una
desaparicion casi total del hilus. Después de 12 dias de infringir el dafio excitotdxico en el
giro dentado, tanto los cerebros de los sujetos control tratados con salina (AK12d), como
los tratados con IGF-I (AK12d + IGF-I) aun presentan una capa granular desestructurada,
asi como la desaparicién total del hilus debido a la muerte neuronal por la infusion de

acido kainico (Fig. 2).

AK12d + IGF-I

Figura 2. Estudio histoldgico del sitio de lesion 12 dias posteriores a la infusion de dcido kainico.
Micrografias representativas de tincion de Nissl capturadas con una magnificacion de 4x, muestran
la lesion a niveles anterior (A y B) y posterior (Cy D) de sujetos lesionados que recibieron la infusion
de solucion salina (A y C) e IGF-I (B 'y D), barra de escala: 0.5mm. Los cuadros muestran la
magnificacion 32X de las regiones en marcos negros; barra de escala: 0.2mm.
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ii. La lesién con acido kainico no modifica el aprendizaje de los sujetos.

En el condicionamiento aversivo contextual, los distintos grupos no mostraron diferencias
significativas entre si en el proceso de condicionamiento sonido-choque eléctrico como se
muestra en la Figura 3B. Previo al primer choque eléctrico (pretono) todos los sujetos
presentaron inmovilidad significativamente similar en el tiempo total de evaluacién (Fig.
3A), sin embargo éste se incrementd progresivamente con cada choque eléctrico en todos
los grupos. Esto muestra que la lesion al GD no afecta el proceso de aprendizaje de

asociacion entre el sonido y el estimulo aversivo (Fig. 3B).
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X 0 N
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Sham12d AK12d AK12d + IGF-I 0 1 2 3 4 5
n=7 n=8 n=10

Descargas eléctricas

Figura 3. A) Porcentaje de tiempo de inmovilidad de los distintos grupos previo a la primera
descarga eléctrica en la sesién de adquisicion. B) Porcentaje de tiempo de inmovilidad durante la
sesion de condicionamiento. El porcentaje de inmovilidad no resulté significativamente diferente
entre los grupos; el tamafio de la muestra se presenta entre paréntesis (ANOVA de una via,
p<0.01).

30



iiii. La memoria independiente del GD no cambia como resultado de la lesion

Como se menciond, en este trabajo se empled una tarea independiente del GD a manera
de control con el objeto de evaluar la especificidad de la lesién y de analizar si la
administracion crénica de IGF-1 ejercia algun efecto sobre la memoria aversiva o sobre la
respuesta de congelamiento natural de los sujetos. La tarea control que se empled fue una
de condicionamiento aversivo en la que se apared un sonido a un choque eléctrico. Como
se muestra en la figura 4 A, todos los grupos mostraron inmovilidad ante la presentacién
del sonido en ausencia de choque; no se observaron diferencias significativas entre la
ejecucion de esta tarea en el grupo con lesién sham (sham12d), el grupo lesionado con
acido kainico (AK12d) y el grupo lesionado tratado con IGF-I (AK12d + IGF-l). De igual
manera, para asegurar que la inmovilidad de los sujetos se debia a la asociacion con el
estimulo aversivo y no a un déficit motor, se evalué a los sujetos de los diferentes grupos
en la tarea campo abierto (Fig. 4B) y se encontré que no habia diferencias significativas
entre los distintos grupos y por tanto el congelamiento de los sujetos reflejaba su

capacidad de recordar el estimulo aversivo.
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Figura 4. Evaluacion de la memoria aversiva (independiente de giro dentado) y de la capacidad
motora .A) No hay diferencia significativa entre la ejecucion de los sujetos lesionados con dcido
kainico y el grupo con lesion sham, y tampoco con los sujetos lesionados tratados con IGF-I. B) La
ejecucion en la tarea de campo abierto no difiere entre los grupos evaluados y lo mismo ocurre en
la capacidad de cada sujeto para moverse. Las barras muestran la media + E.S. Andlisis con ANOVA
una via.
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iv. El suministro crénico del IGF-I potencia la recuperacion funcional del GD.

La memoria contextual se evalué midiendo el congelamiento de los sujetos en el contexto
previamente asociado al estimulo aversivo. El grupo lesionado con acido kainico, 5 dias
posteriores a la lesién (AK5d) , presenté significativamente menor inmovilidad respecto al
grupo sham5d el cual no tiene lesionado el GD (p<0.05), sugiriendo que los sujetos no
recuerdan el contexto asociado al estimulo aversivo (fig. 5A). De manera similar el grupo
lesionado con AK tratado con salina (AK12d) muestra un déficit significativo en la memoria
contextual respecto al grupo no lesionado (sham12d), (p<0.05). Esto indica que 12 dias
posteriores a la lesién en el GD, los sujetos lesionados son deficientes en la ejecucion de la
tarea dependiente de esta memoria a diferencia de los sujetos sham que al presentar
mayor congelamiento reflejan una mayor capacidad de evocar el recuerdo asociado al
contexto (fig. 5B). Sin embargo, el grupo lesionado con acido kainico y al cual se le
administré IGF-1 (AK12d+IGF-1) mostré un incremento significativo de inmovilidad con
respecto al grupo lesionado y tratado con salina (AK12d) (p<0.001), y no mostrd

diferencias significativas con respecto al grupo no lesionado (sham12d).
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Figura 5. Evaluacion de la memoria dependiente de GD. A) La memoria contextual se afecta
después de la lesion excitotoxica (AK5d) en el GD. B) En los sujetos lesionados que recibieron IGF-I
(AK12d+IGF-1) se observa una recuperacion significativa en la memoria contextual con respecto a
los que recibieron infusion de salina 0.9% (AK12d). Las barras muestran la media + E.S. Se utilizé la
prueba ANOVA de una via (*p<0.05, *** p<0.001).
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V. Reorganizacion Anatomica del Giro Dentado

