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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Descripcién general de Citocinas

‘ fre

ql

El si inmune produce una variedad de q que patticipan en la
finacién de los i de def y reparacién del organismo. La cooperacién celular
para inducir una respuesta inflamatoria, es mediada por un grupo imponante de péplidos a los
que se les ha dado el nombre de Citocinas (20). Dentro de este grupo, el primer compuesto
descrito fue el interferon (IFN) descubierto por Isaacs y Lindenmann en 1957, cuando
observaron que un extracto de células exp al virus inactivado de la gripe, convertia en
resistentes a otras células para un segundo virus. La explicacién de esta observacién sugeria la
existencia de un factor antiviral en el extracto que interferfa con la replicacién viral; mas
tarde este factor se identifico y denomind Interferén (IFN)(36).

1.2 Estructura y clasificacién del iFN

Los lnler'erones son un grupo de proteinas divididas en 3 diferentes clases de acuerdo a

sus propiedades fisicog biolégicas y al tipo celular que las produce:
IFN-o
El interferén-a o leucocitario, producto primordialmente de | itos, es un grupo de péptidos

con peso molecular aproximado a 19 000 Da (55). En el hombre existen dos subclases de IFN-a
(17}, los cuales son producto de al menos 24 genes, 18 de ellos codifican para los IFN-a
subclase |, proteinas de 165-166 aminodcidos; y 6 genes que intervienen en la produccién de
1FN-a subclase 2 , los cuales constituyen proteinas de 172 aminoacidos {17) (cuadro 1).

(Fig. 1)

tFN-p

El {FN-B es una citocina secretada principalmente por los fibroblastos (17). Es un péptido de
166 aminodcidos con peso molecular aproximado a los 20,000 Da (55) producto de un solo
gen, por lo que carece de subclases; aunque posee una gran homologla en su secuencia de
aminodcidos con el IFN-a, por lo que es posible que ambos deriven de un mismo antecesor,
Debido a esta similitud estructural e inmunologica, el IFN-a y el IFN-B se agrupan en una
familia conocida como IFN tipo |. Esta familia también incluye a otros tipos de IFN descubiertos
recientemente: el IFN-w y el IFN-t (74) (cuadro 1).

tFN-y

El intedferén-y o inmune (IFN-y), es producto de la secrecion de linfocitos T sensibilizados, de
células citotdxicas inmunolégicas (NK, Natural Killer) asi como de neutrdfilos
polimorfonucleares (11); es un péptido de 135-138 aminodcidos, con un peso molecular
cercano a 15,000 Da (41,55). Esta citocina es producto de un solo gen y carece de homologia
estructural con alguno de los otros IFNs descritos hasta ahora. Por esta razon este IFN es el
Unico integrante de la familia de IFN tipo 1l (cuadro 1).



Cuadro No.1 Clasificacién y propiedades de los IFNs

TIPO | TIPO N
CLASES Affa y beta Gamma
OTRAS CLASES | Tauy omega Ninguno
ESTRUCTURA Una cadena de amino4cid Dos idénticas de
aminodcios
PRODUCTORES Casl cualquier célula N
PRINCIPALES f por virus p L T y células NK
el {FN-a; los hbloblaslas
producen IFN-p
EFECTOS En células infectadas induce Acllva a los componentes det
PRINCIPALES la prod de protei inmune para erradicar
que inhiben la raplicaci el an células
viral y celular
Fig. 1. Rep i6 atica de una molécula de IFN-a humano. Esta

estructura conesponda a una de las 18 subclases que conforman al IFN-a

subclase 1.



1.3 Sintesis de IFN

Los IFNs a. [) y Y, son pvoduclo principalmente de células inmunes como los leucocitos,
fibroblastos y | Tr (55,56). La presencia de citocinas en el SNC
puede obedecer a una sintesis por parte de las células de glia (22,56), o a una alteracién en la
barrera hematoencefdlica, como ocurre en las lesiones y procesos patoldgicos del SNC. Ademés,
se encontrd 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 sintesis local por parte de
elementos net les. Recient se mostré que los neutrdfilos polimorfonucleares (PMN)
tienen la capacidad de sintetizar y liberar entre ofro tipo de citocinas al IFN-a (11). En
general, todas las células del organi son cap de producir IFN tipo |, mieniras que el IFN
tipo |l solamente es sintetizado por linfocitos T y células naturales asesinas (NK, Natural Killer
cells) (Fig 2).

Produccion de

elcosancldes Otlula setragha

ree por
acameadores

Neurona

Fig. 2. Se proponen diferentes mecanismos por los cuales el IFN aumenta su

concentracién dentro del SNC. En términos g les estos i plican
pre de i6n, diapédesis y sintesis local.-
Las concentraciones de citocinas cerebrales tienden a Incr d las entermedad

neuroldgicas. qu ejemplo, los niveles de IFN-o. se aumentan' en pacientes infectados con virus
de la rubeola, galovirus pn jia y el vlms HIV 1°(1,48). .




fén del IFN.

14 M ismos de
En condiciones normales, los interferones se secretan en canlidades apenas cuantificables;
su produccién y liberacién en niveles mas

el

sin embargo, la exp
induclores naturales més «mporlantes para la sintesis de IFN-a e IFN-B seguidos de las
t (Y icos, dcidos nucléicos naturales y sintéticos de doble
de bajo peso molecular, y algunos mitégenos (17). La

i delmus
induccion de la producctdn de IFN es especifica de espacie y de tipo celular. En el caso del IFN-y,

icién a varios ag
elevados. Estos agentes reciben el nombre de inductores del interferdn. Los virus son los
d vanos
éste incrementa su produccién por accién de inductores del tipo de bacterias, virus, macréfagos

y detritus celulares. (Fig. 3)
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Fig. 3. Cuando se inicia un proceso infeccioso, la produccién de IFN se relaciona
temporalmente con los titulos del virus, mientras que la producclon de

anticuerpos aparece hasta que las concentraciones se reducen.

flado el

Gracias a la disponibilidad de interferones obtenidos por lécmcas de recombmaclon
diactivo, se ha

1.5 Receptores al IFN
di de do

genética, y al desarrollo de pre
A principios de los 70's, se sugirié que el IFN se asociaba en Iorma especmca con algin

de accién del IFN.
sitio de la superficie celular. Pero no fue hasta el afio de 1980, cuando Aguet presentd
evidencias de una unién de alta afinidad entre el IFN-a y un receptor especifico en la supeficie

les como cor

istencia de efectos tanto he
fan del tipo de receplores descritos

celular. Esta asoclacién es la primer etapa en el mecanismo de accién de esta citocina (4). Sin

ras que

embargo, poco después se describié la
del IFN-a, los cuales se ejercian en estr
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por Aguet. Asi, se mostré que. e| IFN-u desp)azaba de sus sitios de unidn a la 3{H}-morfina;

ademas de que indujo ef a los opioides. Esto sugirié, una posible interaccidn entre
el IFN-a y receptores opioides del tipo p (8), que tal ién, no fue confirmada (64).
Sin embargo, se han descrito multiples electos de estos interferones los cuales ocurren en
tejidos que carecen de receplores tipicos similares a los hasta ahora descritos.

Actuall te se id que las acciones inmunoldgicas de los IFNs ocurren gracias a la
existencia de receptores espacihcos de supedlcie. los cuales se encuentran distribuidos en
varios tipos de celul te de tipo inmunolégico (55). Hasta ahora se han
descrito 2 tipos de receplores ' al IFN, los cuales se fan a un sist de ¢ duccion
membranal similar, Debido a su homologfa estructural, el IFN-a y el IFN-B compiten por el
mismo sitlo receptor, mientras que el IFN- -y se une al otro Ilpo {74). Estructuralmente, estos
receptores son glicoproteinas con un peso molecular de apr di e 130 y 117 KDa, para
fos interferones de tipo | y tipo |i, respectivamente (55).

La interaccion de {os IFNs con su receptor, induce la transcripcion de una serie de genes
relacionados que cadifican la sintesis de una misma protefna, la cual juega un papel importante
en la expresion molecular de sus efectos y respuestas biolégicas. El proceso de transduccion
intracelular gracias a! cual el IFN modifica la acﬁvidad nuclear celutar, ha sido descrilo
recientermnente (37,54). Este p lica la acti ) de dos tipos de kinasas, una kinasa
de la tirosina y un nuevo tipo de kinasa denommada kinasa Janus en honor al dios de {a mitologia
romana, Janus, un personaje que posefa dos caras (37). Cuando estas kinasas son activadas por
fa unién del IFN a su receplor, éstas inducen fa fostorilacién de otro conjunto de proteinas

tasméticas d inadas STAT (protelnas transductoras de la sefial y aclivadoras de la
transcripclén), quienes a su vez se unen a una protefna de 48 KDa, para formar un complejo
protelnico que a nivel del nicleo celular se une a un promotor genético (ISRE), el cual
controlara la iniclacién de la transcripcion (Fig. 4).

1.6 Acciones bioldgicas del IFN

A partir de su descubrimiento, el interferdn ha mostrado tener una gran variedad de
propiedades, La primera en describirse y tal vez la maés conocida sea su capacidad de interferir
con la rep ién viral. Esta propiedad la poseen lodas las clases de IFN, aunque el grado de
actividad varfa entre elias. (Fig. 5).

Actualmente los efectos descrilos para estas citocinas, competen no sélo al campo de la
inmunologla, sino que se encuentran practicamenie en cada uno de fos 6rganos y sistemas del
organismo.

