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. Resumen

La sefalizacién por insulina en el cerebro es importante no solo para la homeostasis
metabdlica, la insulina también actua como factor de crecimiento, activa el
crecimiento dendritico, participa en la regeneracion celular asi como en la
proliferacidn y supervivencia de células madre. Aunque los receptores a insulina se
encuentran distribuidos ampliamente en el cerebro, su proliferacién es mayor en
areas como los plexos coroideos, hipotalamo, bulbo olfatorio, estriado y corteza
cerebral. Estudios recientes han demostrado que la insulina regula la expresion de
receptores GABAa extrasinapticos en el hipocampo, ocasionando cambios
permanentes en los circuitos neuronales. Este efecto podria explicar las
alteraciones en procesos cognitivos asociados a cambios en la sefalizacion de la
insulina previamente reportados. Otra estructura que presenta una importante
densidad de receptores a insulina y que a su vez participa en diversos procesos
cognitivos es la corteza prefrontal. El objetivo de este trabajo es examinar el efecto
de la insulina sobre la corriente tonica inhibitoria mediada por receptores GABAa en
la corteza prefrontal (capa V-VI) en rebanadas de cerebro de rata. Hemos
observado que la insulina (20-500 nM) no solamente modula los receptores GABAA
sinapticos sino que también promueve la translocacion de receptores GABAa
extrasinapticos a la membrana celular, incrementando la corriente tonica inhibitoria.
También se ha encontrado que estos receptores poseen las subunidades a5 y .
Nuestros datos sugieren que un incremento en el numero de receptores GABAa
extrasinapticos también modifica el disparo neuronal decrementando la excitabilidad
neuronal. Esta modulacion depende de la activacion de la enzima PI3K por
activacion del receptor a insulina como se ha observado en trabajos previos en
hipocampo. Conjuntamente estos resultados sugieren que la modulacion por
insulina de los receptores a GABA pueden modificar la actividad de los circuitos

neuronales.



Il. Abstract

Insulin signaling in the brain is important not only for metabolic homeostasis, insulin
also acts as a growth factor, activates dendritic growth, participates in cell
regeneration as well as in the proliferation and survival of stem cells. Although insulin
receptors are widely distributed in the brain, their proliferation is greater in areas
such as the choroid plexus, hypothalamus, olfactory bulb, striatum, and cerebral
cortex. Recent studies have shown that insulin regulates the expression of extra-
synaptic GABAAa receptors in the hippocampus, promoting permanent changes in
neuronal circuits. This effect could explain alterations in cognitive processes
associated with previously reported changes in insulin signaling. Another structure
that presents an important density of insulin receptors and that in turn participates in
various cognitive processes is the prefrontal cortex. The aim of this work is to
examine the effect of insulin on the inhibitory tonic current mediated by GABAa
receptors in the prefrontal cortex (layer V-VI) in slices of rat brain. We have observed
that insulin (20-500 nM) not only modulates synaptic GABAa receptors but also
promotes the translocation of extrasynaptic GABAA receptors to the cell membrane,
increasing the tonic inhibitory current. It has also been found that these receptors
contain the a5 and & subunits. Our data suggest that an increase in the number of
extrasynaptic GABAa receptors also modifies neuronal firing by decreasing neuronal
excitability. This modulation depends on the activation of the PI3K enzyme by
activation of the insulin receptor as has been observed in previous works in the
hippocampus. Together these results suggest that the insulin modulation of GABA
receptors can modify the activity of neuronal circuits.
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lll. Abreviaturas
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acido gama amino-butirico
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potencial postsinaptico inhibitorio
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acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico
phospholipase-C-related catalytically inactive protein
potenciacion a largo plazo



IV. Introduccion

IV.1. Corteza prefrontal

La corteza de la parte region en el cerebro de mamiferos es comunmente llamada
corteza prefrontal (CPF). Filogenéticamente, es una de las cortezas que esta mas
desarrollada teniendo su maxima expresion en el cerebro humano (Fuster, 2001).
La CPF es una corteza de asociacion que recibe informacion de la mayoria de las
estructuras del cerebro y las procesa de una forma compleja. Los criterios
principales para definirla asi como para establecer su homologia con otras especies
son la topologia, topografia, citoarquitectura asi como sus conexiones. Estos
mismos criterios también se han utilizado para elucidar su desarrollo evolutivo
(Fuster, 2001).

IV. 1. 1. Organizacién general de la CPF

En su mayoria, la corteza cerebral, incluyendo la corteza prefrontal posee al menos
6 capas celulares, esta corteza se conoce como isocorteza. Dado que la isocorteza
predomina en la corteza cerebral de los vertebrados filogenéticamente superiores,
se denomina también neocorteza (Martin, 1998). Asimismo, cada una de las capas
corticales posee diferentes grupos de poblaciones celulares, mismas que se
distinguen entre ellas por su tamafo y forma, sus aferentes y eferentes, asi como

por caracteristicas fisiologicas como su patrén de disparo.

Cada una de las capas celulares en la neocorteza posee diferentes
caracteristicas anatomicas y funcionales. La capa | o capa molecular, contiene
escasas celulas, numerosas fibras horizontales y las terminales de las células
piramidales de capas subyacentes. La capa Il o capa granular externa, la conforman
pequefas ceélulas granulares (GABAérgicas) y pequefias neuronas piramidales
(glutamatérgicas). Las dendritas apicales de estas neuronas piramidales se
extienden hacia la capa | y sus axones descienden a capas inferiores, manteniendo

principalmente conexiones cortico-corticales. La capa Ill o capa piramidal externa,
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alberga principalmente una gradacion de células piramidales de tamafio pequefio a
mediano, las neuronas piramidales pequefas se encuentran en la parte superficial
de la capa lll, mientras que las de mayor tamafo en la parte mas profunda de esta
capa. La capa IV o capa granular interna, la conforman casi exclusivamente células
estrelladas espinosas y no espinosas, ambas categorizadas como células
granulares. Esta capa es el estrato fundamental de la informacién sensorial
ascendente del talamo. La capa V o capa piramidal interna, alberga
predominantemente células piramidales medianas y grandes. Las dendritas
apicales de las piramidales medianas pueden llegar a extenderse hasta 2 capas
hacia arriba, mientras que las dendritas de las piramidales grandes se extienden
hasta la capa |. Estas mismas piramidales grandes son la principal fuente de
eferentes corticales hacia el talamo, la médula espinal, el estriado, etc. La capa VI
o capa multiforme, aloja variedades de células de forma irregular, fusiformes o
polimorfas y algunas células piramidales. Las dendritas de las células mas grandes
pueden extenderse hasta la capa | y aquéllas de células mas pequefias no llegan
mas alla de la capa IV. Los axones de las células de esta capa proyectan a blancos
subcorticales como el talamo y a otras regiones corticales como conexiones cortico-
corticales. Figura 1. (Lynch, 2013; Valverde, 2002).

11
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Figura 1. Tipos celulares y su distribucién en las capas de la corteza cerebral.
Las dendritas de las células piramidales (Pi) de las capas I, lll y V se extienden
hasta la capa |. Las dendritas de las células piramidales modificadas (mPi) en la
capa VI se extienden solo hasta la capa IV. Las células en candelabro (Chan) se
encuentran solo en la capa lll. El soma de las neuronas estrelladas espinosas y no
espinosas (Esp y nEsp, respectivamente) se encuentran en la capa IV, sin embargo,
sus procesos se extienden hacia otras capas. Las células en canasto (Can) poseen
procesos que se extienden hacia todas las capas desde sus somas que se
encuentran en las capas lll y V (Modificado de Lynch, 2013).

IV. 1. 2. Subdivisiones de la CPF

La CPF en primates ha sido subdividida en 3 principales areas: orbital (CPFo),
relacionada a funciones emocionales; medial (CPFm) de caracter visceral-motor y
un area dorsolateral (CPFdl) de caracter cognitivo. Esta ultima es la mas
desarrollada en humanos, aporta un apoyo a la organizacion temporal del

comportamiento, el habla y el razonamiento. A su vez esta organizacién temporal
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se sirve de otras funciones que también estan estrechamente relacionadas como la
memoria de trabajo (Amodio y Frith, 2006; Fuster, 2001).

Por otra parte, con base en los estudios de Rose y Woolsey (1948) donde se
define a la corteza prefrontal por sus conexiones reciprocas del talamo mediodorsal,
se pueden identificar diferentes regiones de la corteza prefrontal en la rata (Figura
2). La primera, es una division medio frontal, misma que puede subdividirse en una
region dorsal que incluye a la corteza cingulada precentral (PrC) y anterior (ACQ),
asi como un componente ventral que incluye a las cortezas prelimbica (PrL),
infralimbica (IL) y orbital media (MO). La segunda es una region lateral que incluye
las cortezas insular dorsal y ventral (AID, AlV respectivamente) y la corteza orbital
lateral (LO). Finalmente, se puede delimitar una region ventral que comprende las
cortezas orbital ventral y orbital ventrolateral (VLO) (Dalley et al., 2004).

A B

o/
OB

medial

[
D ventral
[]

|

2mm

—

I Imm

Figura 2. Diagrama de la PFC en rata. A) Seccion sagital (ftomada a 0.9 mm de la linea
media). B) Seccidén coronal unilateral, -3.5 AP rostral a bregma (tomado de la zona
representada por la flecha vertical en A). Los diferentes sombreados muestran tres
subdivisiones de la corteza prefrontal (medial, ventral y lateral). AID y AlV, corteza insular
dorsal y ventral; AOM y AQV, nucleo olfatorio anterior medial y ventral; cc, cuerpo
calloso; ACg, corteza cingulada anterior; gcc, genu del cuerpo calloso; MO, LO, VLO y
VO corteza orbital medial, lateral, ventrolateral y ventral; M1, area motora primaria; PrC,
corteza precentral; OB, bulbo olfatorio; PrL, corteza prelimbica (Tomado de Dalley et al.,

2004)
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IV. 1. 3. Conexiones en la CPF

La CPF esta fuertemente interconectada con muchas estructuras tanto corticales
como subcorticales y por lo general se trata de conexiones reciprocas (Vazquez-
Borsetti, 2008). Algunos autores han propuesto que esta caracteristica de la CPF
es la base de la memoria de trabajo ya que podria generar un sistema reverberante
gue mantendria activa la informacion por cortos periodos de tiempo, sobre todo
teniendo en cuenta su relacion con areas corticales de asociacién sensoriales y
otras areas tales como el hipocampo y la corteza entorrinal (Funahashi, 1989;
Goldman-Rakic, 1995).

IV. 1. 4. Aferencias

A diferencia de las regiones temporal y posterior de la neocorteza, la PFC (asi como
las areas premotoras) recibe aferentes altamente organizadas de los ganglios
basales a través de las proyecciones estriatopalidales y estriatonigrales, vy
sebsecuentemente proyecciones palidotalamicas y nigrotalamicas, mismas que a
su vez proyectan a diferentes areas de la corteza prefrontal (Groenewegen et al.,
1997). Ademas de las conexiones talamicas, la PFC también recibe aferentes
cortico-corticales, por ejemplo, de la corteza parietal posterior y de las areas
corticales sensoriales, asi como también de la sustancia nigra, del area ventral
tegmental, de la amigdala, del hipotalamo lateral y del hipocampo (Kolb, 1984;
Groenewegen et al., 1997). Por otra parte, también hay conexiones reciprocas entre
la CPF y las estructuras antes mencionadas, asi como también, proyecciones
directas del septum lateral, el mesencéfalo y regiones autondmicas del tallo cerebral
(Groenewegen et al., 1997).

La mayoria de las estructuras cerebrales reciben proyecciones desde los
nucleos aminérgicos del mesencéfalo, por su parte, la CPF recibe aferencias
serotoninérgicas de los nucleos del rafé, noradrenérgicas del locus coeruleus, asi

como dopaminérgicas y GABAérgicas del area ventral tegmental (Carr y Sesack,
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2000). Estos sistemas actuan en conjunto modulando en las redes corticales la

transmision sinaptica inhibitoria y excitatoria.

IV. 1. 5. Eferencias

La informacion procesada por la CPF es transmitida a las estructuras corticales a
través de las poblaciones de neuronas situadas en capas profundas, principalmente
las neuronas piramidales de la capa V. En general, la mayoria de las eferencias de
CPFm proceden de esta capa, una excepcion son las proyecciones al talamo (que
se encuentran mayoritariamente en la capa VI), a la amigdala basolateral, al
estriado y al nucleo accumbens que, ademas de recibir proyecciones de la capa V,
también reciben proyecciones de la capa Il (Gabbott et al., 2005).

A nivel subcortical, la CPF proyecta a los ganglios basales, al talamo, al
hipotalamo, a la habénula, a los nucleos aminérgicos del mesencéfalo (rafé, locus
coeruleus, area ventral tegmental, nucleo tegmental laterodorsal), a la amigdala y
al hipocampo (Groenewegen et al., 1997; Groenewegen y Uylings, 2000). Por su
parte, los ganglios basales y el cerebelo se especializan en secuenciar la
informacion que permite la ejecucién de diferentes acciones, como habitos vy
lenguaje (Graybiel, 2008). De esta forma, los nucleos talamicos reciben informacién
filtrada a través de los ganglios basales y el cerebelo para transmitirla a la corteza
prefrontal. Estas vias facilitan la transmision fluida de pensamientos y acciones en
una amplia gama de operaciones, desde rutinas simples hasta procesos cognitivos
complejos atribuidos a la corteza prefrontal (Barbas, 2015).