Con el objeto de analizar la posible correlacién entre recuperacion funcional y
reorganizacion estructural, se realizé un analisis inmunohistoquimico contra neuronas
maduras en la capa granular del GD y se evaludé el volumen de la lesidn. La figura 6
muestra que la integridad de la capa granular de animales lesionados y tratados con salina
como control (Fig. 6A) 6 con IGF-I (Fig. 6B) es similar. El volumen de la lesidn, evaluado en
secciones inmunoprocesadas para el marcador de neuronas maduras NeuN, no presenta
diferencias significativas entre ambos grupos (Fig. 6C), sin embargo hay tendencia en
presentar un decremento del volumen de la lesion en los sujetos tratados con IGF-I

comparados con los sujetos control.
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Figura 6. Inmunohistoquimica de NeuN. A y B muestran secciones coronales del giro dentado
representativas del sitio de lesion en coordenadas antero-posteriores comparables (arriba:
anterior, centro: medial, abajo: posterior) de un sujeto tratado con salina (A) y un sujeto tratado
con IGF-I (B). C) Media + ES del volumen de lesion. Barra de escala, 200um.
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XXIV. Discusion

En el presente trabajo se evalud el efecto del IGF-I en la reparacién del sistema nervioso
posterior a una lesién excitotdxica. El interés por este factor surgié de los descubrimientos
reportados por otros laboratorios en modelos in vitro e in vivo, descritos a lo largo de este
trabajo, que sugieren al IGF-1 como una molécula importante en la regulacién de procesos
gue subyacen la plasticidad nerviosa. Resultados previos del laboratorio muestran que el
GD se reorganiza de manera natural 25 dias posteriores a realizar una lesidn excitotéxica y
esto correlaciona con la recuperacion de la funcién de dicha estructura [55]. Asi, utilizando
el mismo modelo y después de administrar el IGF-I, reportamos que el fenédmeno de
recuperacién funcional del GD se acelera por la administracién crénica de este factor ya
gue lo observamos 12 dias post-lesién. En cuanto a la reorganizacién anatdmica del giro
dentado que ocurre naturalmente 25 dias posteriores a la lesion, se reportd que esta
reorganizacion se debe a la presencia de neuronas maduras (NeuN+). De la misma
manera, en el presente trabajo analizamos el efecto del tratamiento de IGF-I sobre el
restablecimiento anatémico del giro dentado estimando el volumen de la lesién en cortes
de cerebro inmunoprocesados con el marcador NeuN. Los resultados no muestran
disminucion significativa del volumen de lesién. Sin embargo observamos una tendencia a
gue el volumen de la zona lesionada sea menor en los sujetos tratados con IGF-I,
posiblemente por la mayor presencia de neuronas maduras en dichos sujetos, lo que
sugiere que el restablecimiento anatémico parcial del GD podria ser suficiente para

mediar la recuperacion de la memoria contextual.

Aunque no evaluamos otros mecanismos que pudieran subyacer la recuperacién funcional
acelerada por el IGF-1I, pensamos que distintos procesos pueden mediar este fendmeno.
Consideramos que las células remanentes a la lesion asi como el GD contra-lateral podrian
compensar la pérdida de funcidn respondiendo a las senales del IGF-I. El factor podria
modular la formacién de nuevas conexiones neuronales entre las neuronas remanentes a
través de la generacion de espinas dendriticas o promover el crecimiento del axén,
procesos inducidos por el IGF-I jn vivo e in vitro respectivamente [81-82, 88]. Ademas,
reportes indican que el IGF-I induce la expresion de la subunidad NR2B del receptor de
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NMDA que a su vez favorece la formacién y estabilidad de las sinapsis [89-90]. En
conjunto, esto sugiere a la sinaptogénesis como un mecanismo que podria mediar el

fenédmeno de recuperacion aqui reportado.

Otro mecanismo que podria mediar la recuperacién funcional es la neurogénesis, que
aunque no se ha probado como mecanismo de neuroreparacion, existen evidencias para
considerarlo como tal. El grupo de Nakatomi observd, en un modelo de lesién isquémica
en rata, que tras la infusion de factores de crecimiento (FGF-2 y EGF) ocurre un
incremento en la neurogénesis y esto correlaciond con una mejor ejecucién de tareas de
memoria espacial. En otro estudio el grupo de Kernie sugirié que la proliferacién de
progenitores neurales puede mediar la recuperacidon funcional posterior a un evento de

dafio en un modelo de lesion hipocampal [51, 91].

Ambos grupos plantearon que la neurogénesis esta directamente involucrada con la
recuperacién de la memoria espacial en roedores con lesiones en hipocampo. Sin
embargo el trabajo de Nakatomi Unicamente estableci®é una correlacién entre la
neurogénesis y la recuperacién funcional [63], y el grupo de Kernie no evalud la
neurogénesis como tal sino la proliferacion de progenitores neurales que pueden dar
origen a neuronas y glia; ademds no encontré cambios en la memoria contextual
habiendo lesionado el giro dentado [63, 91]. Esto ultimo no concuerda con los datos
mostrados en este trabajo, donde claramente una lesién al Giro Dentado provoca

deficiencias en la memoria contextual.

