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Resumen 

 

La captura de glucosa cerebral ha sido objeto de estudio desde que se propuso a la 

glucosa como la principal fuente energética de las células neurales. Alteraciones en la 

captura de glucosa se encuentran asociadas a varias patologías neurológicas como la 

enfermedad de Alzheimer, Parkinson o epilepsia. El papel del eje Insulina/IGF-I, que 

regula la captura de glucosa periférica, no ha sido tenido en cuenta en la captura de 

glucosa cerebral, debido a la falta de evidencia en la participación de esta vía de 

señalización en la homeostasis de glucosa cerebral. En el presente trabajo  se presenta 

evidencia del papel del eje Insulina/IGF-I en la captación de glucosa por parte de los 

astrocitos, determinada a través del análisis por citometría der flujo del consumo de 

un análogo fluorescente de la glucosa, el 6-NBDG. Además, a través del análisis de 

astrocitos donde se ha reducido la expresión del receptor de Insulina y de IGF-I usando 

ARNhc, se muestra que ambos receptores son esenciales para mantener la correcta 

captura de glucosa. Experimento In Vivo con microscopía confocal y 6-NBDG así como 

con tomografía por emisión de positrones en ratones donde se ha alterado la 

expresión de los receptores de Insulina o de IGF-I confirman la importancia de este 

sistema en la regulación de la captación de glucosas por parte de los astrocitos. 

También se muestra que alteraciones de la señalización del eje Insulina/IGF-I producen 

alteraciones en la captura de glucosa astrocitaria. Se determina que esta regulación 

ocurre a través de la interacción del receptor de IGF-I con el transportador facilitativo 

de glucosa 1 (GLUT1) y la localización en la membrana plasmática de estas proteínas 

mediada por la proteína interactuante con GAIP por el extremo C terminal (GIPC) 

usando citometría de flujo para medir la cantidad relativa de GLUT1 e IGF-IR que se 

encuentra en la membrana. GIPC es una proteína de andamiaje involucrada en la 

regulación del tráfico vesicular que interacciona con IGF-IR y GLUT1, pero no con el 

receptor de Insulina. Estas observaciones permiten proponer un nuevo papel para la 

Insulina, IGF-I y sus receptores en la homeostasis de glucosa en los astrocitos. 
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Summary 

 

Brain glucose uptake has been the focus of research ever since glucose was proposed 

as the main energy source of neural cells. Altered brain glucose uptake has been 

associated to several neurological disorders like Alzheimer’s and Parkinson´s disease, 

or epilepsy. Until now, the role in brain glucose uptake of the Insulin/IGF-I axis that 

regulates glucose uptake in peripheral tissues has been dismissed because a lack of 

evidence of this signaling pathway in the regulation of brain glucose handling. Here, 

we present evidence that the Insulin/IGF-I axis has a role in the regulation of glucose 

uptake by astrocytes as determined by flow cytometry with a fluorescent glucose 

analog (6-NBDG). Furthermore, through analysis of astrocytes where the expression of 

the Insulin receptor or the IGF-I receptor has been decreased with the use of specific 

shRNAs we show that both receptors are needed to keep normal glucose uptake. In 

vivo experiments with confocal microscopy and 6-NBDG and Positron Emission 

Tomography in mice where the expression of the insulin or IGF-I receptors were 

diminished confirmed a key role of this axis in glucose uptake by astrocytes. We also 

show that alterations of the Insulin/IGF-I signaling cascade drive alterations in glucose 

uptake by astrocytes. We determined that these regulation is established through the 

interaction of IGF1R with the facilitative glucose transporter 1 (GLUT1) and the 

localization to the membrane of these proteins mediated by GIPC1 (for GAIP 

interacting protein, C terminus) using flow cytometry to measure the amount of GLUT1 

and IGF-IR that is located at the membrane. GIPC1 is a scaffold protein involved in the 

regulation of vesicular trafficking that interacts with the IGF-IR and GLUT1 but no with 

the Insulin receptor.  These observations lead us to propose a novel role for insulin, 

IGF-I and their receptors in astrocyte glucose homeostasis. 
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Abreviaturas 

 

 ADN: Ácido desoxirribonucleico 

 ARNm: Ácido ribonucleíco mensajero 

 ARNhc: ARN horquillado corto 

 ATP: Adenosín trifosfato 

 Akt/PKB: Active human protein kinase  

 BSA: Bovine serum albumin / Albúmina de suero bovino 

 EAAT: Excitatory amino-acid transporter / Transportador de aminoácidos 

excitatorios 

 EBSS: Equilibrated balance salt solution / Tampón salino equilibrado  

 ERK: Extracellular signal-regulated kinases / Quinasas reguladas por señales 

extracelulares 

 FBS: Fetal bovine serum / Suero fetal bovino  

 GABA: Gamma-Aminobutyric acid / Ácido gamma-aminobutírico 

 GH: Growth hormone / Hormona de crecimiento  

 GHRH: Growth‐hormone‐releasing hormone / Hormona liberadora de la 

hormona de crecimiento 

 GIPC: GAIP-interacting protein, C terminus / Proteína interactuante con GAIP 

por el extremo C terminal. 

 GLUT1: Glucose transporte 1/ Transportador de glucosa 1 

 GSK3β: Glycogen synthase kinase 3 beta / Quinasa de la glucógeno sintasa 3 

beta 

 IGFBPs: Insulin growth factor binding proteins / Proteínas transportadoras de 

IGFs 

 IGF‐I: Insulin‐like growth factor I / Factor de crecimiento parecido a la insulina 

tipo I 

 IGF‐II: Insulin‐like growth factor I / Factor de crecimiento parecido a la insulina 

tipo II 

 IGFIR: Insulin‐like growth factor I Receptor / el receptor de IGF‐I  
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 IGFIIR: Insulin‐like growth factor II receptor / Receptor de IGF‐II  

 IR: Insulin receptor / Receptor de insulina  

 IRS: Insulin receptor substrate / Sustratos para el receptor de insulina 

 LCR: Líquido cefalorraquídeo 

 LDH: Lactato deshidrogenasa 

 LRP1: Low density lipoprotein receptor-related protein 1 / Proteína 1 asociada 

al receptor de lipoproteína de baja densidad 

 LRP2: Low density lipoprotein receptor-related protein 2 / Proteína 2 asociada 

al receptor de lipoproteína de baja densidad 

 MCT1: Monocarboxylate transporter 1 / Transportador de monocarboxilatos 1 

 MCT2: Monocarboxylate transporter 2 / Transportador de monocarboxilatos 2 

 MAP: Mitogen‐activated protein / Proteínas activadas por mitógeno 

 MAPK: Mitogen‐activated protein kinase / Proteína quinasa activada por 

mitógeno  

 mTOR: Mammalian target of rapamycin  

 NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate / Nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato 

 PB: Tampón fosfato 

 PBS: Tampón fosfato salino  

 PFA: Paraformaldehído  

 PI: Phosphoinositide / Fosfoinosítidos 

 PI‐3K: Phosphoinositide 3‐kinase / Fosfatidil 3 quinasa inositol 

 PKD: Protein kinase D / Proteína quinasa D 

 SNC: Sistema nervioso central 

 TTBS: Tampón tris salino con tween‐20  
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Introducción 

“Todo astrocito de la substancia blanca o gris está provisto de un aparato chupador o 

pedículo perivascular. El aparato chupador constituye no sólo una disposición 

constante de los astrocitos de la substancia blanca, sino uno de los factores 

neuróglicos más importantes de los centros. Semejante generalidad, junto con el 

hecho de que en los animales de pequeña talla (conejo, cobaya, etc.), y en los en curso 

de evolución (perro y gato de pocos días), el órgano chupador constituye la más 

espesa, y a veces la única expansión perceptible y bien coloreable del astrocito 

denotan que el susodicho apéndice debe desempeñar cometido fisiológico de primer 

orden.” (Ramon y Cajal, 1913) (Figura I1) Con estas palabras, ya en 1915, Santiago 

Ramón y Cajal había comprendido, a partir de la 

estructura y ubicación de los astrocitos, que 

envuelven la vasculatura cerebral, su vital 

importancia para el correcto funcionamiento del 

cerebro.  

Teniendo en cuenta esto, se ha propuesto que la 

complejidad astrocitaria ha permitido el aumento 

de la capacidad funcional del cerebro (Oberheim et 

al., 2009; Oberheim, Wang, Goldman, y 

Nedergaard, 2006).  De acuerdo con las ideas de 

Cajal, resaltando el papel astrocitario, es 

realmente llamativo que la proporción entre 

células gliales y neuronas se ve incrementada a lo 

largo de la escala filogenética de aproximadamente 

0.1 en los nematodos a alrededor de 10 en los 

primates (Herculano-Houzel, 2012; Sherwood et 

al., 2006). 

En  este trabajo presentamos un nuevo mecanismo 

por el cual los astrocitos ayudan a satisfacer una de 

Figura I1. La unidad 

neurovascular de Santiago 

Ramón y Cajal. Dibujo de Santiago 

Ramón y Cajal donde muestra los 

procesos astrocitarios que 

envuelven un capilar cerebral a 

partir de una muestra tratado con 

el método de oro-sublimado. A 

Ramón y Cajal le llamaba 

profundamente la atención la 

rigidez estructural y la cantidad de 

procesos astrocitarios que 

envolvían el endotelio vascular. 
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las principales necesidades del sistema nervioso central, que no es otra que la 

regulación de la homeóstasis energética a través de su mediación en el trasporte y 

metabolismo de la glucosa. Para ello utilizan una vía de señalización que en los tejidos 

periféricos es canónica, pero que hasta ahora se creía inoperante en el cerebro, el eje 

insulina/Igf-I. 

Control del flujo sanguíneo cerebral 

 

Mientras que el cerebro 

humano solo representa el 

2% de la masa corporal, es 

el responsable del consumo 

de cerca del 20% de le 

energía que se produce 

cuando se encuentra en 

reposo. Este alto nivel de 

consumo energético es 

esencial para el normal 

funcionamiento del 

cerebro, ya que se usa 

mayoritariamente en 

revertir los flujos de iones 

propios de la generación 

de los potenciales 

sinápticos y de acción 

(Attwell y Laughlin, 2001). 

Si se produce una alteración que lleve a un inadecuado suministro de glucosa y 

oxígeno a alguna región del cerebro, se producirá lesiones y/o muerte tanto en las 

células neuronales como las células gliales. De hecho, diversas patologías, como la 

Isquemia cerebral o la parálisis cerebral producida por asfixia perinatal son algunos 

ejemplos de ello. 

 

Figura I2. Estructura de la barrera hematoencefálica. 

Sección transversal de un capilar sanguíneo que muestra la 

estructura de la barrera hematoencefálica. Esta no es un 

órgano en sí, sino que se encuentra definida como un 

concepto funcional. Es una estructura multicelular que sirve 

como interfase entre la sangre circulante y el sistema 

nervioso central. La base morfológica de la barrera son las 

células endoteliales cerebrales que envuelven los capilares 

cerebrales. Astrocitos, pericitos y neuronas completan la 

estructura. 
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Con el fin de sustentar la función neuronal el cerebro ha desarrollado mecanismos de 

acoplamiento vascular para aumentar el flujo de sangre a las regiones “activas” del 

cerebro (Figura I2), una respuesta conocida como hiperemia funcional. De esta 

manera, diferentes necesidades funcionales requieren diferentes incrementos del flujo 

sanguíneo, dependiendo, principalmente del nivel de consumo energético. Es por esto, 

que la determinación de los mecanismos por los cuales se genera la hiperemia 

funcional es necesaria para desarrollar terapias encaminadas a corregir las deficiencias 

que aparecen en las diferentes patologías como el infarto cerebral (Leffler, Busija, 

Mirro, Armstead, y Beasley, 1989), la hipertensión (Girouard y Iadecola, 2006), la 

lesión de médula espinal (Baptiste y Fehlings, 2006), o el alzhéimer (Girouard y 

Iadecola, 2006). 

 

En un principio, la idea era que el flujo sanguíneo era controlado localmente por un 

sistema de retroalimentación negativo en el cual la actividad neural era la que 

determinaba la demanda energética. Al ser necesario ATP que es usado para 

restablecer los gradientes de iones producidos durante la sinapsis y la generación de 

los potenciales de acción (Attwell y Laughlin, 2001), se pensaba que el uso de este ATP 

generaba señales metabólicas, como la disminución de oxígeno o glucosa, o el 

incremento de la producción de CO2 (que es capaz de dilatar los capilares al ser 

transformado en H+ cuando reacciona con H2O), que provocaban el incremento del 

flujo sanguíneo y por consiguiente, el aumento del suministro energético (Tian et al., 

1995). 

 

Sin embargo, la manipulación de los niveles de O2 y de la concentración de glucosa 

(Lindauer et al., 2010; Mintun et al., 2001; Powers, Hirsch, y Cryer, 1996) ha mostrado 

que estos no son capaces de regular el flujo sanguíneo. Y, durante la activación 

neuronal, el pH se vuelve alcalino, en vez de acídico que era la situación que se 

esperaba al acumularse el CO2, ya que este es lavado rápidamente por el incremento 

del flujo sanguíneo provocado por la actividad neuronal (Peterson, Wang, y Britz, 

2011). 
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No obstante, otros derivados metabólicos si han demostrado la capacidad de 

incrementar el flujo sanguíneo. En este campo la adenosina, derivado de la hidrólisis 

del ATP, es capaz  de contribuir a la hiperemia funcional, ya que, la inhibición de los 

receptores de adenosina es capaz de reducir el aumento del flujo sanguíneo causado 

por la actividad neuronal (Ko, Ngai, y Winn, 1990). Trabajos más recientes han 

mostrado que el control del suministro sanguíneo se encuentra regulado en mayor 

parte por mecanismos de pre-alimentación en donde las neuronas son capaces de 

señalizar directamente sobre los vasos cerebrales o son capaces de activar los 

astrocitos para que secreten agentes vaso activos sobre la red vascular (Akgören, 

Fabricius, y Lauritzen, 1994; Chaigneau et al., 2007; Li y Iadecolal, 1994; Norup Nielsen 

y Lauritzen, 2001; Zonta et al., 2003) estimulando el flujo sanguíneo cerebral. 

Metabolismo en astrocitos 

La glucosa como nutriente esencial 
 

La glucosa está considerada como el principal nutriente para las células del sistema 

nervioso adulto (Clarke y Sokoloff, 1999; Wiesinger, Hamprecht, y Dringen, 1997). 

Cada tipo de célula nerviosa utiliza sus propios sustratos; además, algunas células 

nerviosas son capaces de producir compuestos que actúan como fuente de energía 

para otros tipos celulares. Con respecto a esto, los astrocitos desempeñan un papel 

fundamental en el flujo de sustratos energéticos a las neuronas debido tanto a su 

localización estratégica como a su versatilidad metabólica (Deitmer, 2000; P. J. 