Por su parte, la CPFm presenta una amplia diversificacion de proyecciones,
por ejemplo, el area infralimbica proyecta al séptum lateral, al nucleo del lecho de
la estria terminal, al nucleo predptico lateral y medial, a la sustancia innominada y
al nucleo endopirirforme del cerebro anterior, a los nucleos medial, basomedial y
lateral de la amigdala, al hipotalamo y a los nucleos parabaraquial y solitario del
tallo cerebral. En el caso del area prelimbica, ésta emite escasas proyecciones a

15



estas estructuras salvo en el caso de la amigdala basolateral. Los blancos mas
abundantes para las proyecciones desde el area prelimbica son la corteza agranular
insular, el claustrum, el nucleo acumbens, el bulbo olfatorio, los nucleos
paraventricular, mediodorsal y reuniens del talamo, la parte capsular del nucleo
central de la amigdala y los nucleos mediales y dorsales del rafé. De esta forma el
patron de proyecciones del area infralimbica sugiere una importante funcion en el
control visceral de forma similar a lo observado para la corteza prefrontal
orbitomedial de los primates, mientras que el area prelimbica proyecta a areas mas
relacionadas con funciones cognitivas por lo que podria tener homologia con la

corteza dorsolateral de los primates (Hurley et al., 1991; Vertes, 2004).

IV. 1. 6. Funciones

Como se mencion6 anteriormente, la CPF participa en una gran cantidad de
procesos, principalmente cognitivos, como la memoria operativa o de trabajo, en las
funciones ejecutivas, en la toma de decisiones, la planificacién del comportamiento
y el procesamiento de senales emocionales (Brown y Bowman, 2002; Passetti et
al., 2002).

En particular se conoce que la capacidad de mantener la actividad sostenida
de un grupo de neuronas es la base de la memoria a corto plazo o0 memoria de
trabajo, misma que tiene la funcion de retener provisionalmente informacion durante
periodos cortos de tiempo (del orden de segundos) para llevar a cabo una accién
posterior (Grace et al., 2007).

Por otra parte, se ha visto que la CPF, en particular la regién medial, participa
tanto en procesos cognitivos como visceromotores (Uylings et al., 2003), estando
estrechamente relacionada con el sistema de recompensa y la toma de decisiones
comparativas (Groenewegen et al., 1997) asi como en la organizacion temporal de
la conducta. Ratas con lesiones en esta area se ven afectadas en las tareas que
requieren varias respuestas conductuales para llevarse a cabo secuencialmente
(Kolb, 1990).
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La corteza orbitofrontal, por su parte, al estar estrechamente relacionada con
el sistema limbico participa en la modulacion de la intensidad de las respuestas
emocionales. Se ha visto que las lesiones en esta zona producen desinhibicion e

impulsividad en los individuos (Winstanley et al., 2004).
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IV. 2. GABA

El acido gama amino-butirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio en
el sistema nervioso de vertebrados. El principal precursor de la sintesis de GABA
es la glucosa, misma que es metabolizada a glutamato por enzimas del ciclo de los
acidos tricarboxilicos, sin embargo, tanto el piruvato como la glutamina pueden
también actuar como precursores. La enzima glutamato descarboxilaza (GAD) se
encuentra casi exclusivamente en las neuronas GABAérgicas y cataliza la
conversion de glutamato a GABA (Purves et al., 2004). La GAD existe en 2
isoformas, GADes y GADe7 de acuerdo a su peso molecular (65 y 67 KDa), asi como
también a sus diferentes propiedades cataliticas, cinéticas y su diferente
localizacion subcelular (Walls et al., 2010). Posteriormente, el GABA sintetizado es
empaquetado en vesiculas sinapticas por medio de un transportador vesicular.
Estas proteinas participan en el transporte activo del GABA desde el citosol hacia
las vesiculas secretoras dentro de la célula (Martin y Olsen, 2000).

La liberacibn de GABA en el espacio sinaptico es estimulada por la
despolarizacion de la terminal presinaptica y por un mecanismo dependiente de
calcio. El GABA liberado difunde a través del espacio sinaptico a los receptores en
la membrana postsinaptica. La accién del GABA en la sinapsis finaliza mediante su
recaptura en las terminales presinapticas y en las células gliales vecinas. El| GABA
recapturado en las terminales nerviosas esta disponible para su reutilizacion; por
otra parte, el GABA que se recaptura por la glia es metabolizado a succinato
semialdehido por la GABA-transaminasa (GABA-T) y no puede resintetizarse GABA
ya que las células gliales no poseen GAD, por lo que el GABA en la glia entra al
ciclo de Krebs para la formacién de glutamina, misma que se transfiere de vuelta a
la neurona, donde por accién de la glutaminasa es conviertida a glutamato para

iniciar nuevamente el ciclo (Siegel et al., 1999).
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IV. 2. 1. Receptores a GABA

La inhibicion sinaptica en el sistema nervioso central es en gran parte debida a la
sefalizacion por GABA (Jacob et al., 2008), esta inhibicion es la que modula cada

una de las funciones cerebrales en los vertebrados.

La accion rapida inhibitoria del GABA en el cerebro es mediada por la
activacion de los receptores ionotropicos GABAa y GABAc, mientras que la
sefalizacion mas lenta y prolongada es mediada a través de los receptores
metabotropicos GABAg acoplados a proteinas G (Jacob et al., 2008). La principal
accion del GABA (mediada por el receptor GABAA) es aumentar la permeabilidad
de la membrana a iones de cloro y bicarbonato. En la mayoria de las neuronas
maduras ésto lleva a un flujo entrante de aniones y a una respuesta postsinaptica
hiperpolarizante o potencial postsinaptico inhibitorio (IPSP) (Farrant y Nusser,
2005).

IV. 2. 2. Receptores GABAA

Los receptores GABAA pertenecen a la superfamilia de canales i6nicos activados
por ligando a la cual también pertenecen los receptores colinérgicos nicotinicos, los
serotoninérgicos tipo 5-HT3 y los receptores a glicina. Las proteinas pertenecientes
a esta superfamilia son heteropentameros ensamblados por diferentes subunidades
que comparten una estructura en comun: un dominio extracellular amino terminal y
4 dominios transmembranales (TMs), con un largo dominio intracellular entre TM3
y TM4 (Jacob et al., 2008). Se han identificado hasta 19 subunidades del receptor
a GABAA agrupadas en 8 familias (a1-6, f1-3, y1-3, p1-3, m, €, 8 y 0) (McKernan y
Whiting, 1996). Aun cuando la gran diversidad estructural de los receptores a GABA
es determinada por splicing alternativo de algunos RNA mensajeros del receptor, la
mayoria de los receptores GABAa se componen principalmente por 2 subunidades
a, 2 subunidades By una y o d (Jacob et al., 2008).
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La activacion de los receptores GABAAa por altas concentraciones de GABA
(1.5-3 mM, Jensen et al., 2003), liberado por vesiculas presinapticas, promueve un
incremento rapido en la conductancia de cloro a través de la membrana, lo que da
lugar a una inhibicion rapida o fasica (Glykys y Mody, 2007; Farrant y Nusser, 2005).
Asimismo, el GABA liberado de las vesiculas sinapticas puede difundir desde el
espacio sinaptico y activar receptores alejados de los sitios de liberacion en la
misma célula o en células vecinas. A la difusion del GABA hacia zonas alejadas de
la sinapsis o extrasinapticas se le conoce como “spillover”. Los receptores GABAa
extrasinapticos se activan a concentraciones mas bajas que aquellos que se
encuentran en el espacio sinaptico y dan lugar a corrientes inhibitorias tonicas o

persistentes (Farrant y Nusser, 2005).

IV. 2. 3. Inhibicion fasica

La inhibicion fasica (sinaptica) mediada por receptores GABAa sinapticos es
producida por altas concentraciones de GABA (0.3-1.0 mM) mismas que tienen un
lapso de vida corto en el espacio sinaptico (<1 ms) (Mody y Pearce, 2004). Este
incremento en la concentracién de GABA en el espacio sinaptico y la unién a sus
receptores dispara la apertura de los canales idnicos. La activacion de receptores a
GABA produce corrientes inhibitorias rapidas y de corta duracion que se conocen
como IPSCs (Pouille and Scanziani, 2001). Posteriormente, el GABA es recapturado
por la glia o las propias terminales o difunde rapidamente fuera del espacio sinaptico
(Farrant y Nusser, 2005).

Una de las principales funciones de la inhibicién fasica es la de prevenir la
sobreexitacion neuronal y por lo tanto, evitar el desarrollo de estados patoldgicos en
la actividad de las redes neuronales. Otra de las principales funciones de la
inhibicion fasica es la de generar y regular la actividad sincronica de diferentes
poblaciones neuronales, principalmente en el hipocampo (Jonas et al, 2004).
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Los receptores GABAA sinapticos poseen comunmente en su conformacién
subunidades y. En particular, la subunidad y2 le confiere al receptor sensibilidad a
las benzodiazepinas (Mody y Pearce, 2004). En el receptor GABAAa sinaptico, las
subunidades y estan asociadas con subunidades a (a1, a2, a3) y B. Figura 3. (Brinig
et al., 2002).

IV. 2. 4. Inhibicion ténica

Los receptores GABAA que median la corriente ténica inhibitoria, contienen las
subunidades a4, a5, a6 o O (a6Pxd, a4PBxd and a5Bxy2) y se encuentran
predominante o exclusivamente en espacios extrasinapticos (Figura 3), (Farrant y
Nusser, 2005). Estos receptores GABAa extrasinapticos poseen una alta afinidad ya
que son activados por concentraciones ambientales de GABA muy bajas (en el
rango nanomolar). EI GABA ambiental se define como el remanente de GABA
presente en el espacio extracelular después de que la mayor parte ha difundido o
ha sido recapturado por la glia y las terminales axdnicas (Nyitrai et al., 2006).

Al activar a los receptores de GABAAa extrasinapticos, el GABA ambiental
genera una corriente inhibitoria tdnica o persistente (Isaacson et al., 1993) que
puede actuar como un mecanismo homeostatico, permitiendo el incremento de la
inhibicion durante periodos de sincronizacién en la actividad de las redes neuronales
(Farrant y Nusser, 2005). Esta corriente tonica es escasa durante el desarrollo,
volviéndose mas evidente en el animal adulto (Brickley et al., 1996). De hecho, en
el animal desarrollado, la corriente tonica representa una mayor proporcion del total
de la corriente activada por el receptor GABAA en comparacion con aquélla mediada
por la actividad sinaptica espontanea (Brickley et al., 1996; Walker y Semyanov,
2007). Esto debido principalmente a las diferencias en la expresion del receptor a
GABA durante el desarrollo asi como también a los cambios en su conformacion,

mecanismos de liberacion de GABA y recaptura (Walker y Semyanov, 2007).
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Usualmente, la corriente tonica presenta baja amplitud y una fase de
decaimiento mucho mas lenta que aquella mediada a través de los receptores
GABAA sinapticos. Asimismo, se ha observado que muestra poca o nula
desensibilizacién (Farrant y Nusser, 2005). Estas propiedades biofisicas de los
receptores GABAA extrasinapticos proveen a la neurona de un persistente control
inhibitorio que a su vez permite la regulacion de la excitabilidad de las redes
neuronales y del procesamiento de la informacion (Semyanov et al., 2003; Scimemi
et al., 2005).

La corriente tonica participa en diferentes procesos fisioldgicos tanto a nivel
de neuronas individuales como a nivel de redes neuronales. Los efectos de la
activacion ténica de receptores GABAA depende del lugar donde estos se situen en
la neurona. La activacion tonica de receptores GABAA en la presinapsis puede
regular la liberacion del neurotransmisor, a nivel axonal puede cambiar el umbral
del potencial de accion (Kullmann et al. 2005) y a nivel somatico pueden regular el
procesamiento de la informacion (Chance et al. 2002). Por otra parte, la corriente
tonica promueve un incremento de la inhibicion por corto-circuito “shunting
inhibition”, asi como también disminuye la constante de tiempo de la membrana e

incrementa el ruido basal (Mitchell and Silver 2003).
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Figura 3. Localizacion de los receptores GABAa sinapticos vy
extrasinapticos. Los receptores GABAAa sinapticos se ubican delimitadamente
en la postsinapsis donde se alcanza la mayor concentracion del neurotransmisor
liberado. Por otra parte, los receptores GABAa extrasinapticos se encuentran
fuera del espacio sinaptico donde el neurotransmisor llega a muy baja
concentracion, sin embargo, dada la alta afinidad de estos receptores, dichas
concentraciones son suficientes para activar los receptores extrasinapticos y
generar la respuesta tonica (Tomado de Jacob et al., 2008).
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IV. 3. Insulina

La insulina es una hormona de 5.8 KDa, secretada por las células 3 en los islotes
pancreaticos de Langerhans en respuesta a niveles elevados de nutrientes en la
sangre. Su principal funcion mantener la concentracion de glucosa en sangre en un
rango normal (80-105 mg/dl), favoreciendo la entrada y almacenamiento de este
nutriente en el musculo y en el tejido adiposo, mientras que en higado favorece su
almacenamiento y se inhibe su produccion. La insulina, ademas, regula el
metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas y promueve la division y el
crecimiento celular a través de sus efectos mitogénicos (Olivares y Arellano, 2008).

En las células B pancreaticas la insulina es sintetizada como pre-proinsulina
y procesada en el reticulo endoplasmico a proinsulina. La proinsulina es
posteriormente procesada a insulina y péptido-C para ser almacenada en granulos
de secrecion (Fu et al.,, 2013). Cuando la concentraciéon de glucosa en plasma
aumenta, la captacion de glucosa y el metabolismo de la célula beta pancreatica
aumentan. Algunos productos del metabolismo de la glucosa provocan el cierre de
los canales Katp. Esta reduccion en la permeabilidad de K* de la membrana hace
que la membrana de las células [ se despolarice, debido a que el flujo hacia el
exterior de los iones K*, es ahora mas pequefio que la corriente interna del fondo.
Como consecuencia del cambio en el potencial de membrana, los canales de Ca®*
regulados por voltaje se abren, permitiendo la entrada de Ca?* y estimulando la
liberacién de insulina (Ashcroft y Gribble, 1999).