Resultados previos del laboratorio mostraron que la reestructuracidn morfoldgica
correlaciona con la recuperacién funcional 25 dias post-lesion y ademas dicha
reestructuracion estd dada por neuronas maduras (positivos para marcadores de
neuronas maduras, NeuN). Previo a esto (evaluando al dia 10 post-lesién) ocurre un

incremento en el nUmero de neuronas jévenes positivas para Dcx [55].

Sin embargo los procesos necesarios para la generacién de nuevas neuronas, desde la

proliferacion de las células progenitoras hasta la integracion de la neurona a un circuito
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neuronal funcional, tardan en ocurrir entre 3 y 4 semanas [92], lo que correlaciona con la
reorganizacion morfoldgica que ocurre de manera natural posterior a la lesién con acido
kainico, pero no asi con la recuperacion a los 12 dias propiciada por la administracion de
IGF-I. Esto ultimo va de acuerdo con la propuesta de Wieloch y Nikolich acerca de que la
reparacion basal del sistema nervioso sucede antes de que las nuevas neuronas puedan
terminar su maduracion, y que posiblemente las neuronas aun inmaduras induzcan la
reparacion del cerebro a través de la liberacion de factores tréficos y no por su integracion

[3].

Uno de los efectos mads estudiados del IGF-I es la proteccién de distintos tipos de células
impidiendo su apoptosis 6 promoviendo la supervivencia. En el sistema nervioso central,
diversos reportes indican que tanto el factor neurotréfico, como su receptor IGF-IR, e
incluso la via de sefializacion que activa, PI3K, promueven la neuroproteccién en
diferentes tipos de dafio cerebral [93-94]. Debido a esto se disefio el protocolo
experimental de tal manera que podemos descartar un efecto de proteccién sobre las
neuronas en proceso de muerte celular. Al colocar la minibomba en el dia 5 posterior a la
lesion, se buscd que el IGF-I actuara cuando el efecto del acido kainico hubiera terminado
de inducir la muerte de las neuronas afectadas. Debido a esto no se observé un efecto de
proteccion y supervivencia de las neuronas dafiadas, ocasionado por el IGF-I, sino que se
logré determinar unicamente el rol del factor en la recuperacién de la funcién del Giro

Dentado una vez abatida por la lesidn excitotdxica.
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XXV. Conclusiones

La administracion crénica del IGF-I promueve la recuperacién de la memoria contextual 12
dias posteriores a la lesidon excitotdxica en el giro dentado del hipocampo, acelerando el

proceso que ocurre de manera natural en 25 dias.

Dicha recuperacion es mediada posiblemente por la reorganizacion parcial del giro

dentado, sin embargo es necesario incrementar el tamafio de la muestra para confirmarlo.

El tratamiento con IGF-I no modifica la capacidad de los roedores de asociar contexto-

estimulo aversivo, ni su capacidad motriz.
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ABSTRACT

The adult brain is plastic and able to reorganize structurally and functionally after damage. Growth factors are
key molecules underlying the recovery process and among trophic molecules, Insulin-Like Growth Factor -1
(IGF-I) is of particular interest given that it modulates neuronal and glial responses in the hippocampus
including neurogenesis, which has been proposed as a mechanism of neurorepair. In this study we analyzed
the effect of intracerebroventricular chronic infusion of IGF-I on functional recovery and morphological
restoration after the induction of an excitotoxic lesion in the dentate gyrus (DG) of young-adult rats. Our
results show that the lesion impairs contextual fear memory which is a DG dependent task, but not cued fear
memory or performance in the open field motor task, which are independent of the DG integrity. Chronic
administration of IGF-I, but not vehicle, promotes functional recovery to control levels in injured subjects.
Analysis in NeuN immunoprocessed tissue revealed that the lesion volume was not different between groups
and that the DG was not evidently restructured in the IGF-I treated group. Glial fibrillary acidic protein
(GFAP) analysis revealed an increased astrocytic response in the injured region in both groups and
Doublecortin (DCX) analysis showed a similar increase in number of newly born neurons in both groups.
However, a remarkable increase in young neurons dendritic arborization was observed in the IGF-I treated
group. These results provide evidence for IGF-1 as a molecule mediating functional and cellular plasticity

during a reorganization process after damage to a neurogenic niche.

KEYWORDS: plasticity; neurogenesis; hippocampus; brain damage; growth factors.



Introduction

The adult brain is a plastic organ able to alter its structure and function in an activity-dependent manner in
response to experience as well as after injury. Plasticity underlies the potential for neurorepair in mammals
and allows functional and structural recovery in several brain regions after damage. Brain lesions lead to
neuronal death and to the loss or alteration of functions associated to the damaged structure, thus leading to
motor, sensorial or cognitive impairments. Several processes such as the development of new neural networks

as a result of axonal and dendritic sprouting™ ?

and variations in neurotransmitters and their receptors
expression patterns® * have been associated to functional recovery. However, in view of the neurogenic
capacity of the subventricular zone® and the dentate gyrus (DG) of the hippocampus® ’ in the adult
mammalian brain, neurogenesis has also gained attention as a possible mechanism mediating functional
recovery.