Magistretti y Pellerin, 1991) (Figura I3). La particular morfología de los astrocitos, con 

sus terminaciones alrededor de los capilares del parénquima cerebral, en los cuales se 

encuentra la fuente de glucosa proveniente de la circulación, hace que los astrocitos 

sean la primera barrera celular que la glucosa ha de atravesar para penetrar en el 

cerebro. Esta situación privilegiada apoya el papel que desempeñan los astrocitos en la 

distribución de nutrientes desde la sangre hasta otras células cerebrales (P J 

Magistretti y Pellerin, 1999; P J. Magistretti y Pellerin, 1999) (Figura I3). 
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La utilización de la glucosa por los astrocitos implica mayoritariamente la producción 

de lactato y piruvato, los cuales no tienen que ser necesariamente metabolizados a 

través del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, sino que, en su mayoría, son liberados al 

medio extracelular. La glucosa, además, puede incorporarse en lípidos, aminoácidos y 

glucógeno, y es precursor de algunos neurotransmisores como el GABA, el glutamato y 

la acetilcolina (Deitmer, 2000; Hertz, Dringen, Schousboe, y Robinson, 1999; Wiesinger 

et al., 1997). Ciertos intermediarios metabólicos, bajo circunstancias particulares, 

pueden sustituir a la glucosa y actuar como sustratos alternativos del metabolismo 

energético cerebral (P J Magistretti y Pellerin, 1996, 1999; P J. Magistretti y Pellerin, 

1999). Así, el ayuno prolongado, la diabetes o la lactancia en neonatos producen un 

incremento en los niveles plasmáticos de los cuerpos cetónicos acetoacetato y 3-

hidroxibutirato, que pueden ser utilizados por el cerebro como sustratos metabólicos y 

Figura I3. El sistema de transporte de glucosa cerebral. Una vez iniciado el estímulo 

glutamatérgico debido a la activación neuronal la glucólisis en el astrocito se ve estimulada 

permitiendo la entrada de la glucosa desde los capilares cerebrales a través de las células 

endoteliales utilizando principalmente GLUT1. Una vez dentro del astrocito la glucosa puede 

ser degradada directamente a través de la glucólisis o almacenada en forma de glucógeno. Un 

derivado del proceso glucolítico, el lactato puede ser transportado a través del MCT1 al exterior 

del astrocito de donde es captado por la neurona a través del MCT2. Una vez dentro de la 

neurona, el lactato servirá como sustrato energético para que ocurra la sinapsis. 
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pueden preservar la integridad y excitabilidad neuronal, particularmente en el 

desarrollo (Edmond, Auestad, Robbins, y Bergstrom, 1985; Yukitoshi Izumi, Benz, 

Katsuki, y Zorumski, 1997; A. M. Robinson y Williamson, 1980). 

 

El primer paso en la entrada de glucosa al interior de los astrocitos es el transporte a 

través de la membrana plasmática, proceso que es llevado a cabo por el transportador 

GLUT1 (R. C. Vannucci y Vannucci, 2000; S. J. Vannucci, Maher, y Simpson, 1997). A 

continuación tiene lugar su fosforilación, siendo ésta a su vez una de las etapas 

limitantes en su metabolismo. Las células de astroglía expresan (mayoritariamente en 

la mitocondria) hexoquinasa 1, que transforma la glucosa en glucosa 6-fosfato. Ésta 

puede entrar en la ruta glicolítica, en la ruta de las pentosas fosfato, en la ruta del 

sorbitol, o bien almacenarse en forma de glucógeno (Wiesinger et al., 1997). La 

cantidad de glucosa metabolizada por la ruta de las pentosas fosfato en células de 

astroglía en cultivo es generalmente pequeña comparada con la metabolizada por la 

vía glicolítica. Además, la actividad glicolítica de células de astroglía en cultivo es 

predominantemente anaerobia y se considera el lactato como el principal producto 

metabólico (P J Magistretti y Pellerin, 1999; P J. Magistretti y Pellerin, 1999; Wiesinger 

et al., 1997). De hecho, el lactato mantiene la función sináptica en ausencia de glucosa 

en cortes de hipocampo (A Schurr, West, y Rigor, 1988; Avital Schurr, Miller, Payne, y 

Rigor, 1999) y puede también mantener la función cognitiva en hipoglucemia (P J 

Magistretti y Pellerin, 1999; P J. Magistretti y Pellerin, 1999; Maran, Cranston, Lomas, 

Macdonald, y Amiel, 1994) e hipoxia (A Schurr y Rigor, 1998). El piruvato también 

mantiene la actividad sináptica y la morfología neuronal durante la carencia de glucosa 

o cuando se administra iodoacetato, un inhibidor de la glicolisis (Y Izumi, Benz, 

Zorumski, y Olney, 1994; Yukitoshi Izumi et al., 1997). Así, la astroglía proporciona a las 

neuronas vecinas monocarboxilatos (lactato y piruvato) durante situaciones de 

elevado requerimiento energético o carencia de glucosa. La utilización de éstos como 

fuente de energía requiere metabolismo oxidativo, el cual queda comprometido en los 

casos de anoxia, pero puede tener lugar si la glicolisis está inhibida. Con bajos niveles 

de glucosa los astrocitos son capaces de mantener la actividad neuronal por un largo 

período de tiempo vía liberación de monocarboxilatos (Yukitoshi Izumi et al., 1997; A 

Schurr y Rigor, 1998). 
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Para poder ser utilizado como sustrato celular, el lactato ha de transportarse a través 

de las membranas mediante transportadores específicos. Se han identificado al menos 

dos transportadores de monocarboxilatos en cerebro con actividad frente a lactato, 

piruvato, y los cuerpos cetónicos 3-hidroxibutirato y acetoacetato: MCT1 (expresado 

en células endoteliales vasculares y astrocitos) y MCT2 (expresado fundamentalmente 

en neuronas de hipocampo y corticales) (Broer et al., 1997; Gerhart, Enerson, 

Zhdankina, Leino, y Drewes, 1997; Pellerin, Pellegri, Martin, y Magistretti, 1998). A 

continuación, el lactato ha de convertirse en piruvato, constituyendo así una fuente 

metabólica eficiente de ATP, puesto que una molécula de piruvato proporciona 15 

moléculas de ATP tras su oxidación a través de la piruvato deshidrogenasa y el ciclo de 

los ácidos tricarboxílicos. La enzima responsable de esta conversión es la lactato 

deshidrogenasa (LDH), cuya expresión e isoformas varían en los distintos tejidos. Hay 

observaciones de que la isoforma LDH-5, la cual favorece la producción de lactato, se 

encuentra mayoritariamente en astroglía, mientras que la LDH-1, isoforma que 

favorece la utilización de lactato, se encuentra mayoritariamente en las neuronas 

(Bittar, Charnay, Pellerin, Bouras, y Magistretti, 1996). Estos datos apoyan la idea de 

que los astrocitos procesarían la glucosa vía glicolisis generando lactato, el cual, una 

vez liberado al medio y posteriormente capturado por las neuronas, sería 

transformado a piruvato, que tras entrar en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos 

proporcionaría la energía necesaria para la célula (P J Magistretti y Pellerin, 1999; P J. 

Magistretti y Pellerin, 1999). 

 

En relación con este proceso, se ha observado que el glutamato, el principal 

neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso central, estimula la captura de 

glucosa y la liberación de lactato por astrocitos(Loaiza, Porras, y Barros, 2003; P J 

Magistretti y Pellerin, 1999). La captura del glutamato ocurre a través de 

transportadores, dos de los cuales son predominantemente, si no exclusivamente, 

específicos de células gliales. Se trata de los transportadores GLT-1 (=EAAT2) y GLAST 

(=EAAT1) (Araque, Sanzgiri, Parpura, y Haydon, 1999; M. B. Robinson y Dowd, 1997). 

Este transporte de glutamato en astrocitos está dirigido por un gradiente 

electroquímico de Na+: una molécula de glutamato es cotransportada con tres iones 
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Na+ hacia el interior celular y como consecuencia, un ión K+ sale al exterior. Esto 

conduce a un incremento de la concentración intracelular de Na+, que es equilibrado a 

través de la Na+/K+- ATPasa. Este proceso consume ATP e implica la activación de la 

glicolisis y la producción de lactato (P J Magistretti y Pellerin, 1999; P J. Magistretti y 

Pellerin, 1999; Pellerin y Magistretti, 1994, 1997; Takahashi, Driscoll, Law, y Sokoloff, 

1995). Un gran número de evidencias experimentales apoya que este efecto del 

glutamato depende exclusivamente de sus transportadores y no de sus receptores 

(Pellerin y Magistretti, 1994, 1997; Takahashi et al., 1995). 

 

De esta manera se consigue un acoplamiento entre actividad neuronal, liberación de 

glutamato, activación de la glicolisis en astrocitos y aporte de lactato como fuente 

energética para las neuronas (Figura I3). 

Metabolismo del glucógeno 

 

El glucógeno constituye la principal reserva energética del cerebro y está 

mayoritariamente localizado en los astrocitos, aunque también está presente en 

células del plexo coroideo y ependimal, así como en algunas neuronas del tallo 

cerebral. El cerebro puede considerarse como un órgano almacenador de glucógeno, 

cuya función podría ser proveer unidades de glucosa durante la actividad fisiológica. 

De hecho, el recambio de glucógeno es extremadamente rápido en los astrocitos y se 

correlaciona con la actividad de las neuronas vecinas (Choi, Tkác, Ugurbil, y Gruetter, 

1999; Deitmer, 2000; P. J. Magistretti y Pellerin, 1991; Wender et al., 2000). La 

degradación de glucógeno astroglial resulta activada por diversos neurotransmisores 

(entre los que se encuentran el péptido intestinal vasoactivo, glutamato, 

noradrenalina, serotonina e histamina) vía cAMP y Ca2+ (Hamai, Minokoshi, y Shimazu, 

1999; P. J. Magistretti y Pellerin, 1991; Pellerin y Magistretti, 1997). Una disminución 

de los niveles de glucosa del medio causa una pérdida en el glucógeno acumulado 

(Dringen y Hamprecht, 1992), mientras que la insulina y factores de crecimiento 

análogos incrementan los niveles de glucógeno almacenado en los astrocitos (Hamai et 

al., 1999; Pellerin y Magistretti, 1997). 
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El aspecto quizás más importante de la degradación del glucógeno es el destino de los 

residuos glicosílicos. Los residuos liberados no aparecen mayoritariamente como 

glucosa libre en el medio, sino que los astrocitos liberan principalmente ácido láctico 

(Dringen, Gebhardt, y Hamprecht, 1993; P. J. Magistretti y Pellerin, 1991). 

Alternativamente, la glucosa procedente de la degradación del glucógeno puede 

metabolizarse vía ruta de las pentosas fosfato para generar NADPH y proteger a los 

astrocitos frente al estrés oxidativo (Dringen, 2000; Rahman, Kussmaul, Hamprecht, y 

Dringen, 2000).  

 

Gluconeogénesis 

 

En los astrocitos también se da el proceso de gluconeogénesis hasta glucosa 6- fosfato, 

y de hecho se ha descrito la presencia de tres enzimas implicadas exclusivamente en la 

ruta (piruvato carboxilasa, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y fructosa 1,6-

bisfosfatasa) en estas células (Wiesinger et al., 1997). La gluconeogénesis en astrocitos 

podría actuar como mecanismo tamponador, controlando la osmolaridad del fluido 

extracelular y reciclando el lactato generado por las células vecinas, derivándolo hacia 

rutas como la síntesis de glucógeno (Schmoll et al., 1995; Wiesinger et al., 1997; 

Jitrapakdee y Wallace, 1999). 

Insulina, IGF-I y el sistema nervioso central 

Insulina en el sistema nervioso central 

 

Inicialmente, los estudios acerca del efecto de la Insulina en el sistema nervioso central 

estaban encaminados a observar su relación con el metabolismo de la glucosa. Hasta 

mediados de los años 50 se asumía que la insulina no tenía un efecto sobre la 

absorción o la degradación de la glucosa, sin embargo, a finales de la década de los 50 

del siglo pasado, estudios in vitro mostraban que la insulina era capaz de incrementar 

la captura de glucosa en tejido proveniente de la médula espinal (Rafaelsen, 1958). La 

investigación de las zonas del cerebro en las cuales la insulina podría alterar el 
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metabolismo de la glucosa mediante el uso de fosforo radioactivo mostraron una alta 

concentración de este en la hipófisis, plexo coroideo y la epífisis después de la 

administración de insulina, y como el fosforo participa en el metabolismo de la 

glucosa, se infirió indirectamente que el metabolismo de la glucosa podría ser 

dependiente de insulina(Borrel y Örström, 1945). 

 

A inicios de los años 60, se reportó que la inyección de Insulina inducía una 

disminución significativa de los niveles de glucosa tanto en sangre como en el líquido 

cefalorraquídeo (LCR); luego, mediante la inyección de insulina marcada con I131 se 

demostró que esta no pasa del LCR a la sangre, por lo cual, la reducción de los niveles 

de glucosa en el LCR se da por un efecto directo sobre el SNC (Chowers, Lavy, y 

Halpern, 1961). Además, en perros vagotomizados, inyecciones de insulina en la 

cisterna magna provocaron una caída de los niveles de glucosa en el LCR, mientras que 

la disminución en la sangre no era apreciable(Chowers, Lavy, y Halpern, 1966). 

 

Figura I4. Mecanismos de entrada de la Insulina e IGF-I al cerebro. El primer mecanismo, a 

la izquierda, presenta un transporte constitutivo de IGF-I a través del plexo coroideo hacia el 

líquido cefalorraquídeo a través de un proceso de transcitosis que requiere de la Proteína 2 

asociada al receptor de lipoproteína de baja densidad (LRP2, por sus siglas en inglés) y del 

receptor de IGF-I. Probablemente, la insulina es transportada a través de un proceso similar 

que involucre LRP2 y el receptor de insulina. A través de este proceso, la insulina e IGF-I 

presentes en la sangre acceden al líquido cefalorraquídeo en proporción directa con los 

niveles presentes en la sangre. El segundo mecanismo, a la izquierda presenta el paso de IGF-

I e insulina a través de la barrera hematoencefálica, aquí, la entrada de IGF-I al parénquima 

cerebral requiere de LRP1 y el receptor de IGF-I y parece ser independiente de los niveles de 

IGF-I presentes en la sangre. La entrada de insulina a través de la barrera hematoencefálica 

esta mediada por un mecanismo desconocido que requiere del receptor de insulina. 
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Teniendo en cuenta estos resultados, se establecieron los niveles de insulina presentes 

en el SNS de ratas, reportando niveles 25 veces superiores en el cerebro con respecto 

a la sangre y qué, además, esta concentración podía variar de acuerdo a las región del 

cerebro, fluctuando entre 10 y 100 veces más que la concentración 

sanguínea(Havrankova, Schmechel, Roth, y Brownstein, 1978). Sin embargo, otros 

estudios reportaron que la concentración de Insulina en el cerebro no era tan 

apreciable en otros modelos de experimentación en animales como el perro o el 

conejo(Eng y Yalow, 1981). Es también reseñable el hecho que durante el desarrollo, 

los niveles de insulina fluctúan, encontrando su pico justo después de nacimiento y 

estabilizándose a la llegada de la etapa adulta, mientras que los niveles de insulina en 

LCR y sangre permanecen inalterados en el tiempo (Schechter et al., 1992). 

 

Estas evidencias llevaron a plantear la cuestión acerca de dónde provenía la insulina 

cerebral, en donde se han propuesto dos posibles fuentes, que esta provenga de una 

fuente periférica, posiblemente de origen pancreático, o que sea producida de manera 

autocrina en el cerebro. Para respaldar el origen periférico, la capacidad de la Insulina 

de pasar a través de la barrera hematoencefálica fue reportada previamente (Banks, 

Jaspan, Huang, y Kastin, 1997; Margolis y Altszuler, 1967; Woods y Porte, 1977), sin 

embargo, la correlación entre los niveles de Insulina en plasma y en el LCR no era 

lineal, encontrando siempre menos niveles en el LCR cuando la insulina era 

administrada periféricamente. Esta observación evidenciaba un sistema de transporte 

saturable a través de la barrera hematoencefálica (Baura et al., 1993) inclusive a 

niveles euglicémicos  (Banks et al., 1997). Se ha descrito que el transporte de la 

insulina desde la sangre hasta SNC es a través de los receptores de insulina presentes 

tanto en micro, como macrovasculatura cerebral (Baura et al., 1993; Frank y Pardridge, 

1981; Pardridge, Eisenberg, y Yang, 1985), además de demostrarse que durante 

condiciones que llevan a una resistencia a la insulina se altera el transporte de insulina 

a través de la barrera hematoencefálica debido a una disminución de los receptores 

presentes en esta (Heni et al., 2013). Los sistemas de transporte de la insulina descritos 

en la actualidad se resumen en la  figura I4.  
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IGF-I en el sistema nervioso central 

 

Al contrario que la Insulina, el IGF-I es un péptido que es producido por el SNC, de 

hecho, todas las células del sistema nervioso central lo producen en alguna fase u otra 

de la ontogenia. Aunque su expresión es más alta perinatalmente, sobretodo en la 

corteza, tronco del encéfalo, el hipotálamo, y la médula espinal, la expresión en el 

adulto se mantiene, pero de una manera reducida (C A Bondy y Lee, 1993). La manera 

en la cual está regulado el IGF-I en el SNC no ha sido estudiada en profundidad, pero 

existen indicios que bajo condiciones patológicas los cambios en los niveles de IGF-I 

responden para mantener la homeostasis del sistema, así, la microglia parece ser la 

principal fuente de producción local de IGF-I (Lee, Wang, Seaman, y Vannucci, 1996; 

Walter, Berry, Hill, y Logan, 1997). Una característica del sistema del IGF, es la 

regulación de su biodisponibilidad a través de la unión del IGF-I a las proteínas de 

unión de IGF. De estas, seis unen con alta afinidad IGF-I, pero no insulina, además de 

unas diez proteínas similares a las IGFBP que unen IGF-I con menor afinidad (Hwa, Oh, 

y Rosenfeld, 1999). Estas regulan la disponibilidad del IGF-I al presentar una mayor 

afinidad por este, que su receptor. En el cerebro, la IGFBP2 es la más abundante del 

grupo, sin embargo, todas están presentes en el SNC, pero cada una presenta un 

patrón de distribución diferente (Ocrant, Fay, y Parmelee, 1990). 