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

* Aumento de la fagacitosis por la activacion de macréfagos
tisulares y humorates

*A de la citotoxicidad de linfocitos T sensibilizados
* A o de la expresién de antig de superficie
*A to de la citotoxicidad de fas células NK

* Maduracién de linfocitos B para activar la sintesis de
inmunoglobulinas
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STAT las cuales al asociarse con una proteina i dulan el p de

transcripcion genémica.
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Fig. 5. Los efectos de interferencia viral provocados por el interferon-a, se
ejercen en células que han sido infectadas por un virus. Estos constan de un
mecanismo gendmico que actuando al nivel del nlcleo celular impiden la
replicacion del virus.

En particular, su actividad antineopldsica fue ampliamente analizada en virus
oncogénicos para determinar su p ialidad péutica. Los I mostraron que los
IFN's inhiben la produccidn y transformacién de tumores causados por este tipo de virus (29).
Sin embargo, trabajos posteriores mostraron que los [FN's también inhiben el crecimiento de
tumores que carecen de una stiologla viral clara.

También los IFNs ejercen efectos no relacionados dir ite con el si! inmune.
Muchos de éstos implican procesos de diferenciacion celular y modulacion de algunos factores de
crecimiento celular, como es el caso de las células del miocardio. En estas células la adicion de
IFN provoca un incremento en su frecuencia de latido y fuerza de contraccion, lo que representa
un efecto sobre procesos de diferenciacion miocdrdica (10).

Sobre el sistema endécrino, el IFN-a induce la liberacion de cortisol de las glandulas
adrenales (65) y el IFN-y induce la liberacion del factor liberador de corticotropina (CRF,
Corticotrophin Relaleasing Factor) (38,43), y como consecuencia también induce la secrecién
de hormona adrenocorticotrépica (ACTH, AdrenoCorticoTrophin Hormone) (7).

Las células del sistema nervioso también pueden verse afectadas por la accién de esta
citocina. Asf, el IFN-a inhibe intensamente la proliferacion de astrocitos - (34);
contrariamente, el IFN-y promueve la maduracidn de neuronas en cultivo de ratén (59).
Ademds, esta citocina también tiene la capacidad para inducir la maduracién de astrocitos en las



t iniciales del d de la médul inal en h (22). Se desconoce el significado
de estos efectos antagonistas entre ambos IFNs Oftro estudio mostré que las tres clases de IFNs
pueden prevenir la muerte neuronal inducida por la deprivacion del factor de crecimiento
neuronal (12).

1.7 IFN on clinica

Inicialmente se utilizaron preparaciones crudas de IFNs en los ensayos clinicos para el
tratamiento de enfl dades virales y tumorales, las cuales se obtenfan de ultrafiltrados
sangull A Imente, las prep jones de IFN-a que se utilizan son de origen recombinante
y se utilizan en enfermedades hematoldgicas, oncolégicas y virales (44).

La leucemia de células falciformes fue una de las primeras enfermedades malignas en la
cual el IFN-a recombinante tuvo éxito en su total remisién (67) por lo que, actualmente esta
citocina constituye el tratamiento de eleccién para este mal. Su accion antiproliferativa en
otras enf dades no es tan potente; pero induce buenos hados en f imientos del tipo de
los linfomas No-Hodgkin, aungue con un grado de remision menor (24). En los Ultimos afios se
ha mostrado que varios subtipos de IFN-a son eficaces en el tratamiento del linfoma de células
T(42). En 1988 la FDA de los Estados Unidos (Food and Drug Administration) aprobé el emplec
de esta citocina como el i de eleccién en desdrdenes como las verrugas genitales y el
sarcoma de Kaposi (58).

Existen otros padecimientos que p ) una respuesta favorable al tratamiento con
IFN-a, enlre ellos se encuentran: trastornos de linfocitos B, mieloma multiple, papilomatosis
laringea, keratoconjuntivitis aguda por adenovirus, keratitis recurrente, hepatitis crénica B y
C. Recientemente el IFN-B fue aprobado para su empleo en el iento de la esclerosis
multiple (37,53).

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

1.8 Toxicidad del IFN

La descripcion de las propiedades antivirales y antiproliferativas mostradas por el IFN,
sugirieron su potencialidad como un agente (til en la terapéutica de un gran nimero .de
enfermedades virales y neopldsicas, con pocos efectos sobre el resto de las células del
organismo. Sin embargo, varios estudios mostraron que los interferones provocan efeclos
téxicos en varias estructuras.

En el caso del sistema inmune el IFN-« acelera el desarrollo de algunas enfermedades
autoinmunes y en otros casos aumenta la actividad de las células inmunes responsables del
rechazo de tejidos. Adicionalments, algunos estudios muestran que e! IFN-« conduce a una
supresion de la actividad proliferativa de la médula ésea, lo cual provoca leucopenia y
trombocitopenia (31).



Cuadro No. 2. Se muestran las indicaciones clinicas aprobadas para los diferentes interferones y
aquellos padecimientos en los que estén siendo actualmente ensayados.

L INTERFERON-« INTERFERON-3 INTERFERON-y I

Hepatitis cronica By C

Leucemia de células
falciformes

APROBADOS
POR LA FDA

Sarcoma de Kaposi

Recidiva y
remision de
esclerosis

Enfermedad
granulomatosa
crénica

Verrugas genitales
causados por
papilomavirus

multiple

Linfoma No- Hodgkin
Melanoma maligno
Cancer de vejiga
Tumor de colon
Infeccidon por HIV-1

ENSAYOS
CLINICOS

Carcinoma de
células basales

Tumores de rifidn
Lelshmaniasls

Leucemia mieldgena
cronica
Tumor de rifién

También el sistema nervioso es seriamente afectado por la accién del IFN. Varios
reportes indican que los pacientes tratados con las diferentes clases de IFN, mostraron
frecuentemente efectos indeseables tales como mialgias, dolor de pecho, entumecimiento,
parestesias de manos y pies, fotofobia, astenla, adinamia, fatiga, letargo, dolor de cabeza,
vértigo, ndusea, mareo, vdmito, anorexia, somnolencia, desorientacién, pérdida de peso,
calosfrios y fiebre (23,27,68). También algunos pacientes mostraron alteraciones
conductuales y en los patrones de suefio (3). Adicionalmente los pacientes tratados con IFN-a en
terapia anticancer(gena, padeclamn signos de desorientacidén espacio-temporal, lo cuales se

panaron de alt electroencefalogréficas del lipo de un incremento en la actividad
de ritmos lentos (70). Estos datos indican que el interferén interactda de manera alguna con las
células del sistema nervioso, aungue no indican el mecanismo involucrado en esta accion.
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CAPITULO Il. ANTECEDENTES

2.1 o] de ia relacién de {os IFNa con el Sistema

Nervioso Centrat

€1 cerebro esta f i islado del si i debido a la carencia de vasos
linfdticos y a l1a pi ia de la b h t tdlica, ia cual impide la penetracién de

linfocitos y anticuerpos circulantes al cerebro. Sin embargo, resulta incongruente sugerir que
ambos sistemas, de una importancia vital para la fisiologia del arganismo, trabajen
independientemente uno de otro. Tal incongruencia dio inicio a lineas de investigacién que
lnlenlavon definir tanto fas posables v(as de comunicacién como el i de accién
lucrado. La modulacién del por medio de i U dutadora

recibié gran atencion. Sin embargo, la modulacion del sistema nervioso por sustancias con
origen en ef snstema mmuna, como es el caso del IFN, no recibié tanta importancia como la

A it existen datos muy significativos que apoyan la existencia de
una comunicacion rec(proca entre estos dos sistemas, lo que confleva a una modulacién muy
especializada entre ellos (Fig. 6).

Fig. 6. La relacién funcional que se establece
entre ef SNC y el Si se fogra gracias a la accién
de varios compuestos de origen neural e
inmune. En este esquema, se muestran las
diferontes vias de comunicacién enire ambos
sistemas. Asi an 1 se refiere a la accidn de los
neuroreguladares (NAs) sobre las células
inmunes, mientras que 2 describe el efecto de
fos inmunorreguladores {IRs) sobre ef SNC.
Con of nimero 3 se representa la accién
mediada por. nervios que el cerebro ejerce
Monackas Timo sobre los dilerentes 6rganos del sistema
E‘a"ﬂ o8 4=+ Hazo inmune. Finalmente, los productos microblanos

y suslancias tdxicas pueden inducir ja sintesis
SISTEMA INMUNE y liberacion de inmunorreguladores, ya sea por

células det Sl o por células del SNC (4).
Productos Mictoblanos
" {Toxinms, Lesk n d




11

Uno de los hallazgos que |n|ciaron al estudio de la inleraccién del interferén con ) SNC,
se relaciona con las alt ir l6gicas observadas en sujetos que se encueniran bajo
condiciones de estrés (62). En estos individuos, la capacidad de respuesta inmunoldgica se
disminuye y presentan una reduccion tanto en la actividad de sus células NK, como del IFN-y
secretado por linfocitos T. En algunos casos se observa una reactivacidn de infecciones por
herpes virus (16). La variedad de efectos inmunolégicos que estos sujetos presentan, depende
en gran parte de la naturaleza del agenle estresante (16). Estos datos implican la existencia de
una comunicacién enire el cerebro y el sistema inmune (S!), ef cual a su vez, ejerce una
influencia sobre el cerebro (50).

Adicionalmente, los efectos colaterales mdeseables observados durante la terapia
anticancerigena con IFN-« tales como; mialgi ientos, p ias de manos y pies,
fatiga, nauseas, vomilos, conlusién, anovexna pérdida de peso, calostrios y fiebre (23,27,68),
sugerian efectos provocados por una accién directa det IFN-a sobre ef SNC. Las caracteristicas
de estos efectos sugirieron una accién de esta citocina sobre nucleos sensoriales, motores y del
sistemna fimbico.