Una vez liberada a la circulacion, la insulina inicia sus acciones bioldgicas por
su unién a receptores especificos localizados en la membrana celular. El receptor a
insulina pertenece a la subfamilia de receptores con actividad tirosina cinasa, es un
heterotetrapentamero compuesto por dos subunidades a y dos B que funcionan
como enzimas alostéricas, donde las subunidades a inhiben la actividad tirosina
cinasa de las subunidades (3 (Patti y Kahn, 1998). Las subunidades a se encuentran

localizadas en el exterior de la membrana plasmatica y contienen los sitios de unién
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a la insulina, mientras que las subunidades (3 tienen una porcién extracelular, una
transmembranal y una intracelular, en donde se localiza el dominio con actividad de
tirosina cinasa (Olivares y Arellano, 2008). Una vez que la insulina se une a su
receptor, las subunidades a sufren cambios conformacionales que permiten que las
subunidades 3 se activen y sean capaces de autofosforilarse en residuos de tirosina
(Youngren, 2007).

IV. 3. 1. Vias de senalizacion de la insulina

IV. 3. 1. 1. Via de seiializacion de las MAP cinasa (MAPK)

Los efectos de la insulina en la regulacion de la expresion génica y en la sintesis de
proteinas son mediados principalmente a través de la activacién de la via de
sefalizacion de las MAPK. Esta via de sefalizacion inicia por la fosforilacion en
residuos de tirosina del substrato del receptor a insulina (IRS) y/o de la proteina Shc
(subtipo de sustrato del receptor a insulina), que a su vez interactua con el complejo
Grb2/SOS; SOS es un factor recambiador de nucleétidos de guanina (GEF), capaz
de activar la proteina Ras GTPasa (Saltiel y Kahn, 2001; Olivares y Arellano, 2008).

La activacion de Ras GTPasa inicia el encendido de la cascada de las MAPK.
La Ras GTPasa se une y activa a Raf-1 (MAP3K) para subsecuentemente llevar a
la fosforilacion y activacion de la via que involucra el reclutamiento y activacion de
MEK 1/2 (MAPK/ERK cinasa 1y 2) y en consecuencia de las ERK1 y ERK2 (MAPK)
(Meister et al., 2013; Avruch, 1998). Una vez que se ha activado ERK, se transloca
hacia el nucleo, donde cataliza la fosforilacion de factores de transcripcion, iniciando
un programa transcripcional que permite la proliferacidén y la diferenciacion celular
(Boulton et al., 1991) (Figura 4).
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Figura 4. Activacion de la via de las MAPK por accién de la insulina. La
activacion del IR promueve la asociacion de la proteina Shc, la cual une al
complejo Grb2/SOS; SOS activa a Ras, la cual a su vez inicia el encendido de
la cascada de las MAPK. Ras GTPasa une y activa a Raf-1 que
subsecuentemente lleva a la fosforilacion y activacion de MEK y de las ERK1/2
(Modificado de Olivares y Arellano, 2008).

IV. 3. 1. 2. Via de senalizacion de la PISK/Akt

Una vez que la insulina interacciona con su receptor y es autofosforilado, hay una
fosforilacion de los IRS, ésto permite la asociacion de los IRS (de los cuales se
conocen IRS1-4) con las subunidades reguladoras de la fosfatidilinositol 3-kinasa
(PI3K) a través de su dominio SH2 (de homologia al dominio 2 de la proteina Src)

(Bevan, 2001) que funciona como proteina adaptadora.

Las PI3Ks, son heterodimeros conformados por una subunidad reguladora
(p850a, p55a, p50a, p85B 6 p55PIK) y una subunidad catalitica (p110a, p110B o
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p110d). Las subunidades reguladoras son proteinas adaptadoras que contienen dos
dominios SH2, los cuales permiten su unidn a las proteinas IRS-1. La interaccion
entre ambas proteinas permite la activacion de la subunidad catalitica de la PI3K. A
consecuencia de ello, p110 se localiza cerca de la membrana plasmatica en donde
tiene acceso a sus sustratos Pl4-P (fosfatidilinositol 4-fosfato) y Pl4,5-P2
(fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato), los cuales son fosforilados generando los productos
PIP2 (PI13,4-bisfosfato) y PIP3 (PI3,4,5- trisfosfato), respectivamente. El PIP3 sirve
como sitio de unidén para cinasas de Ser como PDK1 (cinasa dependiente de
fosfoinositidos-1) y Akt o proteina cinasa B (PKB) (Engelman et al., 2006).

La activacion de la PKB regula varios efectos metabdlicos de la insulina a
través de la fosforilacion de diferentes sustratos que median la respuesta a la
insulina, incluyendo a la enzima glucégeno sintasa (GS), la glucégeno sintasa
cinasa 3 (GSK3), la sintasa de oxido nitrico inducible (iNOS), la fosfofructocinasa 2
(PFK2), la proteina de union al elemento de respuesta al AMP ciclico (factor de
transcripcion CREB), la molécula blanco de la rapamicina en mamiferos (mTOR), la
caspasa 9 y a la proteina antiapoptotica antagonista de Bcl2 (BAD) (Myers y White,
2002). De entre estos efectos destaca la fosforilacion e inactivacion de la enzima
GSKa3, una cinasa que en condiciones de no estimulo inhibe a la glucégeno sintasa;
la inhibicidn de GSK3 por PKB favorece la activacion de la glucogeno sintasa y el
aumento en la sintesis de glucdégeno. Por otra parte, la activacion de la PKB también
promueve la translocacion de las vesiculas del transportador de glucosa GLUT-4
(en musculo y en tejido adiposo) del citoplasma a la membrana plasmatica, donde
permite la entrada de glucosa a la célula, asi como también promueve a través de

otras cinasas como mTOR la sintesis de proteinas (Bevan, 2001) (Figura 5).
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Figura 5. Activacion de la via de la PI3K/Akt por la insulina. El IR activo y
autofosforilado, activa al IRS el cual contiene varios sitios de fosforilacién en
residuos de Tyr que al ser fosforilados por el IR, se convierten en sitios de union
y activacion de proteinas que contienen dominios SH2 como PI3K. La PI3K
consta de una subunidad reguladora (p85) y de una subunidad catalitica (p110).
La interaccion entre p85/IRS-1 promueve la activaciéon de p110 y p110 tiene
acceso a su sustrato PI(4,5)P2, el cual es fosforilado en la posicion 3 del inositol,
generando PI(3,4,5)P3, que sirve como sitio de union para cinasas de Ser como
PDK1 y Akt. Esta ultima regula varios de los efectos metabdlicos de la insulina
a través de modular la activacion de diferentes sustratos que propagan su
respuesta, como mTor, FOXO, GSK3 y caspasa 9. (Tomado de Olivares y
Arellano, 2008).
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IV. 3. 2. La insulina en el cerebro

Durante mucho tiempo se consider6 al cerebro como un organo insensible a la
insulina ya que la captacion de glucosa en éste no se ve afectada por los niveles de
dicha hormona, dado que no es necesaria para la expresion de transportadores de
glucosa (Ghasemi et al., 2013). Si bien hay evidencia de la expresion y actividad del
transporte de glucosa con el transportador GLUT4 sensible a la insulina en algunos
nucleos cerebrales (en donde coincide con el receptor de insulina) se encuentra en
menor proporcion ya que en el tejido nervioso las isoformas mas abundantes son el
transportador GLUT1 y GLUT3. El primero se encuentra en las células endoteliales
de los capilares, asi como en los astrocitos, mientras que el GLUT3 es la isoforma
predominante en las neuronas (Vannucci et al., 1998); sin embargo, ninguna de
estas presenta translocacion por la accién de la insulina (Ghasemi et al., 2013;
McEwen y Reagan, 2004). Ya que la insulina no es necesaria para el transporte de
glucosa en la mayoria de las células cerebrales, ésta desempefia un papel como
péptido neurorregulador. Mientras algunos trabajos sugieren que puede existir
sintesis de insulina a nivel cerebral (Deltour et al., 1993; Mehran et al., 2012; Molnar
et al., 2014), el aporte pancreatico es la fuente principal que promueve la
sefalizacion de insulina en el cerebro (Gray y Barrett, 2018).

La insulina periférica es transportada al cerebro a través de una via saturable
mediada por el transportador de insulina en las células endoteliales de la barrera
hematoencefalica (Baura et al., 1993). Este mecanismo permite al transportador
llevar a la molécla de insulina de un lado al otro de la célula por un mecanismo
llamado transcitosis (Banks, 2004; Begg, 2015). Por lo tanto, el transporte normal
de la insulina periférica al SNC sigue un modelo de tres compartimentos, del plasma
al liquido intersticial del cerebro y de ahi al liquido cefalorraquideo (Schwartz et al,
1992; Banks, 2004). Por otra parte, la insulina puede eliminarse del SNC por
reabsorcion del liquido cefalorraquideo hacia el plasma o bien degradarse por

enzimas dentro del SNC, como la enzima degradadora de insulina (Begg, 2015).
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IV. 3. 3. Funciones de la Insulina en el SNC

IV. 3. 3. 1. Ingesta de alimentos y balance energético.

La region hipotalamica mas importante en el control de la ingesta y el gasto
energeético es el nucleo arqueado ya que constituye el punto primario de integracion
de las senales relacionadas con el hambre y la saciedad procedentes de la periferia.
Estas sefiales son nutrientes y factores hormonales, cuya concentracion en la
sangre es dependiente del estado nutricional (Niswender et al., 2003). El nucleo
arqueado contiene dos subpoblaciones celulares: 1) neuronas que estimulan
efectos de tipo anabdlico, mismas que producen sustancias con accion orexigénica:
el neuropéptido Y (NPY) y el péptido relacionado con Agouti (AgRP); suelen
denominarse neuronas NPY/AgRP (Niswender et al., 2004). 2) neuronas que
estimulan el catabolismo, ya que producen péptidos anorexigénicos: la hormona
estimulante de los melanocitos (a-MSH) procedente de la propiomelanocortina
(POMC) vy el transcrito relacionado con cocaina y anfetamina (CART); se les
denomina neuronas POMC/CART. Las neuronas del nucleo arqueado proyectan
fiboras que finalizan sobre otras neuronas, situadas en diferentes nucleos
hipotalamicos: paraventricular, ventromedial, etc. Estas fibras permiten la llegada
de todos esos péptidos a dichos nucleos, un proceso necesario para que induzcan
sus efectos orexigénicos y anorexigénicos (Benoit et al., 2002; Berthoud, 2002;
Mendieta-Zerdn et al., 2007). Ademas, entre las dos subpoblaciones del nucleo
arqueado existen conexiones en ambas direcciones, gracias a lo cual la
estimulacion de las neuronas anabdlicas provoca la inhibicion de las catabdlicas y
viceversa (Jobst et al., 2004).

Las dos subpoblaciones neuronales del nucleo arqueado poseen receptores
a insulina y a leptina; por lo tanto, son sensibles a ambas hormonas (Schwartz,
1996). Los efectos de ambas son aumentar la actividad de las neuronas catabdlicas
(anorexigénicas) e inhibir la actividad de las neuronas anabdlicas (orexigénicas). En
consecuencia, cuando los niveles de insulina son bajos (ayuno) y disminuye el nivel

de ocupacion de sus receptores en el nucleo arcuado, se incrementa la produccion
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de péptidos orexigénicos (NPY, AgRP), mientras que se inhibe la sintesis de los
anorexigeénicos (a-MSH, CART); como consecuencia se promueve la sensacion de
hambre. Por el contrario, cuando los niveles de insulina son altos altos (estado
postprandial), la tasa de produccion de ambos tipos de péptidos cambia en sentido
opuesto al descrito, de modo que aparece la sensacidén de saciedad (Benoit et al.,
2002; Niswender et al., 2004). Es importante destacar que la insulina, que se
comporta como hormona anabdlica en los tejidos periféricos, actua como un factor
catabolico sobre el SNC (Mendieta-Zeron et al., 2007).

IV. 3. 3. 2. Glucorregulacién

El metabolismo de la glucosa en todo el cuerpo esta coordinado por el cerebro
(Schwartz et al., 1992) y depende de la accion eficaz de la insulina en éste. La
insulina modula el metabolismo de la glucosa periférica principalmente a través de
Rl localizados en el hipotalamo (Pocai et al., 2005), donde la regulacién del sistema
nervioso autbnomo también es crucial (Alquier y Kahn, 2004). Se ha visto que la
administracion central de insulina mejora su sensibilidad de forma remota en los
tejidos periféricos asociada a una disminucion en la produccion de glucosa hepatica
(Pocai et al., 2005; Alquier y Kahn, 2004). Se requiere un mecanismo de
sefalizacion de insulina hipotalamico intacto para el efecto de la insulina sistémica
en la inhibicion de la produccién de glucosa enddgena. Tras deficiencias de la
sefalizacion insulinica hipotalamica, la subsecuente disminucion de la sensibilidad
hepatica a la insulina circulante estimula la produccién de glucosa hepatica (Obici
et al., 2002).

IV. 3. 3. 3. Reproduccion

Estudios clinicos han evaluado la asociacion de la obesidad con condiciones
infértiles (Legro et al, 1998; Franks et al., 1999) y han identificado un vinculo
potencial entre el metabolismo y las funciones reproductivas. Los ratones NIRKO
(neuronal insulin receptor-knock-out) muestran una obesidad leve sensible a la dieta

y una fertilidad reducida debido a una alteracion de la hormona luteinizante (Bruning
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et al., 2000). De manera similar, los ratones que carecen del subtipo de receptor a
insulina IRS-2 en todos los tejidos, incluido el cerebro, son obesos y tienen ovarios
pequefos y anovulatorios con un numero reducido de foliculos como consecuencia
de un desarrollo hipofisario deficiente y una insuficiencia gonadotrofica (Burks et al.,
2000). Estas observaciones indican que el Rl tiene un importante papel funcional en
el SNC con respecto a la regulacion de la fisiologia reproductiva. Esto ha sido
corroborado por resultados que muestran que tanto la insulina como el factor de
crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) tienen un efecto estimulante sobre la
produccion de la hormona liberadora de gonadotropina en células hipotalamicas
tanto in vitro como in vivo (Kovacs et al., 2002; Burcelin et al., 2003).