Además del IGF-I producido localmente, se ha demostrado que el IGF-I es capaz de 

pasar a través de la barrera hematoencefálica mediante un mecanismo mediado por la 

translocación activa de receptores (Nishijima et al., 2010). La mayor parte del IGF-I 

periférico proviene de la producción en los hepatocitos a pesar que prácticamente 

todos los tejidos expresan IGF-I. A diferencia de lo ocurrido con la Insulina, el papel 

endocrino del IGF-I en el cerebro no ha sido estudiado a profundidad, sin embargo, los 

bajos niveles de ARNm de IGF-I en el cerebro adulto y la alta expresión de receptores 

del sistema en el cerebro adulto sugiere un papel en el mismo (E Carro, Trejo, 

Busiguina, y Torres-Aleman, 2001; Trejo, Carro, y Torres-Aleman, 2001). Los sistemas 

de transporte del IGF-I a través de la barrea hematoencefálica se resumen en la figura 

I4. 
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Receptores de Insulina e IGF-I en el cerebro 

 

El sistema IGF1-1 Insulina 

se caracteriza por la 

capacidad de los ligandos 

de unir cada uno de sus 

receptores específicos con 

una afinidad entre 100 y 

1000 veces mayor que para 

otro ligando del sistema, 

sin embargo, el receptor de 

insulina y el de IGF-I 

pueden formar híbridos 

funcionales que son 

capaces de unir a los 

ligandos con afinidades 

similares (Benyoucef, 

Surinya, Hadaschik, y Siddle, 

2007). En mamíferos, los 

receptores del sistema IGF-I 

/ Insulina son expresados 

ampliamente en el SNC, 

sobre todo durante el 

desarrollo (Baron-Van 

Evercooren, Olichon-Berthe, 

Kowalski, Visciano, y Van Obberghen, 1991; Chiu y Cline, 2010; García-de Lacoba, 

Alarcón, de La Rosa, y de Pablo, 1999; Schechter et al., 1992), sin embargo, a pesar que 

durante el periodo adulto ven reducida su expresión, los receptores del sistema 

mantienen su patrón de expresión(Adamo, Raizada, y LeRoith, 1989) (Figura I5). 

Además, en el adulto, los receptores del sistema, sobre todo el de IGF-I, ven 

aumentada su expresión en respuesta a daño (Torres Aleman, 2012). 

Figura I5. Distribución de los receptores de IGF-I e 

insulina en el cerebro. A, La expresión del receptor de IGF-

I se encuentra aumentada en el neocórtex, tálamo y plexo 

coroideo. B, Los niveles más altos del receptor de insulina 

en el cerebro se encuentran en el bulbo olfatorio. La 

superposición relativa de la expresión de los receptores en 

el córtex, hipocampo, cerebelo, plexo coroideo e 

hipotálamo permitiría la formación de receptores híbridos. 

Las intensidades en el color muestran la abundancia 

relativa de cada receptor. 
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Señalización de Insulina e IGF-I 
 

La unión de la Insulina y/o IGF-I a la subunidad alfa de sus receptores activa la 

actividad tirosina-quinasa de la subunidad beta, y esta activación hace que la 

subunidad beta se autofosforile en sus residuos tirosina, provocando la fosforilación 

del residuo tirosina de una proteína de acoplamiento conocida como substrato del 

receptor de Insulina (IRS, por sus siglas en inglés)(Taha y Klip, 1999). Hasta ahora, la 

familia de las IRS se compone de seis proteínas, mientras que IRS-1 a IRS-4 presentan 

un dominio C terminal capaz de reclutar ciertas proteínas específicas que presentan 

dominios SH2, IRS-5 e IRS-6 son pobremente fosforiladas en respuesta a los ligandos 

(Brummer, Schmitz-Peiffer, y Daly, 2010). De la familia de las IRS, IRS-1 e IRS-2 son las 

Figura I6. Vías de señalización del sistema Insulina / IGF-I. Los péptidos similares a la 

insulina actúan a través de varios receptores. La insulina y el IGF-I presentan receptores 

estructuralmente similares que pertenecen a la familia de los receptores tirosina-quinasa. 

Están formados por dos subunidades  y dos . Una subunidad - es capaz de 

homodimerizar con otra, pero también es capaz de heterodimerizar, formando receptores 

híbridos. Estos receptores también pueden unir IGF-II. La señalización canónica de la insulina 

e IGF-I ocurre a través de las vías de las MAPK y de PI3K-AKT. Adicional a esto, el receptor de 

IGF-I unido a su ligando puede dirigirse al núcleo para actuar como un modulador 

transcripcional. 
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responsables de la mayoría de los efectos pleiotrópicos de la señalización de Insulina e 

IGF-I (Boura-Halfon y Zick, 2009). 

La transmisión de la señalización del Sistema IGF-I / Insulina se da mayoritariamente a 

través de dos cascadas paralelas que incluyen la ruta de fosfoinositol 3-

quinasa/proteína quinasa B (PI3K/Akt por sus siglas en inglés) y ruta de la proteína 

quinasa mitógeno activada (MAPK por sus siglas en inglés). Ambas vías son las 

encargadas de modular la transcripción génica y activar una serie de vías quinasas-

fosfatasas que afectan procesos celulares importantes como la síntesis proteica, 

autofagia, mitosis, resistencia a estrés oxidativo o regulación metabólica entre otras 

(Figura I6). La vía de PI3K es una de las activadas por las IRS mejor estudiadas (Boura-

Halfon y Zick, 2009). La activación de PI3K lleva a la formación de fosfatidilinositol 3-4-

5 trifosfato y eventualmente, a la estimulación de la quinasa fosfoinositido 

dependiente (PDK-1 por sus siglas en inglés). PDK-1 inicia la activación de varios 

efectores de la cascada de señalización como Akt, mTOR, la quinasa P70s6 y la 

isoforma atípica de PKC (PKCμ o PKD) (Boura-Halfon y Zick, 2009). La otra vía de 

señalización, la de las proteínas activadas por mitógeno (MAP, por sus siglas en inglés), 

que pertenecen a la familia de las quinasas serina/treonina, son activadas por diversos 

estímulos incluidos el del IGF1R e IR (Cobb y Goldsmith, 1995; Dews et al., 2000). Esta 

vía se encuentra principalmente implicada en procesos de mitogénesis y diferenciación 

celular (Avruch, 1998) y también está relacionada con la regulación de la apoptosis 

(Huang et al., 2007). Sin embargo, como ocurre con todas las rutas de señalización, el 

papel de esta ruta en definitiva depende del contexto celular y el tipo de célula. En 

conjunto, estas vías de señalización son esenciales para el metabolismo de la glucosa, 

lípidos y proteínas en el hígado, músculo y tejido adiposo (Bell, Pilkis, Weber, y 

Polonsky, 1996; A R Saltiel y Kahn, 2001; Alan R. Saltiel, 2001; Withers y White, 2000). 

Glucosa y el sistema Insulina / IGF1 en el cerebro 
 

La mayor parte de la evidencia que existe actualmente en referencia al consumo y 

regulación de la glucosa en el sistema nervioso central proviene de la estrecha relación 

encontrada entre la señalización alterada del sistema insulina/IGF-I presente en la 



 

24 
 

diabetes tipo II y la enfermedad de Alzheimer (Bomfim et al., 2012; N. Zhao et al., 

2008; W.-Q. Zhao et al., 2008). De esta forma, como la insulina y el IGF-I son factores 

importantes en la modulación de la disponibilidad de glucosa y la homeóstasis 

energética, tanto en los tejidos periféricos como en el SNC, la alteración de los niveles 

de insulina presente en el líquido cefalorraquídeo, de su proporción con respecto a los 

niveles de insulina plasmática, de los receptores de insulina y del aumento de los 

niveles de insulina en ayunas que se presenta en la enfermedad de Alzheimer 

(Moloney et al., 2010), han sido asociados a una alteración de la señalización mediada 

por insulina e IGF-I cerebral que produce alteraciones en la disponibilidad de glucosa y 

la homeostasis energética. Así, una alteración del balance energético contribuye a la 

disfunción cognitiva (Kann y Kovács, 2007). 

De la misma manera se ha reportado que, al igual que con la observada disminución en 

la expresión de insulina, la expresión de los receptores de IGF-I y II se encuentra 

considerablemente alterada en los cerebros de pacientes con enfermedad de 

Alzheimer (Steen et al., 2005; Talbot et al., 2012). Más aún, ha sido demostrada una 

deficiencia en la expresión de genes que codifican para la Insulina, IGF-I, IGF-II y sus 

receptores en pacientes con la enfermedad de alzhéimer, pero no con diabetes tipo II 

(Rivera et al., 2005). 

Esta serie de deficiencias normalmente conllevan defectos en la señalización de 

PI3K/AKT, produciendo alteraciones en el metabolismo de la glucosa (Liu, Liu, 

Grundke-Iqbal, Iqbal, y Gong, 2011). De esta manera se ha propuesto que la 

disminución de la expresión y función de la vía PI3K/AKT puede alterar la función de los 

trasportadores facilitativos de la glucosa derivando en un hipometabolismo de la 

glucosa y la subsecuente disminución de la producción de ATP mitocondrial (Bosco, 

Fava, Plastino, Montalcini, y Pujia, 2011). 

Además, han sido reportadas alteraciones de la otra vía de señalización canónica, 

MAPK, que se encuentra notablemente activada durante el desarrollo de la 

enfermedad de Alzheimer (Bosco et al., 2011), lo cual podría estar relacionado con un 

aumento de la actividad de GSK3β (Eva Carro y Torres-Aleman, 2004) y que ha sido 

relacionada con un aumento de la fosforilación de Tau (De La Monte, 2009) pero que 
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también conlleva a un aumento de la fosforilación de la glucógeno sintasa y la 

subsecuente disminución de actividad de la misma, alterando por ello una de las vías 

de metabolismo de la glucosa. 

En su conjunto, estas evidencias sugieren que la insulina y el IGF-I presentan un papel 

importante a la hora de mantener la homeóstasis cerebral, razón por la cual, en el 

presente trabajo buscamos establecer el papel del sistema IGF-I/insulina en la 

regulación de la captura de glucosa en el cerebro. A continuación se describe un Nuevo 

mecanismo por el cuál, la cooperación entre insulina e IGF-I estimulan la captación de 

glucosa en los astrocitos. El efecto cooperativo de la insulina y el IGF-I podrían explicar 

los cambios en los niveles de captación de glucosa cerebral durante la activación 

neuronal sin alterar los niveles de insulina cerebral ya que la entrada dependiente de 

la actividad cerebral de IGF-I es requerida para estimular la captura de glucosa 

localmente. Llama a su vez la atención la actividad independiente de ligando mostrada 

por el receptor de IGF-I, inhibiendo la captura de glucosa antagonizando la acción 

conjunta de la insulina y el IGF-I.  
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Objetivos 

1. Establecer el papel el papel del sistema IGF-I/Insulina en la 

captura de glucosa cerebral 
 

a. Establecer el efecto de la Insulina y el IGF-I sobre los distintos 

componentes del sistema nerviosos central. 

b. Establecer el efecto de la falta de Insulina e IGF-I sobre la captura de 

glucosa cerebral 

c. Establecer el papel de la señalización del sistema IGF-I / Insulina en la 

captura de glucosa cerebral 

 

2. Establecer los mecanismos por los cuales el sistema regula 

la captura de glucosa cerebral 
 

a. Establecer la ruta de señalización por la cual el sistema IGF-I/Insulina 

regula la captación de glucosa cerebral 

b. Determinar el efecto que produce las alteraciones de la vía de 

señalización por la que se regula la captación de glucosas cerebral 

c. Establecer los componentes que se ven regulados por la activación del 

sistema IGF-I/Insulina en la captura de glucosa cerebral 
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Materiales y Métodos 

Animales utilizados 

Todos los protocolos experimentales se realizaron según la normativa estipulada por el 

sub-comité de bio-ética del  CSIC (Código de proyecto SAF2010-1703) conforme a la 

regulación Europea y Española (86/609/CEE). Todos los animales provinieron del 

animalario del Instituto Cajal. 

Ratas Wistar 

Se utilizaron ratas Wistar para obtener el material para los cultivos de 

neuronas, usando neonatos de entre 6-9 días de edad. Para obtener cultivos de 

glía se utilizaron neonatos de entre 1 y 4 días de edad. 

Ratones C57BL6 

Ratones C57BL6 adultos, de entre  3 y 4 meses de edad y con pesos 

comprendidos entre 25 y 35 g fueron utilizados para los experimentos In Vivo. 

Cultivos Primarios 

Astrocitos de corteza cerebral 

Ratas de entre 0 y 4 días después del parto fueron sacrificadas por 

decapitación. Se procedió a extraer el cerebro y luego de ser brevemente 

sumergido en etanol al 70% se procedió a la disección de la corteza cerebral 

teniendo siempre el tejido sumergido en EBSS (Gibco, Life Technologies, 

Alcobendas, España). Después de limpiar las meninges,  se procedió a 

homogenizar mecánicamente el tejido y re-suspenderlo en un volumen de 2 ml 

de EBSS por cada animal. 

Tras centrifugar a 1000 rpm, el homogenizado es resuspendido en medio 

DMEM-F12 y puesto a crecer en frascos de cultivo de 75 cm2 (Falcon, 

Amsterdam, Holanda) previamente tratados con Poli-L-Lisina. 
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Después, 7-10 días de incubación a 37 °C con atmosfera humificada y con un 

5% de CO2. Cuando el cultivo ha alcanzado total confluencia, los frascos son 

puestos en agitación O/N a 280 rpm en un agitador orbital manteniendo 

siempre la temperatura del cultivo a 37 °C. Después de lavar con PBS con el fin 

de eliminar la microglía, el cultivo es incubado con 1 ml de Tripsina-EDTA 

durante 5 minutos. Tras asegurar que la mayoría de las células se han 

despegado de la matriz, las células son resuspendidas, contadas usando una 

cámara de Neubauer y sembradas en los distintos soportes de cultivos según 

necesidad. 

Neuronas granulares de cerebelo 

Ratas de entre 6 y 8 días después del parto fueron sacrificadas por 

decapitación. Se procedió a extraer el cerebelo y luego de ser brevemente 

sumergido en etanol al 70% se procedió a la disección teniendo siempre el 

tejido sumergido en DMEM-F12 con DNAsa y papaína, que será el medio de 

digestión. Después de quitar las meninges se procedió a la disección mecánica 

del tejido. 

El tejido es resuspendido en 5 ml de medio de disección y puesto en un Tubo 

Falcon de 50 ml. La atmosfera de incubación de la muestra es cambiada por 

Carbógeno y la muestra es incubada durante 1 hora a 37 °C con agitación 

constante de 180 rpm. 

El tejido disgregado es centrifugado a 100 rpm durante 5 minutos y 

resuspendido en medio Neurobasal (Gibco, Life Technologies) suplementado 

con anti-anti (Life Technologies). Las células fueron contadas usando una 

cámara de Neubauer y sembradas en los distintos soportes de cultivos según 

necesidad. 