The hippocampus is a highly plastic region involved in memory formation and the DG in particular comprises
one of the two neurogenic niches in the adult brain. This structure is also key in the processing of contextual
fear memory?®, thus it represents a unique region for analyzing cellular events associated to structural and
functional recovery after injury and for evaluating the impact of factors known to promote plastic responses.

It is well known that growth factors modulate several processes in the nervous system including cell fate,

development of neural circuits, brain growth, cellular differentiation and regeneration®.

Insulin-like growth factor I (IGF-I) is an insulin-like peptide involved in the activation of numerous cell

1113 “and also

processes underlying brain plasticity™. IGF-1 promotes neural proliferation in vitro and in vivo
induces neural precursor differentiation to neurons in vitro and in vivo® . In vitro studies have shown that
IGF-I and its receptor IGF-IR play a fundamental role in the establishment of neuronal polarity and axonal
growth, both critical steps in neuronal maturation’®. In addition, in vivo studies show that neuronal
proliferation, differentiation and dendritic spine outgrowth enhanced by physical exercise rely on IGF-I
signals, suggesting an important role of this molecule in adaptive brain plasticity™®. These pleiotropic actions
of IGF-1 are mediated by the activation of the two major signaling cascades, the phosphatidylinositol-3 (PI3)

kinase/Akt and the Ras/Raf/mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways, resulting from the IGF-IR

signaling complex formation that is well documented in neural cells.



In the field of neurorepair, it has been shown that IGF-I is upregulated in the adult brain after hippocampal
deafferentation and its expression correlates in a temporal fashion with axonal sprouting®’. These data suggest
that IGF-1 could be a key modulator of brain plasticity mechanisms that, as previously mentioned, could yield

functional brain repair.

In a previous study we have shown that the DG reorganizes structurally after an excitotoxic focal lesion and
that such reorganization is accompanied by behavioral and synaptic recovery in the young-adult rat*®. Both,
structural and functional recovery became evident at 25 days after the lesion, while at 10 days post lesion
morphological disorganization and memory impairment prevailed. In the present study we aimed at
evaluating if the in vivo chronic infusion of IGF-1 accelerated the recovery of contextual memory formation
after a DG excitotoxic lesion, and analyzed if an increased neurogenic response in this structure was

associated with a better functional outcome.

Materials and Methods
Animals

Young-adults male Wistar rats (250-300 g) were maintained on a 12:12 h inverted dark:light cycle and housed
3-4 per cage. Animals were tested only during the dark phase of the cycle. Food and water were provided ad
libitum. Animals were handled in accordance with local government rules and with approval of the Animal
Care Committee of the Instituto de Investigaciones Biomédicas. Efforts were made to minimize animal
suffering and to reduce the number of subjects used. During the whole experimental procedure 4 rats per cage

were housed in a laboratory environment with free access to water and food.
Surgery

For all the experiments, animals were anesthetized with 5 % isoflurane in a mixture of 95 % O, and 5 % CO,
and placed in a stereotaxic system (Stoelting, Wood Dale, 1ll) and a 1.5-2 cm incision was made in the skin to
expose the skull. Muscles were retracted and a hole was drilled in the skull using the following coordinates

based on bregma (in millimeters): AP -3.8, ML -2.4*°. The excitotoxic lesion was induced by a unilateral



injection of 1 pl (0.75nM) of kainic acid (KA; Sigma-Aldrich, Chemie, St. Louis, MO) at a rate of 1ul/min in
the right DG (coordinates: AP -3.8; ML -2.4; V: -3.6). KA was dissolved in 1M NaOH and the solution was
brought to the desired volume with 10mM phosphate buffer (pH 7.4). KA was infused using a micro syringe
mounted on a microinjection pump (Stoelting, Co., WoodDale, IL). Control animals received 1 pl/min of
10mM phosphate buffer. The skin was then sutured, anesthesia was discontinued, and animals were returned
to their acrylic cages until the time of perfusion. During the first hours after the experiment and for the days
that followed, the rats were observed until the day of perfusion. All subjects displayed partial seizures (i.e
wet-rat shakes; ~3 every 10 min) during the first hour after KA infusion, but no tonic-clonic seizures were
observed at any time point.

On the next day of the surgery and for the following two days, animals were handled and manipulated by the
experimenter (in preparation for behavioral procedures). On day 4 and 5 after the lesion animals were
conditioned and evaluated in behavioral tests (see below). On day 6 after KA lesion, an osmotic minipump
(Alzet-2001; approximate capacity 233 ul, flow rate 1 pl/hour; 7 days duration; Durect Corp., Cupertino, CA)
was implanted subcutaneously in the neck/shoulder region and the minipump was connected to a 28-gauge
steel cannula (Alzet-2004 brain infusion kit; Durect Corp., Cupertino, CA) which was implanted into the left
lateral ventricle (coordinates: AP -0.8, ML +1.4; V -4.5). Animals received either vehicle (0.9% NaCl) or
recombinant human IGF-1 (50ng/ul, Sigma) delivered at a rate of 1 pl/hr for 7 days.

Thus, the experiment consisted on the following groups: Sham 12d: animals with sham lesion injury and
behavioral evaluation 12 days after surgery; KA12d: animals with kainic acid lesion and an osmotic
minipump releasing 0.9% NaCl (vehicle solution) for 7 days; KA12d+IGF-I: animals with kainic acid lesion

and an osmotic minipump releasing IGF-1 for 7 days.

Behavioral procedures

Apparatus

Open field arena

For the open field motor activity task, an 80 cm long x 80 cm wide x 30 cm high black floor and wall acrylic

arena was used. The arena was divided in 20 cm x 20 cm squares for quantifiable locomotion recording.