IV. 3. 3. 4. Memoria

La presencia de insulina y de sus receptores en regiones cerebrales que intervienen
en procesos cognitivos sugiere que esta hormona ejerce algun tipo de accién sobre
las funciones cognitivas como el aprendizaje y la memoria (Derakhshan y Toth.,
2013). Por ello se han estudiado en particular la corteza y el hipocampo, sobre todo
este ultimo ya que es determinante para la consolidacion de acontecimientos y
pautas de conducta en la memoria. Se ha observado que la administracion de
insulina por via intracraneal en el tercer ventriculo promueve un aumento en la
capacidad para retener y consolidar pautas de conducta previamente aprendidas en
ratas (Park et al., 2000). También en estos animales se ha visto que algunas tareas
de memoria conllevan un incremento en la expresion del receptor de insulina y de
su via de sefalizacion en el hipocampo (Zhao et al., 1999; Dou et al., 2005). Por
otra parte, se sabe que las pérdidas de memoria derivadas de lesiones isquémicas
en el hipocampo pueden evitarse mediante la administracion de insulina (Voll et al.,
1989). También se ha visto que administracién de insulina intranasal mejora la
memoria tanto en humanos sanos como en pacientes con enfermedad de Alzheimer
(Reger et al., 2006). Si bien la administracion de insulina sistémica a ancianos no
diabéticos presenta riesgos de hipoglucemia, el suministro intranasal dirige la

insulina al cerebro, evitando los efectos secundarios sistémicos. En pacientes con
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enfermedad de Alzheimer, la insulina intranasal mejora la atencion, la memoria y la
funcién cognitiva en los 21 dias posteriores al inicio del tratamiento intranasal (Reger
et al., 2008).
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V. Antecedentes

Desde hace tiempo se sabe que la insulina en el SNC funciona, no s6lo como un
regulador de la homeostasis cerebral, sino también como un neuromodulador. Uno
de los efectos de la insulina que ha suscitado mayor interés es la modulacién de
receptores de GABA. Palovcick y colaboradores en 1984 observaron que la
aplicacién de insulina, en concentraciones dentro del rango nanomolar, causaba
una inhibicién del disparo espontaneo en neuronas del hipocampo. Posteriormente,
se demostrd que este efecto se debe a un aumento en la expresion de los receptores
de GABAA sinapticos en la membrana de las neuronas hipocampales, lo cual resulta
en un incremento de las corrientes postsinapticas inhibitorias de GABA (Figura 6)
(Wan et al., 1997). A su vez, se ha caracterizado la activacion de mecanismos de
sefalizacion intracelulares que promueven la fosforilacion de los receptores GABAa
sinapticos mediante la activacion de cinasas como la PI3K, que se encuentran en la
via se sefalizacion de la insulina. Se sabe, que estos mecanismos de sefalizaciéon
estan involucrados en la translocacién de receptores GABAa sinapticos desde
citosol a la membrana celular (Wan et al., 1997; Ma et al., 2003; Vetiska et al., 2007).

GABA 200 uM

-60 mV .
Control Insulina 500 nM
‘ -60 mV W WW

") it "t ey N 4 iaa s
insulina 12t 12 o 4 e St e

1 nA 500 nM

2s |50pA

500 ms

Control

Figura 6. Potenciacion por insulina de las corrientes activadas por GABAA
en cultivos de neuronas de hipocampo. A) Trazos de corriente inducida por
aplicaciéon de GABA antes (control) y 10 minutos después de la aplicacion de
insulina 500 nM en configuracion de parche perforado. Se observa como la
insulina potencia las corriente activada por GABA. B) Registros de mIPSC
mediados por GABAa antes (control) y 8 minutos después de la aplicacion de
insulina (500 nM) (Tomado de Wan et al., 1997).
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Por otra parte, se ha sugerido que la insulina también puede promover la
expresion de receptores GABAa extrasinapticos en las neuronas CA1 del
hipocampo, las cuales normalmente no exhiben corriente tonica inhibitoria en

animales adultos (Figura 7) (Jin et al., 2011).

A B

Control Insulina 1nM

Gabazina 20 uM

Gabazina 20 uM

‘ | |50 pA
40's

Figura 7. La insulina promueve la generacion de la corriente ténica
inhibitoria en neuronas de hipocampo. A) Trazo de corriente en condiciones
control. Se obsereva como a la aplicacién de gabazina 20 uM hay un bloqueo de
las IPSC (componente fasico). B) Trazo de corriente de rebanada previamente
incubada con insulina 1 nM durante 2 horas. La aplicacion de gabazina 20 yM no
solo bloquea el componente fasico sino que genera un desplazamiento en la
corriente de mantenimiento, revelando el componete ténico inducido por la accidn
de la insulina (Tomado de Jin et al., 2011).

Ademas de lo anterior, otros trabajos han reportado que la insulina puede
modular diversos canales i6nicos incluyendo canales de potasio (Bowlby et al.,
1997; Fadool et al., 2000), de calcio (Viard et al., 2004; Toledo et al., 2012) y de
sodio (Lu et al., 2012). Todos estos hallazgos han llevado a especular que la insulina
podria alterar funciones cerebrales y regular procesos cognitivos tales como el
aprendizaje y la memoria (Crestani et al., 2002; Caraiscos et al., 2004; Pavlov et al.,
2009; Martin et al., 2010). En apoyo a esta idea, se ha demostrado que alteraciones
en la sefializacién insulinica incrementan el riesgo de padecer enfermedades como
demencia y Alzheimer (Ronnemaa et al., 2008). Asimismo, se han encontrado
déficits cognitivos en ciertos pacientes diabéticos (Seaquist, 2010) asi como una
baja en los niveles de la actividad beta cerebrocortical en pacientes con sobrepeso
que presentan resistencia a la insulina (Tschritter et al., 2007). En otros estudios ha
encontrado una asociacion entre la aparicion de crisis epilépticas y deficiencias en

la sefalizacion insulinica (Verrotti et al., 2008; Ramakrishnan y Appleton, 2012).
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Cabe senalar, que la mayoria de los estudios de los efectos de la insulina sobre la
expresion de receptores GABAA han sido realizados en lineas celulares (células
HEK) o en neuronas cultivadas, especialmente del hipocampo. Sin embargo, se
sabe que existe una alta densidad de receptores a insulina en otras estructuras
incluyendo el bulbo olfatorio, el cerebelo y la neocorteza (Havrankova et al., 1981;
Hill et al., 1986; Werther et al., 1987).

En el presente trabajo, se investigaron los efectos de la insulina sobre la
modulacién de las corrientes tonicas inhibitorias mediadas por receptores de GABAa
extrasinapticos en la corteza prefrontal, un area cerebral asociativa involucrada en

procesos cognitivos, sensoriales y emocionales.

Por otra parte, se ha demostrado que la corriente ténica, mediada por
receptores GABAAa extrasinapticos contribuye en mayor proporcion a la transmision
sinaptica inhibitoria en comparacion con la contribucion de la corriente fasica
ejercida a través de receptores GABAAa sinapticos. Ademas, los receptores GABAA
extrasinapticos, son posiblemente los sitios de accion mas importantes de diversos
farmacos como las benzodiazepinas y los anestésicos generales puesto que son

activados por concentraciones muy bajas de GABA (Olsen y Sieghart, 2009).

El nivel de inhibicion ténica en diversas areas cerebrales puede variar
dependiendo de las concentraciones locales de GABA ambiental y la expresion de
receptores extrasinapticos GABAa (Walker y Semyanov, 2007; Rossi et al., 2003;
Semyanov et al., 2003; Brickley et al., 1996).

Considerando que la corriente tonica juega un papel crucial en la regulacién
de la excitabilidad de las redes neuronales y del procesamiento de la informacion
(Semyanov y cols., 2003; Scimemi y cols., 2005), el estudio de su modulacion por
insulina y los mecanismos implicados en dicha modulacion en la corteza prefrontal

son de gran importancia clinica y fisiolégica.
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VI. Justificacion

La modulacion de la inhibicidn tonica en neuronas del hipocampo permite la
regulacion de diversos procesos cognitivos (Crestani et al., 2002; Caraiscos et al.,
2004; Pavlov et al., 2009; Martin et al., 2010). Sin embargo, se desconoce si la
insulina tiene un efecto modulatorio en otras areas cerebrales donde se ha
observado la presencia de receptores a insulina, como la corteza prefrontal
(Havrankova et al., 1981), un area determinante no sélo en el desempefio de tareas
cognitivas, sino en el procesamiento de la informacion sensorial y las emociones
entre otras funciones. El estudio es de gran importancia fisioldgica y clinica ya que
ayudaria dilucidar la manera en que la insulina modula la excitabilidad de las
neuronas individuales y los circuitos neuronales cerebrales. Esto podria ayudar a
entender la asociacion que se ha encontrado entre la diabetes infantil y la
manifestacion de crisis epilépticas (Verrotti et al, 2012; Ramakrishnan y Appleton,
2012; Yun y Xuefeng, 2013). Particularmente, sus efectos en la CPF permitirian
explicar el deterioro de las habilidades cognitivas asociadas a las alteraciones de la

sefalizacion insulinica.

VII. Hipétesis

Si las neuronas de la capa V-VI de la CPF poseen receptores a insulina, ésta
incrementara la corriente tonica inhibitoria mediada por receptores GABAa en las

neuronas piramidales reduciendo su excitabilidad.
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VIII. Objetivos

VIII. 1. Objetivo General

Estudiar el efecto modulador de la insulina sobre las corrientes ténicas mediadas
por receptores GABAa extrasinapticos en las neuronas piramidales de la corteza

prefrontal de la rata.

VIII. 2. Objetivos Particulares

e Determinar si la insulina modula la corriente tonica en neuronas piramidales
de las capas V-VI de la CPF examinando su efecto sobre la corriente de
mantenimiento en experimentos de fijacidon de voltaje.

e Utilizar herramientas farmacoldgicas, p.e. moduladores de los receptores
GABAA extrasinapticos que contienen las subunidades 8, a4, a5 para
identificar los receptores mediando el efecto insulinico sobre la corriente
ténica.

¢ Definir la via de sefalizacién intracelular insulinica que lleva a la modulacion
de las corrientes tonicas mediadas por el receptor GABAA.

e Discriminar los efectos de la insulina sobre la excitabilidad neuronal utilizando
técnicas electrofisiologicas.

e Determinar mediante técnicas inmunohistoquimicas y moleculares, las
subunidades que constituyen a los receptores de GABAa mediando la

corriente tonica en la CPF.
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IX. Metodologia

IX. 1. Preparacién del tejido

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo con la norma oficial
mexicana de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y de acuerdo con lo establecido por
el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL)
de la Universidad Nacional Autonoma de México. Se utilizaron ratas macho de la
cepa Wistar de 25 a 30 dias de edad provenientes del bioterio de la Facultad de
Medicina de la UNAM. Las ratas fueron decapitadas para extraer el cerebro que se
colocé en una solucién de Ringer (4 °C) que contenia (en mM): 125 NaCl, 3 KClI, 25
NaHCOs3, 1.25 NaH2PO4, 1 MgClz, 1.2 CaCly, y 25 glucosa, 300 mOsM, pH 7.3
ajustado con NaOH y oxigenada con 95% O2-5% CO2. Posteriormente, se
obtuvieron rebanadas coronales de la corteza prefrontal de 350 um de espesor
utilizando un vibratomo (Pelco 102, Ted Pella INC). Las rebanadas obtenidas se
mantuvieron en la misma solucién Ringer oxigenada a temperatura ambiente (20-
22° C) o fueron incubadas con insulina (20 nM) por 2 horas dependiendo del

experimento.

IX. 2. Registros electrofisiolégicos

Se empled la técnica de fijacion de voltaje en célula completa (Garduio et al., 2012).
Las neuronas piramidales de la capa V-VI fueron visualizadas con un sistema de
video-microscopia por infrarrojo (BX51WI; Olympus Instruments) y un objetivo de
inmersion en agua de 80X. La imagen de la célula registrada fue obtenida con una
camara CCD y visualizada en un monitor. Para los registros de fijacion de corriente
y fijacion de voltaje se utilizé un amplificador Multiclamp 700B (Molecular Devices)
monitoreado con una computadora personal mediante el software Clampex 10
(Molecular Devices). Se registr6 una sola célula por rebanada. Para los
experimentos de fijacion de voltaje los electrodos de registro fueron llenados con
solucion interna, la cual contenia (en mM): 140 CsCl, 0.1 CaClz, 1 EGTA, 0.5 KClI, 1
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MgClz2, 2 ATPMg, 0.3 GTPNa, 5 QX-314 y 10 HEPES, pH= 7.35 ajustado con KOH,
280-300 mOsM. Para los experimentos de fijacién de corriente la solucion interna
consistié en: (en mM) 70 K-gluconato, 70 KCI, 5 NaCl, 1 MgClz, 0.02 EGTA, 10
HEPES, 2 Mg.ATP, y 0.5 NaxGTP; pH 7.35 ajustado con trizma base, 280-300
mOsM. Los electrodos fueron hechos con tubos de vidrio de borosilicato (WPI,
Sarasota, FL) utilizando un estirador de pipetas (Sutter Instrument, Novato, CA) para
obtener una resistencia de 5 a 7 MQ. Los datos experimentales obtenidos fueron
filtrados a 5 KHz, digitalizados y almacenados en una computadora utilizando una
interfase Digidata 1440A (Molecular Devices).