El primer reporte que mostré un efeclo electrofisioldgico del IFN-n sobre células
nerviosas, lo publicaron Calve! y Gresser en 1979, Estos autores analizaron el efecto de esta
sustancia sobre la actividad espontdnea y provocada de las neuronas de la corteza cerebral y
cerebelar de galos recién nacidos. Ademds de incrementar fa frecuencia de descarga de las
neuronas, el {FN-« Indujo descargas en ralaga, Estos efectos se prolongaron durante horas.
Cabe mencionar, que estas acciones sélo incluyeron a fa frecuencia de descarga, sin
modificacién aparente de ia morfologia de las espigas registradas (28). En el caso de la
actividad provocada, el (FN-a disminuyd la latencia y la intensidad del estimulo umbral; asi
como su duracién. En este caso, lampoco modificé fa amplitud de los potenciales eléctricos
provocados .

Un afio despusés, Blalock y Stanton, describleron que la adicion de IFN-a a cultivos
celulares de miocardio de ratén, provoca un aumento de su frecuencia de latido (10). En ese
mismo afio, Blalock y Smith intentaron mostrar que existfa una relacién estructural y biolégica
entre el {FN-a humano, y compuestos derivados de la propiomelanocortina {precursor
hormonal), tales como la corticotropina (hormona que estimula a la corteza suprarrenal), la
melanotropina {estimula a los melanocitos de la plel), y las endorlinas {polipéptidos
cerebrales con actividad opioide} (72). Esta relacién surgié como consecuencia de sus
hallazgos, los cuales mosiraron que el suero anti-a-corticotropina, anti-a-melanotropina y
anti-y-endorfina, neutralizaron la actividad de! IFN-a, pero no la actividad del IFN-{, e! cual
as estructuraimente diterente; mientras, que el suero anti-IFN-a, neutralizaba fa actividad de
fa corticotropina. Contrariamente, antisueros de hormonas polipeptidicas que no muestran

, relacion estructural con la corticotropina y fas endorlinas; como el ‘suero anii-hormona
{uteinizante y el anti-hormona foliculo-estimulante, no neutralizaron la actividad de} |FN-a
(9). Blalock también mostro que los linfocitos que son estimulados con inductores de IFN-o son
capaces de producir corticotropina y sustancias tipo endorfmas (71).

Este estudio mosiré que el IFN-a comparte sitios antigénicos, o determinantes anligémcos '
comunes, con la comcoiropina y las endorfinas, lo que sugerirfa que el IFN-a podia ejercer sus
efectos en el sistema nervioso por medio de fa unién a recep(ores opioides como |o hacen las
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endorfinas,

En 1981, esos mismos autores, on que la aplicacion i bral de IFN-a.
humano en ratén, causd potentes efecios opicides similares a los endorfinicos, como son:
analgesia, disminucién de la lecomocidn esponténea y caiatonla Todos estos efectas fueron
bloqueados por la naloxona, un potent pioide (8). Ni ef IFN-§ o e! IFN-y
ejercieron tales efectos, lo que (ndu:o una clara diferencia de la actividad bioldgica entre estos
{FNs, la cual esta determinada por su estructura,

El andlisis de la interaccion del IFN-a con el sistema nervioso, implicaba {a necesidad
de realizar registros de la actividad electrofisiolégica a nivel cefular y comparar fos efectos
ragistrados en varios sitios del SNC. Inicialmente se realizaron estudios de actividad unitaria
{registro de ia actividad eléctrica de una sola célula), de neuronas de corteza cerebral y de
tdlamo medial, con administracion microiontoforética (aplicacion del férmaco en la inmediata
vecindad de la célula que se registra) de IFN-a (61). Los resultados mostraron que el IFN-o
provoca una aumento dosis-deperdiente en la frecuencia de descarga eléctrica de las neuronas de
{a corteza cerebsal de rata. Estos efeclos se panaron de una disminucion en la amplitud det
polencial de accién, también de una manera dependiente de la dosis. Sin embargo, la mayoria de
fas células tatdmicas no respondieron a la aplicacion de IFN. Todo ello sugiete que esta citocina
ejerce su efecto selectivaments en clertas neuronas. Las acciones sobre el potencial de accidn
indican un efecto inespacifico del 1FN-o sobre algunos P es de la b celular, de
manera semejante a lo que ocurre cuando se aplican fdrmacos opioides (66). Tal observacién
tortalecfa la idea de que e IFN-o ejercla sus sfectos en el SNC a través de receptores opioides.

Mas adelante, en 1983, ese mismo grupo de invesligacidn traté de describir ta posibte
interaccion del (FN-a con neuronas del hipotdlamo ventromedial (VMH) vy neuronas dei
hipocampo dorsal (Hipp), asl como determinar {as caracteristicas dosis-dependiente de la
aplicacion microiontofordtica de diferentes dosis (corrientes) de IFN-a. Los resuitados
mostraron que ef IFN-a {1 x106 Ul/mi) aplicado con 20, 50 y 100 nA, provocé un incremento
de larga duracién de la actividad de Jas neuronas hipocampales de maneara dosis dependiente.
Contrariamente, las neuronas del hipotdlame mostraron una respuesta mixta, es decir algunas
r fieton con un to y otras lo hicieron con un decvememo de su actividad espon(anea
La dosis més alla de IFN-q provocé un bio en la morfologia de los pc iales de accién de
ambas estructuras. Estos resultados son similares a los encontrados -después de la aplicacion
microiontoforética de opioides en el hipocampo {32) y por la aplicacion sistémica de opicides en
VMH {14). Tales hall ) te favo la idea de que of IFN-a ejetcla sus efectos

por media de la union a recsplores opioides.

En un estudio posterior, se repontd fa capacidad del IFN-o humano para unirse a
receptores opioides in vitro , en una preparacion de cerebro de ratén (8). En este experimento
el IFN-a desplazd a la 3H-dihidromotfina de su unidn estereoespecifica con su receptor,
Ademds, {a citocina mostré una potente actividad tranquilizante y analgésica, simitar a ta
provocada por endorfinas. Todos estos efectos fueron bloqueadas por ef p mienlo con
naloxona, sugiriéndose una vez mds, una unién del (FN-a humano con receplares opioides,

Otras autores reportaron que la administracion de (FN-o en ratas dependientes a la'
morfine, reduce y modifica el sindrome de abstinencia opioide desencadenado por fa
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administracién intraperitoneal de una dosis de 1 mg/kg, de naloxona. Posterior a estos estudios
surgié la necesidad de determinar tanto electrofisiolégica como farmacoldégicamente la
interaccion del IFN-a con los receplores opioides. Un primer experimento, utilizé la
prep ién de si nervioso entérico de ileo de cobayo, cldsica en el estudio y descripcién
f logica de los ismos opioides (26). El empleo de este delo ha permitido la
caracterizacion de varios receptores opioides y el estudio de las interacciones con sus agonistas.
La aplicacién del IFN-o en el ileo de cobayo mdup un incremento en la excitabilidad que se
tradujo en un aumento de las contracciones elé te inducidas, lo cual fue resistente a la
adicién de naloxona. Esta accion es contraria a la observada después de la aplicacion de opioides.
Posteriormente se realizaron registros extracelulares con la aplicacion microiontoforética en
células de corteza cerebral de rata. Se realizé la aplicacién aislada y simultdanea de IFN-q,
morfina y naloxona, sobre estas neuronas {64). La citocina indujo un aumento en la actividad
espontanea de las neuronas de la corteza; mientras que la morfina indujo el efecto opuesto, es
decir, un decremento en su aclividad espontanea, el cual se revertia con la aplicacién de
naloxona. Tal reversion no se realizé sobre los efectos provocados por el IFN-a. Finalmente, la
aplicacién simultdnea de IFN-a y morfina, produjo acciones idénticas a las observadas después
de aplicar uni te el IFN-a, bloquedandose el patrén de respuesta de la morfina, Los
resultados indican, que aunque el IFN-a induce efeclos similares a la morfina, estos no son
consecuencia de una asociacion con receptores opioides (64).

Estudios realizados empleando una técnica elect falografi t Y que la
aplicacién |n(vaper|loneal de IFN-a induce efectos en la mayoria de las estruclums nerviosas.
Una sola ad i6n de esta citocina, en una dosis de 1500 UV/g, que es la dosis empleada en
clinica provocé un incremento muy importante en el voltaje y la frecuencia de todo el
elactroencefalograma, predominantemente sobre el hipocampo y la corteza sensorial; hasta 72
hr después de su aplicacién sistémica (13).

Con técnicas electrofisiolég algunos analizaron los efectos de 4 diferentes
preparaciones de IFN-a y 4 fracciones de IFN-ysobre neuronas de la corteza cerebral e
hipocampo dorsal en la rata (60). La aplicacién microiontoforética de todos los IFNs-a indujo
un incremento en la descarga eléctrica de las neuronas tratadas, con ligeras diferencias en la
intensidad de 1a respuesta y en el numero de neuronas afectadas, Tales diferenclas pueden ser
explicadas por factores farmacocinéticos de las preparaciones, mas que por factotes
farmacedinamicos. Estos efectos fueron dosis-dependientes y se presentaron tanto en las
neuronas hipocampales como en las corticales. Ninguna de las fracciones de IFN-y provocé
efecto alguno sobre eslas estructuras. Estos resultados confirmaron los efectos
electrofisiolégicos del IFN-o como consecuencia de fa accién de esta citocina sobre la b
celular de estas neuronas.