Contextual fear-conditioning chamber



For the contextual fear-conditioning task, a conditioning chamber 25 cm long x 25 cm width x 20 cm height
was used (San Diego Instruments, San Diego, CA, USA). The walls and the roof consisted of transparent
acrylic and the removable floor consisted of 23 stainless steel rods. The chamber was equipped with a matrix
of 32 infrared beams at the level of the floor. Movements inside the chamber were registered by the
interruption of a beam and the information was sent to a computer for further analysis. The roof of the

chamber was equipped with a speaker producing an 80 dB and 2 kHz sound.

Altered context chamber

The fear-conditioning chamber was used with radical context modifications: the floor was covered with a
white acrylic platform, the walls were covered on the outside with a black—white stripe pattern, an acrylic
insert was vertically placed inside the chamber so it was divided in two triangular compartments, and a cherry

scented ball of cotton was placed below the acrylic floor.

Behavioral testing

Animals were tested during the dark cycle, the conditioning and test room was dark and no visual cues were
available. One day after KA or PB infusion and for the next 2 days, animals were handled and manipulated.

On the fourth day after infusion, contextual fear conditioning procedures started.

Contextual fear conditioning and memory (CFCM) and Cued fear memory

Contextual memories are modulated mainly by the hippocampal DG®%?

. Briefly, a tone (conditioned
stimulus) is paired to an electric shock (unconditioned stimulus) in a given context. As a consequence of the
conditioning process, subjects develop a conditioned response of freezing, which reflects aversion and is

defined as “total absence of movement except for those generated by breathing”?. The task was performed in

the fear conditioning chamber previously described in the Apparatus section.

The task consisted of 3 steps: 1) contextual fear conditioning; 2) contextual fear memory evaluation 24 hr
after conditioning and; 3) cued fear memory evaluation 2 hours after contextual fear memory evaluation (see
below). For contextual fear conditioning, subjects were individually trained by placing them in the
conditioning chamber where they were allowed to explore for 2 min (pretone) before the first pairing of tone-

6



shock was delivered. The tone was 20 sec duration and co-terminated with a 2 sec, 1 mA foot-shock.
Movement was recorded for the following 4 min and 4 consecutive tone-shock pairings were administered.
The total duration of the training session was 22 min. 24 hr later, subjects were evaluated for aversive
contextual memory: animals were placed individually in the conditioning context (no tone or shock were
presented) and freezing was scored for the entire 5 min session. Subjects were then returned to their home
cages. After each session, the chamber was wiped with cleaning solution (10% Dextran, 10% ethanol and
80% water).

Two hours after evaluation in the aversive context, subjects were evaluated for cued fear memory, which
mainly depends on the basolateral amygdala®. Each animal was placed in the altered context chamber and
baseline movement was recorded for 2 min. The tone used in the contextual fear memory protocol (20 sec
duration) was presented 120 and 260 sec after the session had started. No shock was administered and

movements were recorded for the following 3 min.

Each animal was trained and evaluated twice in both tasks: the first time (5 days after KA or PB infusion) to
analyze if the lesion produced an alteration in the contextual fear memory and the second time (12 days after

lesion and 7 days after IGF-1 or saline infusion) to evaluate the effect of IGF-1 administration.

Open field test

One hour after contextual fear memory was evaluated, general motor performance was analyzed. Animals
were individually placed in one corner of the open field arena as previously described; the arena was divided
into 16 squares marked by white lines. Number of crossings was scored for 5 min.

A time line for the experimental procedure is depicted in Fig. 1.
Perfusion and histological procedures

All chemicals were purchased from Baker (Austin, Tx) unless otherwise stated. After motor performance
evaluation was completed (12 days after KA/PB infusion) animals received an i.p. overdose of sodium
pentobarbital (1ml) and were then transcardially perfused with 300 ml of saline solution (0.9% NacCl),
followed by 250 ml of 4% paraformaldehyde in PBS, pH 7.4. After perfusion, the brain was removed,

postfixed during 24 hrs at 4°C and successively transferred to 15% and 30% sucrose for cryoprotection. 30



pum coronal brain sections were obtained using a cryostat (Leica Microsystems). Sections were placed in
gelatin-coated slides for Nissl staining or stored at 4°C in 24 well plates (Corning, NY) containing a
cryoprotection solution (25% ethylene glycol, 25% glycerol, 50% PB 0.2 M pH 7.4) until ready to be

processed for immunohistochemical procedures.

Nissl Staining

Every third section throughout the hippocampus was mounted on gelatin-coated slides. Sections were
rehydrated in distilled water for 2 minutes and gradually dehydrated in ethanol progressive concentrations
baths (75%, 95% and 100%) for 2 minutes each. Slides were submerged in a 0.1% cresyl violet solution until
the desired staining was achieved and were successively dehydrated in ethanol baths. Each slide was then

given a two minutes bath in xylene and coverslipped for light microscopy.

