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CAPITULO l. INTRODUCCION 

1.1. DHcrlpclón gener•I de CltoclnH 

El sistema Inmune produce una variedad de sustancias qulmlcas que participan en la 
coordinación de los mecanismos de defensa y reparación del organismo. La cooperación celular 
para Inducir una respuesta inflamaloria, es mediada por un grupo importanle de péplidos a los 
que se les ha dado el nombre de Citocinas (20). Denlro de esle grupo, el primer compueslo 
descrilo fue el inlerferón (IFN) descubierto por lsaacs y Lindenmann en 1957. cuando 
observaron que un extracto de células expuestas al virus inactivado de la gripe, convertía en 
resistentes a otras células para un segundo virus. La explicación de esta observación sugería la 
existencia de un factor antiviral en el extracto que interfería con la replicación viral; más 
tarde esle faclor se idenlificó y denominó lnterlerón (IFN}(36). 

1.2 Estructur• y clHlllc•clón del IFN 

Los lnlerferones son un grupo de prolefnas divididas en 3 diferenles clases de acuerdo a 
sus propiedades lisicoqufmlcas, biológicas y al lipa celular que las produce: 

IFN·a 
El lnlerferón·a o leucocitaria, producto primordialmenle de leucocilos. es un grupo de péplidos 
con peso molecular aproximado a 19 000 Da (55). En el hombre exislen dos subclases de IFN·a 
(17), los cuales son producto de al menos 24 genes. 18 de ellos codifican para los IFN·a 
subclase 1, prolefnas de 165-166 aminoácidos; y 6 genes que inlervienen en la producción de 
IFN·a subclase 2 , los cuales consliluyen prolefnas de 172 aminoácidos (17) (cuadro 1). 
(Flg. 1) 

IFN·P 
El IFN·P es una citocina secrelada principalmente por los libroblaslos (17). Es un péplido de 
166 aminoácidos con peso molecular aproximado a los 20,000 Da (55) produclo de un solo 
gen, por lo que carece de subclases; aunque posee una gran homologfa en su secuencia de 
aminoácidos con el IFN·a, por lo que es posible que ambos deriven de un mismo antecesor. 
Debido a esla slmllllud estructural e Inmunológica, el IFN·a y el IFN-p se agrupan en una 
familia conocida como IFN tipo l. Esla familia lambién inchr¡e a olros tipos de IFN descubiertos 
reclenlemenle: el IFN-w y el IFN·t (74) (cuadro 1 ). 

IFN-y 
El inlerferón-y o inmune (IFN-y), es producto de la secreción de linfocilos T sensibilizados, de 
células citolóxicas inmunológicas (NK, Natural Killer) asf como de neulrófilos 
polimorfonucleares (11); es un péptido de 135-136 aminoácidos, con un peso molecular 
cercano a 15,000 Da (41,55). Esla citocina es produclo de un solo gen y carece de homologfa 
estructural con alguno de los otros IFNs descritos hasta ahora. Por esla razón esle IFN es el 
único integrante de la familia de IFN tipo 11 (cuadro 1). 



Cuadro No.1 Clasificación y propiedades de los IFNs 

TIPO 1 TIPO 11 

CLASES AHa y beta Ganrna 

OTRAS CLASES Tau y omega Ninguno 

ESTRUCTURA Una cadena de aminoácidos Dos cadenas Idénticas de 
amlnoáclos 

PRODUCTORES Casi cualquier célula 
PRINCIPALES Infectada por virus produce Linfocitos T y células NK 

el IFN·a: los fibroblastos 
producen IFN·P 

EFECTOS En células Infectadas Induce Activa a los componentes del 
PRINCIPALES la producción da proteCnas sistema Inmune para erradicar 

que Inhiban la replicación tumores e Infeccionas en células 
viral y celular 

Fig. 1. Representación esquemática de una molécula de IFN·a humano. Esta 
estructura corresponde a una de las 18 subclases que conforman al IFN·a 
subclase 1. 
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1.3 SlntHI• d• IFN 

Los IFNs a, ~y y, son producto principalmente de células inmunes como los leucocitos, 
fibroblastos y linfocitos T; respectivamente (55,56). La presencia de citocinas en el SNC 
puede obedecer a una síntesis por parte de las células de glla (22,56), o a una aheración en la 
barrera hematoencefálica, como ocurre en las lesiones y procesos patológicos del SNC. Además, 
se encontró la presencia de una inmunoreactividad al IFN·y, en algunas terminales nerviosas y 
cuerpos celulares del cerebro de rata (40). Esto es indicativo de una síntesis local por parte de 
elementos neuronales. Recientemente se mostró que los neutrófilos polimorfonucleares (PMN) 
tienen la capacidad de sintetizar y liberar entre olro tipo de citocinas al IFN-a (11). En 
general, todas las células del organismo son capaces de producir IFN tipo I, mientras que el IFN 
tipo 11 solamente es sintetizado por linfocitos T y células naturales asesinas (NK, Natural Killer 
cells) (Fig 2). 

Flg. 2. Se proponen diferenles mecanismos por los cuales el IFN aumenta su 
concenlraclón dentro del SNC. En términos generales estos mecanismos implican 
procesos de extravasación, diapédesis y síntesis local. 

Las concenlracionos de citocinas cerebrales tienden a Incrementarse duranle las enfermedades 
neurológicas. Por ejemplo, los niveles de IFN·a. se aumenlan en pacientes Infectados con virus 
de la rubeola, citomegalovirus pneumonla y el virus HIV-1 (1,46). 
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1.4 Mecmnlamoa d• Inducción d•I IFN. 

En condiciones normales, los interferones se secretan en cantidades apenas cuantificables; 
sin embargo, la exposición a varios agentes inducen su producción y liberación en niveles más 
elevados. Estos agentes reciben el nombre de inductores del lnterferón. Los virus son los 
Inductores naturales más importantes para la síntesis de IFN-a e IFN·P seguidos de las 
bacterias, detritus bacterianos y micóticos, ácidos nuclé/cos naturales y sintéticos de doble 
cadena, varios polímeros, sustancias de bajo peso molecular, y algunos mitógenos (17). La 
Inducción de la producción de IFN es específica de especie y de tipo celular. En el caso del IFN·y, 
éste incrementa su producción por acción de induc!ores del tipo de bacterias, virus, macrófagos 
y detritus celulares. (F/g. 3) 
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Fig. 3. Cuando se Inicia un proceso infeccioso, la producción de IFN se relaciona 
temporalmenle con los Utulos del virus, mientras que la producción de 
anticuerpos aparece hasta que las concentraciones se reducen. 

1.5 ReceptorH •I IFN .. 
Gracias a la disponibilidad de interferones oblenidos por lécnicas de recombinación 

genética, y al desarrollo de procedimientos de marcado radiaclivo, se ha detallado el mecanismo 
de acción del IFN. 

A principios de los 70's, se sugirió que el IFN se asociaba en forma especifica con algún 
sitio de la superficie celular. Pero no fue hasta el año de 1980, cuando Aguet presentó 
evidencias de una unión de alta afinidad entre el IFN·a y un receplor especifico en la superficie 
celular. Esta asociación es la primer etapa en el mecanismo de acción de esta cltocina (4). Sin 
embargo, poco después se describió la existencia de efectos tanto hormonales como conductuales 
del IFN·a, los cuales se ejercían en estructuras que carecían del tipo de receptores descrilos 
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por Aguel. As!, se mostró que el IFN·u desplazaba de sus sitios de unión a la 3(HJ·morllna; 
además de que indujo efectos similares a los oploides. Esto sugirió, una posible interacción entre 
el IFN·a y receptores opioides del tipo µ (8), aunque tal aseveración, no fue confirmada (64). 
Sin embargo, se han descrito múltiples electos de estos interferones los cuales ocurren en 
tejidos que carecen de receptores llpicos similares a tos hasta ahora descrttos. 

Ac1ualmente se considera, que las acciones Inmunológicas de los IFNs ocurren gracias a la 
existencia de receptores especificos de superficie, los cuales se encuentran distribuidos en 
varios tipos de células, principalmente de tipo inmunológico (55). Hasta ahora se han 
descrito 2 tipos de receptores al IFN, los cuales se asocian a un sistema de transducción 
membrana! similar. Debido a su homologla estructural, el IFN·a y el IFN-¡1 compiten por el 
mismo sitio receptor, mientras que el IFN·y se une al otro tipo (74). Estruc1uralmente, estos 
receptores son glicoprolelnas con un peso molecular de aproximadamente 130 y 117 KDa, pera 
los interlerones de tipo 1 y tipo 11, respectivamente (55). 

La Interacción de los IFNs con su receptor, induce la transcripción de una serie de genes 
relacionados que codifican la slntesis de una misma protelna, la cual juega un papel importante 
en la expresión molecular de sus efectos y respuestas biológicas. El proceso de transducción 
Intracelular gracias al cual el IFN modifica la actividad nuclear celular, ha sido descrito 
recientemente (37,54). Este proceso implica la activación de dos tipos de kinasas, una kinasa 
de la tirosina y un nuevo tipo de kinasa denominada kinasa Janus en honor al dios de la mttologla 
romana, Janus, un personaje que poseía dos caras (37). Cuando estas kinasas son activadas por 
la unión del IFN a su receptor, éstas inducen la foslorilación de otro conjunto de protelnas 
citoplasmáticas denominadas STAT (protelnas transductores de la señal y activadoras de la 
transcripción), quienes a su vez se unen a una proteína de 48 KDa, para formar un complejo 
protelnlco que a nivel del núcleo celular se une a un promotor genético (ISRE), el cual 
controlará la Iniciación de la transcripción (Fig. 4). 

1.6 Acciones biológicas del IFN 

A partir de su descubrimiento, el interlerón ha mostrado tener una gran variedad de 
propiedades. La primera en describirse y tal vez la más conocida sea su capacidad de interferir 
con ta replicación viral. Esta propiedad la poseen todas las clases de IFN, aunque el grado de 
aclividad varia entre ellas. (Fig. 5). 

Actualmente los efectos descrttos para estas cttocinas, competen no sólo al campo de la 
inmunologla, sino que se encuentran prácticamente en cada uno de los órganos y sistemas del 
organismo. 

Las acciones inmunomoduladoras ejercidas por los IFNs son las siguientes (6,17,41,55,56): 

• Aumento de la fagocitosis por la activación de macrófagos 
tisulares y humorales 

• Aumento de la cttotoxicidad de linlocttos T sensibilizados 
• Aumento de la expresión de antfgenos de superficie 
• Aumento de la citotoxicidad de las células NK 
• Maduración de linlocttos B para activar la slnlesis de 

lnmunoglobulinas 
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Fig. 4. Modelo esquemático del mecanismo lransmembranal que utiliza el IFN para 
ejercer sus efectos inmunomoduladores. En este mecanismo intervienen dos 
kinasas de la tirosina y un conjunlo de proleinas plasmáticas, descritas como 
STAT las cuales al asociarse con una protelna nuclear modulan el proceso de 
transcripción genómica. 
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Flg. 5. Los electos de interferencia viral provocados por el lnterferon·a, se 
ejercen en células que han sido Infectadas por un virus. Estos constan de un 
mecanismo genómico que actuando al nivel del núcleo celular impiden la 
replicación del virus. 
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En particular, su actividad antineoplásica fue ampliamente analizada en virus 
oncogénicos para determinar su potencialidad terapéutica. Los resultados mostraron que los 
IFN's inhiben la producción y transformación de tumores causados por este tipo de virus (29). 
Sin embargo, trabajos posteriores mostraron que los IFN's también inhiben el crecimiento de 
tumores que carecen de una etiología viral clara. 

También los IFNs ejercen electos no relacionados directamente con el sistema Inmune. 
Muchos de éstos implican procesos de diferenciación celular y modulación de algunos factores de 
crecimiento celular, como es el caso de las células del miocardio. En estas células la adición de 
IFN provoca un incremento en su frecuencia de latido y fuerza de contracción, lo que representa 
un electo sobre procesos de diferenciación miocárdica (10). 

Sobre el sistema endócrino, el IFN·a induce la liberación de cortisol de las glándulas 
adrenaies (65) y el IFN·y induce la liberación del factor liberador de corticotropina (CRF, 
Corticotrophin Reialeasing Factor) (38,43), y como consecuencia también induce la secreción 
de hormona adrenocorticotrópica (ACTH, AdrenoCorticoTrophin Hormona) (7). 