Al día siguiente, el medio es cambiado por medio Neurobasal suplementado 

con B27 (Gibco).  
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Endotelio de micro vasculatura cerebral 

Ratas de entre 6 y 8 días después del parto fueron sacrificadas por 

decapitación. Se procedió a extraer el cerebro y luego de ser brevemente 

sumergido en etanol al 70% se procedió a la disección teniendo siempre el 

tejido sumergido en DMEM-F12 con Tripsina, que será el medio de digestión. Se 

separó la corteza cerebral y después de quitar las meninges se procedió a la 

disección mecánica del tejido. 

 

El tejido es resuspendido en 5 ml de medio de disección y puesto en un Tubo 

Falcon de 50 ml. La muestra es incubada durante 1 hora a 37 °C con agitación 

constante de 180 rpm. 

 

El tejido disgregado es sometido a una nueva disgregación mecánica y después 

centrifugado a 1000 rpm durante 5 minutos y resuspendido en medio HUMEC 

(Gibco) suplementado con Puromicina (Life Technologies). Las células fueron 

sembradas en Placas de 6 pocillos (Falcon, Amsterdam, Holanda) previamente 

tratadas con colágeno Tipo IV (Life Technologies) y fibronectina (Life 

Technologies) e incubadas durante 3 días a 37 °C con atmosfera humificada y 

con un 5% de CO2, cambiando el medio todos los días.  

 

Después, 7-10 días de incubación a 37 °C con atmosfera humificada y con un 5% 

de CO2. Cuando el cultivo ha alcanzado total confluencia, es incubado con 1 ml 

de Tripsina-EDTA durante 5 minutos. Después de asegurar que la mayoría de las 

células se han despegado de la matriz, las células son resuspendidas, contadas 

usando una cámara de Neubauer y sembradas en los distintos soportes de 

cultivos según necesidad. 

Construcciones plasmídicas y producción de partículas virales 

Se obtuvo el DNA mediante transformación de bacterias E. coli competentes de 

la estirpe DH5α, según Sambrook, 1989. Produjimos los plásmidos creciendo las 

bacterias en cultivo de Luria Bertani (LB) con antibiótico para seleccionarlas 
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(Ampicilina o Kanamicina). La purificación del DNA plasmídico se realizó usando 

“Illustra plasmidPrep Midi Flow Kit” (GE Healthcare, Madrid) o “QIAfilter 

plasmid maxi kit” (QIAGEN, Germantown, MD, Estados Unidos). 

Los plásmidos transfectados fueron: IGF1-KR, una forma del receptor de IGF1 

incapaz de unir ATP, inhibiendo de esta forma su autofosforilación (Fernandez, 

Fernandez, Carrero, Garcia-Garcia, y Torres-Aleman, 2007), HIR-K1030R4 

(Jacob, Whittaker, y Stanley, 2002), una forma del receptor de Insulina basada 

en la misma estrategia de la construcción anterior adquirida a través de 

Addgene (Cambridge, MA, USA) y  Glut1-Exo Flag que fue un suministrado por 

el Dr. Jeffrey C. Rathmell (Wieman, Wofford, y Rathmell, 2007). 

Con el fin de lograr una inhibición de la transcripción de una proteína 

específica, usamos el sistema del ARN horquillado corto (ARNhc), que es una 

molécula de ARN monocatenario que adopta la forma de una horquilla debido 

a apareamientos intracatenarios. Este es sustrato de la endorribonucleasa 

Dícer, que al escindirlo libera un ARN monocatenario de unos 22 nucleotidos 

denominado «ARN temporal pequeño». Este ARN es capaz de complementar el 

ARN mensajero (ARNm) producido a partir del gen que quiere inhibirse lo que 

desencadena un proceso que termina con la completa degradación del 

complejo. 

Para el proceso de transfección transitoria de las diferentes construcciones se 

utilizó el Amaxa basic glial cell nucleofector kit (Lonza, Basilea, Suiza) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. 

Para el proceso de transducción viral usamos el sistema de tres plásmidos 

previamente descrito(Dull et al., 1998). El sistema de co-transfección consiste 

en un plásmido que contiene el gen que quiere transducirce, en nuestro caso 

un ARNhc, la construcción de empaquetamiento (pCMV-dR8.2 Δvpr) y la 

proteína G de la cubierta del virus de la estomatitis vesicular (pMD2.G, 

Addgene, Cambridge, MA, USA). Los ARNhc contra Glut-1, IGF1-R e IR, además 

de un control con una secuencia aleatoria  que no reconoce ningún gen descrito 

y un plásmido control que permite la expresión de la proteína verde 
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fluorescente mejorada (PVFM) fueron adquiridos de Origene (HuSH-29, 

Origene, Rockville, MD, USA), El  ARNhc dirigido contra GIPC fue construido 

siguiendo el método previamente descrito (Addgene, n.d.) usando los 

oligonucleotidos 

5’CCGGACTCACCGAACCTCGGAAGGCCTCGAGGCCTTCCGAGGTTCGGTGAGTTTTT

TG3’ y 

5’AATTCAAAAAACTCACCGAACCTCGGAAGGCCTCGAGGCCTTCCGAGGTTCGGTGA

GT3’ que reconocen el fragmento comprendido entre los nucleótidos 684-704 

del ARNm de GIPC. El vector de transferencia (5 μg), el de cubierta (2 μg), y los 

plásmidos de empaquetamiento (5 μg) fueron transfectados usando fosfato 

cálcico en células de riñón embrionarias humanas de la línea 293T (6 × 106 

células por placa) cultivadas en medio DMEM  con 10% de suero fetal bovino y 

1% de penicilina/estreptomicina. La función lisosomal fue inhibida previamente 

utilizando cloroquina. El sobranadante que contenía las partículas virales fue 

recolectado, filtrado y almacenado a -80°C. La concentración viral fue titulada 

por citometría de flujo. (FACSAria cytometer, BD Biosciences, San Diego, CA, 

USA). La eficiencia de infección fue de aproximadamente el 80% usando 

partículas virales que transducían el gen de la PVFM. 

Ensayo de captura de glucosa 

Para establecer el consumo de glucosa en las diferentes poblaciones celulares 

cerebrales utilizamos el análogo fluorescente de la glucosa 6-(N-(7-Nitrobenzo-

2-oxa-1,3-diazol-4-il)amino)-6-Desoxiglucosa (6-NBDG, Setareh biotech, 

Eugene, OR, USA) cuya cinética de captura por parte de los astrocitos 

cerebrales ha sido previamente validada (Barros et al., 2009). En el caso de la 

evaluación de la captura en cultivos celulares, las células eran ayunadas en 

medio sin suero fetal bovino por tres horas. En el caso en el que se utilizaran 

inhibidores farmacológicos, se añadían una hora antes del inicio de los 

tratamientos. A continuación se añadía insulina (INS; Sigma-Aldrich, Madrid, 

España), IGF-I (ProSpec-Tany Technogene, Rehovot, Israel) o  ambas moléculas 

a la vez como tratamiento junto el 6-NBDG a una concentración final de 30 µM. 
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Los cultivos se mantuvieron a 37°C durante tres horas y entonces el medio fue 

reemplazado con PBS enfriado en hielo para detener el metabolismo celular. 

Las células fueron levantadas de la placa donde habían crecido usando tripsina-

EDTA, PBS y se añadió SFB a cada muestra. La intensidad de fluorescencia fue 

medida usando citometría de flujo (FACSAria cytometer, BD Biosciences, San 

Diego, CA). 

Los inhibidores farmacológicos utilizados fueron: Picropodofilina 120nM, un 

inhibidor específico del receptor de IGF1 (PPP, Merck Chemicals, Nottingham, 

Reino Unido), S961 10nM, un inhibidor específico del receptor de Insulina 

recientemente descrito (Schäffer et al., 2008) (Novo Nordisk, Bagsvaerd, 

Dinamarca) y CID755673 (Sigma-Aldrich) un inhibidor específico de PKD. 

Inmunoensayos 

Los ensayos inmunocitoquímicos fueron hechos como según procedimientos 

descritos anteriormente (Nishijima et al., 2010). Los niveles de proteína se 

normalizaron con respecto a la proteína total cargada. Diferentes exposiciones 

de cada ensayo fueron adquiridas para garantizar la linealidad y para que 

coincidiesen los niveles de control de carga a efectos de la cuantificación. Los 

anticuerpos y las diluciones utilizadas se encuentran referenciados en la tabla 1. 

Anticuerpo Referencia Dilución WB Dilución IF Empresa 

IGF-Irα sc-463 1:500 1:100 Santa Cruz Biotechnology 

IGF-IRβ sc-713 AC 1:200 

 

Santa Cruz Biotechnology 

Insulin Rβ sc-711 1:1000 

 

Santa Cruz Biotechnology 

IGF-I Receptor β 9750 1:2000 

 

Cell Signaling 

Glut1 sc-7903 1:1000 1:100 Santa Cruz Biotechnology 

GIPC sc-9648 1:1000 1:200 Santa Cruz Biotechnology 

β-Actin A5316 1:10000 

 

Sigma-Aldrich 
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AKT Sc-8312 1:1000 

 

Santa Cruz Biotechnology 

pAKT (Ser473) 9271 1:1000 

 

Cell Signaling 

pERK 42/44 

(Thr202/Tyr204) 
9101 1:2000 

 

Cell Signaling 

ERK 42/44 9102 1:2000 

 

Cell Signaling 

PKD ab 17096 1:1000 
 

Abcam 

p-PKD ab 74105 1:1000 
 

Abcam 

Tabla 1. Anticuerpos usados en los diferentes inmunoensayos. 

Para el análisis densitométrico se utilizó el programa informático Quantity One 

acoplado a un densitómetro GS800 (Bio-Rad, Hercules, CA, EU). 

Ensayo de translocación de proteína 

Con el fin de cuantificar la translocación de Glut1 y de IGF-IR usamos un 

enfoque previamente descrito (Koshy, Alizadeh, Timchenko, y Beeton, 2010), 

brevemente, con la ayuda de un anticuerpo que reconoce la cadena alfa del 

IGF-IR (SC-463, 1:50, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EU) y de una 

construcción en la cual, en la primera horquilla extracelular de la secuencia de 

Glut1 se añadió un epítopo FLAG(Wieman et al., 2007) que, al ser reconocido 

por un anticuerpo específico (anti Flag M2, F1804, 1:1000, Sigma-Aldrich), 

permite el reconocimiento del dominio extracelular de Glut1. La construcción 

plasmídica es transfectada en las células de la forma descrita previamente. 

Después que las células son incubadas con los distintos tratamientos son 

incubadas con los anticuerpos primarios descritos anteriormente y 

posteriormente  fijadas con una solución de paraformalhehído al 1% ; luego de 

lavar, el anticuerpo secundario es añadido (Alexa Fluor 488, A-11008, 1:1000, 

Life Technologies). La intensidad de fluorescencia es medida por citometría de 

flujo (FACSAria cytometer, BD Biosciences, San Diego, CA) 
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Experimentos in vivo 

Administración de partículas lentivirales 

Los animales fueron anestesiados utilizando una mezcla de isofluorano/oxígeno (5% 

para la inducción de la anestesia, 2% para mantenimiento).Después de eliminar la 

duramadre, la punta de una pipeta de vidrio fue puesta sobre la superficie del cerebro. 

Las partículas lentivirales (2 µl) con el ARNhc contra el receptor de IGF-I, contra el 

receptor de INS  o con la secuencia aleatoria inespecífica fueron administradas a cada 

ratón. La administración se hizo a través de la pipeta de vidrio conectada a una jeringa 

Hamilton (Hamilton, Reno, NV, EU). La tasa de infusión fue de 1µl cada 10 minutos. La 

coordenadas esterotáxicas fueron: -1.06mm a partir de bregma y -1mm lateral. 

Medición de la captación de glucosa en astrocitos 

Procedimiento quirúrgico 

El método para determinar la captación de glucosa en astrocitos ha sido 

previamente descrito (Chuquet, Quilichini, Nimchinsky, y Buzsáki, 2010; Pérez-

Alvarez, Araque, y Martín, 2013). Para marcar los astrocitos usamos 

Sulforodamina 101 (100mg/kg, i.p. SR101; Sigma-Aldrich, Madrid, España), un 

compuesto que marca solo los astrocitos, permitiendo su distinción de neurona 

y células epiteliales (Nimmerjahn, Kirchhoff, Kerr, y Helmchen, 2004). Los 

ratones fueron anestesiados utilizando uretano (1.7g/kg, i.p. Sigma-Aldrich, 

Madrid, España). La arteria femoral fue canulada. Luego, una craneotomía de 4 

mm de diámetro alrededor del área de interés fue hecha. En determinados 

experimentos se añadió PPP (10 µM) o solución vehículo (NaCl 140mM, KCl 

Figura M1. A, Vista dorsal esquemática del sistema de sujeción del cráneo del ratón B, Vista 

lateral esquemática de la disposición del animal en la estación de adquisición de imágenes. 
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5mM, MgCl2 1mM, CaCl2 2mM, EDTA 1mM, HEPES potasio 8.6mM, glucosa 

10mM) al cerebro expuesto, aplicándose con una micropipeta. Después de 

dejar actuar 5 minutos, la corteza fue lavada y una gota de agarosa de bajo 

punto de fusión (1% en solución tamponada con HEPES) se depositó; luego un 

cubreobjetos de cristal fue puesto sobre el cerebro expuesto, luego, cemento 

dental (Fortex, Facident, Barcelona, España) fue aplicado para fijarlo en su sitio. 

Una placa de aluminio liviana (2x3.5cm) que tiene un hoyo en el centro (10mm 

de diámetro) fue unida al cráneo centrada en el área de la craneotomía y fijada 

con cemento dental. La placa de aluminio fue fijada a otra de aluminio grueso 

que sirve de base, la disposición del animal puede verse en la figura M1. La 

base fue movida a la estación de adquisición. La temperatura del animal fue 

monitorizada todo el tiempo utilizando una sonda rectal (Technomed Europe, 

Maastricht, Holanda) y la temperatura regulada con una placa de calefacción 

(RS Amidata, Madrid, España) controlada con un termostato (Cibertec, Madrid, 

España) y fijada a 37°C. 

Administración del 6-NBDG 

El 6-NBDG (Setareh biotech, Eugene, OR, EU) fue disuelto en una solución de 

55% de solución tamponada con HEPES y 45% de DMSO, pH 7.42, a una 

concentración de 5mg/ml. Una jeringa Hamilton de 300µl rellena de la solución 

de 6-NBDG fue conectada a través de la cánula de la arteria femoral y 

conectada a una bomba de mico-inyección (Harvard Apparatus, MA, EU). La 

solución fue bombeada a una velocidad de 20μl/min/100g. 

Protocolo de estimulación 

Los bigotes de los animales fueron estimulados con impulsos de aire de 100 ms 

de amplitud cada 5Hz durante 30s con un inyector de presión (Dagan, MN, EU) 

controlados con un Axon Digidata 1322A y un software pClamp (Molecular 

Devices, CA, EU). El aire fue expulsado a una presión de 1 bar a través de un 

capilar de vidrio unido a un capilar de plástico, ubicado aproximadamente a 1 

cm lateral y anterior a la nariz del animal para estimular toda la almohadilla de 

bigotes.  
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A la vez, la cola fue pinzada a 2 Hz con fórceps, generando así un protocolo 

pareado de estimulación. 

Microscopía de escaneo laser confocal 

La adquisición de imágenes se realizó con un microscopio laser (CVI Melles 

Griot, Cambridge, Reino Unido) confocal de escaneo basado en un sistema 

Olympus FV30 confocal, acoplado a un microscopio directo Olympus BX61WI 

(Olympus, Tokyo, Japon) y un objetivo Olympus LUMPLFL 60XW/IR de 

inmersión en agua. 