Immunohistochemistry

Brain sections stored in cryoprotection solution were washed in PBS-Triton (0.3% Triton) 3 times for 10 min.
All sections were incubated at room temperature for 2 h in blocking solution containing 3% normal horse
serum (1:25; Vector Laboratories, Burlingame, CA) and 3% BSA (Sigma Aldrich, St Louis Mo, USA) diluted
in 0.3 % PBS-T (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA). They were then incubated at 4°C overnight in
rabbit anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) (1:500, DAKO, Glostrup, Denmark), and in mouse anti-
NeuN (1:400, Sigma, St Luois, MO, USA) or goat anti-doublecortin (DCX) (1:250, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) diluted in blocking solution. Sections were washed three times for 10
min with PBS and then incubated for 2 h at room temperature with the following secondary antibodies: Alexa
Fluor 488 donkey anti-mouse (1:500), Alexa Fluor 546 donkey anti-rabbit (1:400) and Alexa Fluor 488
donkey anti-goat (1:400, Invitrogen, Carslband, CA, USA) diluted in blocking solution. Sections processed
for DCX were counterstained with radiant red diluted in PBS (1:100, Bio-Rad, Hercules, CA) for 10 min.
After 3 washes of 10 min, sections were mounted on glass slides and covered with the anti-fading medium; 1,
4-diazabicyclo octane solution (DABCO, Sigma, St. Louis, MO). Control sections were treated equally, but

no primary antibody was added.



Image analysis

Images were captured and analyzed using a Zeiss LSM5 confocal microscope (Oberkochen, Germany).
Analysis was performed in sections where the lesion appeared (4-5 sections separated by 120um) within
coordinates AP -3.14 and -4.30 mm according to Paxinos and Watson (1998) and in the case of controls in the
corresponding sections in the AP plane. Each section contained information from a 5 um optical section in the
axial plane. Four fields per section at a 40X magnification within the granular layer were randomly analyzed
for the different cell markers. Images were exported to Image-Pro 3D Suite (Media Cybernetics Inc). For
DCX analysis, number of cells was counted in four different regions (554 mm? each) per section and
differences between groups were analyzed following an unpaired t-test. For GFAP analysis, densitometry was
calculated from four different regions (554 mm? each) form each section. The signal was extracted from each
micrograph and a gray scale image followed by a black and white mask was generated. Density of

immunopositive GFAP cells/processes was calculated and differences between groups were analyzed.

Lesion volume analysis

All NeuN+ sections containing a region devoid of cells in the DG were used to calculate the volume of the
lesion. Sections were 30 um thick and were separated by 120 um. Serial sections were captured with a digital
camera (Carl Zeiss AxioCam MRc, Oberkochen, Germany) attached to an epifluorescent Axioskop 40 Carl
Zeiss microscope. The area of the lesion in each section immunohistochemically processed for NeuN was
measured using Image-Pro 3D Suite (Media Cybernetics Inc.) and the total lesion volume (Vol) was

calculated as follows:

Vol = =" [(As)(T) + (As)(K)];

Where As = area of lesion in one NeuN section, T = thickness of Nissl sections, K = tissue separating adjacent
Nissl sections, and n = number of sections that contain the lesion.
These measurements were performed for every subject, and the mean + SE was calculated. Statistical

differences were analyzed using an unpaired t-test.



Results

Excitotoxic focal lesion in the dentate gyrus

The excitotoxic lesion was successfully induced with 0.75nM, was detected in the dorsal layer, crest and
ventral layer of the DG and was evident from AP coordinates -3.2 to -4.8. The lesion area as assessed through
Nissl staining is shown in Fig. 2. Coronal sections show that KA infusion induced a well-delimited region
where the affected portion of the granular layer appeared thinner than the rest of the DG, but in some regions
the lesion site appeared as an area completely devoid of cells. The lesion remained evident after 12 days post

lesion in the saline (Fig. 2A, C) as well as in the IGF-1 (Fig. 2B, D) treated groups.

IGF-1 administration promotes dentate gyrus functional recovery after injury

To study the impact of ICV chronic IGF-1 administration on functional recovery after a dentate gyrus lesion,
we evaluated all groups in the contextual fear memory task and in the cued fear memory and open field as
control tasks. Contextual fear memory depends on the hippocampus and particularly on the DG whereas
cued memory is known to rely on the amygdala.

On day 4 and 5 after the Sham/KA lesion, animals were conditioned and evaluated in the three tasks in order
to address if the lesion had been successfully induced. Animals that received a KA, but not a PB infusion
showed a decreased percentage in freezing in the contextual fear memory task; only subjects injected with KA
which displayed a deficit in this task and saline injected which had no deficit were considered for the rest of
the experiment. 11 and 12 days after the lesion (7 days of chronic saline or IGF-I infusion) animals were
again conditioned and evaluated in the contextual fear memory task. Figure 3A shows that during the pretone
(2 min lapse before the first presentation of tone—shock pairing) KA12d and KA12d+IGF-I groups displayed
an exploration behavior similar to the control group (Shaml2d), showing a low percentage of freezing.
However as shown in Figure 3B, freezing gradually increased after each pairing in all groups during the
conditioning session, thus all groups were successfully conditioned. No significant differences in freezing
were observed among groups (one-way ANOVA). 24 h after the conditioning session, animals were evaluated
for contextual fear memory and 2 h later they were evaluated for cued fear memory in an altered context.

Figure 3C shows that cued fear memory was preserved in all groups as percentage of freezing time was not
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different among them (One-way ANOVA). In regard to contextual fear memory performance, which was
evaluated 12 days after KA lesion and 7 days after IGF-1 or vehicle administration, we observed that the
KA12d group spent significantly less time freezing in the aversive context than Shamil2d, (One-way
ANOVA). Thus, at this time point, memory showed to be still impaired in the vehicle treated group.
However, the KA12d +IGF-I group showed a significant increase in freezing time during the contextual fear
memory evaluation as compared to KA12d (One-way ANOVA) thus showing that memory recovered to
control levels.