Las células del sistema nervioso también pueden verse afectadas por la acción de esta 
citocina. Asl, el IFN·a inhibe intensamente la proliferación de astrocitos {34); 
contrariamente, el IFN-y promueve la maduración de neuronas en cultivo de ratón (59). 
Además, esta citocina también tiene la capacidad para inducir la maduración de astrocltos en las 
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elapas iniciales del desarrollo de le médula espinal en humanos (22}. Se desconoce el sign~icado 
de eslos efectos anlagonislas enlre ambos IFNs. Otro esludio mostró que las tres clases de fFNs 
pueden prevenir la muerte neuronal inducida por la deprivación del factor de crecimienlo 
neuronal (12). 

1.7 IFN en cllnlca 

lnicialmenle se utilizaron preparaciones crudas de IFNs en los ensayos cllnlcos para el 
lralamienlo de enfermedades virales y lurnorales, las cuales se oblenian de ullrafiltrados 
sanguíneos. Actualmenle, las preparaciones de IFN·a que se utilizan son de origen recombinanle 
y se utilizan en enfermedades hemalológicas, oncológicas y virales (44). 

La leucemia de células lalc~ormes fue una de las primeras enfermedades malignas en la 
cual el IFN·a recombinanle tuvo éxilo en su tolal remisión (67) por lo que, actualmenle esla 
cilocina constituye el tralamienlo de elección para este mal. Su acción antiprolileraliva en 
otras enfermedades no es tan polenta; pero induce buenos resultados en padecimienlos del lipo de 
los linfomas No-Hodgkin, aunque con un grado de remisión menor (24). En los últimos años se 
ha mostrado que varios subtipos de IFN-a son eficaces en el tratamienlo del linloma de células 
T(42). En 1988 la FDA de los Eslados Unidos (Food and Drug Adminislration) aprobó el empleo 
de esta citocina como el tratamiento de elección en desórdenes como las verrugas genitales y el 
sarcoma de Kaposi (58). 

Existen otros padecimienlos que presentan una respuesta favorable al tralamiento con 
IFN-a, entre ellos se encuenlran: trastornos de linfocitos B. mieloma múlliple, papilomatosis 
laríngea, keratoconjuntivitis aguda por adenovirus, keralilis recurrenle, hepalitis crónica B y 
C. Recienlemente el IFN-p lue aprobado para su empleo en el lralamienlo de la esclerosis 
múltiple (37 ,53). 

El cuadro No. 2 resume algunos de los tratamientos en los cuales el empleo de los IFNs 
provoca electos benéficos, asi como los ensayos clínicos que siguen bajo esludio. 

1.8 Toxicidad del IFN 

La descripción de las propiedades anlivirales y antiproliferatlvas moslradas por el IFN, 
sugirieron su potencialidad como un agente útil en la terapéutica de un gran número de 
enfermedades virales y neoplásicas, con pocos electos sobre el reslo de las células del 
organismo. Sin embargo, varios esludios mostraron que los interferones provocan electos 
tóxicos en varias estructuras. 

En el caso del sistema inmune el IFN·a acelera el desarrollo de algunas enfermedades 
auloinmunes y en otros casos aumenla la aclividad de las células inmunes responsables del 
rechazo de !ejidos. Adicionalmente, algunos estudios muestran que el IFN·a conduce a una 
supresión de la actividad prolileraliva de la médula ósea, lo cual provoca leucopenia y 
trombocitopenia (31 ). 
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Cuadro No. 2. Se muestran las indicaciones cllnlcas aprobadas para los dilerenles inlerferones y 
aquellos padecimientos en los que eslán siendo aclualmenle ensayados. 

INTERFERON·a INTERFERON·P INTERFERON-y 

Hepal~is crónica B y C 

Leucemia de células 

APROBADOS falcilormes Recidiva y Enfermedad 
POR LA FDA Sarcoma de Kaposi remisión de grenulomatosa 

esclerosis crónica 
Verrugas genitales 
causados por 

múltiple 

papilomavirus 

Linloma No· Hodgkin 

Melanoma maligno 

ENSAYOS Cáncer de vejiga Carcinoma de Tumores de riñón 
CLINICOS Tumor de colon células basales Lelshmaniasls 

Infección por HIV·1 

Leucemia mielógena 
crónica 
Tumor de riñón 

También el sistema nervioso es seriamente afectado por la acción del IFN. Varios 
reportes indican que los pacientes lralados con las diferentes clases de IFN, mostraron 
lrecuenlemenle electos Indeseables tales como mialgias, dolor de pecho, enlumeclmienlo, 
parestesias de manos y ples, lololobla, astenia, adinamia, !aliga, letargo, dolor de cabeza, 
vértigo, náusea, mareo, vómilo, anorexia, somnolencia, desorientación, pérdida de peso, 
caloslríos y liebre (23,27,68). También algunos pacientes mostraron aileraciones 
conducluales y en los patrones de sueño (3). Adicionalmente los pacientes lralados con IFN·a en 
terapia anlicancerlgena, padecieron signos de desorientación espacio-temporal, lo cuales se 
acompañaron de alteraciones eleclroencelalográlicas del tipo de un incremento en la actividad 
de rilmos lentos (70). Estos dalos indican que el lnterferón Interactúa de manera alguna con las 
células del sistema nervioso, aunque no Indican el mecanismo involucrado en esla acción. 
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CAPITULO 11. ANTECEDENTES 

2.1 Evidencia• de la relación de los IFN• con el Sl•t•m• 
Nervloeo Central 

El cerebro está practicamenle aislado del sistema inmune debido a la carencia de vasos 
linfáticos y a la presencia de la barrera hematoencelálica, la cual impide la penetración de 
linfocitos y anticuerpos circulantes al cerebro. Sin embargo, resulta incongruente sugerir que 
ambos sistemas, de una Importancia vital para la fisiología del organismo, trabajen 
Independientemente uno de otro. Tal incongruencia dio inicio a líneas de investigación que 
intentaron definir tanto las posibles vías de comunicación como el mecanismo de acción 
involucrado. La modulación del sistema inmune por medio de sustancias neuromoduladoras 
recibió gran atención. Sin embargo, la modulación del sistema nervioso por sustancias con 
origen en el sistema inmune, como es el caso del IFN, no recibió tanta importancia como fa 
sugerencia anterior. Actualmente existen datos muy signilicativos que apoyan la existencia de 
una comunicación recíproca entre estos dos sistemas, lo que conlleva a una modulación muy 
especializada entre ellos (Fig. 6). 

lllanacllo• Timo =:.-.•• - ::.r.,.o ... 
SISTEMA INMUNE 

t 
Producto• Mlccobl.,o• 
ToXln-. Lftlonn, lnll.,. ... dn. 

Fíg. 6. La relación funcional que se establece 
entre el SNC y el SI se logra gracias a la acción 
de varios compuestos de origen neural e 
Inmune. En este esquema, se muestran las 
diferentes vías de comunicación entre ambos 
sistemas. Asl en 1 se refiere a la acción de los 
neuroreguladores (NRs) sobre las células 
inmunes, mientras que 2 describe el efecto de 
los inmunorreguladores (IRs) sobre el SNC. 
Con el número 3 se representa la acción 
mediada po~ nervios que el cerebro ejerce 
sobre los diferentes órganos del sistema 
inmune. Finalmente, los productos microbianos 
y sustancias tóxicas pueden inducir la síntesis 
y liberación de inmunorreguladares, ya sea por 
células del SI o por células del SNC (4). 
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Uno de los hallazgos que iniciaron al estudio de la Interacción del interferón con el SNC, 
se relaciona con las alteraciones inmunológicas observadas en sujetos que se encuentran bajo 
condiciones de estrés (62). En estos individuos, la capacidad de respuesta inmunológica se 
disminuye y presentan una reducción tanto en la actividad de sus células NK, como del IFN-1 
secretado por linfocitos T. En algunos casos se observa una reactivación de infecciones por 
herpes virus (16). La variedad de electos inmunológicos que estos sujetos presentan, depende 
en gran parte de la naturaleza del agente estresante (16). Estos datos implican la e•istencia de 
una comunicación entre el cerebro y el sistema inmune (SI), el cual a su vez, ejerce una 
Influencia sobre el cerebro (50). 

Adicionalmente, los efectos colaterales indeseables observados durante la lerapia 
antlcancerígena con IFN·u tales como; mialgias, entumecimientos, parestesias de manos y pies, 
fatiga, náuseas, vómttos, conlusión, anore•ia, pérdida de peso, calosfríes y fiebre (23,27,68), 
sugerían efectos provocados por una acción directa del IFN·u sobre el SNC. Las características 
de estos efectos sugirieron una acción de esta citocina sobre núcleos sensoriales, motores y del 
sistema lfmbico. 

El primer reporte que mostró un efecto electrofisiológico del IFN·u sobre células 
nerviosas, lo publicaron Calve! y Gresser en 1979. Estos autores analizaron el efecto de esta 
sustancia sobre la actividad espontánea y provocada de las neuronas de la corteza cerebral y 
cerebelar de gatos recién nacidos. Además de incrementar la frecuencia de descarga de las 
neuronas, el IFN·u Indujo descargas en ráfaga. Estos eloctos se prolongaron durante horas. 
Cabe mencionar. que estas acciones sólo incluyeron a la frecuencia de descarga, sin 
modificación aparente de la morfología de las espigas registradas (28). En el caso de la 
actividad provocada, el IFN·a disminuyó la latencia v la intensidad del esUmulo umbral; asf 
como su duración. En este caso, tampoco modificó la amplitud de los potenciales eléctricos 
provocados . 

Un año después, Blalock y Stanton, describieron que la adición de IFN·a a cultivos 
celulares de miocardio de ratón, provoca un aumento de su frecuencia de latido (10). En ese 
mismo año, Blalock y Smith intentaron mostrar que exlstfa una relación estructural y biológica 
entre el IFN·u humano, y compuestos derivados de la proplomelanocortlna (precursor 
hormonal), tales como la corticotropina (hormona que estimula a la corteza suprarrenal), la 
melanotropina (estimula a los melanocttos de la piel), y las endorfinas (polipéptidos 
cerebrales con actividad opiolde) (72). Esta relación surgió como consecuencia de sus 
hallazgos, los cuales mostraron que el suero antl·u·corticotroplna, antl·u·melanotroplna y 
antl·y·endorflna, neutralizaron la actividad del IFN·u, pero no la actividad del IFN-¡l, el cual 
es estructuralmente diferente; mientras, que el suero anli·IFN·u, neutralizaba la actividad de 
la cortlcotroplna. Contrariamente, antisueros de hormonas polipeptldicas que no muestran 

, relación estructural con la corticotropina y las endorfinas; como el suero anli·hormona 
luteinizante y el anti-hormona folfculo·estimulante, no neutralizaron la actividad del IFN·a 
(9). Blalock también mostró que los linfocitos que son estlmulados con inductores de IFN·u son 
capaces de producir corticotropina y susranclas tipo endorfinas (71). 

Es!e estudio mostró que el lFN·a comparte sitios anligénlcos, o determinantes antigénicos 
comunes, con la corticolroplna V las endorfinas, lo que sugerirla que el IFN·u podía ejercer sus 
efectos en el sistema nervioso por medio de la unión a receptores oploldes, como lo hacen las 
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endorflnas. 

En 1981, esos mismos autores, mostraron que la aplicación intracerebral de IFN·a 
humano en ratón, causó potentes electos opioides similares a tos endorflnicos, como son: 
analgesia, disminución de la locomoción espontánea y catatonia. Todos estos efectos fueron 
bloqueados por la naloxona, un potente antagonista opioide (8). Ni el IFN·P o el IFN·y 
ejercieron tales efectos, lo que Indicó una clara diferencia de la actividad biológica entre estos 
IFNs, la cual está determinada por su estructura. 

Et análisis de la interacción del IFN·a con el sistema nervioso, Implicaba la necesidad 
de realizar registros de la actividad electrofisiológica a nivel celular y comparar los efectos 
registrados en varios sillos del SNC. Inicialmente se realizaron estudios de actividad unitaria 
(registro de la actividad eléctrica de una sola célula), de neuronas de corteza cerebral y de 
tálamo medial, con administración microiontolorétlca (aplicación del fármaco en la Inmediata 
vecindad de ta célula que se registra) de IFN·a (61). Los resultados mostraron que el IFN·a 
provoca una aumento dosis-dependiente en la frecuencia de descarga eléctrica de las neuronas de 
la corteza cerebral de rata. Estos efectos se acompañaron de una disminución en la a1l'4'1itud del 
potencial de acción, 1ambién de una manera dependiente de la dosis. Sin embargo, la mayorfa de 
las células talámicas no respondieron a ta aplicación de IFN. Todo ello sugiere que esta cttocina 
etorce su efecto selectivamente en ciertas neuronas. Las acciones sobre el potencial de acción 
indican un efecto inespecífico del IFN·a sobre algunos componentes de ta membrana celular, de 
manera semejante a lo que ocurre cuando se aplican fármacos opioides (66). Tal observación 
fortalecía la idea de que el IFN·a ejercía sus electos en el SNC a través de receptores opioides. 