Análisis de datos 

Los astrocitos son identificados gracias a la señal roja emitida por la SR-101. Los 

astrocitos concentran SR-101 en su soma  haciéndolos fluorescentes 

(Nimmerjahn et al., 2004). Cada secuencia de imágenes fue alineada sobre la 

imagen previa con la función  Align Slice (ImageJ, National Institutes of Health) 

para corregir la desviación x-y causada por la posible desviación producida por 

el movimiento del tejido. La intensidad de fluorescencia fue medida en cada 

región de interés, limitándolas a los somas de las células marcadas con SR-101. 

Las señales fueron expresadas como los cambios en la fluorescencia relativa 

(ΔF/F0), donde F0 es la media del periodo de control. 

Imágenes PET de 18F-FDG 

El Análisis de tomografía de emisión de positrones de 18 Fluorodesoxiglucosa 

(18F-FDG) se realizó para medir el metabolismo cerebral en las instalaciones del 

Instituto Pluridisciplinar de la UCM por técnicos especializados. Los animales 

fueron sometidos a un ayuno de 12 horas, luego, el trazador fue inyectado 

intraperitonealmente (18.5 MBq in 0.2 ml of 0.9% NaCl, Instituto Tecnológico 

PET, Madrid, España) y se dejaron en reposo durante 45 minutos en sus 

cubetas, luego se anestesiaron con una mezcla de isofluorano y oxígeno (5% 

para la inducción de la anestesia y 2% para el mantenimiento) y puesto en el 

soporte de tomógrafo. Se realizó una adquisición durante 20 minutos. El 

escáner utilizado fue un tomógrafo híbrido PET-CT de pequeños animales 

(Balcerzyk et al., 2009) (Albira ARS, Oncovision, Valencia, España). Tras la 
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adquisición, las imágenes PET fueron reconstruidas usando un algoritmo 

ordenado de maximización expectativa (OSEM) con correcciones para la 

dispersión, atenuación, tiempo de extinción y decaimiento del radio elemento. 

Para realizar la cuantificación de la actividad metabólica, la imagen de la 

tomografía computarizada del cráneo de cada animal se adquirió a la vez que la 

imagen de resonancia magnética en donde las ROIs fueron previamente 

delineadas en una plantilla. Después de la adquisición de ambas imágenes la 

transformación matemática espacial fue almacenada y aplicada a la imagen PET 

adquirida y a la plantilla de la resonancia magnética lo que permite el correcto 

alineamiento entre la imagen PET y la plantilla de la imagen de resonancia 

magnética. Una vez que la captura de 18F-FDG en las diferentes regiones 

cerebrales fue calculada (kBq/cc),  la actividad de cada región del hemisferio 

izquierdo, en donde se habían inyectado partículas lentivirales que promovían 

la expresión de los ARNhc para el receptor de IGF-I y receptor de insulina fue 

normalizada contra su homóloga en el hemisferio derecho, infectada con 

partículas lentivirales que promueven la expresión de un ARNhc de secuencia 

aleatoria, y expresada como captura proporcional. Todos los procesos de 

visualización, registro y cuantificación fueron realizados usando el programa 

PMOD 3.0 (PMOD Technologies Ltd., Zúrich, Suiza). 

Ensayos de producción de glucógeno y lactato 

La producción astrocitaria de glucógeno y lactato fue realizada empleando kits 

comerciales (Glycogen Assay Kit, MAK016, LActate Assay Kit, MAK064, Sigma-

Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células tratadas de forma 

similar a la descrita anteriormente fueron mantenidas por 6 horas a 37 ºC, 

entonces, las células fueron lavadas usando PBS a 4°C  y homogenizadas en 

agua destilada fría para el ensayo de glucógeno o en el tampón del ensayo de 

lactato. El protocolo del fabricante fue seguido para realizar la detección 

fluorimétrica. La fluorescencia de las muestras fue detectada usando un lector 

de microplacas (Fluostar Optima, BMG labtech, Ortenberg, Alemania). 
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PCR cuantitativa 

La extracción del ARN total a partir de lisados celulares se realizó mediante el 

uso de TRIzol (Life Technologies). 1 µg de ARN fue retro transcrito usando un kit 

comercial (High Capacity cDNA Reverse Transcription kit, Life Technologies) de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para cuantificar genes específicos 

62.5 ng de ADNc fueron amplificados usando sondas Taqman (Life 

Technologies) para Glut1, Glut4, IGF-IR e IR, así como para la unidad ribosomal 

18S como control endógeno. Cada muestra fue testada por triplicado en 20 μl 

de reacción usando un kit de PCR comercial (TaqMan Universal PCR Master 

Mix) siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas las reacciones fueron 

hechas en un termociclador para PCR en tiempo real (7500 Real Time PCR 

system, Life Technologies). El análisis cuantitativo fue realizado de acuerdo al 

procedimiento descrito previamente (Pfaffl, 2001). Los resultados están 

expresados como proporciones relativas a la expresión al transcrito de 

referencia 18S.  

Ensayo de ligación por proximidad In Situ 

Las interacciones entre Glut1 e IGF-Ir fueron detectadas en astrocitos 

cultivados en cubre objetos de vidrio cubiertos de polilisina usando un kit 

comercial mediante la técnica de ligación por proximidad (Duolink II in situ PLA 

detection kit, Olink Bioscience, Uppsala, Suecia) (Figura M2). Los astrocitos 

fueron fijados en 4% de paraformaldehído por 10 minutos, lavados con 20mM 

de glicina en PBS para desactivar la fluorescencia de los grupos aldehído y 

permeabilizados con la misma solución tampón con un 0.05% de Tritón X-100 

durante 5 minutos y a continuación lavados con PBS. Después de 1h de 

incubación con la solución de bloqueo a 37°C en una cámara húmeda, los 

astrocitos fueron incubados durante la noche con los anticuerpos primarios 

diluidos para Glut1 e IGF-IR en solución diluyente de anticuerpos y fueron 

procesados siguiendo las instrucciones del fabricante usando las sondas PLA 

que detectan anticuerpos de conejo o ratón (Duolink II PLA probe anti-Rabbit 

plus, Duolinnk II PLA probe anti-Mouse minus, 1:5 en solución diluyente de 
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anticuerpos, Olink Bioscience). Un medio que contiene DAPI fue utilizado para 

el montaje de las muestras. Las muestras fueron observadas en un microscopio 

confocal Leica SP2 (Leica microsystems, Manheim, Alemania) equipado con un 

objetivo  apocromático 63X de inmersión de aceite. Se adquirió una proyección 

máxima para cada campo compuesta de entre 6 y 12 capturas en el eje Z con 

una distancia de 1 μm. La cuantificación de las células que contienen uno o más 

señales rojas, el número de número total de células (núcleos azules) y su razón 

r (número de señales rojas / número de células que presentan señal) fue 

determinada estimando entre 230 a 350 células de entre 5 a 8 diferentes 

campos usando el programa FIJI (Schindelin et al., 2012). Los núcleos y señales 

rojas fueron estimados en base a las proyecciones máximas de cada grupo de 

imágenes para cada campo procesando individualmente cada canal. Los 

núcleos fueron segmentados aplicando un filtro de media, restando el fondo, 

aumentando el contraste y finalmente aplicando un rango de intensidad para 

obtener las imágenes binarias y los ROIs alrededor de cada núcleo. Las señales 

rojas también fueron filtradas y los rangos de intensidad establecidos para 

obtener las imágenes binarias. Las señales rojas fueron contadas en cada uno 

de los ROI obtenidos en las imágenes de los núcleos. 

 A
. 

B
. 

C
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D
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Figura M2. Representación esquemática del ensayo de ligación por proximidad 

(PLA). A, La muestra es incubada con anticuerpos desarrollados en diferentes 

especies. B, Una vez los anticuerpos primarios han reconocido las proteínas, la 

muestra es incubada con las sondas específicas, + y –, para cada especie. C, Las 

sondas hibridan los oligonucleótidos complementarios de cada una de ellas. D, 

Posteriormente un ciclo de ligación permite formar un ADN circular. E, La muestra es 

sometida a un ciclo de amplificación formando una nube de ADN. F, Por último, se 

añade la sonda fluorescente que permite detectar la interacción.  
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Co-localización de partículas inmunoreactivas 

La inmunocitoquímica se realizó de la forma descrita anteriormente (Stadler et 

al., 2013). Las imágenes fueron obtenidas usando un microscopio confocal Leica 

TCS-SP5 equipado con un  objetivo 63X de inmersión de aceite (HCX PL APO 

CS:63X/1.40-0.60, Leica Microsystems). Para cada campo, una serie de entre 8 a 

12 imágenes (una para cada canal) en el eje Z con una distancia de 0.25 µm 

entre cada una de ellas fue adquirida. Una vez adquiridas, las imágenes fueron 

procesadas usando una deconvolución en 3 dimensiones utilizando un método 

ciego para la generación de PSF utilizando el software LAS-AF (Leica 

Microsystems). Una vez pre-procesadas, la cuantificación de las vesículas en 

cada campo se realizó aumentando el contraste y calculando un rango de 

intensidad con el fin de obtener las imágenes binarias e identificar los ROI 

alrededor de cada partícula. El número de partículas que co-localizan entre los 

diferentes canales fue determinada teniendo en cuenta entre 20-34 células en 

5 diferentes campos usando el software FIJI (Schindelin et al., 2012). 

Electrofisiología 

Preparación de las rodajas  

Las rodajas corticales se realizaron a partir de ratones C57BL/6 de entre 12 y 16 

semanas de edad. Los animales fueron anestesiados y decapitados. El cerebro 

fue extraído rápidamente y sumergido en fluido cerebroespinal artificial (ACSF 

por sus siglas en inglés). Las rodajas de 400 µm fueron incubidas durante 

tiempos superiors a 1 hora a temperatura ambiente en ACSF que contiene: 

NaCl 124, KCl 2.69, KH2PO4 1.25, MgSO4 2, NaHCO3 26, CaCl2 2, and glucose 

10 (todas las concentraciones en mM) y fueron gaseadas  con 95% O2 / 5% CO2 

(osmolaridad: 290/300 mOsm/l; ph=7.35). Las rodajas se sumergieron en una 

cámara de registro y perfundidads continuamente con ACSF gaseado, 

estableciendo el flujo entre 1-2 ml/min a 30-34°C. El área de registro fue 

visualizada usando un microscopio Olympus BX50Wl (Olympus Optical, Tokyo, 

Japon) 
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Registros electrofisiológicos 

Se ubicaron electrodos bipolares de platino/iridio de 50 mm en la capa 4 de la 

corteza somatosensorial. Para registrar la actividad excitatoria sináptica, 

microelectrodos de vidrio de 3-5 MΩ que contienen NaCl 1 mM se ubicaron en 

la capa 2 y las rodajas fueron perfundidas con ACSF con picrotoxina 50 µM y 

CPG55845 5 µM para bloquear los receptores GABAA y GABAB 

respectivamente. En la solución ACSF sin glucosa, la concentración de NaCl se 

ajustó para tener una osmolaridad ente 290-300 mOsm. Se utilizó una 

intensidad de estímulo que evocara la mitad de la amplitud máxima de 

potencial excitatorio postsináptico de campo (fEPSPs por sus siglas en inglés). 

Los registros basales corresponden a el registro de por lo menos 10 minutos del 

estímulo a una frecuencia de 0.1 Hz. Las pendientes de las respuestas basales 

fueron tomadas como el 100% y las pendientes de los registros durante los 

experimentos fueron expresadas como porcentajes de la pendiente basal. Los 

receptores de IGF-I e Insulina fueron bloqueados específicamente utilizando 

PPP (10 µM) y S961 (10 nM) respectivamente, añadiéndolos al ACSF. 

Estadística 

Todos los datos se presentan como la media ± la desviación estándar. Las 

diferencias entre los grupos se analizaron mediante ANOVA de una vía seguida 

de un análisis de comparaciones múltiples de Tukey. Las comparaciones de 

medias se realizaron mediante la prueba T-Student de dos colas. 

Todo el procesamiento estadístico se realizó utilizando el software Excel junto 

con el plugin de análisis de datos real-statistics. 
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Resultados 

Insulina e IGF-I presentan un efecto sinérgico cooperativo sobre 

el metabolismo de los astrocitos 

 

Hace más de un siglo se ha descrito que un aumento en la presión sanguínea conlleva 

un aumento en la cantidad de sangre en el cerebro (Roy y Sherrington, 1890), así, la 

glucosa que alcanza el cerebro entra a través de la barrera hematoencefálica a través 

del sistema de acoplamiento neurovascular que en respuesta a la activación neuronal, 

Figura R1: La cooperatividad entre la Insulina y el IGF-I incrementa la captura de glucosa en 

Astrocitos. A, Astrocitos tratados con Insulina e IGF-I 1 nM muestran un incremento en la 

acumulación del análogo fluorescente de la glucosa 6-NBDG. B, Astrocitos tratados con Insulina 

e IGF-I muestran el máximo de captura de 6-NBDG después de 3 horas de tratamiento (n=6; 

**p<0.01 contra los niveles basales control). C, Después de una hora de tratamiento, casi la 

totalidad de las células analizadas presentan un marcaje positivo para el 6NBDG que no se ve 

alterado durante la progresión de los diferentes tratamientos. D, Los astrocitos tratados con 

Insulina y/o IGF-I 100 nM no ven alterada la captura de del análogo fluorescente de la glucosa 

6NBDG. E y F, Ni las neuronas ni las células endoteliales respectivamente ven alterada la 

captura del 6-NBDG al ser tratadas con Insulina y/o IGF-I 1 nM. (En todos los casos n=6; 

**p<0.01 contra los niveles basales control) 
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se produce un aumento del flujo sanguíneo, es por esto que nos preguntamos qué 

elementos de la barrera hematoencefálica, células endoteliales o astrocitos, son 

capaces de responder a la insulina e IGF-I, péptidos que, a través de la sangre son 

capaces de llegar al cerebro para ejercer sus diferentes funciones. De esta manera 

evaluamos el efecto en la captura de glucosa en estos tipos celulares usando 6-

NBDG(Kim, Lee, Jung, y Williams, 2012). De forma similar a lo reportado previamente 

(Barros et al., 2009), usando cultivos primarios, encontramos que la captura del 

análogo fluorescente de la glucosa presenta una cinética de incorporación mucho más 

lenta, y que además, cerca del total de la población evaluada presenta marcaje 

positivo (Figura R1 B y C). Evaluando el efecto de la Insulina e IGF-I a 10 nM, ni la 

Insulina o el IGF-I son capaces de estimular la captura de glucosa en los astrocitos, sin 

embargo, la acción combinada de estas dos hormonas es capaz de estimular la 

captación en los astrocitos pero no en las células endoteliales cerebrales (Figura R1 A y 

F). A pesar que las neuronas, que son las principales consumidoras de glucosa, ningún 

efecto apreciable es inducido por la Insulina o el IGF-I ni en combinación (Figura R1 E). 

Este efecto solo es apreciable cuando utilizamos dosis fisiológicas de Insulina e IGF-I en 

los cultivos astrocitarios, pues a dosis mayores (100 nM) el efecto de la estimulación 

desaparece (Figura R1 D). 

Como algún tipo de cooperación entre la Insulina e IGF-I parece probable, examinamos 

los componentes de la vía de señalización en astrocitos, los receptores de la vía de 

señalización se encuentran ampliamente expresados por todo el cerebro, así que al 

establecer los niveles de los receptores en astrocitos encontramos que el receptor de 

IGF-I se expresa casi tres veces más que el de insulina (Figura R2 A). La inhibición de la 

señalización mediante inhibidores específicos del receptor de Insulina y del IGF-I 

produce un bloqueo del efecto cooperativo sobre la captación de glucosa en ambos 

casos (Figura R2 B y C). De la misma manera, la expresión en astrocitos de formas 

mutantes en donde se ha inhibido la capacidad de unir ATP en el dominio Tirosina 

quinasa logra abolir el efector cooperativo (Figura R2 D y E). 
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Como se ha reportado que el miembro 1 de la familia de transportadores de glucosa 

(GLUT1) es el principal transportador en las células que forman la barrera 

hematoencefálica, evaluamos si la acción de este estaba regulada por el efecto 

sinérgico de Insulina e IGF, así, utilizando un mutante de GLUT1 que presenta una 

secuencia Flag en la primera horquilla extra celular que permite su reconocimiento 

mediante anticuerpos específicos, utilizando citometría de flujo identificamos cuando 

este está presente en la membrana celular, observamos un aumento significativo de 

los niveles de GLUT1 en membtrana solo cuando los astrocitos eran tratados con 

insulina e IGF-I (Figura R3 A). Así, cuando transfectamos un ARNhc para disminuir los 

niveles de GLUT1 en los astrocitos (Figura R3 B), vemos que el consumo de glucosa 

medido por la captación de 6-NBDG cae a niveles mínimos, confirmando que GLUT1 es 

el principal responsable de la captura de glucosa en los astrocitos (Figura R3 C).  