To confirm that freezing behavior was not caused by motor alterations or by the lack of interest in exploring
the environment, we tested the animals in the open field test. Figure 3E shows no significant differences in the
number of visited quadrants in the open field test among groups along 4 min of evaluation, thereby
confirming that freezing was dependent on the aversive association with context and not on motor impairment

or emotional distress.

Neuronal anatomic reorganization

We have previously shown that functional recovery after DG injury occurs naturally at 25 days post lesion
and that it correlates in time with the anatomical reorganization of the structure. Thus, we now analyzed if the
functional recovery observed at 12 days post lesion in the IGF-I treated group correlated in time with the
morphological reorganization of the damaged DG. Figure 4 shows that the integrity of the granular layer from
a subject which received chronic infusion of saline (Fig. 4A) or IGF-I (Fig. 4B) was similar. The volume of
the lesion as assessed in NeuN immunoprocessed sections did not reveal significant differences between
groups (Fig. 4C). However, there was a clear trend for the lesion volume of the IGF-I treated group to be

smaller than the one of the vehicle treated group.

Glial astrocytic response to injury

We evaluated if IGF-1 administration modified the gliotic response after injury by analyzing glial density in
the injured DG. In both cases, iso and anisomorphic astrocytes were present and as shown in Fig 5 glial
density was similar in the saline (Fig. 5A) and the IGF-I (Fig. 5B) treated groups. We observed that the glial

reactivity in both groups was more prominent in the dorsal and ventral regions lining the damaged granular
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layer and that the density of reactive astrocytes did not increase within the injured layer even when it was

clearly thinned or devoid of cells (see arrows in Fig. 5).

Neuronal proliferation in the injured DG

In order to analyze the potential effect of IGF-1 as a molecule promoting neurogenesis, we compared the
number of DCX+ cells in the IGF-I and vehicle treated groups. The statistical analysis did not reveal a
difference in the number of DCX+ cells between groups (Fig 6). However, a qualitative evaluation showed an
increased expression of DCX+ neurites in the IGF-1 as compared to the vehicle treated group (Fig. 6, see
arrows); in both lesioned groups DCX was highly expressed (Fig. 6A,B) as compared to the sham animals

(data not shown).

Discussion

In the present study we evaluated the effect of IGF-I chronic administration on functional recovery and
morphological restoration of the DG, a neurogenic region involved in complex cognitive functions. We
hereby report that a lesion to this structure leads to cell loss accompanied by the impairment in contextual fear
memory performance. Infusion of IGF-I for 7 days after an excitotoxic lesion, significantly diminishes the
cognitive impairment without inducing a significant morphological restoration of the DG. We have previously
shown that natural functional recovery of contextual fear memory (i.e without delivery of exogenous
molecules) occurs until 25 days post-lesion'® and the present results demonstrate that IGF-1 exerts an
accelerating effect in the process of memory recovery after a DG lesion. In such work, recovery was
accompanied by the reorganization of the damaged DG as observed by the absence of regions devoid of
neurons and the presence of NeuN+ cells throughout the complete DG. Thus, a rationale for the present work
was to analyze if IGF-I could exacerbate neuronal proliferation or maturation of newly born cells after a
lesion to the adult DG, accelerate the rate of integration into the immediately adjacent granule cell layer and
in this way, contribute to memory recovery. We observed however, that functional recovery occurred without

a major morphological reorganization of the DG as analyzed through NeuN immunohistochemistry.

Several studies have shown a positive correlation between IGF-I and cognitive performance?* and have

proposed a potential therapeutic benefit of IGF-I in several neurodegenerative conditions. The neuroprotective
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effect of IGF-I has been tested through its administration in animals with hippocampal injury, such as
ischemia® and temporal lobe epilepsy® and it has been proposed that the peptide decreases brain damage
through a multiple pro-survival effects acting on neurons, glia and/or endothelial cells?’. In the present work
IGF-1 infusion started 5 days after injury, thus the effects exerted by the peptide initiated in a time window in
which main secondary damage processes had elapsed. To our knowledge, the role of IGF-l not as a
neuroprotective molecule, but as a neurorepair factor had not been previously addressed and our results
suggest its neurotrophic potential for diminishing the cognitive impairment even when the main cell death

processes after injury had occurred.

We found that 12 days after the lesion, the extent of granule cell layer damage differed among subjects
suggesting differences in individual vulnerability to KA. Interestingly, we observed that the lesion volume in
the IGF-I treated group tend to be lower than in the saline treated group although given the variance of the
lesion within this group the comparison between IGF-1 and vehicle treated animals did not yield statistical

significance.