En un reporte posterior los mi autores on, con estudios condt |
electrofisiolégicos, que el IFN-o muesira una alta especificidad y/o selectividad tanto del sitio
de accién, como del mecanismo implicado para inducir los efectos antes descritos (15). Ademas
los estudios conductuales, que relacionaron al IFN-o con el sindrome de abstinencia a la
mofina, Indicaron que la adiccién oploide esta relacionada, al menos en parte, con el sistema
inmune y que un agente inmunomodulador, como lo es el IFN-a, afecta selectivamente la
actividad de neuronas del sistema nervioso (185).
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En 1987, Nakashima y colaboradores estudiaron el efecto del IFN-u recombinante
t sobre a actividad de las r del hipotalamo anterior, la regidn predptica (PO/AH)
y el hipotdlamo ventromedial (VMH) en rebanadas de cerebro. El propdsito consistia en
determinar si la fiebre y la pérdida del apetito, observadas en pacientes tratados con {FN-a,
resultaban de la accién de esta citocina sobre las neuronas hipotaldmicas implicadas en la
termorregulacion y la ingesta de alimento (51). El 76% de las neuronas de! PO/AH mostraron
bios en su fr ia de descarga con dosis de 10 a 1800 unidades/m! (respuesta
excitadora) y de 100 a 4400 unidades/ml {respuesta inhibidora). En el caso VMH, el IFN-a
provocé un incremento en la frecuencia de descarga. La apli imulta de nal
bloqued el efecto 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 accion del IFN-a; asi, 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°C) del medio. En esta células el IFN-a di yé la
actividad de las neuronas sensibles al calor e incrementé aquella de las neuronas sensibles al
frlo, 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
concentracidn de glucosa en la solucién.

Existen otras citocinas, tales como la interleucina 1 (IL-1) y el factor de necrosis
tumoral (TNF), que en conjunto con el IFN-a, han sido caracterizadas como pirégenos
enddgenos. Su aplicacién en forma sistémica o intracerebroventricular a conejos, gatos y
ratones, induce fiebre (2), probablemente por su accién a nivel hipotaldmico (51}, a través de
un mecanismo independiente de la concentracién extracelular de Ca2+ (52). Las acciones
antipiréticas de las citocinas 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 ias como la pre landina E {(19), cuya produccién y
liberacién se u.\.. en pr ia de IFN-a. Esta prostaglandina bloquea la respuesta a

dotoxinas y p | ios. Por otro lado, estudios recientes sugieren que el sitio de
accion de las cnocinas inductoras de fiebre y provenlentes del plasma sangulneo, puede ser,

ademas del hipotdlamo, el organum ter Este es un drgano
circumventricular que carece de barrera hematoencefalica y que esta |nvo|ucrado en el proceso
de duccién de las sefiales quimi en eléctricas para la produccion de la fiebre. Por

ejemplo, Shibata y cols. examinaron la respuesta extracelular de las neuronas de esta

estructura a la aplicacién de las citocinas pirogénicas, el TNF-a y el IFN-a en rebanadas de

carebro de cobayo (69). El 43% de las neuronas aumentaron su frecuencia de descarga,
que el 57% no presenté cambio alguno en su actividad.

También otras citocinas inducen acciones neurotéxicas simil a las provocadas por el
IFN-a. Por ejemplo, Fent mostré que la interleucina 2 (IL-2) produce efectos neurotdxicos,
como fatiga, debilidad, letargo y confusién (23). Posteriormente De Sarro y colaboradores
estudiaron los efectos conductuales y el electrocorticograma (ECoG) o actividad eléctrica
cortical, provocados por la aplicacién de IFN-a, IFN-B e IL-2 (18). El IFN-a en dosis de
1000 a 10000 Ul/kg, produjo “sacudidas de perro mojado” en la rata, seguido de un perfodo de
somnolencia, pérdida de fa actividad locometriz, con un aumento en la actividad de onda lenta y
en ocaslones con ondas de alto voltaje en el ECoG. Por su parte, fa administracién del IFN-§
carecié de alguno de estos efectos. Cuando el IFN-a se aplicé por via i.c.v. se observé un aumento
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en la sincronizacién en el ECoG, asi como un periodo de sedacion y/o sueiio en las ratas. Estos
mismos efectos se indujeron con dosis mucho menores, cuando el IFN-a o la IL-2 se aplicaban
dlreclamenle sobre el locus coeruleus. Mi que su aplicacién en el nticleo caudado,

po dorsal, ia nigra y VMH, no produjo efectos conducluales o ECoG significativos.
Es probable que la hipnosis observada durante las infecciones, sea también una consecuencia
del efecto central de las citocil El IFN-a aplicado en ratas i la fase No MOR (sin
Movimientos QOculares Répidos) sin modificar el sueiio MOR (18), este efecto como consecuencia
de una accion a nivel del locus coeruleus.

Esta eslruclum del tallo cerebral, interviene en la regulacion del suefio conductual y
grédfico; ademads, sus neuronas contienen «a-adrenorreceplores y receptores
oploldes Es probable entonces que estas clloclnas podrfan actuar a través de receplores
también incr do la conductancia de la t alion potasio, como lo hacen

los agonistas a-adrenérgicos.

En 1991, Katafuchi y col. mostraron que en ratas, tanto la inyeccidn i.c.v. (1x104 Ul},
como la iv. (3x104 Ul) de IFN-a  provocd un incremento a largo plazo, al menos de 60
minutos, en la actividad eléctrica de los filamentos nerviosos simpaticos del bazo (39). Estos
datos indican, que e! IFN-a alcanza varios sitios cerebrales, probablemente por su transporte a
través de los drganos circumventriculares. Estas estructuras carecen de barrera
hematoencefdlica y se encuentran cercanos al area venlricular.

En lo relacionado a la anorexia (pérdida del apetito} observada en los pacientes tratados
con IFN, ésta puede ser resultado de una accién en el hipotdlamo ventromedial VMH y/o el
hipotdlamo lateral (HL). El hipotilamo forma la porcién ventral del diencéfalo, éste se
relaciona con el telencéfalo basal rostralmente y con el mesencéfalo por su parte caudal. Rodea
al tercer venlr!culo y se encuentra por arriba de la gléndula pituitaria a la cual se une por
medio del tallo h ldmico. El hipotal estd conformado por dos grandes subdivisiones:
medial y lateral, este ltimo contiene un nucleo muy extenso pero mal delimitado, denominado
nlcleo lateral hipotalamico (47) (Fig. 7).

Periventricular

Dorsomedial
Trigona

Paraventricular,

Hipotulamico

Anterior Hipotslimico
S Lateral
Cintitla s sptic
Optica upradptico
Avqueado  Ventromedial
Fig. 7. Representacién esqueméllca que la r' i6 témica que
guardan los diferentes nucl hip i Se a la localizacién y

extensién del hipotdlamo lateral, sitio registrado en este traba}o
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Desde el punto de vista funcional, el hipotdlamo interviene en la regulacion de la
secrecion de la hipdfisis anterior, en ef balance de agua, en la regulacién autondmica (confrol de
los mecanismo simpaticos y parasimpaticos), de la ingesta de alimento y fa sed, en la
reproduccion, ta mediacidn de los i de reft fento y 1a g ién y modutacidn de
los ritmos circadianos (47). En of HL se controla Ia sed por medio de microcircuitos regulados
por osmo-receptores, y ef apstito por circuilos conformados por neuronas sensibles a la
glucosa. Et hambre y la sed, junto con otras tunciones, estan controladas y distribuidas por todo
el HL, el cual se tra ady al hipotalamo ventromedial (HVM) (Fig 8).

Fig. 8. Seccién transversal a través de hipatalamo de rata, en donde se ilustra el
arreglo de las dendritas y axones. 1) Las dendritas del HL se extienden en
direcciones mediolateral y dorsoventral. 2) Las dendritas largas del HVM se
extienden en todas direcciones desde el micleo. 3) Las pequehas neuronas
bipolares det arqueado (Ar) se sliian adyacentes al tercer ventiiculo, junto a la
eminencia media (ME).

14 4

Los nticleos hip icos ventr diales y ent neuronas sensibles a
pardmetros metabdlicos enddgenos, tales como los niveles de glucosa, insulina y acidos grasos
que participan en el control de la ingesta de alimento y ef balance energético. Por esta razén, la
estimulacion de fa regién lateral def hipotdlamo provoca un incr > en la ing de
alimento, fendmeno conacido come hiperfagia,

les i

Par otro lado, la estimulacién de los centros ventromediales resulta en la saciedad
completa del animal, el cual se rehusa a comer; a este fendmeno se le denomina hipotagia. Por
el contrario, si se lesiona cualquiera de eslas areas, se presenfan los efectos opuestos a la

timulacién de las mi Debido a ello, el HL es considerado como ol centro del hambre,
mieniras que HVM constituyen el centro de la saciedad (30). Cabe sefialar que no sélo &l

1 tambhid

hipotdlamo influye sobre fa ing de ! 1 ofros centros nerviosos participan en
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esta funcion.

Hori y Nakashima describieron que las neuronas del HVM que responden a los niveles de
glucosa son sensibles al IFN-a (33). Recientemente, se cbservd que el sitio probable de los
efectos anoréxicos del IFN-ac es el hipotdlamo lateral (63).

Autores como Plata-Salaman y col. analizaron también el papel del IFN-a en la
regulacién central de la ingesta de alimentos. Sus resultados mostraron que la microintusion
i.c.v. de IFN-a produjo una reduccién tanto en la ingesla, como en fa cantidad de la comida y en
su duracién; mientras que la frecuencia de ésta se vié ligeramente incrementada (57).