Los registros se realizaron a un potencial de mantenimiento de -70 mV. La
resistencia de acceso fue monitoreada durante todo el experimento. Si la resistencia
de acceso variaba >15% el experimento era descartado. Para los registros de cell-
attached el giga-sello se realizdé con electrodos (2-3 MQ) cuya solucion interna
contenia: 150 mM NaCl and 10 mM HEPES. Un electrodo de estimulacion
conceéntrico (diametro de la punta, 10 pym) se ubicé a =500 ym de la célula
registrada. Se aplicaron pulsos eléctricos (0.2 ms de duracién) por medio del
electrodo de estimulacion a una frecuencia de 0.02 Hz. La intensidad el estimulo se
ajusto para obtener =100% de éxito en la generacion de corrientes de accién en la
célula registrada. Para los registros de parche perforado, los electrodos (2-3 MQ)
fueron llenados con la misma solucion a base de K-gluconato suplementada con
gramicidina (10 pg/ml). Una vez que se establecia el giga-sello, transcurrian
aproximadamente 15 minutos para poder observar corrientes transmembranales en

la célula registrada.

IX. 3. Inmunocitoquimica

Las rebanadas coronales de la corteza prefrontal se fijaron durante toda la noche
en una solucion de PBS/paraformaldehido al 4% (pH 7.4). Posteriormente, fueron
lavadas en PBS e infiltradas en una solucién de sacarosa al 30% para después ser
embebidas en agar y cortadas en un vibratomo en secciones de 40 ym. Estas
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rebanadas fueron incubadas por 40 minutos en solucion PBS con Triton 0.2%,
posteriormente fueron lavadas con PBS e incubadas por un lapso de 18-24 horas a
4°C con el anticuerpo primario anti-conejo del receptor GABAa subunidad a4, a5, o
0 diluidos 1:100 (Phosphosolutions, Aurora CO). Transcurrido el tiempo de
incubacion las rebanadas se lavaron con PBS para ser re-incubadas por 2 horas
con el anticuerpo secundario conjugado con fluoresceina y diluido 1:1000 (Vector
Laboratories, Burlingame, CA). Posteriormente, las rebanadas fueron examinadas
en un microscopio de epifluorescencia para detectar la presencia de la marca de
fluorescencia. Las rebanadas fueron finalmente colocadas en un medio de montaje
(Vectashield, Vector Laboratories) para ser examinadas en un microscopio confocal
(MRC 1024, Bio-Rad, Natford, UK) equipado con laser kriptdn/argon. Un laser de 2
lineas con emision a 488 nm fue utilizado para excitar a la fluoresceina. Las
imagenes digitalizadas fueron transferidas a una computadora con un software de
captura de imagen (Confocal Assistant, T. C. Brelje, Minneapolis, MN). En
experimentos control, la omision del anticuerpo primario anuld la deteccion de la

sefial (datos no mostrados).

IX. 3. 1. Densitometria

La densidad o6ptica de las imagenes digitalizadas de las células marcadas con el
anticuerpo para la subunidad & del receptor fue medida usando el programa Image-
Pro Plus 6.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Para ello se utilizaron las
imagenes maximizadas de las células marcadas. La densidad optica se determind
trazando lineas de densidad a través del soma de dichas células (Morigaki y Goto,
2015).

IX. 4. Western Blot

Se utiliz6 tejido de la capa V-VI de la corteza prefrontal, mismo que fue
homogenizado por tratamiento ultrasénico en un buffer de lisis que contenia (en
mM): 0.1 EDTA y 10 Tris-HCI; pH 7.6, suplementado con un coctel de inhibidores
(protease inhibitor cocktail, Roche). La concentracion de proteina en el tejido fue

41



determinada por el método de Lowry (Lowry et al., 1951). Se utilizaron 80 ug de
proteina para realizar los experimentos de electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE 7.5%). Las bandas obtenidas fueron transferidas a una membrana
PVDF (Trans-Blot SD semi-dry electrophoretic transfer cell, Bio-Rad) e incubadas
con anticuerpos primarios contra las subunidades del receptor GABAA mencionadas
en la seccion anterior (diluciones 1:1000). Las membranas fueron posteriormente
incubadas con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (dilusion
1:10000). Los complejos antigeno-anticuerpo fueron visualizados utilizando el
sustrato Luminate Crescendo Western HRP substrate (Millipore). Las bandas fueron
visualizadas con un sistema de reaccion quimioluminiscente Che-miDoc, BioRad) y

analizadas con el programa Image lab (BioRad).

IX. 5. Incubacion con farmacos

Para la realizacion de algunos experimentos, las rebanadas fueron incubadas de 1-
2 horas en solucion externa burbujeada con 95%0,-5% CO: a la cual se le agrego
insulina para obtener una concentracion de 20 nM. Para los experimentos donde se
utilizé LY-294002, LY-303511, wortmanina, o genesteina, las rebanadas fueron
incubadas con alguno de estos farmacos en solucion externa por 1 hora,
posteriormente se agrego insulina para obtener una concentracién de 20 nM y se
continud la incubacion por 1 hora mas antes de realizar el registro. Cuando se
realizaron los experimentos con los inhibidores de la sintesis de proteinas, las
rebanadas fueron incubadas en solucidén externa con cicloheximida o anisomicina
por 40 minutos, posteriormente, se agrego insulina para obtener una concentracion
de 500 nM y se continud la incubacion por 30 minutos mas antes de realizar el
registro.

IX. 6. Aplicacién de farmacos

En otras series de experimentos, SR-95531 (gabazina), 6-cyano-7-nitroquinoxaline-
2,3-dione (CNQX), tetrodotoxina (TTX), gaboxadol (THIP) y L-655708 fueron
directamente aplicados a la perfusion durante el registro. En algunos experimentos,
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se aplico insulina a una alta concentracién (500 nM), de esta forma se reduce el
tiempo de incubacion y se hace posible evaluar los efectos de la insulina antes y

después de su aplicacion en la misma célula (Wan et al., 1997, Vetiska et al., 2007).

Los farmacos utilizados se aplicaron directamente a la solucion externa a
partir de soluciones stock y fueron administrados por medio de un sistema de
perfusion por gravedad. El tiempo necesario para obtener una concentracion
homogénea de los farmacos en la camara de registro fue de 3 a 4 minutos. Para los
registros de fijacion de voltaje se esperé al menos 10 minutos para permitir la
estabilizacién del sello luego de tener acceso a la célula; durante este tiempo, el
bloqueador de receptores a glutamato (CNQX) estuvo presente en la perfusion.
Posteriormente se agreg6 gabazina (20 uM) y se procedi¢ al registro de su efecto
durante la admistracion (8-15 minutos). Para los experimentos de cell-attached, se
aplicé insulina (500 nM) a la perfusion durante el registro. En otro grupo
experimental las rebanadas fueron previamente incubadas con LY-294002 o LY-
303511 por 1 hora antes de la aplicacién de insulina.

Insulina, TTX, CNQX, gabazina, cycloheximida, anisomicina, gaboxadol
(THIP), genisteina, wortmanina, LY-294002 y LY-303511 fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich RBI (St. Louis, MO). L-655708 y gramicidina fueron comprados de
Tocris Bioscience (Ellisville, MO).

IX. 7. Analisis estadistico

La corriente ténica activada por receptores GABAa se cuantific6 como el resultado
del desplazamiento de la corriente de mantenimiento cuando se aplicd el
antagonista de receptores a GABAa, gabazina (20 uM). Para la cuantificacion, se
tomaron muestras de 5 ms de la corriente de mantenimiento cada 100 ms antes y
al efecto maximo de gabazina. La corriente tonica fue obtenida al restar el valor de
la corriente minima de la maxima (Drasbek and Jensen, 2006). Los valores
obtenidos fueron normalizados y se usaron para el analisis estadistico. El analisis

de datos (offline) se hizo utilizando Clampfit 10.2 (Molecular Devices) y Origin 8
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(Microcal, Northampton MA). Los datos fueron expresados como la media £ S.E.M.
Para cada grupo experimental un minimo de 5 células fueron registradas. El analisis
estadistico se realizd con el programa GraphPad Prism 6 (San Jose CA, USA), las
pruebas estadisticas utilizadas para el analisis fueron Wilcoxon o Mann-Whitney
para datos pareados o no pareados respectivamente (valores de p < 0.05 fueron

tomados como significativos).
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X. Resultados

X. 1. La insulina modula la corriente activada por receptores GABAa en la
CPF

Un total de 116 neuronas de la CPF fueron registradas y asignadas a los diferentes
grupos experimentales. Se realizaron registros electrofisiologicos en configuracion
de célula completa en neuronas piramidales de la capa V-VI. Estas células fueron
identificadas con base en su morfologia caracteristica asi como por su patrén de
disparo regular (Figura 8). Las células registradas presentaron un potencial de
membrana en reposo de 65 £ 2 mV y una resistencia de entrada (RN) de 186 + 37
MQ (n = 37).
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Figura 8. Nuerona piramidal de la CPF. A) Fotomicrografia de una neurona piramidal
de la CPF marcada con biocitina. Las neuronas fueron registradas en la capa V-VI como
se muestra con un punto en el esquema (inserto). B) Respuestas de la célula mostrada
en A a pulsos de corriente hiperpolarizantes y despolarizantes. Todas las células
registradas presentaron un patrén de disparo regular con poca adaptacion. C) Grafica
de la relacién corriente-voltaje (I-V) de la misma célula en A.
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Estudios previos han caracterizado el efecto modulador de la insulina sobre
los receptores GABAA en neuronas del hipocampo. Con la finalidad de explorar la
presencia de una corriente tonica inhibitoria mediada por la presencia de receptores
GABA extrasinapticos y su posible modulacién por insulina en la CPF se realizaron
experimentos de fijacién de voltaje para registrar las IPSCs. Todos los experimentos
fueron realizados en presencia de CNQX, un bloqueador de receptores a glutamato
AMPA/kainato, a una concentracion de 10 uM para aislar el componente
GABAérgico. Posteriormente a la aplicacion de gabazina 20 uM, un bloqueador
selectivo de receptores GABAA se observo un bloqueo de las IPSCs, asi como
también un pequefio pero significativo desplazamiento en la corriente de
mantenimiento de 4.9 £ 1 pA, lo que representd el 13.2 £+ 1% con respecto a la
corriente basal (Figura 9 A,C, cuadros negros) (Wilcoxon, p = 0.0022, n = 5).

Cuando las rebanadas fueron incubadas con insulina a una concentracion de
20 nM durante 2 horas previo al registro, la aplicacion de gabazina produjo un claro
aumento en el desplazamiento de la corriente de mantenimiento de 38 + 2.2 pA
(25.6 £ 1.8%, n =7) con respecto a la basal (Figura 10 B, C, circulos negros). En la
grafica de cajas (Figura 9 D) se compara el desplazamiento de la corriente de
mantenimiento producido por la aplicacion de gabazina en condiciones control
(rebanadas no incubadas) con las rebanadas incubadas con insulina (Mann-
Whitney, p = 0.0025). En algunos experimentos se utilizaron otros bloqueadores de
los receptores GABAA, bicuculina y picrotoxina (a concentraciones de 10 y 40 uM,
respectivamente) observandose el mismo efecto sobre la corriente de
mantenimiento que con gabazina (datos no mostrados). Estos resultados sugieren
la presencia de una corriente tonica modulada por insulina en las neuronas

piramidales de la corteza prefrontal.

Se sabe que la generacion de la corriente tonica en el SNC depende de la
concentracion ambiental de GABA que activa a los receptores GABAa
extrasinapticos (Bright et al., 2007). Por lo anterior, se investigéo en qué medida la
liberacién vesicular del GABA dependiente del potencial de accidn contribuye a
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mantener los niveles ambientales de GABA en la corteza prefrontal. Para ello, las
neuronas piramidales fueron registradas en presencia de TTX (bloqueador de
canales de sodio) a una concentracion de 500 nM para inhibir la actividad sinaptica
dependiente de potencial de accién. En las rebanadas que fueron incubadas con
insulina la sola aplicacién de TTX produjo un desplazamiento en la corriente de
mantenimiento de 39 £ 1.2 pA (27.9 + 2.6%) respecto a la basal. Bajo estas mismas
condiciones, la subsecuente aplicacion de gabazina (20 pM) fue aun capaz de
producir un pequefio pero significativo desplazamiento en la corriente de
mantenimiento (Figuras 9 E, F). En la grafica de cajas (Figura 9 F, inserto) se
observa como el desplazamiento en la corriente de mantenimiento producido por la
aplicacién de TTX + gabazina fue mas pequefo (5.6 £ 1.4%) que el producido por
el TTX per se (Wilcoxon, p = 0.0065, n = 5). Estos resultados concuerdan con
estudios previos de afirman que las concentraciones de GABA ambiental no
dependen solamente de la liberacién de GABA por el disparo de potenciales de
accion (Jin et al., 2011), sino también por otros mecanismos de liberacion de GABA
no vesicular e independiente de Ca?* tanto desde la glia como de terminales
GABAérgicas (Rossi et al., 2003; Semyanov et al., 2004; Walker y Semyanov,
2008).
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Figura 9. La insulina incrementa la corriente ténica en las neuronas piramidales
de la CPF. A) Registro de la corriente ténica en condiciones control (sin insulina). La
gabazina (20 pM) inhibe las IPSCs y produce un pequefio pero significativo
desplazmiento de la corriente de mantenimiento. B) Registro de la corriente ténica en
una rebanada incubada con insulina (20 nM). Puede apreciarse que en este caso la
gabazina bloquea las IPSCs y produce un desplazamiento mayor de la corriente de
mantenimiento. A la derecha se muestra un ajuste Gausiano a un histograma de un
segmento de 30s de registro de corriente tomado en la parte control y después de la
aplicacion de gabazina. Los picos en esta grafica se indican con lineas punteadas. La
linea inferior corresponde a la corriente basal, la linea superior indica el nivel de la
corriente posterior a la aplicacion de gabazina. C) Comparacion del curso temporal del
efecto de gabazina en condiciones control (cuadros) y en las rebanadas incubadas con
insulina (circulos). La respuesta fue expresada como % de la corriente basal. D) Grafica
de cajas donde se compara el efecto de la gabazina en condiciones control (n=5) e
insulina (n=7). E) Registro de la corriente ténica donde se muestra el efecto de la
gabazina en presencia de TTX (500nM). F) Curso temporal del efecto de TTX y de
TTX+gabazina expresado como % de la corriente basal (n=5). El inserto muestra el
resumen en grafica de cajas. Todos estos experimentos fueron realizados en células de
rebanadas incubadas con insulina en presencia de CNQX. **p < 0.01.
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X. 2. La insulina modula la corriente tonica inhibitoria a través de la activacion