Más adelante, en 19B3, ese mismo grupo de investigación trató de describir la posible 
interacción del IFN·a con neuronas del hipotálamo ventromediat (VMH) y neuronas del 
hipocampo dorsal (Hipp), as! como determinar las caracter!sticas dosis·dependiente de ta 
aplicación microlontoforética de diferentes dosis (corrientes) de IFN·a. Los resultados 
mostraron que el IFN•a (1 k106 Ul/ml) aplicado con 20, 50 y 100 nA, provocó un incremento 
de larga duración de ta actividad de las neuronas hipocampales de manera dosis dependiente. 
Contrariamente, las neuronas del hipotálamo moslraron una respuesta mik1a, es decir algunas 
respondieron con un aumento y otras lo hicieron con un decremen1o de su actividad espontánea. 
La dosis más alta de l FN·11 provocó un cambio en la morfo!ogfa de los potenciales de acción de 
ambas estructuras. Estos resultados son similares a los encon1rados ·después de la aplicación 
mlcrolontolorética de oploides en et hipocampo (32) y por la aplicación sistémica de opioides en 
VMH (14). Tales hallazgos nuevamente favorecieron la idea de que el IFN·a ejercla sus efeclos 
por medio de la unión a receptores opioides. 

En un es1udio poslerior, se reportó la capacidad del IFN·a humano para unirse a 
receptores oploides in vitro , en una preparación de cerebro de ra1ón (8). En este experimento 
el IFN·a desplazó a ta •H·dlhidromorfina de su unión estereoespeclfica con su receptor. 
Además, ta citocina mostró una potente actividad tranquilizante y analgésica, similar a la 
provocada por endorfinas. Todos estos electos fueron bloqueados por el pretratamiento con 
naloxona, sugiriéndose una vez más, una unión del IFN·a humano con receptores opioldes. 

Otros autores reportaron que la administración de IFN·a en ratas dependientes a la' 
morfina, reduce y modifica el slndrome de abs11nencla oploide desencadenado por la 
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administración intraperiloneal de una dosis de 1 mg/kg, de naloxona. Posterior a eslos estudios 
surgió la necesidad de determinar tanto eleclrolisiológica como farmacológicamente la 
Interacción del IFN·n con los receptores opioides. Un primer exporimenlo, utilizó la 
preparación de sistema nervioso entérico de fleo de cobayo, clásica en el estudio y descripción 
farmacológica de los mecanismos opioides (26). El empleo de este modelo ha permitido la 
caraclerización de varios receplores opioides y el estudio de las inleracciones con sus agonistas. 
La aplicación del IFN·n en el fleo de cobayo indujo un incremenlo en la excilabilidad que se 
tradujo en un aumento de las contracciones eléctricamente inducidas, lo cual fue resistente a la 
adición de naloxona. Esta acción es contraria a la observada después de la aplicación de opioides. 
Posteriormente se realizaron registros extracelulares con la aplicación microiontoforética en 
células de corteza cerebral de rala. Se realizó la aplicación aislada y simultánea de IFN·n, 
morfina y naloxona, sobre estas neuronas (64). La citocina indujo un aumento en la actividad 
espontánea de las neuronas de la corteza; mientras que la morfina indujo el efecto opuesto, es 
decir, un decremento en su actividad espontánea, el cual se revertfa con la aplicación de 
naloxona. Tal reversión no se realizó sobre los efectos provocados por el IFN-a. Finalmente, la 
aplicación simuttánea de IFN·n y morfina, produjo acciones idénticas a las observadas después 
de aplicar unlcamenle el IFN·n, bloqueándose el patrón de respuesta de la morfina. Los 
resultados Indican, que aunque el IFN·n induce electos similares a la morfina, estos no son 
consecuencia de una asociación con receptores opioides (64). 

Estudios realizados empleando una técnica electroencetalográfica, mostraron que la 
aplicación intraperitoneal de IFN·n Induce electos en la mayorla de las estrucluras nerviosas. 
Una sola administración de esla citocina, en una dosis de 1500 UVg, que es la dosis empleada en 
cllnlca provocó un incremenlo muy importante en el vollaje y la frecuencia de todo el 
electroencefalograma, predominantemente sobre el hrpocampo y la corteza sensorial: hasta 72 
hr después de su aplicación sistémica (13). 

Con técnicas electrolisiológicas, algunos autores analizaron los electos de 4 dilerenles 
preparaciones de IFN·n y 4 fracciones de IFN·y sobre neuronas de la corteza cerebral e 
hipocampo dorsal en la rata (60). La aplicación microlonloforéllca de lodos los IFNs·n Indujo 
un Incremento en la descarga eléctrica de las neuronas tratadas, con ligeras diferencias en la 
inlensidad de la respuesta y en el número de neuronas afectadas. Tales diferencias pueden ser 
explicadas por factores tarmacoclnéticos de las preparaciones, más que por factores 
farmacodinámicos. Estos electos fueron dosls·dependienles y se presentaron tenlo en las 
neuronas hipocampales como en las corticales. Ninguna de las tracciones de IFN·y provocó 
efecto alguno sobre estas estructuras. Estos resultados confirmaron los efectos 
electrolisiológlcos del IFN·n como consecuencia de la acción de esta citoclna sobre la membrana 
celular de estas neuronas. 

En un reporte posterior los mismos autores mostraron, con esludios conductuales y 
electrofislológlcos, que el IFN·n muestra una ella especificidad y/o selectividad tanto del sitio 
de acción, como del mecanismo Implicado para Inducir los efectos anles descr~os (15). Además 
los estudios conductuales, que relacionaron al IFN·n con el slndrome de abstinencia a la 
morfina, Indicaron que la adicción oplolde está relacionada, al menos en parte, con el slslema 
Inmune y que un agente lnmunomodulador, como lo es el IFN·n, afecta selectivamenle la 
actividad de neur?nas ,del sistema nervioso (15). 
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En 1987, Nakashima y colaboradores estudiaron el electo del IFN·ix recomblnante 
humano sobre la actividad de las neuronas del hipotálamo anterior, la región preóptica (PO/AH) 
y el hipotálamo ventromedial (VMH) en rebanadas de cerebro. El propósito consistía en 
determinar si la liebre y la pérdida del apetito, observadas en pacientes tratados con IFN·a, 
resultaban de la acción de esta citocina sobre las neuronas hipotalámicas Implicadas en la 
termorregulación y la ingesta de alimento (51). El 76% de las neuronas del PO/AH mostraron 
cambios en su frecuencia de descarga con dosis de 10 a 1800 unidades/mi (respuesta 
excitadora) y de 100 a 4400 unidades/mi (respuesta inhibidora). En el caso VMH. el IFN·a 
provocó un incremento en la frecuencia de descarga. La aplicación simultánea de naloxona 
bloqueó el electo inhibidor del IFN·a sobre las neuronas de PO/AH y el excitador en las 
neuronas del VMH. Los autores analizaron también el significado funcional de las neuronas 
afectadas por la acción del IFN·a; así, las células del PO/AH que mostraron un efecto por la 
citocina, resultaron termosensitivas; es decir, mostraron cambios en su actividad eléctrica al 
modificar la temperatura (34 a 41 ºC) del medio. En esta células el IFN·a disminuyó la 
actividad de las neuronas sensibles al calor e incrementó aquella de las neuronas sensibles al 
frío, lo cual induce una ganancia de calor y como consecuencia, la fiebre. De manera similar, 
las neuronas del VMH excitadas por el IFN·a, modificaban su actividad al Incrementar la 
concentración de glucosa en la solución. 

Existen otras citocinas, tales como la interleuclna 1 (IL·1) y el factor de necrosis 
tumoral (TNF), que en conjunto con el IFN·a, han sido caracterizadas como pirógenos 
endógenos. Su aplicación en forma sistémica o intracerebroventricular a conejos, galos y 
ratones, induce liebre (2), probablemente por su acción a nivel hipotalámico (51), a través de 
un mecanismo independiente de la concentración extracelular de Ca2+ (52). Las acciones 
antipiréticas de las cltocinas son bloqueadas por la naloxona, pero no por un antagonista 
anitipirético del tipo de los salicilatos de sodio. En este mecanismo es probable que también 
estén involucradas otros tipos de sustancias como la prostaglandina E2 (19), cuya producción y 
liberación se incrementa en presencia de IFN·a. Esta prostaglandina bloquea la respuesta a 
endotoxinas y pirógenos leucocitarias. Por otro lado, estudios recientes sugieren que el sitio de 
acción de las citoclnas inductoras de liebre y provenientes del plasma sanguíneo, puede ser, 
además del hipotálamo, el organum vascu/osum lamina termina/is. Este es un órgano 
circumventricular que carece de barrera hematoencefálica y que está involucrado en el proceso 
de transducción de las señales químicas en eléctricas para la producción de la fiebre. Por 
ejemplo, Shibata y cols. examinaron la respuesta extracelular de las neuronas de esta 
estructura a la aplicación de las cilocinas plrogénicas, ef TNF·ix y el IFN-a en rebanadas de 
cerebro de cobayo (69). El 43% de las neuronas aumentaron su frecuencia de descarga, 
mientras que el 57% restante no presentó cambio alguno en su actividad. 

También otras citocinas inducen acciones neurotóxicas similares a las provocadas por el 
IFN·a. Por ejemplo, Fent mostró que la lnterleucina 2 (IL-2) produce electos neurolóxicos, 
como fatiga, debilidad, letargo y confusión (23). Posteriormente De Sarro y colaboradores 
estudiaron los electos conductuaies y el eleclrocorticograma (ECoG) o actividad eléctrica 
cortical, provocados por la aplicación de IFN·a, IFN·ll e fL·2 (18). El IFN·a en dosis de 
1000 a 10000 Ul/kg, produjo "sacudidas de perro mojado" en la rala, seguido de un período de 
somnolencia, pérdida de la actividad locomotriz, con un aumento en la actividad de onda lenta V 
en ocasiones con ondas de atto vohaje en el ECoG. Por su parte, la administración del IFN-P 
careció de alguno de estos electos. Cuando el IFN·a se aplicó por vía l.c.v. se observó un aumento 
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en la sincronización en el ECoG, así como un periodo de sedación y/o sueño en las ratas. Estos 
mismos efectos se Indujeron con dosis mucho menores, cuando el IFN-a o la IL·2 se aplicaban 
directamente sobre el locus coeruleus. Mientras que su aplicación en el núcleo caudado, 
hipocampo dorsal, sustancia nigra y VMH, no produjo electos conducluales o ECoG signijjcativos. 
Es probable que la hipnosis observada durante las Infecciones, sea también una consecuencia 

del electo central de las citocinas. El IFN·a aplicado en ratas incrementa la Jase No MOR (sin 
Movimientos Oc~lares Rápidos) sin modfficar el sueño MOR (18), este electo como consecuencia 
de una acción a nivel del Jocus coeruleus. 

Esta estructura del tallo cerebral, interviene en la regulación del sueño conductual y 
electroencelalográlico; además, sus neuronas contienen a-adrenorreceptores y receptores 
oploldes. Es probable entonces que estas citocinas podrían actuar a través de receplores 
opioldes o también incrementando la conductancia de la membrana al ión polasio, como lo hacen 
los agonistas a·adrenérglcos. 

En 1991, Kataluchi y col. mostraron que en ratas, tanto la inyección i.c,v. (1x10• UI), 
como la i.v. (3x10• UI) de IFN·a provocó un incremenlo a largo plazo, al menos de 60 
minulos, en la actividad eléctrica de los lilamenlos nerviosos simpálicos del bazo (39). Estos 
dalos Indican, que el IFN·a alcanza varios sitios cerebrales, probablemenle por su transporte a 
través de los órganos circumventriculares. Estas estructuras carecen de barrera 
hematoencefálica y se encuentran cercanos al área venlricular. 