Ademas del control de las funciones vegetativas y enddcrinas, el hipotdlamo ejerce

sobre el comp i emocional de animales y seres humanos. Por ejemplo, la
estimulacién del HL no sélo provoca sed y hambre, también se aumenta el nivel general de
actividad del animal, conduciendo a veces a reacciones de célera y fusia. Por el contrario, la
lesion de esta zona provoca una pasividad extrema, acompafada de la pérdida de la mayoria de
sus impulsos (30).

€l mecanismo de accién por el cual el IFN-a interactia con las neuronas para inducir
todos estos efectos, es atin desconocido. Sin embargo, podemos afirmar que esta interaccion
implica una accién sobre la excitabilidad neuronal de las células del hlpola’lamo. Los etectos
gendmicos (relacionados con los genes) de esta citocina, involucran mecanismos de largo plazo
que tardan horas y dlas en if que los efectos sobre la itabilidad celular,
s@ presentan en cuestiones de segundos. minutos cuande 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 a los estimulos y transmitir esta respuesta. Este fendmeno 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 fisiolégicas y de
reposo, este nivel se aproxima a un valor de -90 mV, con negatividad en e! interior y
positividad en el exterior de la membrana celular. Cualquier procedimiento que ir nte o
decremente esta diferencia de potencial, modificara el nivel de excitabilidad celular. Entonces,
aquellas sustancias que reduzcan la diferencia de cargas; es decir, que despolaricen a la
membrana, provocardn un incremento en la excitabilidad, lo contrario ocurrird con aquellas
que incrementan, hiperpolarizen, tal diferencia de cargas. Los fendémenos de despolarizacién e
hiperpolarizacién, son consecuencia del paso de iones a través de sitios especificos de la
membrana célular. Estos sitios descritos como canales i6nicos, muestran una ¢inética muy
caracteristica y peculiar para cada uno de ellos y en general, son comandados por sefales y
sustancias en forrna muy especifica (35).

Desde el punto de vista eléctrico el IFN-a es capaz de inducir un incremento o un
d ito de la fr ia de descarga de las neuronas hipotalamicas, lo que a un nive! celular
se asociaria a un cambio en el grado de excitabilidad y como consecuencia en el nivel de!
potencial de membrana de la célula. Sin embargo, los ismos a nivel de la membrana
tesponsables de tales efectos de! IFN-a son ain desconocidos. Es probable que en ellos se
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pr de clerre y apertura de les iénicos, lo cual determinaria
que algun idn penelre o deje de penetrar al interior de 1a célula. Tal cambio en la permeabilidad
iénica, provocard modificacisnes 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
tendra que rel con un pl > a nivel de membrana que involucre una modificacion en
algin tipo de canal, el cual a su vez, provocara efectos de corta latencia y larga duracién sobre
el nivel de excitabilidad celular. Un candidato ideal en este proceso son los canales de calcio,
debido a que la modificacién en su cinética molecular, puede provacar efeclos muy similares a
los observados con la administracion de esta citocina.

Los canales de calcio son prolelnas de alto peso molecular que se incrustan dentro de la
capa lipidica de todas la membranas celulares formando un poro acuoso (73). En términos

les, éstos se agrupan en dos lipos; los canales HVA (Canales que se activan con voltajes
altos) y Ios LVA (Canales que se activan con voltajes bajos). La apertura de estos canales, la
cual depende del grado de polaridad de !a membrana celular, provoca un incremento en la
concentracién intracelular del calicio libre, lo que desencadena toda una cascada de eventos
bioquimicos que culminan con la modificacion de la funcién celular (Fig. 9).

Fig. 9. Los canales de calcio de tipo HVA estdn conformadas por diferentes
componentes los cuales varian dependiendo del tejido que se trate, Esta
representacion de un canal neural, muestra los componentes ap, a2, B, 6, y la
proteina sensora de voltaje que en este caso es una proteina con un peso
molecular de 95 kDa. El canal por donde atraviesa el ién calcio esta conformado ..
por la proteina a4p. )

Varios estudios han descrito que la concentracion intracelular de calcio libre consmuye
el mecanismo mas importante que modula la expresién funcional, el desatrolio. y la
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diferenciacion celular. Muchos de los factores hormonales y de crecimiento que modifican alguno
de los parametros que definen el crecimiento y diferenciacion celular, actian a través de
madular 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-a lo constituye la serie de los canales de
cakio de las células hipotdlamicas laterales.

Estas hipotalami [ les estdn ladas con fibras longitudinales
del haz prosencefdlico medial, el cual se origina en diversos sitios extra e intrahipotalamicos.
Sus axones se orientan perpendicularmente a las fibras del haz, realizando contactos sindpticos
con algunas de éstas. Estas células se agrupan en una forma muy difusa, por lo que no forman

icleos compactos ni estr estralificadas como ocurre en otras regiones cerebrales, En la
Fig. 10, se muestra la posicién de tales neuronas.

Fig. 10. Corte sagital del HL. EI area dentro del cuadro indica la region
hipotalamica que esta amplificada, 1) La mayorfa de las neuronas de! HL se
encuentran perpendiculares a! haz prosencefdlico MFB. 2’ Algunas de las
neuronas localizadas en la parte ventral, se encuentran paralelas a} haz. 3) La
complejidad de |a ramificacién dendritica 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 esférico y se va adelgazando

hasta terminar en dos o tres dendritas. Sus didmetros varian entre menos de 10 hasta 50 pmo - .

més. Las neuronas del hipotdlamo lateral (HL) y el hipotdlamo ventromedial (HVM) tienen
dendritas relativamente rectas, sin ramificaciones hacia el tallo cerebral, Estas pueden medir
desde 100 hasta 600 um (45) (Fig. 11). .



>
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Fig. 11 Cinco somas nedronales de HL localizados en la misma seccién horizontal
de una rata de 25 dlas de edad. Nétese la diferencia en tamaiio y forma.
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CAPITULO |Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

El IFN-a provoca efectos electrofisioldgicos en varios grupos celulares cerebrales,
incluyendo al HL. Estos efectos resultan de una ir idn con la b celular y traen
como consecuencia una cambio en el nivel de excitabilidad y en la frecuencia de descarga de las
mismas neuronas. La accién sobre el HL se traduce conductualmente como una pérdida del
apetito. El mecanismo celular implicado en este efecto es atin desconocido. Varias observaciones
sugieren una accién mediada a través de canales de calcio, situacion que intentaremos analizar
en el presente trabajo.

OBJETIVOS:

1. Caracterizar el efecto del IFN-a humano sobre la actividad eléctrica de las neuronas del
hipotdlamo lateral en rebanadas de cerebro de rata. .

2. Describir la relacién entre el efecto Inducldo por el IFN ay la respuesla hslologlca de
la membrana celular hacia dos r el glutamal0'
{GLU} y el dcido gama-amino-butirico (GABA).:. :

3. Determinar el efecto del IFN-a sobre la dlnémlca e lnlensldad de las coryienlas de cﬂlclo
en registros de fijacidn de voltaje en porciones de membrana (Patch- Clamp)

HIPOTESIS:

Si los efectos sobre la excitabilidad celular, ejercidos por el IFN-a; estdn mediados por
su interaccién con los canales de calcio, entonces la aplicacién de esta citocina provocars un
cambio en las corrientes de este idn, Esta’ accidn Induclra cambios en la respuesta de estas
células hacia algunos de sus neurotransmlsores S R



CAPITULO {V MATERIALES Y METODOLOGIA

1 Material Blolégico.

Para la realizacién de los experimentos se utilizaron 60 ratas machos adultos de la cepa
Wistar, con peso entre 180 y 220 g, provenientes del bioterio de la Facultad de Medicina de la
UNAM, CU. Estos animales se mantuvieron en cajas de acrilico individuales, con acceso libre al
agua y alimento (Purina Rat Chow) durante al menos 15 dlas antes de la fase experimental.
Durante su habituacian en el laboratorio, los sujetos se expusieron a ciclos de luz-obscuridad de

14-10 hrs., y temperatura controlada a 25 + 2 °C.

2 Material quirdirgico.

o * s o

Pinzas de diseccion

Pinzas gublas (para cortar hueso)
Tijeras rectas largas

Espatulas de acero inoxidable
Bisturi

3 Material bdsico

« % s 8 % os s e e

Vasos de pp de 100, 250 y 500 mi
Cajas de Petride 10 cm de didmetro
Pipetas graduadas de 1y 5 m!
Frascos Marlotte de 3000 mi
Microjeringas Hamilton de 50 pi
Micropipetas Eppendorf de 100 pl
Termémetro Taylor de 100°C
Gasas :

Capilares GC120F-10 Clark Electromedical Instruments.

4 Reactivos

* Cloruro de sodic NaCl (J.T. Baker)

* Cloruro de potasio KCI (J.T. Baker)

* Fosfato didcido de sodio monohidratado NaHPO4H,O  (Merck)
* Sulfato de magnesio heptahidratado MgS0,.7H.0 (Merck)

* Cloruro de calcio  CaCla (Merck)

* Carbonato de sodio NaHCOj (J.T. Baker)

* Dextrosa anhidra  CgM120g (Productos Quimicos Monterrey)
* Colorante Fast Green FCF (Sigma Chemical Company)

* Acido L-Glutémico (GLU) (Sigma Chemical Company)

* Acido Gama-amino-butirico (GABA) (Sigma Chemical Company)
* IFN-a humano recombinante, liofilizado (Immnuno Modulators

Laboratories, Inc. Corporate Stafford, Tx 77477).

* Cloruro de Casio CsCl (Sigma Chemical Company)
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* HEPES (Calblochem Company)

* Glucosa (Sigma Chemical Company)

* Gluconato de Cesio (Sigma Chemical Company)

* Tetrodotoxina TTX { Sigma Chemical Company)

* Acido etil-glicol-aminoetil-tetra-acético EGTA (Sigma Chemical COmpany)
* MgATP (Sigma Chemical Company)

* GTP (Sigma Chemical Company}

* Albdmina (Sigma Chemical Company)

5§ Soluciones.