de la enzima PI3K

Diferentes vias de sefalizacién intracelular pueden ser activadas por accion de la
insulina permitiendo de esta forma la regulacion de diversos procesos celulares.
Vetiska y colaboradores, en el 2007 reportaron que la insulina puede modular la
expresion de receptores GABAA sinapticos por la activacion de la enzima PI3K. Para
determinar si la PI3K participa en la modulacién de la corriente tonica mediada por
receptores GABAA extrasinapticos, un grupo de rebanadas de corteza prefrontal
fueron incubadas con insulina (20 nM) en presencia de LY294002 (1uM) un inhibidor
selectivo de la PI3K (ver metodologia). Se observé que la modulacion por insulina
de la corriente tonica fue completamente suprimida por accién del inhibidor de la
PI3K, ya que no se presento efecto sobre la corriente de mantenimiento posterior a
la aplicacion de gabazina (n=5) (Figura 10 A). Otro grupo de rebanadas fue incubado
con insulina y con el analogo inactivo del inhibidor de la PI3K, el LY303511 (5 uM).
En este caso, cuando la gabazina fue aplicada las neuronas registradas presentaron
un claro desplazamiento en la corriente de mantenimiento de 27.4 £ 1.3 pA lo que
representa el 19.6 + 6% con respecto de la basal (n = 7) (Figura 10 B). Este efecto
fue estadisticamente significativo comparado con el efecto de la gabazina en el
grupo de rebanadas incubadas con LY294002 (Mann-Whitney, p = 0.0013).
Asimismo, la incubacién con wortmanina (200 nM), otro inhibidor de la enzima PI3K,
también suprimio el efecto de la gabazina sobre la corriente ténica (n = 5, Figura 10
D). Por otra parte, cuando las rebanadas fueron incubadas con genisteina, un
inhibidor de la enzima tirosina cinasa, la aplicacion de gabazina produjo un pequefio
pero significativo desplazamiento en la corriente de mantenimiento de 9.3 £ 4.5 pA
(5.01 £ 3.5%) respecto a la basal (n = 6) (Wilcoxon, p = 0.0331, Figura 10 C).
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Figura 10. El efecto de la insulina es mediado a través de la via PI3K/Akt. A)
Registro obtenido en fijacion de voltaje de rebanadas incubadas con un inhibidor de
la via de la PI3K, LY294002 (1 uM) e insulina. Se aprecia como la gabazina no tiene
efecto sobre la corriente ténica inhibitoria. B) Cuando la incubacion fue hecha con un
analogo inactivo del inhibidor de la via de la PI3K, LY303511 (5 yM) e insulina, el
efecto modulador de la insulina si se produjo. C) En rebanadas incubadas con
genisteina (50 uM) (un inhibidor de la enzima tirosina cinasa) e insulina, la gabazina
produjo un pequefio desplazamiento en la corriente de mantenimiento. D) Resumen
en grafica de cajas de los resultados de la modulacion por gabazina en presencia de:
LY294002 (n=5), LY303511 (n=7), genisteina (n=6) y wortmanina (200 nM, n=5) *p <
0.05, **p < 0.01.

X. 3. La corriente ténica inhibitoria es mediada por receptores GABAa con las
subunidades a5y &

Como se mencion6 anteriormente, los receptores GABAa conformados por las
subunidades a5, a4, a6 y & se localizan casi exclusivamente en el espacio
extrasinaptico (Birnir y Korpi, 2007). Sin embargo, de éstas, las subunidades a5y &
son las que mas comunmente integran a los receptores de GABA extrasinapticos

(Scimemi et al., 2005). Para saber que subunidades conforman a los receptores
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GABAA extrasinapticos que son modulados por la insulina en la CPF, primero se
evaluo el efecto del L655, 708 un agonista inverso selectivo de los receptores
GABAA que poseen la subunidad a5. Este farmaco fue aplicado durante el registro
a rebanadas previamente incubadas con insulina (20 nM), en estas condiciones, la
aplicaciéon de L655, 708 (5uM) produjo un desplazamiento en la corriente de
mantenimiento de 41.19 + 1.8 pA, lo que representa el 18.7 + 0.6% con respecto a
la basal. La subsecuente aplicacion de gabazina (20 uM) en presencia de L655, 708
provoco un desplazamiento adicional en la corriente de mantenimiento de 17.11 £
2.5 pA (13.02 £ 1.6%) (Figura 11 A, B). En la grafica de cajas (Figura 12 B, inserto)
se observa la comparacion de los efectos de L655, 708 y L655, 708 + gabazina
sobre el desplazamiento de la corriente de mantenimiento (Wilcoxon, p = 0.0156, n
= 7). Estos datos sugieren que la corriente tonica en la capa V-VI de la CPF no solo
depende de receptores de GABA extrasinapticos que contienen la subunidad a5.
Por esta razén, se decidio utilizar el THIP, un agonista selectivo de los receptores
extrasinapticos que poseen la subunidad &. A una concentracion de 5 uM, el THIP
produjo un marcado incremento en la corriente tonica, lo que se observé como un
desplazamiento hacia abajo (incremento) en la corriente de mantenimiento de
171.33 £ 7.9 pA (Figura 11 C). La subsecuente aplicacion de gabazina provoco un
gran desplazamiento de la corriente hacia arriba (bloqueo) de 94.0 + 9.8 pA que
sobrepaso la corriente de mantenimiento inicial (linea punteada). El desplazamiento
de la corriente de mantenimiento normalizada respecto a la basal fue de (46 + 2.1%,
hacia abajo, p = 0.0313) y (29.2 + 3.3%, hacia arriba, p = 0.0323) para el THIP y
THIP + gabazina, respectivamente (Wilcoxon, n = 5) (Figura 11 D e inserto). Estos
resultados sujieren que los receptores GABAa conformados por la subunidad &
también participan en la generacion de la corriente tonica en la capa CPF.
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Figura 11. La corriente ténica sensible a insulina es mediada a través de
receptores GABAAa que contienen las subunidades a5y 8. A) El agonista inverso
de la subunidad a5, L655, 708 inhibe la corriente tonica mediada por receptores
GABAA en neuronas piramidales. Note que hay un remanente de la corriente tonica
que es bloqueado por la aplicacion de gabazina (linea superior discontinua). B)
Curso temporal del desplazamiento de la corriente de mantenimiento por la
aplicacion de L655, 708 y la subsecuente aplicacion de gabazina. La respuesta es
expresada como % de la corriente basal (n=7). El inserto en B muestra la grafica de
cajas donde se compara el efecto de L-655, 708 con L-655, 708 + gabazina (GBZ).
C) THIP, un agonista de los receptores GABAA que contienen la subunidad &
produce un incremento en la corriente de mantenimiento, mismo que posteriormente
es bloqueado por la aplicacién de gabazina. D) Curso temporal del desplazamiento
de la corriente de mantenimiento por la aplicacion de THIP y la subsecuente
aplicacion de gabazina expresado como % de la corriente basal (n=5). El inserto en
D muestra el resumen en una grafica de cajas. Estos experimentos fueron realizados
en rebanadas previamente incubadas con insulina (20 nM) *p < 0.05.
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X. 4. Lainsulinaincrementa la expresién de receptores GABAAa extrasinapticos

Trabajos anteriores han demostrado que la insulina promueve la translocacion de
receptores GABAa sinapticos al citoplasma de la membrana en células del
hipocampo (Wan et al.,, 1997). Para explorar esta posibilidad en la CPF se
aprovecho la observacion de que, cuando la gabazina es administrada a una
concentracion de 20 yM por 10 min, sus efectos sobre la corriente tonica no se
revierten hasta 1 hora después de su aplicacion. Tomando en cuenta lo anterior, se
utilizé gabazina (20 uM) para generar un bloqueo a largo plazo de los receptores
GABAA. Al inicio del experimento la gabazina fue aplicada por 15 minutos,
posteriormente, fue retirada y se agregé insulina (500 nM) a la perfusién. Esta alta
concentracion de insulina fue utilizada alcanzar sus efectos en un menor tiempo
(Wan et al., 1997; Vetiska et al., 2007). La insulina produjo un incremento en la
corriente de mantenimiento (46.36 + 1.9 pA). Aun en presencia de insulina, una
segunda aplicacion de gabazina promovié un desplazamiento hacia arriba en la
corriente de mantenimiento aun cuando los receptores a GABAa habian sido
previamente bloqueados por la primera aplicacion de gabazina (Figura 12 A).

Cuando la insulina fue sustituida por solucion salina durante el registro, la
aplicacion de gabazina no genero ningun efecto (5 de 5 células) (Figura 12 B). En
resumen, en valores normalizados, el desplazamiento de la corriente de
mantenimiento producido por la aplicacion de insulina respecto a la primera
aplicacion de gabazina fue de 18.3 + 4.4% (p = 0.0011, Wilcoxon. n = 7). Por otra
parte, el efecto de la insulina + gabazina (segunda aplicacion) no fue
estadisticamente diferente del efecto de la primera aplicacion de gabazina (p =
0.0647, Wilcoxon) (Figura 12 C, inserto).

Para determinar si el efecto de la gabazina sobre la corriente ténica (posterior
a la aplicacién de insulina) fue debido a la sintesis de nuevos receptores GABAa, se
realizaron experimentos en los que las rebanadas de la CPF fueron incubadas por
separado en diferentes grupos: insulina (500 nM) o insulina + inhibidores de las
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sintesis de proteinas, cicloheximida (50 uM) o anisomicina (40uM). En todos los
grupos, la gabazina aun fue capaz de producir un desplazamiento en la corriente de
mantenimiento (Figure 12 D). Este desplazamiento en la corriente fue de 43.7 £ 8
PA (24.52 £ 1.6%), 31.4 £ 2 pA (23.54 + 1.6%), y 26.2 + 4 pA (22.95 + 1.4%) para el
grupo control (insulina, n = 5), insulina + cicloheximida (n = 5) e insulina +
anisomicina (n = 5) respectivamente. No se observaron diferencias significativas
cuando se compararon los grupos de inhibidores de las sintesis de proteinas contra
el control (p = 0.1847 y p = 0.0543, Wilcoxon) para cicloheximida y anisomicina,
respectivamente. En conjunto, estos datos sugieren que el efecto modulador de la
insulina sobre la corriente tonica inhibitoria no depende de la sintesis de nuevos

receptores GABAAa extrasinapticos.
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Figura 12. La insulina promueve el incremento en la corriente ténica mediada por
receptores GABAAa. A) Posterior al bloqueo de los receptores GABAAa por gabazina, la
aplicacion de insulina (500 nM) produjo un incremento en la corriente de mantenimiento
(desplazamiento hacia abajo). Este efecto fue revertido por una subsecuente aplicacion
de gabazina. B) Cuando la gabazina fue sustituida por solucion salina durante el
registro, la nueva aplicacion de gabazina no present6 efecto sobre la corriente (n=5).
C) Modulacion de la corriente ténica por insulina e insulina + gabazina expresada en
valores normalizados respecto al efecto de gabazina sola (n=7). El inserto en C
muestra la grafica de cajas donde se compara el efecto de la insulina e insulina +
gabazina contra el efecto de gabazina sola. D) Grafica de barras donde se compara en
valores normalizados la modulacion de la corriente de mantenimiento por gabazina en
células de rebanadas incubadas con insulina (n=5), insulina + cicloheximida (n=5)
e insulina + anisomicina (n=5). No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos (ns), **p < 0.01.

X. 5. La insulina disminuye la excitabilidad neuronal

La observacion de que la insulina produce un incremento en la corriente tonica
activada por receptores GABAa plantea cuestionamientos acerca del papel
fisiologico de esta modulacion. Para evaluar si la insulina tiene un efecto sobre la
excitabilidad neuronal se realizaron registros en fijacion de corriente en los cuales
se aplicaron pulsos despolarizantes para generar potenciales de accion. Para
realizar estos registros se utilizd una solucion interna de gluconato de potasio.
Durante el registro, se aplicé un protocolo de pulsos de inyeccién de corriente
despolarizante partiendo de un potencial de mantenimiento de -70 mV.
Posteriormente, se agrego insulina (500 nM) a la solucién de perfusion por un lapso
de 10-15 minutos antes de volver a aplicar el mismo protocolo de inyeccion de
corriente a la célula. En todas las células registradas, la insulina produjo un
desplazamiento hiperpolarizante de =4mV del potencial de mantenimiento, asi como
una disminucién en la frecuencia de disparo. Aun cuando a éstas células se les
inyectd corriente despolarizante para regresarlas al potencial de mantenimiento de
-70 mV, el efecto en la reduccion de la frecuencia de disparo por la insulina se
mantuvo (Figuras 13 A, B). La disminucion en la frecuencia de disparo por insulina
respecto al control (en valores normalizados) fue de 28.18 + 9.5% al maximo pulso
despolarizante (255 pA) (Wilcoxon, p = 0.008, n = 5).
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Por otra parte, a manera de comparacién, en otro grupo experimental, la
insulina se aplico en presencia de gabazina (20 pM). Bajo estas condiciones, la
insulina no tuvo efecto sobre la frecuencia de disparo ni sobre el potencial de
mantenimiento (n = 6) (Figuras 13 C, D). Finalmente, para determinar si la insulina
podria tener un efecto sobre corrientes dependientes de voltaje, se analizaron
graficas de espacio-fase de dVm/dt contra el mV de los potenciales de accion antes
y después de la aplicacion de insulina en presencia de gabazina. La Figura 13 E
muestra las graficas espacio-fase en ambas condiciones observandose un
sobrelape entre ellas, ésto sugiere que la insulina no tiene efecto sobre otras

conductancias de la célula.
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Figura 13. La insulina disminuye la frecuencia de disparo. A) Registros de fijacion de
corriente en condiciones control (trazo superior) e insulina (500 nM, trazo inferior) donde
se muestra la respuesta a inyecciones de corriente despolarizante de 255 pA. Notese que
posterior a la incubacion con insulina la frecuencia de los potenciales de accion disminuye.
B) Relacién corriente-frecuencia en condiciones control e insulina (n=5). C) Registros en
fijacion de corriente en condiciones control (gabazina, superior) e insulina en presencia de
gabazina (inferior). Notese que en este caso la insulina no tiene efecto en la frecuencia de
disparo (n=6) (trazo inferior). D) Relacion corriente-frecuencia en control (circulos negros)
y en insulina + gabazina (circulos blancos). E) Grafica espacio-fase de potenciales de
accion para ambos grupos, control (linea negra) y gabazina + insulina (linea roja).