Figura R2. IR e IGF-IR regulan la captura de glucosa en astrocitos. A,  Los astrocitos expresan 

tanto el receptor de Insulina (IR) como el receptor de IGF-I (IGF-IR) determinado por PCR 

cuantitativa (n=3). B y C, La captación de 6-NBDG estimulada por I+I se ve abolida por los 

antagonistas específicos de IGF-IR (PPP, B) ó IR (S961, C) (n=3 ; *p<0.05 vs control, **p<0.01 vs 

I+I and #p<0.05 vs I+I). D y E, El incremento en la captura de 6-NBDG se ve bloqueado en 

astrcitos que expresan la forma dominante negativa de IR (D, IR(KR)) ó de IGF-IR (E, IGF-IR(KR)) 

(n=6  *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
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Como la glucosa que es captada por los astrocitos puede ser metabolizada de 

diferentes maneras, tanto para la producción de energía por parte de las células, como 

para la producción de otros metabolitos secundarios como lactato o glucógeno 

examinamos si el tratamiento con insulina e IGF-I de los astrocitos afecta la producción 

de estos metabolitos. Los niveles de lactato producido por los astrocitos parecen estar 

inalterados en las condiciones evaluadas, mientras que si probamos un estímulo del 

metabolismo astrocitario, como el glutamato que está reportado que es capaz de 

incrementar la producción del lactato (Heni et al., 2011) continúa haciéndolo en los 

astrocitos (Figura R4 A). Sin embargo, el glucógeno si se ve afectado, tanto por 

insulina, como se ha reportado previamente (Heni et al., 2011), y aún más cuando se 

administra tanto insulina como IGF-I (Figura R4 B). 

Al evaluar las vías de señalización canónicas del eje Insulina / IGF-I, midiendo la 

fosforilación de AKT y MAPK, como indicadores de su activación ya que estas dos 

quinasas forman parte de estas, encontramos que fosfo-MAPK se encontraba 

aumentada sinérgicamente con el tratamiento de insulina e IGF-I (Figura R5 A) 

mientras que fosfo-AKT se mantenía en los niveles de activación inducida por cada 

ligando independientemente (Figura R5 B). Encontramos también que PKD, una 

isoforma atípica de PKC que puede actuar mediante su activación por MAPK regulando 

la translocación de Glut1 (Chen et al., 2002; Venge et al., 2003), se encuentra activada 

Figure R3: El transportador de glucosa 1 (Glut1) está involucrado en la acción cooperativa de 

insulina e IGF-I. A, La cantidad de Glut1 en membrana se ve aumentada significativamente en 

astrocitos por la acción combinada de I+I, pero no presentan efecto cada uno individualmente, 

determinado por citometría de flujo del Glut-1 exo-Tag. (n=6; ***p<0.001 vs control). B, 

Reducción de Glut1 por la interferencia con ARNhc determinada por western blot. C, La 

disminución de la expresión de Glut1 por ARNhc  reduce drásticamente la acumulación de 6-

NBDG en astrocitos e imposibilita los efectos estimulatorios de I+I (n=4 ; *p<0.05 and 

***p<0.001 vs niveles basales control).  
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sinérgicamente cuando se usa I+I (Figura R5 C) y cuya activación se encuentra mediada 

por la activación de MAPK (Figura R5 D). En adición a esto, cuando usamos un inhibidor 

específico de PKD, CID755673, la respuesta mediada por I+I que produce un aumento 

en el consumo de glucosa se encuentra bloqueada (Figura R5 E). 

Figura R4. Regulación de productos metabólicos de la glucosa por Insulina e IGF-I. A, Los 

niveles de lactato en cultivos primarios de astrocitos no se ven alterados por insulina o IGF-

I. Un control positivo usando astrocitos estimulados con glutamato se muestra (GLUT) (n=6, 

***p<0.001 vs el control basal). B, Los niveles de glucógeno en astrocitos son estimulados 

por insulina e I+I (n=6; *p<0.05 vs control basal) 
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Figura R5. La cooperatividad entre Insulina e IGF-1 requiere la señalización mediada por 

MAPK/PKD, pero no por AKT. A, Niveles de fosforilación de MAPK42-44 (pMAPK) que se 

encuentran aumentados solo cuando se añade Insulina e IGF-1 en astrocitos. Los niveles de 

pMAPK fueron normalizados utilizandos los niveles de MAPK42-44 total. Western blot 

representativo mostrando la estimulación tras 15 minutos de la fosforilación de MAPK42-44 

con insulina, IGF-1 o las dos. Los histogramas muestran la cuantificación la proporción de 

forforilación de MAPK42-44 contra la cantidad total de la proteína después de 5, 10 y 15 

minutos de estimulación. (*p< 0.05 vs niveles basales). B, Niveles de fosforilación de AKT 

(pAKT) que no se ven afectados cuando se estimula con insulina, IGF-1 o las dós hormonas al 

mismo tiempo. Los niveles de pAKT fueron normalizados utilizandos los niveles de AKT total. 

Western blot representativo mostrando la estimulación tras 15 minutos de la fosforilación 

de AKT con insulina, IGF-1 o las dos. Los histogramas muestran la cuantificación la 

proporción de forforilación de MAPK42-44 contra la cantidad total de la proteína después de 

5, 10 y 15 minutos de estimulación. C, Los niveles de fosforilación de PKD se ven 

sinérgicamente aumentados con la adición de I+I. Western blot representativo después de 

15 minutos de estimulación con Insulina, IGF-1 o los dos. El histograma presenta la 

cuantificación de la proporción entre pPKD y PKD total (*p<0.05 vs basal; n=3). D, El 

aumento en la fosforilación de PKD mediada por I+I depende de MAPK ya que, en la 

presencia del inhibidor de MAPK U0126 no se aprecia el incremento de actividad. Western 

Blot representativo después de 15 minutos de estimulación con I+I y con o sin el inhibidor 

U0126. El histograma El histograma muestra la cuantificación de la proporción entre la 

señala de pPKD y PKD total (*p<0.05 vs basal; n=3). E, El incremento en la captura de glucosa 

astrocitaria inducida por el tratamiento con I+I se ve bloqueado al tratar las células con el 

inhibidor de la activación de PKD CID 755673 (10 µM) (*p<0.05 vs basal control; n=6). 



 

51 
 

Regulación antagónica de la captación de glucosa en astrocitos 

por parte de los receptores del sistema IGF-I/Insulina 

 

Al ver que la inhibición de la actividad tirosina quinasa provocaba efectos diferentes 

sobre la captura basal de glucosa en los astrocitos y ya que previamente se ha 

reportado que los receptores del sistema IGF-I/Insulina presentan actividad quinasa 

independiente de ligando(Boucher et al., 2010) decidimos inhibir la transcripción de 

los receptores del sistema utilizando ARNhc, se probaron tres diferentes secuencias 

que estaban dirigidas contra el ARNm del receptor de insulina y tres contra el ARNm 

del receptor de IGF-I, escogiéndose aquella que mostraba una mayor capacidad de 

Figura R6. Regulación de la captura de glucosa en astrocitos por IR e IGF-IR. A y B, ARNhc de 

IR ó IGF-IR reduce sus niveles de expresión en astrocitos en cultivo. C, Disminución de los 

niveles de IR utilizando ARNhc en astrocitos inhibe la captura basal de glucosa e inhibe el 

efecto provocado por I+I (n=6; ***p<0.001 vs astrocitos tratados con ARNhc aleatorio). D, 

Disminución de los niveles de IGF-IR utilizando ARNhc en astrocitos provoca un aumento basal 

de la captura de 6-NBDG y evitando el efecto provocado por I+I (n=6; p<0.001 vs astrocitos 

tratados con ARNhc aleatorio). E, Interferencia de la expresión conjunta de IR e IGF-IR provoca 

la inhibición de los efectos provocados por I+I (n=6) 
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inhibición de la transcripción de los ARNm de los respectivos receptores (Figura R6 A y 

B). 

Cuando medimos la captación de glucosa en astrocitos donde la transcripción del 

receptor de insulina estaba inhibida, encontramos una reducción de la captura, incluso 

a niveles basales (Figura R6 C), mientras que, en astrocitos donde los niveles del 

receptor de IGF-I están disminuidos, la captura de glucosa está aumentada 

considerablemente incluso sin estímulo de los ligandos insulina e IGF-I (Figura R6 D). 

Los efectos opuestos de los receptores sobre la captura de glucosa se evidencian 

cuando se inhibe la expresión de ambos receptores en astrocitos, cancelando los 

efectos producidos por la inhibición individual, pero a su vez, inhibiendo los efectos 

cooperativos de la acción de los dos ligandos igualando los consumos de glucosa a los 

niveles basales (Figura R6 E). 

Los efectos independientes de ligando previamente sugeridos por otros (Boucher et 

al., 2010) pueden estar regulando esta respuesta, es así como al inhibir la expresión 

del receptor de insulina, encontramos una reducción de la expresión del ARNm del 

trasportador de glucosa GLUT1 (Figura R7 A), a la vez que los niveles de GLUT1 en 

membrana se ven reducidos posiblemente como consecuencia de la disminución de la 

expresión del mismo (Figura R7 B). Esta observación es acorde a observaciones previas 

hechas en otras estirpes celulares donde la insulina es capaz de aumentar los niveles 

de expresión de GLUT1(Barthel et al., 1999; Ding, Fehsenfeld, Murphy, Permert, y 

Adrian, 2000). Aunque la inhibición de la expresión del receptor de IGF-I no altera los 

niveles de expresión de GLUT1, si se aprecia un aumento de la cantidad de 

transportadores ubicados en membrana (Figura R7 B). Estos datos en conjunto 

sugieren un efecto inhibitorio sobra la captura de glucosa del receptor de IGF-I, 

reduciendo el número de trasportadores de glucosa GLUT1 en membrana, mientras 

que el receptor de insulina muestra un efecto que favorece la captura de glucosa 

aumentando la expresión de GLUT1. 
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Figura R7. Regulación de la expresión y funcionamiento de Glut1 por parte de IGF-IR e IR. A, 

La inhibición de la expresión de IR, pero no de IGF-IR provoca una reducción en la expresión 

del ARNm de Glut1 determinado por PCR cuantitativa (n=3; ***p<0.001 vs astrocitos tratados 

con ARNhc aleatorio). B, De esta manera, la inhibición de la expresión del receptor de IGF-IR 

provoca un aumento del Glut1 en membrana, mientras que la inhibición de la expresión de IR 

provoca una reducción del Glut1 translocado en membrada determinado por citometría de 

flujo de Glut1 exo-flag. (n=5 ; *p<0.05, **p<0.01 vs astrocitos tratados con ARNhc aleatorio). 

Efectos reguladores del sistema IGF-I/Insulina sobre la captación 

de glucosa In Vivo 

Para comprobar la significancia biológica de las observaciones previamente descritas 

realizamos una serie de experimentos In Vivo. Primero establecimos si un aumento de 

los niveles de IGF-I o de Insulina eran capaces de aumentar los niveles de activación de 

sus receptores, medido esto como los niveles de fosforilación del receptor, para esto 

inyectamos ratones con Insulina o IGF-I. En estas condiciones detectamos que 

efectivamente, en la corteza somatosensorial tanto IGF-I como Insulina eran capaces 

de aumentar la fosforilación de sus respectivos receptores. (Figura R8 A y B). De forma 

similar, evaluamos si un protocolo de estimulación somatosensorial a través de la 

estimulación de las vibrisas es capaz de producir un aumento de los niveles de IGF-I o 

Insulina en la corteza y por ende aumentar los niveles de activación de los receptores. 

Así, tras un protocolo de estimulación unilateral encontramos una mayor activación en 

la corteza somatosensorial del hemisferio contralateral de ambos receptores (Figura 

R9 A y B).  
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Después, teniendo en cuenta que tras la estimulación somatosensorial, la captura de 

glucosa se encuentra principalmente mediada por los astrocitos (Chuquet et al., 2010), 

inyectamos ratones con partículas lentivirales que expresan tanto el ARNhc contra el 

IGF-IR, así como contra IR en un hemisferio mientras en el lado contralateral 

inyectamos ARNhc aleatorio (Figura R10A), controlando la infección con partículas 

lentivirales que expresan EGFP (Figura R10B), usando imágenes tomografía de emisión 

de positrones de 18F-FDG, con el objetivo de establecer el consumo de glucosa cerebral 

(Figura R10C). Bajo condiciones de no estimulación, los dos hemisferios no muestran 

una diferencia apreciable, mientras que, bajo condiciones de estimulación 

somatosensorial, mediante la estimulación bilateral de las vibrisas, la región de la 

corteza donde se inyectado el IGF-IRhc presentaba un consumo mayor comparado con 

Figura R8. Estimulación de la actividad de los receptores de IGF-I e Insulina en la corteza 

somatosensorial mediada por sus ligandos. A. Ratones silvestres fueron inyectados con IGF-I 

(30µg/ml) o salino. Después de la extracción, las cortezas somatosensoriales fueron lisadas e 

inmunoprecipitadas con en anti IGF-IR conjugado a agarosa. Los niveles de fosforilación 

fueron medidos usando el antecuerpo monoclonal anti pTyr 4G10. En los histogramas se 

muestra el aumento de los niveles de fosforilación en la corteza tras la inyección de IGF-I 

(n=8, **p<0.01). B. Similar al caso anterior, animales silvestres fueron inyectados con 

Insulina (5U/ml) o salino. En este caso se inmunoprecipitó el receptor de insulina usando el 

anticuerpo sin conjugar. El histograma muestra el aumento en la activación del receptor de 

insulina después de la inyección de esta (n=8, *p<0.05). 
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el lado en el que se han inyectado partículas lentivirales de ARNhc aleatorio, Sin 

embargo, este comportamiento no se ve en la corteza somatosensorial de los 

hemisferios comportamiento que no se ve en cortezas donde se ha inyectado IRhc Co-

localización de partículas inmunoreactivas (Figura R10D). 

 

Figura R9. Estimulación de la actividad de los receptores de IGF-I e Insulina tras la 

estimulación de las vibrisas. A. Ratones silvestres fueron estimulados unilateralmente con 

impulsos de 50 μA con una frecuencia de 5 Hz. Después de la extracción, las cortezas 

somatosensoriales fueron lisadas e inmunoprecipitadas con en anti IGF-IR conjugado a 

agarosa. Los niveles de fosforilación fueron medidos usando el anticuerpo monoclonal anti 

pTyr 4G10. En los histogramas se muestra el aumento de los niveles de fosforilación en la 

corteza tras la estimulación (n=10, **p<0.01). B. Similar al caso anterior, animales silvestres 

fueron estimulados con el mismo protocolo. En este caso se inmunoprecipitó el receptor de 

insulina usando el anticuerpo sin conjugar. El histograma muestra el aumento en la 

activación del receptor de insulina después de la estimulación (n=10, *p<0.05). 
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Figura R10. Análisis de la contribución de IGF-IR e IR a la captura cerebral de glucosa usando 

PET. A Ratones adultos fueron inyectados con partículas lentivirales que inducían la expresión 

de ARNhc contra IGF-IR ó IR en un hemisferio cerebral mientras que partículas que inducían la 

expresión de ARNhc aleatorio fueron inyectadas en el lado contralateral. B, Imagen 

representativa de un cerebro control donde se han inyectado partículas lentivirales que 

indecen la expresión de GFP para mostrar la difusión de la infección. El área demarcada 

denota el lugar seleccionado para hacer el análisis microscópico. C, Imágenes representativas 

de los ensayos PET realizados en animales inyectados con ARNhc contra el IR o IGF-IR bajo 

condiciones basales y durante la estimulación somatosensorial. D, Animales que han sido 

inyectados con particulas lentivirales que inducen la expresión de ARNhc contra el IGF-IR 

muestran un aumento en la captura de glucosa después de ser sometidos a la estimulación 

somatosensorial bilateral que se ve abolida en animales inyectados con partículas contra IR. 