SOLUCION RINGER-KREBS-HENSELEIT.

La composicién de la solucidn Ringer en mM, fue la siguiente: 124 de NaCl, 5. 5 de KCI, 1.24 de
NaH,PO, H,0, 2 de MgS04.7H;0, 1.5 de CaCl,.6H20, 26.0 de NaHCO3 y 10.0 de dextrosa. El pH
de la solucién oscilé entre 7.38 y 7.52 y la osmolaridad de 290 a 310 mOsm. La solucién se
oxigend con una mezcla de 95% O + 5% de CO;.

El Ringer utilizado en e! registro de fijacién de voltaje en porciones _de membrana, con una
configuracién de célula entera para corrientes de calcio, tenia la siguiente concentracién en
mM: NaCl 150, CsCl 3.0, CaCl, 2.5, Glucosa 10.0, HEPES (compuesto amortiguador) 5,0, La
solucién contenfa ademds 1 um de un agente bloqueador de canales de sodio, en este caso se -
ulilizé la tetradotoxina (TTX). El pH oscilé entre 7.3 y 7.4, y en caso necesarlo se ajusté con
con NaOH 1N. La osmolaridad fue de 300 a 315 mOsm. y és!a so ajuslo al agvegar més o menos )
HEPES. ; ; -

Solucidn de llenado para el electrodo de registro de lilacidn' da:\'/oha:]a en porciones de merhbranh
en mM: Gluconato de Cs 130.0, NaCi 10.0, EGTA 10 mM. HEPES 5.0, MgATP 4.5, GTP. 0.1, pH
de 7.3 a 7.4 y osmolaridad de 310-325 mOsm,

El IFN-a se disolvié en una solucién de albumlna al 2 % en agua bidestilada, paravlogralr
una concentracion final de 1 500 U, en 45 pl. Tanto el GLU como el GABA fueron’ dlsuellos en
solucidn salina al 0.9% y aplicados en iones que :

6 Equipo

* Teletermdémetro de 40°C Modelo 43TA. (Yellow Springs
Instrument Co., Inc.)

* Estirador de pipetas vertical Modelo 700 C. (David Kopf
Instruments Tujunga, California)

- * Osmdmetro (Precision System Inc. Sudbury. Mass.)

* Vibrotomo de 110 V (Campden instruments LTD.}

* Microscopio invertido Modalo IMT2 (OLYMPUS OPTICAL CO ©LTD)

* Micromanipulador Modelo MX300R (Newport)

* Recirculador con termostato (B & T Circon, England)

* Preamplificador Grass Modelo P511K (Grass Instruments Co.)

* Audio monitor Modelo AM8B (Grass Instruments Co.)




* Osciloscopio de 2 canales Modelo 2225 (Tektronix)

* Computadora

DRI

Amplificador Axopatch 2A (Axon Instruments).

C dor anldgico-digital Digidata 2A (Axon |
Micromanipulador neumdtico (Stoelting).
Microforja térmica (Narishige)

Estirador vertical de 2 etapas (Narishige)

s).
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7 Preparacién del corte de tejido

Et anima! fue sacrificado por dislocacién cervical, inmediatamente después con un
bisturi se hizo un corte en el cuero cabelludo, a lo fargo de la jinea media de {a cabeza, para
dejar ai descubierto el cranec. Con las tijeras se realizé un corte a nivel de la columna
vertebral cervical y con ayuda de las pinzas gubias se rompid y se retiré el hueso del crdneo
para descubrir el cerebro. Este fue extraido cuidadosamente de su fugar con la ayuda de una
espdtula.

Posteriormente, el cerebro se \rasladé a una caja de Petri, la cual contenfa una gasa
fwimeda con solucién Ringer-Krebs-Henseleit a 4°C. Se colocé el cerebro en posicion dorsal y se
hizo un corte en fa parte posterior, anterior, dorsal y laterales de éste, con ef propésito de
eliminar lo mas posible las estructuras que rodean al hipotdlamo. Se obluvo entonces un pequeiio
blaque cerebral que contenfa al hipotalamo. Este tejido se transtirid a la base de la cdmara de un
vibrotomo gue contenia solucién Ringer-Krebs-Henseleit a 4°C oxigenada con 95% O, y §%
CO3. Todo este procedimiento se realizé en menos de 3 minutos para reducir al maximo fa
muerte neuronal por hipoxia.

El bloque de tejido se fij6 sobre la base de la camara del vibrotomo con un pegamento de
clanoacrilato. Después, se procedio a realizar cortes coronales con un grosor de 400 um para
ger aquséllas rebanad; de tepdo donde se localizara e} HL. Con la ayuda de una espatula de

la rebanada sel se firié a 1a ca de registro, colocdndose sobre un aro
con malla de nylon, el cual sirvié como soporte af tejido; ademas, de permitir {a circulacién de
la solucidn Ringer por encima y por debajo de la rebanada. L.a cémara de registro se conectd a un
sistema de perfusién, que le permitia tener un flujo constante de 1.5-2 mi/min, de solucidén.
Gracias a una bomba de recirculacién térmica, la solucién se calentaba hasta alcanzar una
temperatura de 35 a 37 °C, evitando con ello el perfundir una solucién tria y provocar un
choque térmico en las neuronas. E) volumen de {a solucién siempre se mantuvo constante dentro
de la cd Lat fura se determiné en cada momento, por medio de un teletermémetro.
Se equilibro la rebanada con su solucién durante una hora en tales condiciones, con el propdsito
de darle tiempo para estabilizarse y recuperarse del trauma de) procedimianto.

o,

8 Preparacién de micropipetas,
Pipetas para el registro extracelular

Las micropipetas se prepararon durante el tiempo de recuperacién del tefido. Se
colocaron los capilares en el estirador de pipetas vertical con una temperatura y peso de)
sofenolde suficientes para obtener pipatas con una punta de aproximadamente 'de 1.0 a 2.0 jm, ::
Posteriormente éstas se llenaron con una solucién 4 M de NaCl con . colorante verde rdpido en
una concentracién saturada. Esta solucién sirve como puente entre el tejido y el electrodo, Ya
lista la pipela, se le introdujo un alambre de pla\a y se colocé en el m)cromampulador para dar ./
inicio al registro. : ;
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Pipetas para el registro de la fijacién de voltaje en porciones de membrana celular.

Estas pipetas se prepararon en el estirador verlical de dos etapas, el cual inicialmente
proporciona una temperatura y una luerza suﬂclenle para pvoducur un adelgazamiento del 90%
del grosor de la pipeta, sin fi la. Pc el sélo una fuerza, sin
calor, la cual fractura en forma honzomal ala porcnén mds delgada de la pipeta. Estos eleclrodos
s para eli idad o irregularidad capaz de per la
celular. El pulido se realiza ba|o mspecc»én visual en una mlcrolona con una bobina caliente de
tungsteno, La punta de la micropipeta finalmente ai un di o de aproximad: 4a8
um  (Fig 12).

Estas micropipetas se llenaron con la solucidn interna antes mencionada. Unicamente se -
utilizé una mlcroplpela de esle llpo por cada intento de registro. Una vez que una micropipeta - -
esluvo en lacto con i diferente a fa solucién, su capacidad para asociarse a
la membrana celular se plerde. por lo que es necesario desecharla y utilizar una nueva. Una

sesion de registro puede utilizar tantas como 100 micropipetas de éstas.

9 Registro de |a actividad unitaria extracelular de ias neuronas

La cdmara de registro se colocé sobre la platina del microscopio invertido, gracias al
cual se localizé visualmente el drea donde se realizaria el registro. Después, con los tornillos
milimétricos del micromanipulador se colocé la micropipeta sobre la superficie del tejido.
Posteriormente, con los tornillos micrométri 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 registré la actividad eléctrica de sélo una neurona
durante un periodo de 15 minutos {actividad basal). Al final de los cuales y utilizando una
microjeringa, se aplicé una dosis de 1,500 Ul de IFN-a recombinante humano disueltas en un
volumen de 45 pul. Este IFN-a se mantuvo en la solucién del bafio durante 5 min, para
posteriormente perfundir nuevamente al tejido. El registro de la actividad unitaria se continud
durante los 40 minutos siguientes a la aplicacién, para obtener un total de 60 min de registro.
En otros experimentos se adiciond un volumen de 45 pl conteniendo ya sea GLU o GABA en
concentraciones de 0.01 a 1M durante 5 min. Estas aplicaciones se realizaron tanto antes de
suministrar el IFN-a como 30 minutos después de su aplicacién. Los ef observados por la
aplicacion de IFN-a fueron comparados con llos obtenidos después de adicionar una solucién

q

de albimina al 2%. En estas condici tales regi fueron considerados como controles.
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Los potenciales eléciricos de las neuronas fueron capturados inicialmente por el
microelectrodo para ser enviados, a través de una sonda de alta impedancia, hacia un
preamplificador, cuya salida ali ba un audiomonitor, un osciloscopio y un convertidor
analdgico-digital. Este ultimo formaba parte de un sistema de analisis de tal actividad y cuyo
elemento principal, lo compone una computadora Alton/Plus,

10. Registros de fijacién de voltaje en i de b

[

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

t:lpeta de

impieza
rebanada
de cerebro

presién positiva l
de expulsidn

resion negntiva
ge succion. l &

FIG. 13, El procedlmuento béslco para realizar registros de patch-clamp en
rebanadas de hipotdlamo, lica inicialmente el limpiar la superficie de la
neurona ullllzando la expulstdn de solucién externa a presién positiva, y la
absorcién de los detritus con una presién negativa, tal como se muestra en el
presente diagrama.
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Entonces se acercé a esta superficie una micropipeta pulida para realizar un sello de alta

ia.. Durante esta aproximacién se inyects un pulso de voltaje de aproximadamente 20

volts, 20 mseg y 5 Khz, a través de la pipeta. Tal pulso fue detectado en forma te en la

pantalla de! osciloscopio. Cuando la micropipeta tocd a la superfice celular el tamafio del pulso

se redujo, indicando un i o de la resist ] al formarse el sello, el pulso
d i0 | te, debido a la gran resistencia en la punta de la pipeta.