X. 6. La insulina disminuye la ganancia de las células piramidales de la corteza

prefrontal

Para poder tener una estimacion mas fisiologica del efecto de la insulina sobre la
excitabilidad neuronal se realizaron experimentos en la configuracion de cell-
attached en donde no se tiene acceso al interior celular y por lo tanto no se altera
su composicion ionica, incluyendo la concentracion intracelular de cloro. En estos
experimentos se utilizd un electrodo de estimulacion concéntrico (10 uym de
diametro) el cual se situ6 en la capa V de la corteza prefrontal, aproximadamente a
500 uym de distancia de la célula registrada. Mediante este electrodo se aplicaron
pulsos de corriente para generar corrientes de accion en la célula registrada. La
intensidad del estimulo se ajustd para tener una tasa de éxito cercana al 100%.
Como se observa en la Figura 14 A, la insulina (500 nM) produjo un incremento en
la variacion de la latencia en la generacion de corrientes evocadas, lo cual se
traduce en una mayor dispersion de la respuesta en comparacion con las
condiciones control. Asimismo, la insulina provoco un mayor numero de fallos ante
la aplicacion del estimulo (Figura 14 B). Estos efectos de la insulina no se
observaron cuando se realizd una pre-incubacion de las rebanadas con el inhibidor
de la enzima PI3K, el LY294002, pero si en presencia de su analogo inactivo
LY303511 (ver métodos). En la Figura 14 C, la grafica de barras muestra una
comparacion de las fallas en la generacién de las corrientes de accion de los

diferentes grupos experimentales respecto al control (n=6). Los porcentajes de las
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fallas para cada grupo fueron: 19.8 + 4.7%, 4.9 £ 2.7%; 18.4 £ 3.5% para insulina
(n=6), insulina + LY294002 (n=5), e insulina + LY303511(n=6), respectivamente
(Figura 14 C). Como se observa, solo los grupos de insulina e insulina + LY303511
fueron significativamente diferentes con respecto al grupo control (p=0.0320 y

p=0.0313, Wilcoxon, respectivamente).

En otra serie de experimentos, se aplicd un estimulo sub-umbral dentro de la
corteza prefrontal y la respuesta sinaptica excitatoria fue registrada en configuracion
de parche perforado en neuronas piramidales (ver métodos). La aplicacion de
insulina (500 nM) en la perfusién produjo una disminucidon en la amplitud de la
respuesta sinaptica evocada. Este efecto se vio revertido por la aplicacién de
gabazina (20 pM). La disminucion de la corriente sinaptica evocada respecto al
control fue de 57.8+2%, (Wilcoxon, p=0.0062, n=5) (Figura 14 D).
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Figura 14. La insulina disminuye la ganancia en las neuronas piramidales
de la corteza prefrontal. A) Registros de corrientes de accién en configuracion
de cell-attached en ausencia (izquierda) o en presencia (derecha) de insulina
(500 nM). Notese la variacion en la latencia (dispersion de la respuesta)
producida por la aplicacion de insulina. B) La insulina incrementa el numero de
fallas para generar corrientes de accion (circulos negros) en comparacién con el
control (circulos blancos). C) Grafica de barras donde se muestra la comparacion
de los porcentajes de fallos en condiciones control (n=6), insulina (n=6),
LY294002 (n=5) y el analogo inactivo LY303511 (n=6). En esta serie de
experimentos solo el grupo de insulina e insulina + LY303511 fueron
estadisticamente diferentes del grupo control. D) Registro de corrientes
sinapticas evocadas en configuracion de parche perforado. Se muestra como en
presencia de insulina hay una disminucion en la amplitud de la corriente sinaptica
excitatoria evocada por la estimulacion cortical (trazo rojo), este efecto es a su
vez revertido por gabazina (trazo verde) (n=5), **p < 0.01.

X. 7. La insulina promueve la translocacion de receptores GABAa

extrasinapticos a la membrana celular

Dado que los experimentos anteriores sugieren que la corriente tonica en las células
piramidales de la corteza prefrontal es mediada por receptores GABAA que poseen
en su conformacion las subunidades a5 y 8, se procedio a determinar la presencia

de dichas proteinas mediante las técnicas de Western-blot e inmunocitoquimica.

El analisis de Western-blot permitio la identificacion de productos
inmunorreactivos en muestras de proteina obtenidas de tejido de las capas V-VI de
la CPF. La técnica permitié la detecciéon de bandas correspondientes a proteinas
con pesos moleculares de 61, 49, y 50 kDa, como se esperaba para las subunidades
a4, a5, y O respectivamente (Khrestchatisky et al., 1989; Shivers et al., 1989;
Malherbe et al., 1990) (Figura 15 A). Asimismo, apoyando los resultados anteriores,
experimentos de inmunocitoquimica mostraron células de la corteza prefrontal
marcadas con anticuerpos policlonales anti-a4, a5y & (Figuras 15 B, C). En algunos
experimentos, el anticuerpo anti-d0 fue probado en rebanadas que fueron
previamente incubadas en insulina (100 nM) o mantenidas en condiciones control

(Figuras 15 C-E). Las células de las rebanadas del grupo control presentaron un
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marcado difuso anti-d a lo largo del soma, como se muestra a mayor amplificacion
en la Figura 15 D (izquierda). En contraste, las células que fueron incubadas con
insulina mostraron un fuerte marcado en los limites de la célula y una marca tenue
en el soma (Figura 15 E, izquierda). Estos datos apoyan la idea de que la insulina
promueve el trafico de receptores GABAa a la membrana celular. La densidad éptica
fue medida a lo largo del eje mayor de las células (linea blanca) (Morigaki y Goto,
2015). No se observo un cambio significativo en la densidad 6ptica a lo largo del eje
medido en las células control (Figura 15 D, izquierda y centro). La grafica de barras
(derecha) compara la densidad optica en el soma y la membrana (Mem) de las
células control confirmando que no hay diferencias significativas (p=0.4524,
Wilcoxon, n=24). Por otra parte, las células de las rebanadas incubadas con insulina
mostraron mayor densidad Optica en los limites de la célula en comparacion con el
soma (Figura 15 E). En la figura 15 E (centro) se observan 2 picos correspondientes
a la densidad optica cuantificada en los limites de la célula, mientras que la densidad
optica en el soma de estas células es cercano a cero. La grafica de barras (derecha)
confirma estas diferencias (p=0.0001, Wilcoxon, n=28). Resultados similares se

encontraron al usar el anticuerpo policlonal anti-a4 (datos no mostrados).
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Figura 15. La insulina promueve la translocacion de receptores GABAa del
citoplasma a la membrana celular. A) Analisis de Western-blot donde se muestran
productos inmunorreactivos de muestras de tejidos de la capa V-VI de la CPF. Las
flechas indican las bandas reconocidas por el anticuerpo anti-o4 del receptor GABAa
(izquierda), anti-a5 (centro) y anti-d (derecha) que corresponden a las proteinas con
pesos moleculares de 61 KDa, 49 KDa y 50 KDa respectivamente (I =75 KDa, Il = 50
KDa). B) Imagenes de microscopia confocal donde se muestra la inmunoreactividad
para las subunidades a4 (izquierda) y a5 (derecha) del receptor GABAa. C)
Inmunorreactividad para la subunidad & en células de rebanadas en condiciones control
(izquierda) y en células de rebanadas incubadas con insulina (derecha). Notese que, en
las células incubadas con insulina, la marca para el anticuerpo fue mas fuerte en los
limites de las células en comparacion con la marca de las células control. D)
Amplificacién de la imagen de una célula no incubada (control) marcada con el
anticuerpo anti-® (izquierda). La grafica del centro muestra la densidad 6ptica medida a
lo largo de la linea blanca trazada sobre la célula (distancia). La grafica de barras no
muestra diferencia significativa en la densidad optica en la membrana (Mem) con
respecto al soma en 24 células (derecha). E) Neurona de una rebanada incubada con
insulina y marcada con el anticuerpo anti-d (izquierda). La grafica del centro muestra la
densidad 6ptica medida a lo largo de la linea blanca atravesando la membrana celular.
Notese que cuando la linea blanca cruza el soma la densidad Optica es casi cero. La
grafica de barras indica la diferencia de la densidad 6ptica de la membrana con respecto
al soma en 28 células (derecha). Escalaen By C, 20 ym. Escalaen Dy E, 5 ym, ***p
< 0.001.
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Xl. Discusion

Uno de los principales aportes del presente estudio es la demostracion de que la
insulina incrementa la corriente tonica mediada por receptores GABAAa en las capas
V-VI de la corteza prefrontal. Esta es la primera vez que se ha evaluado el efecto
de la insulina sobre la corriente tonica en la CPF, una estructura relacionada con
procesos cognitivos, el comportamiento y respuestas motoras entre otros. Los datos
aqui presentados se suman a los que previamente reportaron la presencia de
corrientes tonicas activadas por receptores GABA en diferentes regiones corticales
tanto en humanos como en roedores (Yamada et al., 2004; Drasbek y Jensen, 2006;
Scimemi et al., 2006; Sebe et al., 2010).

Mediante el uso de técnicas electrofisiolégicas y moleculares se determino
cémo la insulina promueve el trafico de receptores GABAA extrasinapticos a la
membrana celular. Este mecanismo de trafico por acciéon de la insulina fue
previamente descrito para receptores GABAa sinapticos en células HEK y en
cultivos de neuronas del hipocampo (Wan et al., 1997; Wang et al., 2003; Vetiska et
al., 2007). Sin embargo, en el presente estudio también se determiné la presencia
de las proteinas que constituyen las subunidades o4, a5, y & en la CPF. Estas
proteinas son caracteristicas en la conformacidon de receptores GABAa
extrasinapticos que generan las corrientes tonicas inhibitorias en diferentes areas

cerebrales.

Los resultados en este trabajo también muestran cémo la corriente tonica
mediada por receptores GABAa esta ejerciendo una inhibicién constante sobre las
neuronas piramidales de la corteza prefrontal, lo que se hace evidente cuando la
sola aplicacién de gabazina produce un pequefio pero significativo desplazamiento
en la corriente tonica (ver Figura 9). Esta inhibicion tonica no esta presente en las
células piramidales CA1 del hipocampo, donde las corrientes tonicas mediadas por
receptores GABAa son detectadas solo en etapas tempranas del desarrollo, pero no

se observan en animales adultos (Wisden et al., 2002).
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Anteriormente, se reporté que la gabazina no lograba bloquear la corriente
tonica mediada por receptores GABAa (Bai et al., 2001; Semyanov et al., 2003). Sin
embargo, los experimentos en el presente trabajo asi como en otros estudios
recientes (Drasbek y Jensen, 2006; Drasbek et al., 2007; Vardya et al., 2008; Jin et
al., 2011), demuestran un bloqueo consistente por gabazina de la corriente tonica
mediada por receptores GABAa. Esta discrepancia puede deberse al nivel de
expresion de receptores GABAAa extrasinapticos en las areas cerebrales, asi como
a las concentraciones locales de GABA en regiones cerebrales especificas.
Ademas, las diferentes conformaciones de los receptores GABAa extrasinapticos
pueden a su vez conferirles diferentes propiedades farmacologicas para la accidon

de gabazina.

Dos tipos diferentes de receptores GABAA extrasinapticos participan en la

generacion de la corriente ténica en la corteza prefrontal

Los datos aqui presentados indican que los receptores GABAAa extrasinapticos en la
corteza prefrontal estan constituidos por las subunidades a5 y & ya que el farmaco
L-655, 708, un agonista inverso con una alta afinidad para los receptores GABAa
con la subunidad a5, bloquea la corriente tonica mientras que el THIP, cuyos efectos
generalmente estan relacionados con la expresion de la subunidad & en los
receptores GABA,, incrementa la corriente tonica. De acuerdo con los experimentos
de inmunocitoquimica y el analisis de Western-blot, se confirmé la presencia de las
subunidades a5 y © del receptor GABAAa en las capas V-VI de la corteza prefrontal.
Lo mas probable es que tanto las subunidades a5 como & se encuentran formando
diferentes tipos de receptores GABAa, ya que como se menciona en los resultados,
L-655, 708 sélo bloqued parcialmente la corriente tonica inducida por insulina. La
subunidad a5, usualmente se encuentra en la conformacion a531-3y2 de receptores
GABAA\ extrasinapticos, como se ha reportado en células piramidales del hipocampo
(Brunig et al., 2002; Farrant y Nusser, 2005). Por otra parte, la subunidad d se
encuentra conformando receptores con a4 en diferentes regiones del cerebro

anterior, incluyendo la neocorteza (Barnard et al., 1998; Farrant y Nusser, 2005).
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Ademas, estudios de co-inmunoprecipitacion han mostrado que anticuerpos contra
la subunidad & precipitan con la subunidad a4 en muestras de tejido del talamo (Jia
et al., 2005). En el presente trabajo, el analisis de Western-blot mostré que ademas
de las proteinas correspondientes a a5 y 9, la proteina correspondiente a a4
también estuvo presente en el tejido de la corteza prefrontal. Por lo tanto, es posible
que la combinacion de las subunidades a4 y & puedan formar un subtipo diferente

del receptor GABAA extrasinaptico en las capas V-VI de la corteza prefrontal.