En lo relacionado a la anorexia (pérdida del apetito) observada en los pacientes tralados 
con IFN, ésta puede ser resultado de una acción en el hipolálamo venlromedial VMH y/o el 
hipotálamo laleral (HL). El hipolálamo forma la porción ventral del diencélalo, ésle se 
relaciona con el lelencélalo basal rostralmenle y con el mesencélalo por su parte caudal. Rodea 
al !ercer venlrfculo y se encuentra por arriba de la glándula pituilaria a la cual se une por 
medio del tallo hipotalámlco. El hipotálamo está conformado por dos grandes subdivisiones: 
medial y lateral, este último conliene un núcleo muy exlenso pero mal delimltado, denominado 
núcleo lateral hipotalámlco (47) (Fig. 7). 
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Flg. 7. Representación esquemática que muestra la relación analómica que 
guardan los diferenles núcleos hipolalámicos. Se muestra la localización y 
extensión del hlpolálamo laleral, sitio regislrado en este lrabajo. 
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Desde el punto de vista funcional, el hipotálamo interviene en la regulación de la 
secreción de la hipófisis anterior, en el balance de agua, en la regulación autonómica (control de 
los mecanismo simpáticos y parasimpáticos), de la ingesta de alimento V la sed, en la 
reproducción, la mediación de los mecanismos de reforzamiento y la generación y modulación de 
los ritmos circadianos (47). En el HL se controla la sed por medio de microcircuitos regulados 
por osmo~receptores, y el apetilo por circuilos conformados por neuronas sensibles a la 
glucosa. El hambre y la sed, junto con otras !unciones, están controladas y distribuidas por todo 
el HL, el cual se encuentra adyacente al hipotálamo venlromedial {HVM) (Fig 8). 

Fig. 8. Sección transversal a través de hipotálamo de rata, en donde se ilustra el 
arreglo de las dendritas y axones. 1) Las dendritas del HL se exUenden en 
direcciones mediolateral y dorsovenlral. 2) Las dendritas largas del HVM se 
extienden en todas direcciones desde el núcleo. 3) Las pequeñas neuronas 
bipolares del arqueado (Ar) se sitúan adyacentes al tercer ventriculo, junio a la 
eminencia media (ME). 

Los núcleos hipotalámicos ventromediales y laterales contienen neuronas sensibles a 
parámetros metabólicos endógenos, tales como los niveles de glucosa, insulina y ácidos grasos 
que par1icipan en el control de la ingesta de alimento y el balance energético. Por esta razón, la 
estimulación de la región lateral del hipotálamo provoca un Incremento en la ingesta de 
alimento, fenómeno conocido como hlperfagla. 

Por otro lado, la estimulaclón de los centros ventromediales resulla en la saciedad 
completa del animal, el cual se rehusa a comer; a este fenómeno se le denomina hlpofagla. Por 
el contrario, si se lesiona cualquiera de eslas áreas, se presentan los efectos opuestos a la 
estimulación de las mismas. Debido a ello, el HL es considerado como el centro del hambre, 
mientras que HVM constauyen el centro de la saciedad (30). Cabe señalar que no sólo t\I 
hipotálamo influye sobre la ingesta de alimentos, también otros centros nerviosos par1iclpan en 
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esta función. 

Hori y Nakashima describieron que las neuronas del HVM que responden a los niveles de 
glucosa son sensibles al IFN·a (33). Recientemente, se observó que el sitio probable de los 
efectos anoréxlcos del IFN·a es el hipotálamo lateral (63). 

Autores como Plata·Salamán y col. analizaron también el papel del IFN·n en la 
regulación central de la ingesta de alimentos. Sus resultados mostraron que la mlcroinfusión 
l.c.v. de IFN·a produjo una reducción tanto en la lngesta, como en la cantidad de la comida y en 
su duración; mientras que la frecuencia de ésta se vió ligeramente incrementada (57). 

Además del control de las funciones vegetativas y endócrinas, el hipotálamo ejerce 
efectos sobre el comportamiento emocional de animales y seres humanos. Por ejemplo, la 
estlmulación del HL no sólo provoca sed y hambre, también se aumenta el nivel general de 
actividad del animal, conduciendo a veces a reacciones de cólera y furia. Por el contrario, la 
lesión de esta zona provoca una pasividad extrema, acompañada de la pérdida de la mayorla de 
sus Impulsos (30). 

El mecanismo de acción por el cual el IFN·a interactúa con las neuronas para inducir 
todos estos efectos, es aún desconocido. Sin embargo, podemos afirmar que esta interacción 
Implica una acción sobre la excitabilidad neuronal de las células del hipotálamo. Los efectos 
genómicos (relacionados con los genes) de esta citocina, involucran mecanismos de largo plazo 
que tardan horas y dfas en manifestarse; mientras que los efectos sobre la excitabilidad celular, 
se presentan en cuestiones de segundos, minutos cuando mucho. Tal discrepancia temporal 
Implica la existencia de dos mecanismo diferentes. 

La excitabilidad neuronal se refiere a la capacidad que tienen estas células para 
responder e los estimulas y transmitir esta respuesta. Este fenómeno de la materia viva, en las 
neuronas, esta determinado por el nivel de polaridad eléctrica, es decir, por la diferencia de 
cargas entre el interior y el exterior, que existe a través de la membrana celular. Este nivel de 
polaridad es definido como el potencial de membrana celular. En condiciones fisiológicas y de 
reposo, este nivel se aproxima a un valor de ·90 mV, con negatividad en el Interior y 
positividad en el exterior de la membrana celular. Cualquier procedimiento que incremente o 
decremente esta diferencia de potencial, modificará el nivel de excitabilidad celular. Entonces, 
aquellas sustancias que reduzcan la diferencia de cargas; es decir, que despolaricen a la 
membrana, provocarán un incremento en la excitabilidad, lo contrario ocurrirá con aquellas 
que incrementan, hiperpolarizen, tal dfferencia de cargas. Los fenómenos de despolarización e 
hiperpolarización, son consecuencia del paso de iones a través de sitios específicos de la 
membrana célular. Estos sitios descritos como canales lónicos, muestran una cinética muy 
caracterlstica y peculiar para cada uno de ellos y en general, son comandados por señales y 
sustancias en forma muy especifica (35). 

Desde el punto de vista eléctrico el IFN·a as capaz de inducir un lncramento o un 
decremento de la frecuencia de descarga de las neuronas hipotalámicas, lo que a un nivel celular 
se asociarla a un cambio en el grado de excitabilidad y como consecuencia en el nivel del 
potencial de membrana de la célula. Sin embargo, los mecanismos a nivel de la membrana 
responsables de tales electos del IFN·a son aún desconocidos. Es probable que en ellos se 
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encuentren involucrados procesos de cierre y apertura de canales iónicos, lo cual determinarla 
que algún ión penelre o deje de penetrar al interior de la célula. Tal cambio en la permeabilidad 
iónlca, provocará mod~icaciónes en el nivel del potencial de membrana y por ende en el nivel de 
excitabilidad celular. Por lo tanto el mecanismo utilizado por esta citocina, necesariamente 
tendré que relacionarse con un proceso a nivel de membrana que involucre una modificación en 
algún tipo de canal, el cual a su vez, provocará efectos de corta latencia y larga duración sobre 
el nivel de excitabilidad celular. Un candidato Ideal en este proceso son los canales de calcio, 
debido a que la modiUcación en su cinética molecular, puede provocar efectos muy similares a 
los obseNados con la administración de esta citocina. 

Los canales de calcio son prote(nas de alto peso molecular que se incrustan dentro de la 
capa lipídica de todas la membranas celulares formando un poro acuoso (73). En términos 
generales, éstos se agrupan en dos tipos; los canales HVA (Canales que se activan con vahajes 
altos) y los LVA (Canales que se activan con voltajes bajos). La apertura de estos canales, la 
cual depende del grado de polaridad de la membrana celular, provoca un incremento en la 
concentración intracelular del calcio libre, lo que desencadena toda una cascada de eventos 
bioquímicos que culminan con la modilicación de la función celular (Fig. 9). 

Fig. 9. Los canales de calcio de tipo HVA están conformadas por diferenles 
componentes los cuales varían dependiendo del tejido que se trale. Esla 
representación de un canal neural, muestra los componentes a 18, a 2 , p, 6, y la 
protelna sensora de voltaje que en este caso es una proteína con un peso 
molecular de 95· kDa. El canal por donde atraviesa el ión calcio esta conformado 
por la protelna 1119. 

Varios estudios han descrito que la concentración intracelular de calcio libre constituye 
el mecanismo más Importante que modula la expresión funcional, el desarrollo . y la 
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diferenciación celular. Muchos de los factores hormonales y de crecimiento que modifican alguno 
de los parámetros que definen el crecimiento y diferenciación celular, actúan a través de 
modular la entrada de estos iones; particularmente lo realizan manteniendo un control dirigido 
hacia los canales de bajo voltaje de calcio (21). Bajo estas consideraciones resulta congruente 
sugerir que el sitio blanco para las acciones del IFN-ct lo consliluye la serie de los canales de 
calcio de las células hipotálamicas laterales. 

Estas neuronas hipotalamicas lalerales están entremezcladas con libras longitudinales 
del haz prosencefálico medial, el cual se origina en diversos sitios extra e intrahipotalámicos. 
Sus axones se orientan perpendicularmente a las libras del haz, realizando contactos sinápticos 
con algunas de éstas. Estas células se agrupan en una forma muy difusa, por lo que no forman 
núcleos compactos ni estructuras estratificadas como ocurre en otras regiones cerebrales. En la 
Fig. 10, se muestra la posición de tales neuronas. 

Fig. 10. Corte sagital del HL. El area dentro del cuadro indica la región 
hlpotalámica que está amplificada. 1) La mayorfa de las neuronas del Hl se 
encuentran perpendiculares al haz prosencelálico MFB. 2) Algunas de las 
neuronas localizadas en la parte ventral, se encuentran paralelas al haz. 3) La 
complejidad de la ramificación dendrftica varia de una neurona a otra. Algunas de 
ellas son esencialemente planares o de dos dimensiones y otras son esféricas o de 
tres dimensiones. 

El soma neuronal de estas células es fusiforme, triangular o eslérico y se va adelgazando 
hasta terminar en dos o tres dendr~as. Sus diámetros varfan entre menos de 1 O hasla 50 µm o 
más. Las neuronas del hipolálamo lateral (HL) y el hipotálamo ventromedial (HVM) tienen 
dendritas relativamente rectas, sin ramificaciones hacia el tallo cerebral. Estas pueden medir 
desde 100 hasta 600 µm (45) (Fig. 11 ). 
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Flg. 11 Cinco somas neuronales de HL localizados en la misma sección horizonlal 
de una rata de 25 dlas de edad. Nótese la dWerencia en tamaño y forma. 
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CAPITULO 111 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

El IFN-11 provoca efectos electrofisiológlcos en varios grupos celulares cerebrales, 
Incluyendo al HL. Estos efectos resultan de una Interacción con la membrana celular y !raen 
como consecuencia una cambio en el nivel de excitabilidad y en la frecuencia do descarga de las 
mismas neuronas. La acción sobre el HL se traduce conductualmente como una pérdida del 
apetito. El mecanismo celular implicado en este efecto es aún desconocido. Varias observaciones 
sugieren una acción mediada a través de canales de calcio, situación que intentaremos analizar 
en el presente trabajo. 

OBJETIVOS: 

1. Caracterizar el efecto del IFN·11 humano sobre la acllvidad eléctrica de las neuronas del 
hipotálamo lateral en rebanadas de cerebro de rala. 

. - - -

2. Describir la relación entre el efecto Inducido por el IFN-1'.t y ia respuesl~ fisiológica de 
la membrana celular hacia dos neurotransmisores existentes en esle sttlo, el glutamalo 
(GLU) y el ácido gama·amlno-buUrico (GABA).'. '· J;~: : '. .. f, 

3. Determinar el efecto del IFN·11 sobre la dinámica e lnlen~ldact d; la~ corrl.;nles de calcio 
en registros de fijación de voltaje en porciones de membra!'a (Palch·Clamp). 

HIPOTESIS: 
.·_'. .'--· ·-· . 