Lo
ia, Fir

Ld P

La formacién del sello de alta resistencia indicé el momento necesario para fracturar un
pedazo de membrana y poner en contacto el liquido intracelular con la solucién interna de la
micropipeta (Fig.14).

acercamiento
a laneurona

———e

-

* succidn ligera

resistencia

—

—_

ruptura de
la membrana

‘ sello de alta

FIG. 14. El inicio del registro de corrientes en porciones de membrana aislada
(Patch-Clamp), requiere de la formacién de un sello celular de alta resistencia;
para ello, es necesario acercar una pipeta recién elaborada a una porcién limpia
de la membrana celufar. Posteriormente, cuando el sello muestra propiedades de
una resistencia muy alta, utilizando un vibrador de alta frecuencia, se rompe la
porcidn interna de esta membrana celular.
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Una vez formado el sello de alta resistencia, se inicié el primer tipo de registro de
Patch-Clamp, fijando el potencial de membrana de la célula en -80mV y se aplicaron pulsos de
varias intensidades, para activar las corrientes de los diferentes iones que condicionan la
excitabilidad celular. Estos registros sirvieron para caracterizar las diferentes corrientes
i6nicas. Posteriormente, con la aplicacién de soluciones con diferentes composiciones idnicas,
se eliminaron aquellas corrientes no requeridas para el objetivo del expetimento. Por ejemplo,
con el empleo de Tetrodotoxina, agente bloqueador especifico de los canales de sodio dependientes
de voltaje, se obtienen corrientes en las que no participa este ion.

Inicial te se d inarcn las corrientes de calcio por medio de la aplicacién de
pulsos de intensidad creciente en 10 mV, con duracién de 200 mseg, y una frecuencia de 5§ HZ.
Estos pulsos se iniciaron en 10 hasta 120 mV. En estos experimentos se utilizé Tetradotoxina y
CsCl para eliminar las corrientes de sodio y potasio, respectivamente, Cada uno de estos pulsos
de asocié a un tipo especial de corrientes de calcio. Posteriormente, esta estimulacién se
repitid, tanto en presencia de una dosis de 25 pg de IFN-a recombinante humano, como despusds
de eliminar este IFN-a de la solucién, lo cual se logra lavando la rebanada. La aplicacién de los
pulsos de intensidad creciente se realizaron con el propdsito de determinar el valor del voltaje
en el cual el IFN-a ejerce un efecto mas marcado, para posteriormente, probar con este valor
de voltaje, las diferentes concentraciones del IFN.

Mas adelante, se realizd el segundo tipo de registros en porciones de membrana celular;
en éstos, se hizo la aplicacién de un pulso Unico de +50 mV, se caracterizaron las corrientes, se
agregaron los agentes bloqueadores de los canales de sodio y potasio y por dltimo se afiadié al
liquido de perfusidn diferentes concentraciones de IFN-a humano recombinante, éstas oscilaron
entre 1.9 y 39.5 ;1g, en un volumen de 10 pl. Durante la aplicacién de cada una de estas dosis (5
seg), se registraron las corrientes de calcio correspondientes.

11, Manejo de datos

El andlisis de datos extracelulares consistié en determinar la frecuencia de descarga cada
4 seg, de cada una de las neuronas registradas, tanto en condiciones controles como durante y
después de la aplicacién de alguno de los farmacos (IFN-a., GABA y GLU) Con estos datos se
realizaron histogramas de fracuencia y se determiné el efecto de los lérmacos con respectoala’

actividad basal. Finalmente, se analizé el patrén y morfologfa de respuesta de los pe iales de-.: ;

accion de las neuronas registradas. Con los datos obtenidos de las diferentes apltcaciones delos.
neurotransmisores se realizaron curvas dosis-respussta comparatlvas enlre los: dllerenles :
farmacos. i

Por otra parte, las ( de calcio registrada: en Ias porclones de membrana fueron
analizadas en base a su ir idad y patrén {stico.; Con estos valores ‘se realizaron las *
curvas de Voltaje contra Corriente, asi.como las curvas dosis-respuesta’ correspondientes.
Cualquier efecto se mostré como un decremento o incremento en las corrrientes expresado como .
porcentaje de cambio con respecto a la snuaclén basal o control 3
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION

Se registré la actividad eléclrica de 24 rebanadas de hipotdlamo lateral de rata en
condiciones basales. Los registros realizados mostraron un patrén de actividad, el cual
comparalivamente con la actividad registrada en animales fntegros fue de 3 a 4 veces mds lenta,
Siempre se presenté una dependencia de la lrecuencia de descarga con la temperatura de la
solucién de perfusién y con la oxigenacién de la misma. Frecusntemente, los registros consistian
de actividad multiunitaria (actividad de varias neuronas), por lo que fue necesario utilizar una
ventana discriminadora para separar lal tipo de actividad y registrar sélo aquéllas sehales que
rebasaran el vollaje delerminado para evaluar sélo una espiga. La aclividad eléctrica basal
(ruido) sobre la cual se inclulan las espigas, constaba de pequehas ondas de bajo voltaje (500 - -
mV) y alta frecuencia, sin algun patrén representativo. Este tipo de actividad no sufrio
modificacion alguna por fa maniobra experimental. La proporcién de la relacidn en tamafio
espiga-ruido fue de aproximadamente 3 a 1, por lo que fue relativamente facil establecer el
nive! de ventana de tal actividad.

Se registraron 24 espigas en las que se analiz6 el efeclo de la aplicacién del IFN-a. En la
actividad basal espontdnea, 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 traté de espigas tnicas,
trifdsicas {negativa-positiva-negativa} sin un patrén de descarga representativo.

La aplicacién de IFN-a a la soluciéon de perfusién, se asocié con un decremento
slgnmcahvo en la frecuencia de descarga en el 90% de estas neuronas. Este efecto mostré una
ia de aproximad: te 2 min, y se presenté en una forma paulatina {Fig 15), hasta -
un efecto maximo, lo cual ocurre aproximadamente 4 min después de agregada la
citocina. La duracion del efecto siempre sobrepasé el tiempo de administracién del IFN-a. Enta”
mayorla de los registros este efecto se mostrd hasta 5§ min después de eliminar a ia citocina de la
solucion.

En el 50% do los casos, se observd un rebote de la actividad; esto es, después de fa:
depresion provocada por el IFN-a, y una vez que éste se retiré de la solucion de perfusion,:la

actividad eléctrica mostré ahora un incremento importante por encima del nivel que se observd .~

en la situacién basal. Este efecto mostré una duracion de aproximadamente 4 min, de aparicisn y

desaparicién gradual, y una inlensidad que rebasé a la observada durante la actividad basal en’:

aproximadamente el 35%. La recuperacién de la actividad, como consecuencia de esle e!ecto de
rebote, también se mostro en forma gradual y paulatina. : : -

En la mayorla de las células registradas, y una vez que el efecto de rebote terr'ﬁ'lné.‘k la S

actividad eléctrica tendié a volverse irregular y mostré oscilaciones . importantes : durante el
resto del registro (Fig. 15). En muy pocas células, el nivel de descarga en esle periodo fue
similar al observado durante la fase basal; en la mayorfa de neuronas, el nivel. estuvo por
arriba del observado en la fase control. Este incremento oscilé desde un 13% hasta un 100%.
por arriba de la actividad basal {Cuadro 3} :
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- Fig. 15. En esle histograma de frecuencias se observa el efecto de la adicién de

una dosis de IFN-a sobre la frecuencia de descarga extracelular de una neurona

hipotala gistrada en una rebanada de bro. La adicién de esta citocina se
asocié con un decremento de la frecuencia de descarga de esta neurona, la cual se
prolongd mas alla del tiempo de aplicacion. Esta citocina moditicé ademas la

frecuencia basal de la neurona la cual se torné sumamente irregular.

Cuadro 3. Resumen de los efectos ejercidos por el IFN-u, el GABA y el GLU sobre
la frecuencia de descarga celular de las neuronas hipotaldmicas registradas en el
presente estudio,

FARMACOS N RESPUESTA

FN-c 1500 U1 24 | 1 22 1 | EFECTOREBOTE (50%)
VEHICULO

(ALBUMINA 2%) 10 | O 0 10

GABAOAM 6 | o 6 0

G 01 W 6|6 o0

1 incremento ! decremento . sin cambio

a2
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La administracién de IFN-a, no sélo provocé cambios en la fi \cia de d ga de
estas neuronas, pardmelros como el patrén, la duracion y el tamaiio de estas sefiales eléctricas
también fueron afectadas por esta citocina. Tanto la i idad como la d i6n de las |

fue decreciendo conforme se aplicé esta citocina, los efectos se iniciaron después de 2 min (Fig.
16, 3) y persistieron hasta 8 min después de aplicado el IFN-a (Fig. 16, 7). El mayor efecto se
mostré aproximadamente a los 5 min (Fig. 16, ) y consistié en una reduccién del 60% del
tamafio de la espiga, con una desaparicion de la tercer onda (negativa). A los 8 min, la intensidad
se recuperd en casi el 100% y reaparecio la tercera onda negativa, aunque su morfologia
diferia lig te de su condicion inicial (Fig. 16, 1).

i A
1 Y o |

e

Fig. 16. La aplicacién del IFN-a también indujo efectos sobre la morfologia de las
sefales eléctricas registradas extracelul te. El cambio mas importante fue
un decremento en el tamafio y en el patrén de tales sefales.