La mayoria del GABA ambiental en la corteza prefrontal depende de su
liberacion por potencial de accion

Se sabe que diferentes fuentes contribuyen a mantener los niveles de GABA
ambiental responsables de generar la corriente tonica, entre ellas se encuentran la
liberacién vesicular de GABA dependiente de potenciales de accion (Brickley et al.,
1996; Bright et al., 2007; Glykys y Mody, 2007) asi como también mecanismos de
liberacién independientes de éste como el transporte inverso (Richerson y Wu,
2003) y la liberacion de neurotransmisores por parte de los astrocitos (Volknandt,
2002; Rossi et al., 2003; Kozlov et al., 2006). Los experimentos aqui presentados,
muestran que la liberacion dependiente de potenciales de accion es el principal
aporte del GABA ambiental en las capas V-VI de la corteza prefrontal, sin embargo,
otros mecanismos también contribuyen a mantener dichos niveles, ya que aunque
la aplicacion de TTX redujo la mayor parte de la corriente tonica, la subsecuente
aplicacién de gabazina produjo una disminucion adicional, aunque mas pequefa,

de la corriente en presencia de insulina.

Estos datos concuerdan con trabajos anteriores, en los cuales se ha
observado que el TTX produce una gran reduccidén en la conductancia ténica en
cultivos neuronales de hipocampo y cerebelo (Leao et al., 2000; Petrini et al., 2004).
Sin embargo, en células granulares (adultas) de cerebelo la mayor parte de la
conductancia tonica es independiente del potencial de accion (Wall and Usowicz,
1997; Rossi et al., 2003).
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El efecto modulador de la insulina es mediado por activaciéon de receptores
tirosina cinasa y a través de la via PI3K/Akt

Se observo que el efecto de la insulina sobre la corriente ténica es mediado a través
de la activacion de la via de senalizacion PI3K/Akt, ya que los bloqueadores de la
enzima PI3K, el LY294002 y la wortmanina, inhibieron el desplazamiento de la
corriente de mantenimiento inducido por gabazina en neuronas de rebanadas
incubadas en insulina. También se observd que el desplazamiento en la corriente
de mantenimiento fue reducido por accién de la genisteina, un inhibidor de amplio
espectro de la enzima tirosina cinasa, lo que indica un efecto especifico de la
insulina sobre la activacion de receptores tirosina cinasa. Se sabe que tanto la
insulina como el factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-1) se unen a sus
receptores cuya actividad tirosina cinasa fosforila los dominios intramembranales
que sirven de sitios de acoplamiento para el sustrato del receptor a insulina (IRS),
lo que lleva a una subsecuente activacion de las proteinas PI3K y Akt (Wozniak et
al., 1993; Bassil et al., 2014).

La insulina disminuye la excitabilidad en las neuronas de la capa V-VI de la

corteza prefrontal

Se probaron diferentes protocolos experimentales para estudiar el efecto de la
insulina sobre la excitabilidad neuronal. En registros en fijacion de corriente, la
insulina produjo un desplazamiento negativo del potencial de mantenimiento,
observandose una disminucion en la frecuencia de disparo de las células. Este
efecto fue suprimido cuando los receptores a GABAa fueron previamente
bloqueados por la aplicacion de gabazina en la perfusion.

Se ha reportado que la insulina puede afectar la frecuencia de disparo en las
células mediante la modulacion de otras conductancias. Trabajos anteriores han
reportado que tanto la insulina como el IGF-1 inhiben los canales de potasio Kv 1.3
(Bowlby et al., 1997; Fadool et al., 2000) e incrementan la expresion de canales de
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Ca?* (Viard et al., 2004; Toledo et al., 2012). Por otra parte, también se ha reportado
qgue la activacion de la via de la PI3K puede modular corrientes persistentes de Na*
en miocitos cardiacos (Lu et al., 2012). Estos tipos de modulacion de conductancias
por efecto de la insulina podrian modificar la dinamica de los potenciales de accion
(PAs) de las células. Asi, cambios en la corriente persistente de sodio podria
desplazar el umbral del PA (Mercer et al., 2007). Asimismo, la inhibicion de los
canales Kv 1.3 podria aumentar la excitabilidad y oponerse a la repolariacion.
Ademas, un incremento en el influjo de Ca?* podria llevar a la activacién de canales
de K* dependendientes de Ca?*, cambiando asi la duracion y amplitud del PA. La
posibilidad de que alguna de estas conductancias estuvieran participando en el
efecto modulatorio de la insulina en las neuronas piramidales de la corteza prefrontal
fueron descartadas ya que las graficas espacio-fase (dVm/dt vs mV) construidas a
partir de los PAs antes y después de la aplicacidon de insulina fueron idénticas.

Para tener un acercamiento mas fisiolégico del efecto de la insulina sobre la
excitabilidad neuronal se realizaron experimentos de cell-attached para evitar
dializar el interior de la célula. En estas condiciones, la insulina promovidé un
incremento en el numero de fallas de corrientes de accidn generadas por
estimulacién local. En estos experimentos también se observé un incremento en la
variacion de la latencia para generar dichas corrientes (ver Figura 14). Por ultimo,
en experimentos usando la técnica de parche perforado se mostré cémo la insulina
disminuye la amplitud de potenciales sinapticos excitatorios evocados, efecto que
fue revertido mediante la aplicacién de gabazina. En conjunto, estos resultados
corroboran que la insulina reduce la excitabilidad neuronal en las capas V-VI de la
corteza prefrontal y que un incremento en la corriente tonica activada por receptores

GABAA\ participa en este efecto.
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La insulina promueve la expresion de receptores GABAa extrasinapticos en la

membrana celular

Como se observa en los resultados, posterior al bloqueo de los receptores GABAa
por gabazina (20 uM), la insulina fue capaz de producir un desplazamiento de la
corriente, mismo que fue revertido por la subsecuente aplicacion de gabazina
(Figura 12). En resumen, los experimentos realizados sugieren que la insulina
promueve la translocacion de receptores GABAa, como se esquematiza en la Figura
16. En dichos experimentos, el efecto de la gabazina no se revierte, incluso hasta
una hora después de su aplicacion. Anteriormente, se reportd un efecto reversible
de la gabazina para el caso de corrientes sinapticas mediadas por la activacion de
receptores GABAA (Bai et al., 2001). Sin embargo, puede ser que en el caso de los
receptores GABAA extrasinapticos, éstos tengan una mayor afinidad por la gabazina
que los sinapticos, por lo que tomaria mas tiempo lavar el efecto de la gabazina

sobre las corrientes tonicas.
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Figura 16. Esquema del efecto modulatorio de la insulina en una sinapsis
gabaérgica de la CPF. A la izquierda, la insulina promueve la translocacion de
receptores GABAa extrasinapticos a la membrana celular por activacion de la via de la
PI3K. A la derecha, en condiciones control hay un menor numero de receptores GABAA
extrasinapticos en la membrana. Las lineas rojas discontinuas, representan el GABA
que al ser liberado vesicularmente escapa del espacio sinaptico, tanto de la presinapsis
como de sinapsis vecinas, para alcanzar espacios extrasinapticos. En lineas amarillas
discontinuas, se representa el GABA que puede ser liberado por mecanismos no
vesiculares, tanto de la glia como de la presinapsis, y que a su vez también contribuye
a mantener las concentraciones basales de dicho neurotransmisor, que activan a los
receptores GABAA extrasinapticos.

Por otra parte, es poco probable que la insulina actue promoviendo la sintesis
de nuevos receptores, ya que los inhibidores de la sintesis de proteinas,
cicloheximida y anisomicina no inhibieron el incremento de las corrientes tonicas
mediadas por efecto de la insulina. Por lo que es mas probable que la insulina
promueva la formacién del complejo PI3K-GABAa, el cual juega un papel
determinante en la expresion de receptores GABAA sinapticos, como se ha visto en
neuronas del hipocampo (Wan et al., 1997; Vetiska et al., 2007). Esta hipdtesis es
apoyada por los resultados obtenidos de los experimentos de inmunocitoquimica,
donde se muestra un claro incremento de la marca del anticuerpo para la subunidad
0 en los limites de la célula, comparado con el que se observa en el soma, en células
de rebanadas previamente incubadas con insulina (ver Figura 15). A manera de
resumen, la Figura 17 muestra un esquema del mecanismo de trafico de los
receptores GABAA extrasinapticos del citoplasma a la membrana. Una vez que los
receptores son fosforilados a través de la via de la PI3K, el complejo del receptor
es translocado a la membrana celular donde es reconocido por proteinas de anclaje

en los dominios extrasinapticos (Vetiska et al., 2007; Hausrat et al., 2015).
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Figura 17. Modelo del mecanismo de translocacion de receptores GABAa por
insulina. La insulina al unirse a su receptor activa la via de la PI3K que a su vez fosforila
a PIP2 convirtiéndolo a PIP3. La formacién de PIP3 recluta a Akt para rapidamente
fosforilar receptores GABAa en la subunidad (. La proteina acopladora PRIP
(Phospholipase-C-related catalytically inactive protein) es determinante ya que ésta
permite la fosforilacion del receptor por Akt (Vetiska et al., 2007). Una vez fosforilado el
receptor ya puede ser translocado a la membrana celular. Una proteina de anclaje
situada en el espacio extrasinaptico reconoce las subunidades caracteresticas del
receptor GABAa extrasinaptico y por medio de interacciones con los filamentos de
actina del citoesqueleto permite su anclaje en el sitio especificado. En el caso de los
receptores GABAA extrasinapticos con la subunidad a5, esta proteina de anclaje es la
radixina (Hausrat et al., 2015).
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Relevancia fisiolégica

Los efectos de la insulina en el cerebro tienen importantes implicaciones fisiologicas
ya que permiten el incremento de la inhibicion tonica, asi como también modifican
las propiedades de la membrana celular como la resistencia de entrada y la
constante de tiempo. Estos efectos pueden a su vez modificar el potencial en reposo
de la célula, la tasa y el patron de disparo neuronal (Mitchell y Silver, 2003;
Semyanov et al., 2003; Rothman et al., 2009). Alteraciones en la sefalizacion de la
insulina, como en el caso de padecimientos como la diabetes mellitus, incrementan
el riesgo de padecer epilepsia (Verrotti et al., 2008; Ramakrishnan y Appleton, 2012)
asi como deficiencias cognitivas (Seaquist, 2010; Kullmann et al., 2016). Hasta
ahora, la asociacion entre estas patologias y los mecanismos de sefalizacion de la
insulina no ha sido dilucidados. Sin embargo existen algunos estudios que se han
enfocado en esta relacion. Por ejemplo, se ha reportado que las modificaciones
aberrantes de los receptores GABAa extrasinapticos conteniendo subunidades a5y
O o la reduccion en su expresion, esta asociada con el desarrollo de epilepsia
(Schwarzer et al., 1997; Houser y Esclapez, 2003; Dibbens et al., 2004; Peng et al.,
2004). Al contrario, se ha visto que un incremento en la expresion de receptores
GABAA con la subunidad & reduce la ansiedad y la susceptibilidad al desarrollo de
cuadros epilépticos (Maguire et al., 2005; Maguire and Mody, 2007).

Por otra parte, experimentos conductuales en ratones han mostrado que la
delecion o inhibicién de receptores GABAA con la subunidad a5 en el hipocampo se
relaciona con un mejoramiento en la memoria (Caraiscos et al., 2004; Martin et al.,
2010). Una explicacion a ésto es que en el hipocampo, las neuronas piramidales del
area CA1, poseen receptores GABAa con la subunidad a5 en las dendritas. La
corriente tonica que fluye a través de dichos canales puede provocar shunting
inhibition y por consiguiente, limitar los efectos de entradas excitatorias a dichas
neuronas. Entonces, la delecion de estos canales puede favorecer el incremento en

la resistencia de entrada en las neuronas de CA1. A su vez, esto facilitaria la
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potenciacion a largo plazo (LTP) y por consiguiente habria una mejora en el

desempeno de tareas de memoria.

Como se ha visto, un incremento en los niveles de insulina en el cerebro
puede tener importantes implicaciones fisiologicas. El incremento en las corrientes
tonicas por accién de la insulina puede disminuir la excitabilidad neuronal, y ésto a
su vez, inducir alteraciones, no solo de la memoria, sino también de otros procesos
cognitivos. En este caso, la inhibicion de la excitabilidad neuronal por insulina en las
neuronas de la corteza prefrontal puede producir alteraciones en diferentes

funciones como en la memoria, el aprendizaje o en los estados de animo.

De acuerdo con estudios anteriores, la insulina también estimula la actividad
beta y theta cortical y dichos efectos estan reducidos en pacientes con resistencia
a la insulina (Tschritter et al., 2007). Sin embargo, se necesitan mas estudios para
continuar explorando los efectos de la insulina sobre las corrientes tonicas mediadas
por receptores GABAa asi como su relaciéon con diferentes padecimientos. Los datos
aqui presentados, asi como los mencionados en otros estudios, sugieren que los
receptores GABAa extrasinapticos pueden ser un blanco estratégico para el
tratamiento de padecimientos relacionados a alteraciones en la sefalizacion de la

insulina en el cerebro.
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XIll. Conclusiones

Las neuronas piramidales de la capa V-VI de la CPF poseen receptores
GABAA extrasinapticos conformados por subunidades tanto a5 como 9.

La insulina promueve la translocacion de receptores GABAa extrasinapticos
del citoplasma a la membrana celular en la CPF por medio de la activaciéon
de la via de la PI3K.

La insulina disminuye la excitabilidad neuronal mediante el aumento de

receptores GABAa extra sinapticos en la membrana.
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