SI los efaclos sobre la excllabllldad celula·;, ejercidos p~r.el IFN-11; están mediados por 
su interacción con los canales de calcio, entonces la aplicación de esla ciloclna provocará un 
cambio en las corrientes de este ión. Esla acción Inducirá cambios· en la respuesta de estas 
células hacia algunos de sus neurotransmisores. · 
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CAPITULO IV MATERIALES Y METODOLOGIA 

1 M•t•rl•I Blológlco. 

Para la realización de los experimentos se utilizaron 60 ratas machos aduhos de la cepa 
Wistar. con peso entre 1 BO y 220 g. provenientes del bioterio de la Facultad de Medicina de la 
UNAM. CU. Estos animales se mantuvieron en cajas de acrllico individuales, con acceso libre al 
agua y alimento (Purina Rat Chow) durante al menos 15 días antes de la fase experimentar. 
Durante su habttuación en el laboratorio, los sujetos se expusieron a cleros de luz-obscuridad de 
14-10 hrs .. y temperatura controlada a 25 ± 2 •c. 

2 Material quirúrgico. 

Pinzas de disección 
Pinzas gubias (para cortar hueso) 
Tijeras rectas largas 
Espátulas de acero inoxidable 
Bisturí 

Vasos de pp de 100, 250 y 500 mi 
Cajas de Petri de 1 O cm de diámetro 
Pipetas graduadas de 1 y 5 mi 
Frascos Mariotte de 3000 mi 
Mlcrojeringas Hamilton de 50 µI 
Micropipetas Eppendorf de 100 µI 
Termómetro Taylor de 100ºC 
Gasas 
Capilares GC120F-1 O Clark Eleclromedical lnstruments. 

4 RHctlvos 

• Cloruro de sodio NaCI (J.T. Baker) 
• Cloruro de potasio KCI (J.T. Baker) 
• Fosfato diácido de sodio monohidratado NaH2P04 .H20 (Merck) 
• Suijato de magnesio heptahidratado MgS04 .7H20 (Merck) 
• Cloruro de calcio CaCl2 (Merck) 
• Carbonato de sodio NaHC03 (J.T. Baker) 
• Dextrosa anhidra C6H120s (Productos Químicos Monterrey) 
• Colorante Fast Green FCF (Sigma Chemlcal Company) 
• Acldo L-Glutámlco (GLU) (Sigma Chemical Company) 
• Acido Gama-amlno-butlrico (GABA) (Sigma Chemlcal Company) 
• IFN-a humano recombinante, liofilizado (lmmnuno Modulators 

Laboratories, lnc. Corporate Stafford, Tx 77477). 
• Cloruro de Cesio CsCI (Sigma Chemlcal Company) 
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• HEPES (Calblochem Company) 
• Glucosa (Sigma Chemlcal Company) 
• Gluconato de Cesio (Sigma Chemlcal Company) 
• Tetrodotoxina TTX ( Sigma Chemical Company) 
• Acido etil·glicol·aminoetil·tetra·acético EGTA (Sigma Chemical Company) 
• MgATP (Sigma Chemical Company) 
• GTP (Sigma Chemical Company) 
• Albúmina (Sigma Chemical Company) 

5 Soluciones. 

SOLUCION RINGER·KREBS-HENSELEIT. 
La composición de la solución Ringar en mM, fue la siguiente: 124 de NaCI, 5.5 de KCI, 1.24 de 
NaH2P04.H20, 2 de MgS04.7H20, 1.5 de CaCl2.6H20, 26.0 de NaHC03 y 10.0 de de><1rosa. El pH 
de la solución osciló entre 7.38 y 7.52 y la osmolarldad de 290 a 310 mOsm. La solución se 
oxigenó con una mezcla de 95% 0 2 + 5% de C02• 

El Ringar utilizado en el registro de fijación de voltaje en porciones de membrana, con una 
configuración de célula entera para corrientes de calcio, tenla la siguiente concentración en 
mM: NaCI 150, CsCI 3.0, CaCl2 2.5, Glucosa 10.0, HEPES. (compuesto amortiguador) 5.0. La 
solución contenía además 1 µm de un agente bloqueador de canales de sodio, en este caso se 
utilizó la tetradotoxina (TTX). El pH osciló entre 7.3 y 7.4, y en caso necesario se ajustó con 
con NaOH 1N. La osmolaridad fue de 300 a 315 mOsm, y ésta se ajustó al agregar más o menos 
HEPES. 

Solución de llenado para el electrodo de registro de fijación de voltaje en porciones de membrana 
en mM: Gluconato de Cs 130.0, NaCI 10.0, EGTA 10 mM, HEPES5.0, MgATP 4:5,' GTP 0.1, pH 
de 7.3 a 7.4 y osmolarldad de 310·325 mOsm. · · ·· · ··"~ ·· ·· .. ;'.·:. · 

El IFN·a se disolvió en una solución de albúmina al 2_ ºÍ. enagu~ bldestiÍad~·. P&ra lograr 
una concentración final de 1 500 UI, en 45 µl. Tanto el GLU como el GABA fueron disueltos en 
solución salina al 0.9% y aplicados en concentraciones que oscilaron· e_ntra· om y .1,0 M. 

6 Equipo 

• Teletermómetro de 40'C Modelo 43TA. (Yellow Springs 
lnstrument Co., lnc.) 

• Estirador de pipetas vertical Modelo 700 C. (David Kopf 
lnstruments Tujunga, California) 

• Osrnómetro (Preclslon System lnc. Sudbury. Mass.) 
• Vibrotomo de 110 V (Campden lnstruments LTD.) 
' Microscopio invertido Modelo IMT2 (OL YMPUS OPTICAL CO. L TO) 
• Micromanipulador Modelo MX300R (Newport) • 
• Reclrculador con termostato (B & T Circon, England) 
• Preamplificador Grass Modelo P511 K (Grass lnstruments Co.) 
• Audio monitor Modelo AMBB (Grass lnstruments Co.) 



24 

• Osciloscopio de 2 canales Modelo 2225 {Tektronlx) 
• Computadora 
• AmplWicador Axopatch 2A (Axon lnstruments). 
• Convertidor anlóglco·digital Digidala 2A (Axon lnstruments). 
• Micromanipulador neumático (Stoel1ing). 
• Mlcroforja térmica (Narishlge) 
• Estirador vertical de 2 etapas (Narishige) 



METODOLOGIA 

Dl1gr1m1 de flufo de 11 fase experimenta! 

Registro de las 
corrientes de calcio 
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Registro de las 
corrientes de calcio 
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1 Preparación del corte de tejido 

El animal fue sacrificado por dislocación cervical. Inmediatamente después con un 
bisturl se hizo un corte en el cuero cabelludo, a lo largo de la llnea media de la cabeza, para 
dejar al descubierto el cráneo. Con las tijeras se realizó un corte a nivel de la columna 
vertebral cervical y con ayuda de las pinzas gubias se rompió v se retiró el hueso del cráneo 
para descubrir el cerebro. Este fue eXlraído cuidadosamente de su lugar con la ayuda de una 
espátula. 

Posteriormente, el cerebro se trasladó a una caja de Petri, la cual contenía una gasa 
húmeda con solución Ringer·Krebs·Henseleit a 4°C. Se colocó el cerebro en posición dorsal y se 
hizo un corte en la parte posterior, anterior, dorsal y laterales de éste, con el propósito de 
eliminar lo más posible las estructuras que rodean al hipotálamo. Se obtuvo entonces un pequeño 
bloque cerebral que contenía al hipotálamo. Este tejido se transfirió a la base de la cámara de un 
vibrotomo que contenla solución Ringer·Krebs·Henseleit a 4ºC oxigenada con 95% 02 y 5% 
C02. Todo este procedimiento se realizó en menos de 3 minutos para reducir al máximo la 
muerte neuronal por hipoxia. 

El bloque de tejido se lijó sobre la base de la cámara del vibrotomo con un pegamento de 
clanoacrilato. Después, se procedió a realizar cor1es coronales con un grosor de 400 µm para 
escoger aquéllas rebanadas de tejido donde se localizara el HL. Con la ayuda de una espátula de 
madera, la rebanada seleccionada se transfirió a la cámara de registro, colocándose sobre un aro 
con malla de nylon, el cual sirvió como soporte al tejido; además, de permitir la circulación de 
la solución Ringar por encima y por debajo de la rebanada. La cámara de registro se conectó a un 
sistema de perfusión, que le permitiá tener un flujo constante de 1.5·2 ml/mln, de solución. 
Gracias a una bomba de recirculación térmica, la solución se calentaba hasta alcanzar una 
temperatura de 35 a 37 ºC, evitando con ello el perfundir una solución fria y provocar un 
choque térmico en las neuronas. El volumen de la solución siempre se mantuvo constante dentro 
de la cámara. La temperatura se determinó en cada momento, por medio de un teletermómetro. 
Se equilibró la rebanada con su solución durante una hora en tales condiciones, con el propósfto 
de darle tiempo para estabilizarse y recuperarse del trauma del procedimiento. 

B Preparación d• mlcroplpetas. 

Pipetas para el registro extracelular 

Las microplpetas se prepararon durante el tiempo de recuperación del tejido. Se 
colocaron los capilares en el estlrador de plpelas vertical con una temperatura v peso del 
solenoide suficientes para obtener pipetas con una punta de aproximadamente de 1.0 a 2.0 µm. 
Posteriormente éstas se llenaron con una solución 4 M de NaCI con. colorante verde rápido en 
una concentración saturada. Esta solución sirve como puente entre el tejido y el electrodo. Ya 
lisia la pipeta, se le Introdujo un alambre de plala y se colocó en el micromanipulador para dar 
Inicio al registro. 
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Pipetas para el registro de la fijación de vahaje en porciones de membrana celular. 

Estas pipetas se prepararon en el estirador vertical de dos etapas, el cual inicialmente 
proporciona una temperatura y una tuerza suficiente para producir un adelgazamiento del 90% 
del grosor de la pipeta, sin fracturarla. Posleriormenle el estirador genera sólo una fuerza, sin 
calor, la cual fractura en forma hoñzontal a la porción más delgada de la pipeta. Estos electrodos 
se puliOron para eliminar cualquier rugosidad o irregularidad capaz de romper la membrana 
celular. El pulido se realiza bajo inspección visual en una microforja con una bobina caliente de 
tungsteno. La punta de la micropipela finalmente alcanza un diámetro de aproximadamente 4 a 8 
µm (Fig 12). 

Fig. 12. 

Estas micropipetas se llenaron con la solución interna antes mencionada. Unicamente se 
utilizó una micropipeta de esle tipo por cada intento de registro. Una vez que una mlcropipela 
estuvo en contacto con cualquier elemento dtterente a la solución, su capacidad para asociarse a 
la membrana celular se pierde, por lo que es necesario desecharla y utilizar una nueva. Una 
sesión de registro puede utilizar lanlas como 100 mlcropipetas de éstas. 

9 Registro de la actividad unitaria extracelular de las neuronas 

La cámara de registro se colocó sobre la platina del microscopio Invertido, gracias al 
cual se localizó visualmente el área donde se realizaría el registro. Después, con los tomillos 
milimétricos del micromanipulador se colocó la micropipeta sobre la superficie del tejido. 
Posteriormente, con los lomillos micrométricos, se penetraba la rebanada y se desplazaba la 
micropipeta en las tres direcciones, hasta alcanzar un sitio donde se observaba una buena 
actividad neuronal. En estas condiciones se registró la actividad eléctrica de sólo una neurona 
durante un periodo de 15 minutos (actividad basal). Al final de los cuales y utilizando una 
microjeringa, se aplicó una dosis de 1,500 UI de IFN·a recombinanle humano disueltas en un 
volumen de 45 µl. Este IFN·a se mantuvo en la solución del baño durante 5 min, para 
posteñormente perfundir nuevamente al tejido. El registro de la actividad unitaria se continuó 
durante los 40 minutos siguientes a la aplicación, para obtener un total de 60 min de registro. 
En otros experimentos se adicionó un volumen de 45 µI conteniendo ya sea GLU o GABA en 
concentraciones de 0.01 a 1 M durante 5 min. Estas aplicaciones se realizaron tanto antes de 
suministrar el IFN·a como 30 minutos después de su aplicación. Los efectos observados por la 
aplicación de IFN·a fueron comparados con aquellos obtenidos después de adicionar una solución 
de albúmina al 2%. En estas condiciones tales registros fueron considerados como controles. 
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Los potenciales eléctricos de las neuronas fueron capturados inicialmente por el 
microelectrodo para ser enviados, a través de una sonda de alta impedancia, hacia un 
preamplilicador, cuya salida alimentaba un audiomonitor, un osciloscopio y un convertidor 
analógico-digital. Este último formaba parte de un sistema de análisis de tal actividad y cuyo 
elemento principal, lo compone una computadora Atton/Plus. 