Se muestra la captación en un área no afectada por la estimulación somatosensorial para 

mostrar la especificidad del estímulo. (**p<0.05 vs basal n=3)  
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Estos datos sugieren que la reducción de los niveles de IGF-IR aumentan la captación 

de glucosa mientras que la disminución de los niveles de IR no presenta un cambio 

aparente, es por esto que, y para solventar las limitaciones espaciales de los estudios 

PET (Prieto et al., 2011) , realizamos un análisis “in vivo”, usando microscopía de 

escaneo laser confocal, usando el marcador vital sulforodamina 101, que presenta la 

particularidad de ser capturado específicamente por los astrocitos (Nimmerjahn et al., 

Figura R11. Modulación de la captura de glucosa cerebral por el IGF-IR. A, En rojo, imagen 

representativa de los astrocitos de la corteza somatosenrial marcados con SR101, en verde, 

captura de 6-NBDG en el mismo campo de la izquierda en condiciones basales. B, Mediciones 

representativas de tres astrocitos marcados con SR101 (1,2 y 3 en la imagen izquierda) 

acumulando 6-NBDG antes (imagen del medio) y después de la estimulación de las vibrisas 

(imagen de la derecha). Los perfiles de estimulación de cada astrocito son mostrados a la 

derecha. C, Mediciones representativas de diferentes astrocitos en animales inyectados con 

partículas lentivirales de ARNhc aleatorio, con infusión del inhibidor específico de IGF-IR, PPP 

o con inyección de partículas lentivirales de IGF-IRhc. D, Los ratones inyectados con IGF-IRhc 

no muestran cambios en el número de astrocitos que responden al estímulo (histograma de 

la izquierda, pero si un incremento considerable en la captura de 6-NBDG (histogramas de la 

derecha, ***p<0.001 vs ARNhc aleatorio). E, La cantidad astrocitos corticales tratados con 

PPP no se diferencia de un tratamiento con vehículo (histogramas de la izquierda), sin 

embargo, la captura de 6-NBDG se ve ampliamente disminuida (histogramas de la derecha, 

***p<0.001)  
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2004) (Figura R11A); así, una vez administrado el 6-NBDG seguido de la estimulación 

de las vibrisas, animales inyectados con el IGF-IRhc muestran una captura de glucosa 

aumentada comparados con animales donde se ha inyectado ARNhc aleatorio (Figura 

R11 C y D). A su vez, el papel dual del receptor de IGF-I se demuestra al bloquear 

farmacológicamente la activación de este, mediante la administración del análogo 

específico PPP, en este caso, no se evidencia un cambio significativo en la captación de 

6-NBDG en los astrocitos después del protocolo de estimulación somatosensorial. 

(Figura R11 C y E) lo que demuestra el papel dependiente de ligando del IGF-IR en la 

captación de glucosa. 

Como se ha descrito que durante periodos de actividad neuronal continuada, donde la 

demanda energética es superior a la capacidad de captación de glucosa por parte de 

las neuronas, son los astrocitos los principales proveedores energéticos de las 

Figura R12. La activación del receptor de Insulina y de IGF-I regula la depression de la 

trasnmisión sinaptica producida por la hipoglicemia. A. Perfiles representativos de fEPSP 

en respuesta a la remoción de la glucosa en el control (negro), en presencia de S961 (azul) 

o PPP (rojo). Se muestran perfiles antes de la remoción de glucosa (basal, a), durante el 

efecto hipoglucémico (b), durante el plató hipoglucémico (c), y durante la fase de 

recuperación con la adición de glucosa al ACSF (d). B. Evolución temporal de los cambios de 

pendiente de los fEPSP bajo condiciones de hipoglicemia (sombreado gris) en el control 

(puntos blancos), en presencia de PPP 10 µM  (puntos rojos) ó de S961 10 nM (puntos 

azules) (*** p<0.001 n=10, 10 y 12 rodajas para control, PPP y S961 respectivamente). C. 

Cambios relativos de área bajo las curvas de los fEPSP durante la recuperación con ACSF 

con glucosa (barra negra, control) más PPP (barra roja) o más S961 (barra azul) (* p<0.05). 
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neuronas (Nagase, Takahashi, Watabe, Kubo, y Kato, 2014), utilizamos rodajas 

corticales que son sometidas a hipoglicemia en la presencia de inhibidores 

farmacológicos de la activación de IGF-IR e IR (Figura R12 A y B). En este caso, los 

potenciales excitatorios postsinapticos (fEPSP) decaen después de retirar el 

suplemento de glucosa, sin embargo, mientras que una vez que se suplementa 

nuevamente el ACSF con glucosa el fEPSP se recupera en la condición control, cuando 

se añaden los inhibidores específicos de los receptores de insulina o de IGF-I, S961 o 

PPP respectivamente, la recuperación de los fEPSP se mostró significativamente 

reducida (Figura R12 B. Estas observaciones concuerdan con los hallazgos en cultivos y 

apoyan el argumento que la activación de ambos receptores es requerida para el 

correcto funcionamiento astrocitario con el fin de proveer eficientemente a las 

neuronas durante el incremento de sus requerimientos energéticos. 

Mecanismos de regulación de la captura de glucosa en el sistema 

Insulina/IGF-I/Glut1 
 

Ya que la translocación de GLUT1 es promovida por I+I, buscamos establecer en mayor 

detalle los mecanismos por los cuales sucede esto. En este sentido es llamativo para 

nosotros la proteína GIPC (GAIP-interacting protein, C terminus), también conocida 

como synectina o GLUT1CBP (Glut1 C terminal binding protein), que ha sido reportada 

previamente como interactuante con IGF-IR, pero no con IR (Ligensa et al., 2001). GIPC 

es una proteína de andamiaje, que participa principalmente en el tráfico de proteínas  

y que es capaz de unirse a varias de estas a través de su dominio PDZ, por lo cual, la 

interacción simultanea entre GIPC, GLUT1 e IGF-IR es posible debido a la capacidad de 

oligomerización de GIPC (Katoh, 2013).  Así, encontramos que GIPC es capaz de 

interaccionar con IGF-IR y GLUT1 como estaba previamente descrito a través de 

ensayos de co-inmunoprecipitación, y más aún, se demuestra la interacción de IGF-IR y 

GLUT1 (Figura R13 A). Es igualmente notable el hecho que GIPC y GLUT1 no 

interaccionan con IR. El ensayo de ligación por proximidad confirma la interacción 

entre Glut1 e IGF-IR en astrocitos en cultivo (Figura R13 B), principalmente en áreas 

cercanas al núcleo.  
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Figura R13. Interacción entre IGF-IR y GLUT1 a través de GIPC. A, Ensayos de co-

inmunoprecipitación que muestran la interacción entre IGF-IR, GLUT1 y GIPC, mientras que IR 

solamente interactúa con IGF-IR. B, Ensayo de ligación por proximidad que muestra la 

interacción entre IGF-IR y GLUT1, puntos rojos en la imagen que no se presenta cuando en el 

control se omite el anticuerpo contra IGF-IR. La tinción de los núcleos con DAPI es mostrada en 

azul. C, Reducción en la expresión de GIPC en astrocitos tratados con ARNhc contra GIPC. D, La 

reducción de los niveles de GIPC mediante el uso de un ARNhc produce una disminución de los 

niveles de interacción en astrocitos mostrado por co-inmunoprecipitación, el histograma 

muestra la cuantificación de la disminución de la interacción expresada como la razón entre la 

señal de IGF-IR contra la señal de GLUT1 medidas mediante análisis densitométrico. (n=4; 

**p<0.01vs razón en astrocitos tratados con ALEhc). E, La reducción de la expresión de GIPC 

reduce la captura de 6-NBDG y bloquea el efecto de I+I en astrocitos de rata, medida por 

citometría de flujo (n=6; *p<0.05 y **p<0.01) F, La reducción de GIPC también produce unos 

niveles menores de translocación de GLUT1 a membrana medido mediante citometría de flujo 

inhibiendo el efecto de I+I (n=6; *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 vs niveles basales). G, La 

reducción de GIPC también produce un efecto sobre el IGF-IR en membrana, aumentando su 

nivel en condiciones basales sin ningún incremento posterior al tratamiento con I+I (n=6; 

***p<0.001) 

 

Así, para determinar el papel de GIPC en la interacción entre IGF-IR y GLUT1, utilizamos 

un ARNhc contra GIPC que reduce sus niveles de expresión en astrocitos transfectados 

(Figura R13 C).  En estos astrocitos, la cantidad de IGF-IR que se une a GLUT1, evaluada 

por co-inmunoprecipitación, se ve notablemente reducida (Figura R13 D). De igual 
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manera, y como GIPC es requerido para la eficiente translocación de GLUT1 a 

membrana (Reed et al., 2005), la reducción de la expresión de GIPC disminuye los 

niveles de GLUT1 en membrana, establecido por citometría de flujo, inhibiendo a su 

vez los efectos en la translocación provocados con el tratamiento de I+I (Figura R13 E) 

y por consiguiente, la captura de glucosa también se ve reducida en estos astrocitos 

inclusive cuando son tratados con I+I (Figura R13 F). De otro lado, en estos astrocitos, 

los niveles de IGF-IR movilizados hacia la membrana se  ven incrementados y estos 

niveles no se ven alterados por el tratamiento con I+I (Figura R13 G) llegando a niveles 

similares a los provocados por el tratamiento de I+I en astrocitos transfectados con un 

ARNhc aleatorio. Estas observaciones opuestas en el comportamiento de la 

localización en membrana, tanto de GLUT1 como de IGF-IR cuando los niveles de GIPC 

se ven disminuidos soportan la hipótesis por la cual GIPC participa en el tráfico de 

estas proteínas de manera inversa (Ligensa et al., 2001; Reed et al., 2005). 

 

Por último, con el fin de examinar como se establece la dinámica de tráfico de la 

proteínas cuando se produce la estimulación por I+I, realizamos un análisis cuantitativo 

de las partículas de IGF-IR, GIPC y GLUT1 inmunopositivas presentes en los astrocitos 

(Figura R14 A y B). Con estas imágenes se realizó a su vez un estudio de co-localización 

de partículas (Figura R14 A y B). Al hacer esto detectamos una serie de cambios en los 

números de partículas después del tratamiento con I+I con respecto al tratamiento con 

Insulina o IGF-I solamente. La adición de insulina llamativamente reduce todo tipo de 

partículas con respecto a los astrocitos sin tratar, mientras que la adición de IGF-I 

modifica ligeramente algunas de ellas, sin embargo, la adición de I+I aumenta las 

partículas de IGF-IR y el número de partículas que co-localizan entre IGF-IR/GLUT1, 

IGF-IR/GIPC e IGF-IR/GLUT1/GIPC (Figura R14 B). De acuerdo a lo establecido 

anteriormente y con el fin de ver el papel de la señalización de MAPK/PKD con la 

adición de I+I inhibimos la activación de PKD con el inhibidor CID755673, en este caso, 

junto con la adición de I+I, se produce una drástica alteración de la movilización de 

partículas que se da con la adición de I+I (Figura R14 B). Conjuntamente, estas 

observaciones son compatibles con el concepto que la activación de los receptores de 

insulina e IGF-I aumenta la captura de glucosa en astrocitos a través de la activación de 

la vía de señalización MAPK/PKD que a su vez estimula el reciclaje del receptor de IGF-I 



 

62 
 

y la translocación de GLUT1 hacia la membrana plasmática, modulando de esta forma 

la interacción entre GIPC e IGF-IR a través der GIPC.  

 

  

Figura R14. I+I Modula la translocación de GLUT1, GIPC e IGF-IR en astrocitos. A, A la 

izquierda, proyección máxima de 12 imágenes de microscopía confocal mostrando una 

tinción para IGF-IR (verde), GIPC (rojo) y GLUT1 (Azul) en astrocitos cultivados bajo 

condiciones basales, llama la atención el marcaje perinuclear de GLUT1, así como de IGF-IR, 

mientras que GIPC muestra un marcaje principalmente citoplasmático. La partículas con 

tinción única, doble o triple fueron cuantificadas, a la derecha, imágenes de las partículas 

con doble o triple tinción en un solo plano de la imagen anterior, codificadas en diferentes 

colores y ampliadas 1 pixel cuadrado con el fin de facilitar su visualización. B, Histogramas 

que muestran la cuantificación de partículas inmunopositivas. La adición de I+I estimula la 

cantidad relativa de partículas de IGF-IR, , IGF-IR/GIPC, IGF-IR/GLUT1 y las triples 

colocalizaciones comparado con el tratamiento basal o con insulina o IGF-I solamente, 

mientras que el tratamiento con CID 755673, inhibidor de PKD, produce una alteración de la 

movilización de partículas provocada por I+I. El número de células analizadas fué de 22 

células para el control, 28 para insulina, 33 para IGF-I, 20 para I+I y 32 para CID + I+I. (*, #, · y 

@, p<0.05 Vs Basal, Insulina, IGF-I y I+I respectivamente)  
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Discusión 

Históricamente, la insulina ha recibido mayor atención por la capacidad de esta de 

regular la homeostasis periférica de glucosa y la aparente captura independiente de 

insulina de glucosa por parte del cerebro ha llevado a considerar que el cerebro es un 

sensible a la glucosa. Sin embargo, la alta concentración de receptores de insulina 

presentes a través de todo el tejido cerebral (Havrankova, Roth, y Brownstein, 1978; 

Sara et al., 1982) además del hallazgo de altos niveles de insulina en el cerebro (Dorn 

et al., 1983; Havrankova, Schmechel, Roth, y Brownstein, 1978) han llevado a 

replantear esta idea por lo que numerosos estudios se han llevado a cabo con el fin de 

encontrar el origen de la insulina presente en el SNC (de la Monte, Tong, Bowling, y 

Moskal, 2011; Schechter et al., 1992). Aunque el papel de la insulina en el cerebro no 

se encuentra claramente definido, es obvio que la insulina es una hormona que se 

encuentra involucrada en un amplio rango de condiciones fisiológicas y 

patofisiológicas, entre las que se encuentran efectos en la reproducción, la ingesta de 

comida, la capacidad cognitiva a su vez que efectos neuromodulatorios y 

neuroprotectivos (Figura D1) (Ghasemi, Haeri, Dargahi, Mohamed, y Ahmadiani, 2013).  

A pesar que IGF‐I es una hormona que tiene propiedades neuroprotectoras que 

afectan a muchas células del cerebro (Carro y Torres‐Alemán, 2006; Russo et al, 2005; 

Dudek et al, 1997), y que es muy abundante en el cerebelo durante la etapa adulta, 

pocos trabajos se han realizado en busca de las funciones fisiológicas del IGF-I en el 

SNC. Sin embargo, se ha visto que disfunciones en el sistema IGF‐I se encuentran 

relacionadas con patologías en las cuales se presenta una alteración del metabolismo 

de la glucosa cerebral A su vez, en varias ocasiones se ha reportado un efecto en la 

regulación de la glucosa cerebral por parte del IGF-I (Bondy y Cheng, 2002; Cheng et 

al., 2000; Gutiérrez-Ospina et al., 1997), sin embargo, los mecanismos por los cuales se 

evidenciaba este efecto se encontraban casi sin explicación. Todas estas 

consideraciones plantean que el sistema IGF‐I podría estar implicado en el 

metabolismo de la glucosa cerebral. 
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Este trabajo se centra en encontrar el papel de IGF-I y la insulina en el metabolismo de 

la glucosa cerebral. La entrada de la glucosa al SNS se da principalmente a través de los 

transportadores de glucosa GLUT1, presentes tanto en las células del endotelio 

vascular cerebral, como en los astrocitos y debido a esto, es esperable algún tipo de 

modulación de este si existiese alguna regulación por parte del eje IGF-I/insulina, más 

teniendo en cuenta la regulación clásica de las vesículas de GLUT4 en los sistemas 

periféricos por parte de la insulina (Rivera et al., 2005) o la evidencia de la regulación 

del GLUT1 por parte del IGF-I en algunos tumores (Barthel et al., 1999). En esta tesis se 

presentan resultados que ayudan a aclarar el mecanismo por el cuál insulina y el IGF-I 

actúan simultáneamente sobre los astrocitos, promoviendo así la captura de glucosa 

cerebral.  