In vivo studies have shown that exogenous administration of IGF-1 induces neuronal progenitor cell
proliferation in the DG as well as an increase in cell differentiation to neurons®?, and in vitro studies show that
IGF-1 is also fundamental to promote neuron maturation through its effects in the establishment of neuronal
polarity™. Our results show that DCX is increased in both lesioned groups as compared to the sham animals.
Although we did not detect differences in the number of DCX+ cells between lesioned groups, IGF-I
promoted a pattern of complex neurite arborization in the new DCX positive neurons, which could be an
indicative of rapid young cell maturation. Under pathological conditions, microglia releases IGFs, while
astrocytes and neurons tend to overexpress IGF receptors®. Our results show that there was a marked
astrocytic response after DG injury and that IGF-1 delivery did not exert an effect in the gliotic response in
terms of density. However, it is recognized that astrocytic type may have beneficial or detrimental effects on
the recovery of the injured tissue”. In this study we did not analyze if the astrocytic phenotype was modified
by IGF-1, but the molecule delivered exogenously could have found a target in proliferating astrocytes, thus

promoting several plastic responses™.
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In the present work we did not address the effects of IGF-I in remaining non lesioned cells. It has been
previously reported that IGF-1 could modulate cognitive processes such as memory, as its decrease produces
disrupted long term potentiation®* a mechanism associated with memory formation. Thus, IGF-I may be
exerting its functions on cells that survived the lesion therefore promoting the reorganization of the altered
circuits. In this regard, IGF-I could have also had an effect in the remaining non damaged neurons through
the regulation of synaptic plasticity, synapse density and neurotransmission. It has been reported that after
hippocampal ischemic damage CA3 and CA2 layers display an increased synaptogenesis concomitant to
functional recovery®.. In this sense it is known that IGF-1 stimulates axonal growth in hippocampal cultured

neurons through signals triggered trough IGF-IR activation® **

and increases dendritic spine density in DG
granule cells in vivo™. Insulin-like peptides modulate GABA,* as well as NMDA receptor number® and
incubation of hippocampal neurons with IGF-I increases the frequency of spontaneous excitatory postsynaptic
currents®. Thus it is feasible that after a lesion, IGF-1 modulates synaptic integration and strength, a well

accepted mechanism of plasticity underlying circuit remodeling in several conditions including brain

damage®’.

In conclusion our findings provide evidence that IGF-1 promotes plasticity in the adult hippocampus after
damage and enhances memory recovery after DG lesion indicating that the delivery of this growth factor

could be a therapeutic tool used as a strategy for enhance brain repair in adult life.
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List of abbreviations

Contextual fear conditioning and memory

Contextual fear memory

Dentate Gyrus

Doublecortin

Glial Fibrillary Acidic Protein

Insulin-Like Growth Factor- |

Intracerebroventricular

KA

KA12d

KAl12d + IGF-I

CFCM

CFM

DG

DCX

GFAP

IGF-I

ICV

Kainic Acid

Animals with kainic acid lesion.

Osmotic minipump releasing 0.9%

NaCl implanted at 5 days post-

lesion (minipump duration; 7

days). Behavioral evaluation

performed at 12 days post-lesion.

Animals with kainic acid lesion.

Osmotic minipump releasing IGF-I
implanted at 5 days post-lesion
(minipump duration: 7 days).

Behavioral evaluation performed at

12 days post-lesion.
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Neuronal Nuclear Antigen NeuN

Sham 12d Animals with sham lesion injury and

behavioral evaluation 12 days after surgery
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Fig 6
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 Schematic representation of experimental procedures. On top of the time
line experimental procedures are depicted; on bottom, days corresponding to each
procedure. CFC contextual fear conditioning, CFM contextual fear memory and

CuFM cued fear memory.

Fig. 2 Histological verification of the lesion site at 12 days post-lesion. Nissl
staining representative micrographs captured at a 4X magnification. Micrographs
show the lesion at anterior and posterior levels from injured subjects that received
saline infusion (A, C) and IGF-1 (B, D); scale bar: 0.5 mm. Insets show a 32X

magnification of the regions shown in black frames; scale bar, 0.2 mm.

Fig. 3 Chronic infusion of IGF-I promotes contextual fear memory recovery. A)
Freezing percent of time spent during the pretone period (120 s). All groups display
a similar low freezing percentage of time in the conditioning context before the
administration of tone—shock pairings. B) Percentage of time spent freezing during
the conditioning session. Freezing time increases in all groups according to the
presentation of tone—shock pairings; number of animals used (n) is depicted in
parenthesis. C) Evaluation of freezing in the cued fear memory task. All groups
display a similar percentage of time spent freezing. D) Freezing time spent in the

contextual fear memory task. Freezing time is significantly decreased in the lesion
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group (KA12d) as compared to the sham group (*p<0.05) and freezing time is
significantly increased in the lesion group which received chronic infusion of IGF-I
(KA12d+IGF-I) as compared to the one that received a chronic vehicle infusion
(KA12d) (***p<0.001). E) Performance in the open field task is not different among

groups. Data represent mean * SE.

Figure 4. NeuN immunohistochemistry. Coronal sections representative of the
lesion site at comparable anterorposterior coordinates show a similar region devoid
of neurons in the DG of a saline treated (A) and an IGF-I treated subject (B). (C)

Mean + SE of the volume of the lesion. Scale bar, 200pum

Fig. 5. GFAP immunohistochemistry. A coronal section representative area from a
lesioned animal that received vehicle (A-C) or IGF-I (D-F) infusion is shown. NeuN
in green (A, D); GFAP in red (B,E); merge (C,F). Arrows point at the damaged
granular layer. G) Densitometric analysis of the GFAP signal in the lesioned

granular layer; data represent mean = SE Scale bar, 100um

Fig. 6. Doublecortin immunopositive cells. Representative sections showing DCX
(green) and nuclei (red) from lesioned animals that received A) vehicle or; B) IGF-I
infusion. C) Mean + SE of number of DCX immunopositive nuclei. Notice the
increased expression of DCX in neurites from the IGF-| treated subject (arrows)
and the lack of nuclei in the ventral layer of the DG (arrowheads). Scale bar,

100pum.
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