10. Registros de fijación de voltaje en porciones de membrana. 

Estos registros se realizaron en rebanas de hipotálamo lateral, obtenidas y preparadas de 
la misma manera que en el registro previamente descrito. Una vez que la rebanada se encontraba 
en la cámara de registro, Utilizando una microbomba neumática se aplicaron "chorros" de 
solución a través de una micropipeta dirigida sobre el soma de la neurona, para despejar la 
superficie externa de la membrana celular (Fig. 13). 

pipeta de _¡'(J 
limpieza V" 

presión r.o•ltiva ¡ _,;<::) 
de expu •Ión /¡::-/ 

e::~ 
presión negativa i ~ 
de succión. ~ _,. 
e:-~ 

rebanada 
dec•ebro 

FIG. 13. El procedimiento básico para realizar registros de patch·clamp en 
rebanadas de hipotálamo, implica inicialmente el limpiar la superficie de la 
neurona utilizando la expulsión de solución externa a presión positiva, y la 
absorción de los detritus con una presión negativa, tal como se muestra en el 
presente diagrama. 
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Entonces se acercó a esta superficie una mlcroplpeta pulida para realizar un sello de alta 
resistencia .. Durante esta aproximación se Inyectó un pulso de voltaje de aproximadamente 20 
volts, 20 mseg y 5 Khz, a través de la pipeta. Tal pulso fue detectado en forma constante en la 
pantalla del osciloscopio. Cuando la micropipeta tocó a la superfice celular el tamaño del pulso 
se redujo, indicando un incremento de la resistencia. Finalmente al formarse el sello, el pulso 
desapareció completamente, debido a la gran resistencia en la punta de la pipeta. 

La formación del sello de alta resistencia indicó el momento necesario para fracturar un 
pedazo de membrana y poner en contacto el liquido intracelular con la solución interna de la 
mlcropipeta (Flg.14). 

acercam lento 
a la neurona 

' + succión ligera 

1 sello de atta 
t resistencia 

~ 
1 rupturade 
t' la membrana 

FIG. 14. El Inicio del registro de corrientes en porciones de membrana aislada 
(Patch-Ciamp), requiere de la formación de un sello celular de alta resistencia; 
para ello, es necesario acercar una pipeta recién elaborada a una porción limpia 
de la membrana celular. Posteriormente, cuando el sello muestra propiedades de 
una resistencia muy alta, utilizando un vibrador de alta frecuencia se rompe fa 
porción Interna de esta membrana celular. ' 
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Una vez formado el sollo do alta resistencia, se inició el primor tipo de registro de 
Patch·Clamp, lijando el potencial do membrana de Ja célula en ·80mV y se aplicaron pulsos de 
varias intensidades, para activar las corrientes de fas diferentes iones que condicionan la 
excitabilidad celular. Estos registros sirvieron para caracterizar las diferentes corrientes 
Jónicas. Posteriormente, con Ja aplicación de soluciones con diferentes composiciones iónlcas, 
se eliminaron aquellas corrientes no requeridas para el objelivo del experimento. Por ejemplo, 
con el empleo de Tetrodotoxlna, agente bloqueador especifico de los canales de sodio dependientes 
de vahaje, se obtienen corrientes en las que no participa este ión. 

Inicialmente se determinaron las corrientes de calcio por medio de la aplicación de 
pulsos de intensidad creciente en 10 mV, con duración de 200 mseg, y una frecuencia de 5 HZ. 
Estos pulsos se iniciaron en 10 hasta 120 mV. En estos experimentos se utilizó Tetradotoxina y 
CsCI para eliminar las corrientes de sodio y potasio, respectivamente. Cada uno de estos pulsos 
de asoció a un tipo especial de corrientes de calcio. Posteriormente, esta estimulación se 
repitió, tanto en presencia do una dosis de 25 µg de IFN·a recombinante humano, como después 
de eliminar este IFN·a do la solución, Jo cual se logra lavando Ja rebanada. La aplicación do Jos 
pulsos de Intensidad creciente se realizaron con el propósito do determinar el valor del voltaje 
en el cual el IFN·a ejerce un electo más marcado, para posteriormente, probar con este valor 
de voltaje, las diferentes concentraciones del IFN. 

Más adelante, se realizó el segundo tipo de registros en porciones de membrana celular: 
en éstos, se hizo la aplicación de un pulso único de +50 mV, se caracterizaron las corrientes, se 
agregaron Jos agentes bloqueadores de Jos canales de sodio y potasio y por último se añadió al 
llquldo de perfusión diferentes concentraciones de IFN·a humano recombinante, éstas oscilaron 
entre 1.9 y 39.5 µg, en un volumen de 10 µl. Durante la aplicación do cada una de estas dosis (5 
seg), se registraron las corrientes de calcio correspondientes. 

11. Manejo da datos 

El análisis de datos extracelulares consistió en determinar Ja frecuencia de descarga cada 
4 seg, de cada una de las neuronas registradas, tanto en condiciones controles como durante y 
después de la aplicación de alguno de Jos fármacos (IFN·a, GABA y GLU) Con estos datos se 
realizaron histogramas de frecuencia y se determinó el efecto de Jos fármacos con respecto a Ja 
actividad basal. Finalmente, se analizó el patrón y morfología de respuesta de Jos potenciales de· 
acción de las neuronas registradas. Con Jos datos obtenidos de las dnerentes aplicaciones.de Jos 
neurotransmisores se realizaron curvas dosls·respuesta comparativas entre• Jos diferentes 
fármacos. · · 

Por otra parte, las corrientes de calcio registradas en las porciones de membrana fueron 
analizadas en base a su Intensidad y patrón caraclerístico. Con estos valores se realizaron las 
curvas de Voltaje contra Corriente, así como. las curvas dosis-respuesta correspondientes. 
Cualquier electo se mostró como un decremento o Incremento en las corrrientes expresado como 
porcentaje de cambio con respecto a Ja situ.aclón basal o .control. 
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CAPITULO V 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Se registró la actividad eléctrica de 24 rebanadas de hipotálamo lateral de rala en 
condiciones basales. Los registros realizados mostraron un patrón de aclividad, el cual 
co~aralivamenle con la actividad registrada en animales íntegros fue de 3 a 4 veces más lenta. 
Siempre se presentó una dependencia de la frecuencia de descarga con la temperatura de la 
solución de perfusión y con la oxigenación de la misma. Frecuentemente, los registros consislfan 
de actividad mulliunilaria (actividad de varias neuronas), por lo que fue necesario utillzar una 
ventana discriminadora para separar tal tipo de actividad y registrar sólo aquéllas señales que 
rebasaran el voltaje determinado para evaluar sólo una espiga. La actividad eléctrica basal 
(ruido) sobre la cual se incluían las espigas, constaba de pequeñas ondas de bajo voltaje (500 
mV) y alta frecuencia, sin algún patrón representativo. Este tipo de actividad no sufrió 
modificación alguna por la maniobra experimental. La proporción de la relación en !amaño 
espiga-ruido fue de aproximadamente 3 a 1, por lo que fue relativamente fácil establecer el 
nivel de ventana de tal actividad. 

Se registraron 24 espigas en las que se analizó el electo de la aplicación del IFN-a. En la 
actividad basal espontánea, estas espigas mostraron una frecuencia de descarga que oscilaron de 
1.4 a 11.6, con un promedio de 4.9 ± 2.3 espigas por segundo. Se trató de espigas únicas, 
trifásicas (negativa-positiva-negativa) sin un patrón de descarga representativo. 

La aplicación de IFN~a a la solución de perfusión, se asoció con un decremento 
significalivo en la frecuencia de descarga en el 90% de estas neuronas. Este efecto mostró una 
latencia de aproximadamente 2 min, y se presentó en una forma paulatina (Fig 15), hasta 
alcanzar un electo máximo, lo cual ocurre aproximadamente 4 min después de agregada la 
cilocina. La duración del electo siempre sobrepasó el tiempo de administración del IFN·a. En la 
mayoría de los registros este electo se mostró hasta 5 min después de eliminar a la ciloclna de la 
solución. 

En el 50% do los casos, se observó un rebote de la actividad; esto es, después de la 
depresión provocada por el IFN·a, y una vez quo éste se retiró de la solución de perfusión, la 
actividad eléctrica mostró ahora un incremento importante por encima del nivel que se observó 
en la situación basal. Este electo mostró una duración de aproximadamente 4 min, de aparición y 
desaparición gradual, y una intensidad que rebasó a la observada durante la actividad basal en 
aproximadamente el 35%. La recuperación de la actividad, como consecuencia de este electo de 
rebote, también se mostró en forma gradual y paulatina. 

En la mayorla de las células registradas, y una vez que el electo de rebote terminó, la 
actividad eléctrica tendió a volverse irregular y mostró oscilaciones Importantes· durante el 
resto del registro (Flg. 15). En muy pocas células, el nivel de descarga en este periodo fue 
similar al observado durante la fase basal; en la mayorfa de neuronas, el nlvel estuvo por 
arriba del observado en la fase control. Este incremento osciló desde un 13% hasta un 100%, 
por arriba de la actividad basal (Cuadro 3) 
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· Fig. 15. En este histograma de frecuencias se observa el efecto de la adición de 
una dosis de IFN·a sobre la frecuencia de descarga elClracelular de una neurona 
hipotalámica registrada en una rebanada de cerebro. La adición de esta c~ocina se 
asoció con un decremento de la frecuencia de descarga de esta neurona, la cual se 
prolongó más allá del tiempo de aplicación. Esta citocina modificó además la 
frecuencia basal de la neurona la cual se tornó sumamente irregular. 

Cuadro 3. Resumen de los efectos ejercidos por el IFN·a, el GABA y el GLU sobre 
la frecuencia de descarga celular de las neuronas hipotalámicas registradas en el 

presente estudio. 

FAR MACOS N 
RESPUESTA 

:: :1:::: ::: ::! ::::::::* .. ,."",,,"',. .. ,. ...... , .... ~ .. "',.""",."",.",." 
IFN·a 1500 UI 24 1 22 1 EFECTO REBOTE (50%) 

VEHICULO 
10 o o 10 (ALBUMINA 2%) 

GABA 0.1 M 6 o 6 o 

GLU 0.1 M 6 6 o o 

t incremento ! decremento sin cambio 
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La administración de IFN·ct, no sólo provocó cambios en la frecuencia de descarga de 
estas neuronas, parámetros como el patrón, la duración y el tamaño de estas señales eléctricas 
también fueron afectadas por esta cilocina. Tanto la intensidad como la duración de las señales 
fue decreciendo conforme se aplicó esta citocina, los efectos se iniciaron después de 2 mln (Fig. 
16, 3) y persistieron hasta 8 min después de aplicado el IFN·a (Fig. 16, 7). El mayor efecto se 
mostró aproximadamente a los 5 min (Fig. 16, 6) y consistió en una reducción de~ 60%. del 
tamaño de la espiga, con una desaparición de la tercer onda (negativa). A los 8 min, la intensidad 
se recuperó en casi el 100% y reapareció la tercera onda negativa, aunque su mor1ologfa 
difería ligeramente de su condición inicial (Fig. 16, 1 ). 
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Flg. 16. La aplicación del IFN-a también indujo electos sobre la morfologla de las 
señales eléctricas registradas extracelularmente. El cambio más importante fue 
un decremento en el tamaño y en el patrón de tales señales. 