Figura D1. Efectos de la insulina cerebral. Efectos der la señalización de en el cerebro 

sobre las funciones centrales y periféricas, La resistencia cerebral a insulina resulta en un 

aumento de consumo de comida, hipogonadismo hipotalámico, hipotermia, disminución 

del tejido adiposo blanco aumento de la producción de glucosa hepática, alteraciones en la 

respuesta a hipoglicemia además de alteraciones de la función neuronal. 
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Insulina e IGF-I conjuntamente promueven la captación de 

glucosa astrocitaria 
 

Como se ha demostrado, la acción conjunta de la insulina y el IGF-I promueven la 

captación de glucosa en cultivos primarios de astrocitos, sin embargo, los niveles de 

insulina no varían en notablemente en el tiempo en SNS (Laron, 2009) por lo que se 

carecería de una explicación para las variaciones en el estímulo provocado por el 

sistema, sin embargo, el acoplamiento cerebro-vascular permite a la Insulina e IGF-I 

alcanzar el cerebro desde el fluido sanguíneo en circulación (Nishijima et al., 2010), 

para una vez allí, cooperar proveyendo un mecanismo para el correcto 

aprovisionamiento de glucosa de acuerdo a la actividad neuronal. Así, el IGF-I accede al 

cerebro bajo demanda (Nishijima et al., 2010) y junto a la insulina que atraviesa la 

barrera hematoencefálica (Baura et al., 1993) de acuerdo al nivel de perfusión cerebral 

(Hom, Egleton, Huber, y Davis, 2001), promoverían la captura de glucosa astrocitaria, 

manteniendo los niveles de glucosa almacenada en el cerebro. De esta forma, los 

niveles fisiológicos de insulina pueden regular el metabolismo de glucosa cerebral.   

Los efectos específicos sobre los astrocitos de I+I son compatibles con las 

observaciones en neuronas carentes de receptor de insulina (Schubert et al., 2004), en 

las cuales no se evidencia un efecto sobre la captura de glucosa ya que la activación 

cruzada del receptor de insulina por IGF-I (Denley et al., 2007) no podría explicar el 

efecto cooperativo existente ya que el receptor de IGF-I es requerido para la acción 

mostrada por I+I (Figura D2). 

Notablemente importante también es el hecho que se promueva la síntesis de 

glucógeno en astrocitos tratados con (Hamai, Minokoshi, y Shimazu, 1999), el 

tratamiento con I+I hace más pronunciado este aumento, indicando que, 

posiblemente, el destino del aumento de la captación de glucosa provocada por I+I 

este destinado a reestablecer los depósitos de glucógeno que se han gastado en 

consecuencia de la activación neuronal (Nagase, Takahashi, Watabe, Kubo, y Kato, 

2014). Esta apreciación se ve reforzada por el hecho que el bloqueo de la señalización 

del eje insulina/IGF-I muestre una disminución de la capacidad de disparo de la 
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neuronas después de haber sido sometidas a hipoglicemias, impidiendo la correcta re 

adecuación energética por parte del sistema. 

De esta forma se establecería un mecanismo por el cual el astrocito se convierte en el 

distribuidor de energía, en forma de lactato, producido a partir de la degradación del 

glucógeno y que estaría de acuerdo con las múltiples observaciones que respaldan la 

hipótesis de la lanzadera de lactato desde el astrocito hacia la neurona (Loaiza, Porras, 

y Barros, 2003; Magistretti y Pellerin, 1999; Stobart y Anderson, 2013; Wender et al., 

2000). 

Los receptores del sistema IGF-I / insulina  regulan el 

funcionamiento y expresión de GLUT1 
 

Un aspecto importante para resaltar es el hecho que en el presente trabajo se 

demuestra un efecto constitutivo e independiente de ligando tanto del receptor de 

insulina, como del receptor de IGF-I en la captación de glucosa en astrocitos. Esta 

observación amplia el espectro de efectos independientes de ligando observados 

previamente en ambos receptores (Boucher et al., 2010). Se estableció que el IGF-IR es 

Figura D2. Modelo de acción de IGF-I e insulina sobre la translocación de GLUT1. En el 

modelo propuesto en estados basales, a la izquierda, el suministro de glucosa a los 

astrocitos vienen dado por el GLUT1 independiente de I+I, una vez ocurre un evento 

estimulatorio, a la derecha, la unión  de IGF-I e insulina a sus receptores provoca la 

activación de la vía de MAPK/PKD que aumenta la localización de GLUT1 a membrana y un 

aumento del reciclaje de IGF-IR, provocando un aumento en la captura de glucosa. 
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capaz de regular la translocación de GLUT1 a la membrana plasmática, mientras que IR 

lo aumenta, regulando la síntesis de GLUT1. Esta acción es de vital importancia si se 

tiene en cuenta que la aparición de resistencia a insulina o IGF-I se encuentra 

acompañada de variaciones en la expresión de los receptores (Bosco, Fava, Plastino, 

Montalcini, y Pujia, 2011; De La Monte, 2009; Moloney et al., 2010; Suzanne y Monte, 

2012), lo que permitiría explicar las observaciones en donde alteraciones de la 

expresión los receptores conlleva una afectación importante del metabolismo de la 

glucosa cerebral. 

Es también importante resaltar el papel del reciclado del receptor de IGF-I, ya que, de 

acuerdo a los datos presentados, la interacción de este al interior del astrocito con 

GLUT1 a través de GIPC juega un papel importante en la translocación del 

transportador de glucosa a membrana, estableciendo un punto de control adicional 

del sistema IGF-I/insulina sobre la captura de glucosa cerebral. 

También hay que tener en cuenta la existencia de formas hibridas heterodiméricas de 

los receptores (Belfiore, Frasca, Pandini, Sciacca, y Vigneri, 2009), estas formas podrían 

estar jugando un papel en la regulación de estos efectos opuestos, teniendo en cuenta 

que  IR no es capaz de interaccionar con GLUT1 o GIPC y que la formación de híbridos 

IR/IGF-IR está regulada por los niveles de glucosa (Federici et al., 1999). Sin embargo, 

la demostración de esta hipótesis escapa al alcance del presente trabajo y requieren 

otro tipo de experimentos. Estos datos sugieren, en su conjunto, que los mecanismos 

implicados en la regulación de los niveles de IR e IGF-IR influyen el manejo de la 

captura de glucosa en el cerebro, tanto en condiciones normales como en condiciones 

patológicas. 

Mecanismo de acción del efecto de Insulina e IGF-I sobre la 

captura de glucosa 
 

El efecto cooperativo de la insulina e IGF-I requiere de sus respectivos receptores y 

está involucrado en la modulación de las interacciones entre IGF-IR, GLUT1 y GIPC, que 

a la postre regulan la capacidad de GLUT1 de trasportarse hacia la membrana 

plasmática. Teniendo en cuenta las observaciones antes presentadas, se propone que 
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la activación sinérgica de la ruta MAPK/PKD por parte de Insulina e IGF-I lleva a una 

movilización de las vesículas que tienen IGF-IR lo que contribuye a un aumento de las 

interacciones entre IGF-IR y GLUT1 y de IGF-IR y GIPC. Estas vesículas pueden 

fusionarse para permitir la interacción simultánea de IGF-IR con GIPC y GLUT1. Así, 

estas vesículas de clasificación permitirían la movilización de GLUT1 hacia la membrana 

(Figura D3). Los mecanismos por los cuales las vesículas de GLUT1 se movilizan hacia la 

membrana desde el citoplasma celular pueden ser similares a aquellos descritos para 

las vesículas de GLUT4 que son inducidas por insulina (He, Liu, Liu, Chang, y Fang, 

2007), sin embargo este aspecto requiere un análisis ulterior. 

Los resultados aquí mostrados brindan una vía para aclarar los aparentemente 

contradictorios reportes sobre la acción neuroprotectiva del IGF-I o la no expresión del 

receptor de IGF-I (Cohen y Dillin, 2008). Así, el efecto inhibitorio del receptor de IGF-I 

sobre la captura de glucosa cerebral es equilibrado fisiológicamente por el efecto 

cooperativo entre la insulina y el IGF-I. Con este enfoque se reconcilian ambas tipos de 

observaciones ya que, en términos funcionales, la adición de IGF-I, en un contexto de 

niveles normales de insulina, o la disminución de la expresión de IGF-IR produce 

efectos similares sobre la captura de glucosa astrocitaria. 

Es así como los datos presentados, en su conjunto, indican que las vías de señalización 

de los péptidos similares a la insulina y sus receptores participan en la forma en la que 

el cerebro regula sus almacenes de glucosa en los astrocitos, ya que son los astrocitos 

el principal reservorio de glucógeno cerebral. Esto sugiere que tras la activación 

neuronal continuada, y acorde a lo datos previamente reportados (Chuquet, Quilichini, 

Nimchinsky, y Buzsáki, 2010), los depósitos de glucógeno son gastados con el fin de 

soportar el elevado gasto energético de las neuronas a través del envío de lactato 

como sustrato energético a la neurona (Magistretti y Pellerin, 1999). A su vez, el 

estímulo proveniente de la Insulina e IGF-I permite el aumento de la captura de 

glucosa por parte del astrocito que será usada para sintetizar glucógeno nuevamente. 
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Implicaciones del efecto de I+I sobre la captura de glucosa 

cerebral 
 

Estas observaciones abren nuevas perspectivas sobre el análisis del comportamiento 

del consumo de glucosa en diferentes patologías, como la enfermedad de Alzheimer 

(Jagust et al., 1993), donde la desregulación del sistema IGF-I-Insulina ha sido 

documentada (Talbot et al., 2012) a su vez que explican la aparente contradicción de 

los efectos opuestos del IGF-I y su receptor en la senescencia y las patologías 

asociadas, ayudando a reducir las controversias sobre los efectos de estos péptidos 

hormonales en las enfermedades neurológicas. 

Figura D3. Modelo de mecanismo cooperativo de IGF-I e insulina que produce un aumento 

en la captura de glucosa por parte de los astrocitos cerebrales. Con base en las 

observaciones mostradas, se propone un nuevo mecanismo por el cuál, la cooperación de 

IGF-I e insulina produce el reciclado de IGF-IR y la translocación de GLUT1 desde vesículas 

internas de almacenamiento hacia la membrana plasmática. Este efecto cooperativo 

involucra la interacción de IGF-IR con GIPC en varios tipos de vesículas de transporte y 

reciclaje. Ya que la interacción entre GIPC e IGF-IR o GLUT1 se da a través de su único 

dominio PDZ, un complejo es probable debido la capacidad de GIPC de oligomerizar (Cita). 

Este complejo transitorio puede ser un evento de selección para permitir el direccionamiento 

de vesículas de con GLUT1 hacia la membrana y de IGF-IR para permitir su reciclaje. Con 

asterisco se marcan los eventos que se ven estimulados por el tratamiento de los astrocitos 

con I+I.  



 

71 
 

De hecho, son particularmente llamativos los efectos de la administración de insulina 

intranasal. Usada principalmente por la capacidad de conducir la insulina hacia el SNC 

sin afectar los niveles periféricos, efecto altamente indeseable por la hipoglicemia que 

provoca (Born et al., 2002). Varios estudios, con diferentes diseños han ahondado en 

los efectos de la insulina intranasal en la función cognitiva con efectos contradictorios. 

En personas sanas no se aprecia una mejoría de la memoria declarativa con una dosis 

aguda de insulina intranasal (Benedict et al., 2007) o usando igualmente una dosis 

aguda en pacientes con esquizofrenia no se encontró una mejoría de la memoria 

explicita o en la capacidad de atención (Fan et al., 2011). En contraste, otros estudios 

han mostrado la capacidad de mejora de la memoria verbal de un tratamiento agudo 

con insulina intranasal en pacientes con la enfermedad de Alzheimer y personas con 

deterioro cognitivo leve amnésico  (Reger et al., 2006). 

En cambio, los efectos de la administración crónica han mostrado resultados más 

acordes,  así, la administración continuada de insulina durante 8 semanas mostró 

mejoras en la mejora y el estado de ánimo en personas sanas (Benedict et al., 2004), 

de la misma forma que ocurría en personas obesas (Hallschmid, Benedict, Schultes, 

Born, y Kern, 2008). Adicional a esto, se ha mostrado la mejora debido a la 

administración repetida de insulina intranasal en pacientes con enfermedad de 

Alzheimer o que presentan un deterioro cognitivo leve (Reger et al., 2006). 

Es llamativa la poca existencia de estudios donde se estudian los efectos del IGF-I 

intranasal, encontrándose limitados al tratamiento de animales con lesión isquémica, 

en estos, los efectos de la administración de IGF-I no se encuentran limitados a una 

sola zona, reduciendo el tamaño de la lesión y mejorando la recuperación tanto en 

animales adultos, como en neonatos (Fletcher et al., 2009; Lin, Rhodes, y Cai, 2011). 

Aunque hasta ahora se ha pensado que los efectos beneficiosos de la insulina se 

encuentran restringidos a la memoria dependiente del hipocampo (Ghasemi et al., 

2013), o que los del IGF-I tienen que ver con su papel neuroprotectivo o estimulador 

de la reparación de los diferentes tipos de insultos cerebrales (Fernandez y Torres-

Alemán, 2012), es notable el efecto que en todos estos casos ambas hormonas han 

presentado sobre la captura de glucosa cerebral, aumentando el consumo no solo en 



 

72 
 

las áreas afectadas, sino sobre amplias regiones del cerebro, tanto en el caso de la 

insulina (Craft et al., 2012; Novak et al., 2014), como en el del IGF-I (Guan, 2011). 

Así, los datos presentados en el presente trabajo permiten explicar los efectos 

mostrados anteriormente, a través directamente de la insulina y el IGF-I estimulando la 

captación de glucosa astrocitaria, así como el papel de los receptores, regulando la 

función de GLUT1 por el IGF-IR, como la expresión del mismo, en el caso del receptor 

de insulina, abriendo una nueva perspectiva que podrá, en un futuro, mejorar los 

tratamiento con ambas hormonas en las diferentes alteraciones metabólicas que se 

producen en las patologías que afectan el sistema nervioso central, pudiendo mejorar 

los síntomas y retrasando su progresión. 
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Conclusiones 

 

1. La insulina y el IGF-I actúan cooperativamente para estimular la captura de 

glucosa en los astrocitos, este efecto no ocurre ni en neuronas ni células del 

endotelio cerebral. 

 

2. Esta sinergia sobre la captura de glucosa astrocitaria causada por IGF-I e 

insulina ocurre a través de la activación de sus receptores. 

 

3. Los efectos de Insulina e IGF-I en la captura de glucosa astrocitaria están 

mediados por el transportador de glucosa 1 (GLUT1). 

 

4. IGF-IR e IR presentan un papel independiente de ligando, IGF-IR regulando la 

translocación de GLUT1 e IR regulando su expresión. 

 

5. Los papeles de IR e IGF-IR, debido a su efector sobre GLUT1, son antagónicos. 

 

6. La activación de la vía MAPK/PKD es esencial para el efecto de Insulina e IGF-I 

sobre la captación de glucosa en astrocitos. 

 

7. Alteraciones del sistema IGF-I/Insulina en el cerebro producen alteraciones en 

la captura de glucosa. 

 

8. GIPC es esencial para la capturan de glucosa, proveyendo andamiaje para la 

translocación de GLUT1 a membrana y permitiendo el reciclaje de IGF-IR 

 

9. GIPC media la interacción entre IGF-IR y GLUT1 

 

10. La regulación de la glucosa por IGF-I e Insulina en astrocitos produce un efecto 

en la captación global del cerebro.  
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