Las adiciones de GLU y GABA a la solución de perfusión, de 12 rebanadas de hipotálamo, 
diferentes a las analizadas sólo con IFN·a, provocaron en todas las neuronas registradas, un 
Incremento y un decremento, respectivamente, de la frecuencia de descarga neuronal. Cuando 
estos fármacos se aplicaron antes dó añadir el IFN·a, su efecto fue dependiente de la dosis y de 
Inmediata aparición; además la duración del mismo se observó únicamente durante el tiempo que 
duró su aplicación (Figs. 17 y 18). Sin embargo, cuando se agregaron estas sustancias después 
de añadir el IFN·a a la solución de pertuslón, se observó una potenciación de la acción mostrada 
por cada fármaco; es decir, a la misma dosis los incrementos mostrados por el GLU o las 
depresiones observadas por el GABA fueron mayores en Intensidad y duración que las observadas 
antes de la aplicación del IFN·a (Flgs. 17 y 18). En estas condiciones también fue posible 
observar un efecto de rebote y el Incremento de la irregularidad en la actividad espontánea basat 
(Figs. 17 y 18). 
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Fig. 17. Histograma de frecuencias que muestra el electo potenciador del IFN·a 
sobre la respuesta excitadora del GLU en una neurona do hipotálamo lateral. La 
administración de GLU, previa al IFN, provoca un incremento de la frecuencia de 
descarga que sólo se manifiesta durante su aplicactón: sin embargo, cuando éste se 
aplica después del IFN, entonces su acción es mucho más intensa y se prolonga 
más allá del tiempo de su administración. 
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Fig. 18. De igual forma la aplicación de IFN·u provocó un electo potenciador 
sobre las acciones inhibidoras del GABA en estas mismas neuronas, Jal y como se 
observa en el presente histograma do frecuencias. 
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En lo relacionado a los regislros de fijación de voltaje en porciones de membrana aislada, 
éslos se rear.zaron en 35 células de rebanadas de HL. Eslas células lueron ligeramenle disociadas 
de los lejldos circundanles por medio de "chorros" de solución. Una vez realizado un sello de alta 
resislencla, se fijó el polenciai de membrana en un valor de ·80 mV. Posleriormenle, se 
regislraron las corrienles lónicas provocadas por la aplicación de un pulso de inlensidad 
crecienle. Este pulso, con 80 mseg de duración y 5 Hz de lrecuencia, se inició con una intensidad 
de +10 hasta +100 mV. 

En la Fig 19, se muestra un ejemplo del resultado de aplicar lal tipo de pulsos en células 
que no fueron sometidas a tratamienlo farmacológico alguno (Registros conlrol). Se observa una 
secuencia de 1 O trazos, que representan el efeclo de cada uno de los pulsos. 

Flg. 19. Registros representativos de las diferenles corrientes iónicas que 
presentaron las células hipolalámicas laterales lfpicas. En estos registros, donde 
las corrientes no están aún disociadas, se observan componenles que dependen del 
sodio, potasio y calcio. 

En el registro• se aplicó un pulso depotarizante de +10 mV y se observa el momento de 
la aplicación y reliro del pulso, representado por las corrienles "capacilivas" de la membrana 
celular. No se aprecian desviaciones de la línea basal, la cual corresponde a O pA de corriente, lo 
que implica que este pulso no indujo corriente alguna. 

En b se observa la presencia de una corriente enlranle de gran inlensidad (•360 pA), 
seguida por una corriente saliente que retorna esta corrienle a un nivel de O. Estas corrientes se 
manifiestan con la aplicación de un pulso de 20 mV y corresponden al paso del ión sodio, 
entrante, y del ión potasio, saliente, a través de la membrana celular, lo cual ocurre con una 
duración de 9 mseg. Tal fenómeno se relaciona directamenle con la generación de un polencial de 
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acción. Una vez transcurrido este suceso, la corriente retorna al valor de referencia. 

En e se aplicó un pulso de 30 mV, el cual genera una corriente de sodio similar a la 
anterior, aunque de aparición más rápida y menor intensidad (·300 pA). La corriente saliente 
también se modifica, se vuelve más lenta y muestra un punto de rectificación. Lo cual indica que 
hay al menos dos tipos de corrientes involucradas en esta parte del registro. En este caso 
particular se trata de una corriente saliente de potasio, la cual se adiciona a una pequeña 
corriente entrante de calcio. 

La situación en el registro d cambia significativamente. La corriente de sodio disminuyó 
considerablemente (·240 pA), al igual que la corriente saliente de potasio, mientras que la 
correspondiente al calcio se incrementó. Debido a los valores de voltaje utilizados, esta última 
se relaciona con la apertura de los canales de calcio de tipo LVA, es decir aquellos que se activan 
con un voltaje bajo. 

Los cambios más importantes obseNados en el registro e, son una mayor disminución de 
la corriente de sodio (·200 pA), acompañada de una reducción de la corriente de potasio con un 
incremento significativo en la duración e intensidad de la de calcio. Muy probablemente este 
incremenlo en las corrientes de calcio se debió a la incorporación de las corrientes HVA, que 
resuttan de aplicar un pulso con la intensidad del que provocó esta respuesta. 

Las corrientes de calcio son la más evidentes en la porción 1 de esta figura. La corriente 
de sodio se ha reducido hasta ser de sólo ·140 pA. Mientras que las corrientes de calcio 
presentan la mayor duración e intensidad del registro. Cabe mencionar que cuando se aplican 
pulsos que llevan el potencial de membrana a valores de -30 y ·20 mV, (• y 1), las corrientes 
de calcio se observan en su máxima intensidad de tamaño y duración. 

En el registro g, cuando el voltaje alcanzó los ·10 mV, se registró una corriente de 
sodio muy pequeña, de aproximadamente ·100 pA; mientras que la corriente de calcio 
continuaba presente durante todo el tiempo de aplicación del pulso, pero con menor Intensidad 
que en los anteriores registros. 

Al aplicar un pulso de Intensidad suficiente para llevar el voltaje de la membrana a 
cero, como ocurrió en el registro h, solamente se observan las corrientes capacitivas de la 
membrana y una pequeña corriente entrante de sodio (·60 pA). En este caso, el nivel de 
corriente de la membrana está muy próximo a cero, lo que Indica la ausencia de corrientes de 
calcio. 

Por el contrario en los registros 1 y J, los cuales corresponden a la aplicación de un 
pulso de 90 y 100 mV, respectivamente, hay una Inversión de la corriente; es decir, la 
corriente se torna positiva, lo que indica una corriente positiva saliente, SI esto corresponde al 
Ión calcio, esto Indicarla la salida del calcio del lnlerior de la célula. Como se observa en las 
figuras, el tamaño de la corriente positiva es dependiente de la Intensidad del pulso (Fig. 19). 

En cada uno de los registros se aprecia un pico invertido que se relaciona con el momento 
en que termina el pulso. Este pico, conocido como "corriente de cola" (tail current), aumenta 
conforme se Incrementa la Intensidad del pulso y represenla una de las corrientes capacitivas de 
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la membrana celular, aunado al ruido eléctrico que provoca el cierre de los canales lónlcos. 

El resto de las neuronas registradas mostraron una actividad similar a la anterior al 
aplicarles los mismos pulsos depolarizantes. 

Cuando se adicionó IFN·a a la solución de perfuslon se provocaron cambios slgnilicativos 
en estas corrientes, la ligura 20, mueslra lo que ocurre en tal siluación. Además de añadir 
1,500 UI de IFN-a, se manluvo una concentracion 1 µM de Telradoloxina, con la finalidad de 
bloquear los canales de sodio y CsCI para bloquear los canales de potasio. 

Fig. 20. La adición del IFN·a a la solución se perfusión, provocó una disminución 
slgnificaliva de las corrienles de calcio en eslas neuronas, tal y como se observa 
en este registro representativo. 

En la porción • de la figura, se observa que la aplicación de un pulso de 10 mV, 
únlcamenle provoca las corrienles capacilivas de enlrada y salida del pulso, sin inducir alguna 
olra corrienle slgnificallva. 

Cuando el valor del pulso es de +20 mV, como ocurrió en b, se genera una pequeña 
corriente enlranle de calcio, de aproximadamenle ·80 pA, la cual se corresponde, por las 
caracterlslicas del vollaje, con la aclivación de los canales de calcio de tipo LVA. Esla corriente 
sólo se observa en b, e y d, y se reduce considerablemenle en e; es decir, cuando el vollaje de 
aclivaclón alcanza un valor de potencial de membrana cercano a ·40 mV. En eslos registros es 
la única corriente que se observa. 
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Los registros f, g, h, I, y j, se caracterizan por mostrar una corriente posillva, por 
arriba del valor potencial O, la cual refleja las características temporales y de intensidad del 
pulso de activación. En ninguno de estos registros es posible observar corrientes de calcio 
debidas a la activación de canales de tipo HVA, las cuales deberían aparecer con la aplicación de 
pulsos deporalizantes de +40 a +50 mV, lo que correspondería a las porciones d y • de la 
figura. Las corrientes observables desde f hasta j, posiblemente correspondan a corrientes de 
potasio y quizá a algunas corrientes salientes de calcio (Fig. 20). Los resultados mostrados en 
esta figura sugieren que el IFN·a es capaz de bloquear las corrientes de calcio dependientes de la 
actividad de los canales HVA. Los registros de esta figura provienen de una sola neurona; éstos 
son representativos de lo ocurrido en las restantes 34 neuronas registradas. 

En la figura 21, se muestra fa curva voltaje-intensidad de este efecto. Esta curva se 
realizó con los promedios y error estándar que mostraron las 35 neuronas registradas.La 
principal acción del IFN·a se alcanza cuando los valores de voltaje de la membrana se 
encuentran cercanos a O mV, y su efecto se reduce cuando los valores se dirigen hacia ambos 
extremos. En esta gráfica también se muestra que el efecto del IFN·a. va más allá del tiempo de 
su aplicación. Después de lavar el tejido y esperar durante al menos 15 minutos de retirada la 
citocina, las corrientes de calcio a través de canales HVA, no se han recuperado del todo. 
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Flg 21. La curva corriente-voltaje de estas neuronas sufrió una modificación 
importante cuando se adicionó el IFN·a a la solución de perfusión. Este efecto fue 
más importante cuando los valores de voltaje de la membrana celular se 
encontraban cercanos a o mV. Cuando se retiró el IFN·a y se hizo un lavado del 
tejido, los valores de la corriente no retornaron a los valores controles. 
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La figura 22 muestra este efoclo del IFN·ll con mayor detallo. En ella se han 
sobrepuesto 3 registros, el primero (a}, un registro control donde so obsoivan las corrientes 
de calcio provocadas por un pulso de activación do +50 rnV, lo quo indica que ·estas corrientes son 
de tipo HVA. El segundo registro (b), corresponde a la misma corriente pero ahora en presencia 
del IFN·ll: mientras que el torcer registro (e), se realizó después de 10 min de haber lavado el 
tejido. Aunque se .obseiva cierto grado de recuperación, ésta no fue total durante esto lapso. 

+50mV 

Fig, 22. Los tres registros sobrepuestos de esta figura, muestran el papal 
depresor del IFN·a sobre les corrientes de calcio (b), También muestran que' la 
eliminación de la citocina do la solución de perfuslón,',_como ocurrio en (e); no 
provoca una recuperación de las mismas al nivel de las corrientes controles (a). 

La gráfica de la figura 23, muestra el mism~ ~Íecto pero' expresado en h>r,¡;ade un l1islograma, 
en ella se obseiva que la corriente de calcio cántrol; la cual fue de 1150 pA, se redujo hasta 740 
pA en presencia del IFN-a, y regresó sólo a 900 pA. después de lava_r_layreparación. 
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Fig. 23. La aplicación del IFN·a provocó cambios de larga duración, los cuales 
persistieron incluso después de varios minutos de retirada Ja citoclna de la 
solución. En este· ejemplo, se muestra que aún después de lavado el IFN, su electo 
depresor de las corrientes de cal~lo se_~'J'ª"tiene por varios minutos más. 

"• 

40 

En Ja figura 24, se muestra el efecto de agregar diferentes concentraciones de IFN·a a la 
solución de perfusión. En este caso se registró el .efeclo de un pulso de actlvaclon de + 50 mV. Los 
registros están sobrepuestos para delimitar con" mayor exactitud el efecto del IFN·a sobre esta 
corriente de calcio de tipo HVA. Se observa que todas las concentraciones de esta cltoclna, 
provocan una reducción tanto de la corrfenle pico, como de Ja corriente tardía; es decir. de Ja 
corriente que se activa al momento de aplicar el pulso, como de la corriente resultado de retirar 
el pulso de activación. · 

Por último, en el cuadro 4 se muestra en porcenlajes, el valor de esla inhibición para 
cada una de las concenlraciones de IFN·a ulilizadas. Así, la dosis mayor (39.5 ¡1g), provocó una 
reducción del 38% de estas corrientes, mientras que la dosis menor (1.9 µg), sólo redujo en un 
8% tales corrientes. El efecto del IFN·a sólo ocurrió sobre las corrientes de calcio de tipo HVA, 
sin afectar. en forma aparente, algún .olro tipo de corrienle diferente a la de calcio. Además, los 
efectos de esla citoclna siempre fueron de larga duración, prolongándose más allá del tiempo de 
su aplicación. 
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Fig. 24. Los efectos depresores del IFN·a son dependientes de Ja concentración del 
mismo. El efecto máximo se observó con una dosis que equivale a una 
concentración de 39.5 µg de Ja cttocina, Jo cual provocó una depresión próxima al 
40% del valor de Ja corriente control. 

Cuadro 4. Resumen de Jos efectos, expresados en porcentaje, del IFN·a sobre las 
corrientes de calcio de las neuronas hipotalámicas laterales. 

DISMINUCION DE LAS 
DOSIS DE IFN-a CORRIENTES DE CALCIO 

DEPENDIENTES DE VOLTAJE 

1.9 µg 8 0/o 

3.6 µg 12 ºlo 

17.6 µg 22 % 

39.5 µg 38 % 

CONTROL o % 
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DISCUSION 

Los resultados obtenidos en este estudio muestren que el IFN·o: posee la capacidad de 
modificar la actividad eléctrica de las células del HL. Los efectos sobre respuestas como el 
potencial de acción, o las corrientes iónicas de la membrana celular, son el mecanismo 
subyacente de las acciones neurológicas descritas en pacientes tratados con esta citocina. Las 
concentraciones utilizadas de IFN·a en el presente trabajo, son similares a las encontradas en 
algunas condiciones patológicas y fisiológicas (1,49), lo cual sugiere que estos efectos pueden 
desencadenarse como una situación natural en esas mismas condiciones. 

Un punto importante por describir consisto en el mecanismo de acción a nivel de la 
membrana celular, que utiliza el IFN·a para producir tales electos. El IFN es una citoclna con 
propiedades especificas de especie; esto es, sus electos antlvirales, antitumorales e 
inmunomoduladores, los cuales dependen de los receptores descritos para el IFN·o:, sólo pueden 
ser ejercidos cuando el IFN aplicado proviene de la misma especie del animal al que se le aplica 
(25). Sin embargo, los electos sobre la actividad eléctrica, la ingesta de alimento, la 
temperatura corporal basal, asf como sus acciones sobre el sueño, entre otros, no son 
especificas de especie; estos se logran cuando se aplica IFN humano en roedores como la rata y el 
conejo (18,52,63). Tal consideración indica que se trata de dos tipos diferentes de receptores. 
Los receptores que median sus efectos Inmunológicos o de índole genómlco, son aquellos en los 
que participan el sistema de protelnas Janus kinasas; mientras que los receptores que median 
sus electos neurológicos, son aún desconocidos. Debido a que algunos de estos electos pueden ser 
bloqueados por naloxona o modificados por alguna opiopeptlna, se sugirió que tales receptores 
pudiesen ser de lndole oplolde. Sin embargo, tal sugerencia cada vez es más controversia! y 
menos aceptada (64). 

Independientemente de la naturaleza de tales receptores, los efectos Inducidos por el 
IFN·a son especllicos en cuanto se manifiestan en forma selectiva y afectan un tipo especial de 
corriente de calcio. Falta aclarar si estos efectos constituyen una etapa Inicial de los electos 
genómicos Inducidos por esta citoclna. 

Las acciones del IFN·a sobre la actvldad eléclrlca de las neuronas de rebanadas de 
hipotalamo lateral, son diferentes a las reportadas en animales íntegros registrados en esa 
misma reglón hipotálamlca. En este caso en particular, observamos en la gran mayorla de 
neuronas registradas un decremento muy significativo de la frecuencia de descarga de estas 
neuronas; mientras que en los estudios de animales íntegros, las respuestas muestran una 
mayor variabilidad en el efecto provocado. Es muy probable que estas discrepancias dependan 
básicamente del tipo de preparación. De hecho, desde el inicio de la actividad espontánea, la 
frecuencia basal de descarga en animales íntegros esta por encima de la observada en este 
estudio. 

Es necesario considerar, que al realizar un estudio en rebanadas de cerebro, limitamos 
seriamente el número de entradas y salidas que una neurona posee; y por lo tanto, evitamos 
influencias eléctricas de otras estructuras que pueden ser provocadas por la administración 
sistémica del fármaco. Por otra parte, el observar un efecto farmacológico en estas neuronas 
"aisladas", indica un efecto directo de este fármaco sobre la membrana celular de las mismas. ' 
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El hecho de que en las neuronas aisladas de hipotálamo, el inlerferón ejerza un efecto 
significativo en una dosis comparativa a la fisiológica, sugiere fuertemente que el hipoláfamo 
lateral es un sitio blanco para las acciones neurológicas de esta cilocina. Los efectos registrados 
y provocados por el interferón, son también muy diferentes a las acciones provocadas por 
múltiples fármacos y neurotransmisores localizados en esta estructura. Inicialmente durante 
las aplicaciones directas de estas sustancias sobre estas neuronas, es común encontrar un efecto 
de aparición inmediata (cuestión de1 a 2 seg), y finalización súbita, en la acción de estos 
compuestos. En el caso del IFN·a, la situación fue muy diferente, el inicio del efecto ocurrió con 
una latencia mayor a los 45 segundos y su efecto siempre rebasó el tiempo de permanencia de la 
citocina en la solución de perfusión, por varios minutos. 

Adicionalmente, el hecho de que los efectos inducidos por el GLU o el GABA se potenciaron 
después de la aplicación del IFN·n, indica que esta citocina ejerce efectos de larga duración, 
sobre la actividad de Ja membrana celular. Desconocemos aún la cinética de tales efectos, en 
cuanto al tiempo requerido para su presentación, la duración de tal efecto, y su elC1ensión hacia 
otras sustancias diferentes al GLU o al GASA; además de los mecanismos a nivel de la membrana 
celular o intracelulares intermediarios de tales efectos. Debido a que estas acciones mostraron 
una latencia próxima a los 30 minutos es probable que se trate de acciones no·genómlcas 
provocadas por el IFN·a. De igual manera, aún desconocemos la repercusión fisiológica de tales 
efectos de potenciación provocados por la citocina. 

Los estudios realizados en porciones de membrana celular con fijación de voltaje, 
mostraron que el IFN·a es capaz de bloquear en forma especifica una corriente de calcio 
especial. La acción de la citocina parece centrarse sobre las corrientes fónicas desencadenadas 
por la apertura de los canales de tipo HVA. Estos canales, los cuales son Insensibles a las 
piridinas y sensibles a la ro·conotoxina, parecen ser fundametales para el mantenimiento de la 
concentración intracelular de calcio libre (21). A su vez, tal concentración es fundamental an 
el desempeño de múltiples acciones celulares, las cuales van desde fenónemos de corta duración, 
como la secreción hormonal o da neurotransmisores, hasta procesos muy complejos y de larga 
duración como la dfferenclación y el crecimiento celular (48). 

La concentración Intracelular de calcio ha sido Invocada como un mecanismo que modula 
y regula en su conjunto toda la fisiología celular (21). Cuando se aplican sustancias o 
procedimientos, como la despolarización crónica o la aplicación de potasio, los cuales son 
capaces de modificar tal concentración, se provocan profundos efectos sobre el grado de 
desarrollo y diferenciación celular (73). En este contexto, los efectos de larga duración de 
cualquier s ustancla sobre los flujos de calcio hacia el Interior celular, revisten una 
Importancia fundamental en el proceso de regulación y modulación de la función celular. 

En el presente trabajo, con la Información descrtta, no es posible aún el referirnos a un 
mecanismo probable de acción a nivel de la membrana celular por parte del IFN·n; es decir 
desconocemos si el efecto se debió a la asociación de esta citoclna con la proteína canal de tipo 
HVA, o se trata de un efecto mediado por algún sistema de transducción intracelular. A pesar de 
ello, sr observamos efectos de larga duración del IFN·a sobre las corrientes de calcio. Este 
efecto, al igual que el observado sobre la actividad eléctrica extracelular, se manifestó tiempo 
después de retirar el IFN, ya que al lavar la preparación, y con ello el retirar el IFN·a de la 
solución, las corrientes de calcio aún no regresaron a su nivel original. 
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En nuestras condiciones, no fue posible realizar registros por varias horas para 
determinar el tiempo que le llevaría a la preparación en retornar a las condiciones originales. 
Tal proposición continúa como un plan de trabajo. 

Desde este punto de vista es muy probable que algunos de los efectos del IFN·11 sobre los 
procesos de crecimiento, desarrollo y diferenciación neuronal, descritos en la literatura 
cientlfica Internacional, sean consecuencia de un efecto sobre los canales de calcio. Es posible 
entonces que el IFN·u posea acciones sobre los parámetros celulares reservados a los factores 
de crecimiento y diferenciación celular, lo que implicaría que su papel fisiológico va más allá, 
que la de ser una sustancia inmunomoduladora o incluso un puente de unión y/o asociación entre 
el sistema nervioso central y el sistema inmune. 

Dentro de la estrategia de investigación de esta línea, resulta importante; primero, el 
Intentar definir un mecanismo de acción a nivel de la membrana celular. Es necesario saber si 
en este efecto está involucrada, la participación de los sistemas de proteínas Janus kinasas, o 
algún otro tipo de mecanismo de transducción intracelular. En particular resulta importante 
analizar a los sistemas de proteínas G, ya que éstas han sido ligadas muy estrechamente con los 
mecanismos de regulación del calcio Intracelular (5). También resulta Importante el describir 
la cinética de la asociación entre el IFN-11 y la membrana celular. La descripción de tal 
interacción, nos permitirá definir la existencia de un posible receptor. diferente al receptor 
del IFN-11 hasta ahora descrito. Resultaría importante además, el determinar la existencia de 
algún mecanismo opiolde implicado en tal efecto. 

Otro de los puntos claves que es necesario aclarar, se relaciona con la cinética del efecto. 
En otras palabras, debemos definir el !lempo de aparición del efecto potenciador del IFN-11 
sobre las respuestas al GLU y GABA, determinar si este efecto puede ser extensivo hacia otros 
compuestos, y definir que tanto persiste tal acción ya sea en presencia o ausencia de esta 
citocina. De Igual manera resulta indispensable el determinar si estos efectos dependen del 
!lempo de incubación de la preparación con el IFN. 

En el caso de los estudios en porciones de membrana, decididamente necesitamos 
describir con exactitud la dinámica de sus efectos sobre las corrientes de calcio. Para ello es 
necesario utilizar una herramienta farmacológica que nos permita determinar con exactitud, 
tanto los valores de voltaje de apertura de tales canales, como su sensibilidad a los fármacos 
bloqueadores de canales de calcio caracterislicos. Uno de los problemas a resolver en este 
capllulo, es la definición de las corrientes de calcio en este silio cerebral. Estas corrientes son 
diferentes dependiendo del grupo celular que se trate, por lo que inicialmente siempre es 
necesario determinar la cinética de los mismos en cada grupo celular. En el caso de las neuronas 
del HL, debido a su heterogeneidad, no existe una definición ciara de tales corrientes, por lo que 
antes de ensayar cualquier lipo de procedimiento experimental, es necesario determinar y 
definir tales corrientes. 

Los resultados descritos en el presente trabajo, son bastante prometedores en el sentido 
de Interpretar y conocer la participación fisiológica de una sustancia, de relativa reciente 
aparición en el campo de la neurobiologla, sustancia que por otro lado, promete un futuro 
esperanzador en el tratamiento de múltiples enfermedades, pero que requiere antes que nada, la 
descripción detallada de su Fisiología y Farmacologla. 
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CONCLUSIONES. 

Los resuhados observados en el presente trabajo nos permiten concluir: 

1.· La aplicación del IFN·a Induce efectos importantes sobre la actividad eléctrica de las 
neuronas hlpotalámicas, tales como la disminución significativa de la frecuencia de 
descarga y de la morfología y patrón de las señales eléctricas registradas. 

2.· Este efecto, el cual se produce en concentraciones que pueden considerarse como 
fisiológicas, sugiere que esta citoclna está involucrada en los procesos de regulación 
neurar hipotalámlcos, los cuales posiblemente se amplifiquen en condiciones patológicas. 

3.· El efecto del IFN·a sobre la excitabilidad neuronal, parece ser consecuencia de su acción 
a nivel de membrana celular, donde esta citocina es capaz de bloquear los canales de 
calero dependientes de voltaje del tipo HVA, lo que se traduce en una reducción de las 
corrientes de este Ión. 

4.· Este efecto Implica que el IFN·a puede estar participando en los procesos de regulación y 
entrada a largo plazo, del Ión calcio al Interior de la neurona. Gracias a esta 
participación, la citocina puede ser considerada como un factor que regule y module 
procesos celulares como el crecimiento celular y la diferenciación. Tal enfoque 
explicarla algunos de sus efectos sobre la proliferación o el crecimiento de algunos tipos 
de tumores. 
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