Las adiciones de GLU y GABA a la solucién de perfusion, de 12 rebanadas de hipotalamo,
diferentes a las analizadas sélo con IFN-a, provocaron en todas las neuronas registradas, un
incremento y un decremento, respectivamente, de la frecuencia de descarga neuronal. Cuando
estos farmacos se aplicaron antes do afadir el IFN-«, su efecto fue dependiente de la dosis y de
inmediata aparicién; ademds la diiracion del mismo se observé unicamente durante el tiempo que
duré su aplicacion (Figs. 17 y 18). Sin embargo, cuando se agregaron estas sustancias después
de afiadir el IFN- a la solucién de perfusién, se observé una potenciacién de la accion mostrada
por cada fdrmaco; es decir, a la misma dosis los incrementos mostrados por el GLU o las
depresiones observadas por el GABA fueron mayares en intensidad y duracion que las observadas
antes de la aplicacién del IFN-o. (Figs. 17 y 18). En estas condiciones también fue posible
observar un efecto de rebote y el i ito de la irregularidad en la actividad espontanea basat
(Figs. 17 y 18).




Espigas /74 seg.

GLU0.IM FRe cLioin  HINTeS

Fig. 17. Histograma de frecuencias que muestra el efecto potenciador del IFN-a
sobre la respuesta excitadora del GLU en una neurona de hipotalamo lateral. La
administracién de GLU, previa al IFN, provoca un incremento de la frecuencia de
descarga que sélo se manifiesta durante su aplicacion; sin embargo, cuando éste se
aplica después del IFN, entonces su accion es mucho mds intensa y se prolonga
més alld del tiempo de su administracién.

'y

MINUTOS
GABA 0.1 M IFN-a GABA 0.1 M

o L3
[ o a

Espigas /4 seg.

Fig. 18. De igual forma la aplicacion de |FN-x provoco un efecto potenciador
sobre las acciones inhibidoras del GABA en estas mismas neuronas, al y como se
observa en el presente histograma de frecuencias.
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En lo relacionado a los registros de fijacién de voltaje en porciones de membrana aislada,
éstos se realizaron en 35 células de rebanadas de HL. Estas células fueron ligeramente disociadas

de los tejidos circundantes por medio de “chorros” de solucisn. Una vez realizado un sello de alta
resnslencia se {ijo e! potencial de membrana en un valor de -80 mV. Posteriormente, se
las corrientes isni provocadas por la aplicacion de un pulso de intensidad

creclenle Este pulso, con 80 mseg de duracién y 5 Hz de frecuencia, se inicié con una intensidad
de +10 hasta +100 mV.

En la Fig 19, se muestra un e‘emplo del resultado de aplicar tal tipo de pulsos en células

que no fueron idas a 5gico alguno (Registros control), Se observa una
secuencia de 10 trazos, que representan el efecto de cada uno de los pulsos.

pu

T ey Yor

J

Fig. 19. Registros representativos de las diferentes corrientes idnicas que
presentaron las células hipotaldmicas laterales tipicas. En estos registros, donde
las corrientes no estdn aun disociadas, se observan comp que dependen del
sodio, potasio y calcio.

En el registro a se aplicé un pulso depolarizante de +10 mV y se observa el momento de
la aplicacidn y retiro del pulso, representado por las cotrientes “capacitivas” de la membrana
celular. No se aprecian desviaciones de la linea basal, la cual corresponde a 0 pA de corriente, lo
que implica que este pulso no indujo corriente alguna.

En b se observa la presencia de una corriente de gran intensidad (-360 pA),
seguida por una corriente saliente que retorna esta corriente a un nivel de 0. Estas corrientes se
manifiestan con la aplicacion de un pulso de 20 mV y cotresponden al paso del ibn sodio,
entrante, y del ién potasio, saliente, a lravés de {a membrana celular, lo cual ocurre con una
duracion de 9 mseg. Tal fenémeno se rel; te con la g on de un p ial de
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acclén, Una vez transcurrido este suceso, la corriente retorna al valor de referencia.

En ¢ se aplicé un pulso de 30 mV, el cual genera una corrlente de sodio similar a la
anterior, aunque de aparicion mas répida y menor intensidad (-300 pA). La corriente saliente
también se modifica, se vuelve mas lenta y muestra un punto de rectificacion, Lo cual indica que
hay al menos dos tipos de corrientes involucradas en esta parte de! registro. En este caso
particular se trata de una corriente saliente de potasio, la cual se adiciona a una pequeia
corriente entrante de calcio.

La situacién en el registro d cambia significativamente. La corriente de sodio disminuyo
considerablemente (-240 pA), al igual que la corriente saliente de potasio, mientras que la
correspondiente al calcio se incrementd, Debido a los valores de voltaje utilizados, esta Ultima
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 mds importantes observados en el registro @, son una mayor disminucién de
{a corriente de sodio (-200 pA), acompafiada de una reduccién de la corriente de potasio con un
incremento significativo en la duracion e intensidad de la de calcio. Muy probablemente este
incremento en las corrientes de calcio se debid a la incorporacidn de las corrientes HVA, que
resuftan de aplicar un pulso con la i idad del que p 6 esta

P

Las corrientes de calclo son la més evidentes en la porcion f de esta figura. La corriente
de sodio se ha reducido hasta ser de sdlo -140 pA. Mientras que las corrientes de calcio
presentan la mayor duracién e intensidad del registro. Cabe mencionar que cuando se aplican
pulsos que llevan el potencial de membrana a valores de -30 y -20 mV, (e y 1}, las corrientes
de calcio se observan en su médxima intensidad de tamafio y duracion.

En el registro g, cuando el voltaje alcanzé los <10 mV, se registré una corriente de

sodio muy pequefia, de aproximadamente -100 pA; mientras que la corriente de calcio -

continuaba presente durante todo e! tiempo de aplicacidn del pulso, pero con menor In!ensldad
que en los anteriores registros.

Al aplicar un pulso de intensidad suficiente para llevar el voltaje de la membrana. a
cero, como ocurrié en el registro h, solamente se observan las corrientes capacitivas de la
membrana y una pequefia corriente entrante de sodio (-60 pA). En este caso, el nivel de
corriente de la b estd muy préximo a cero, lo que indica la ausencia de corrientes de
calclo. .

Por el contrario en los registros iy |, los cuales corresponden a la aplicacion de un
pulso de 90 y 100 mV, respectivamente, hay una inversién de la corriente; es decir, la
corriente se torna positiva, o que indica una corriente positiva saliente, Si esto corresponde al
ién calcio, esto indicarfa la salida del calcio del interior de la célula. Como se observa en las
figuras, el tamafio de la corrl positiva es dependiente de la | idad 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 representa una de las corrienles capacmvas de
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fa membrana celular, aunade al ruido eléctrico que provoca el cierre de los canales iénicos.

El resto de las neuronas registrad: ! una actividad similar a la anterior al

pl los mi: pulsos depolarizantes.

Cuando se adicion6 IFN-a a la solucidn de perfusion se provocaron cambios significativos
en estas corrientes, la figura 20, muestra lo que ocurre en tal siluacion. Ademds de anadir
1,500 Ul de IFN-a, se una ion 1 uM de Tetradotoxina, con la finalidad de
bloquear los canales de sodio y CsCl para bloquear los canales de potasio.

J’ |
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Fig. 20. La adicidn del IFN-a a la solucién se perfusidn, provocé una disminucién
significativa de las corrientes de cakio en estas neuronas, tal y como se observa
en este registro representativo.

En la porcién a de la figura, se observa que la aplicacion de un pulso de 10 mV,
unicamente provoca las corrientes capacitivas de entrada y salida def pulso, sin inducir alguna
otra corriente significativa.

Cuando el valor del pulso es de +20 mV, como ocurrié en b, se genera una pequena
corriente entrante de calcio, de aproximadamente -80 pA, la cual se corresponde, por las
caracteristicas del voltaje, con la activacion de los canales de calcio de tipo LVA. Esta cormiente

610 se obsevva enb,cyd,yse reduce considerablemente en e; es decir, cuando el voltaje de
un valor de p: | de b cercano a -40 mV, En estos registros es
la tinica corriente que se observa
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Los registros 1, g, h, I, y j, se caracterizan por mostrar una corriente positiva, por
arriba del valor potencial 0, la cual refleja las caracteristicas temporales y de intensidad del
pulso de activacion. En ninguno de estos registros es posible observar corrientes de calcio
debidas a la activacién de les de tipo HVA, las cuales deberian aparecer con la aplicacion de
pulsos deporalizantes de +40 a +50 mV, lo que corresponderia a las porciones dy e dela
figura. Las corrientes observables desde f hasta j, posiblemente correspondan a corrientes de
potasio y quiza 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 la curva voltaje-intensidad de este efecto. Esta curva se
realizé con los promedios y error estdndar que mostraron las 35 neuronas registradas.La
principal accién del IFN-a se alcanza cuando los valores de voltaje de Ja membrana se
encuentran cercanos a 0 mV, y su efecto se reduce cuando los valores se dirigen hacia ambos
extremos. En esta grafica también se muestra que el efecto del IFN-a, va mds allé del tiempo de
su aplicacién. 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.

Voltaje de la membrana.
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Fig 21. La curva corriente-voltaje de estas neuronas sufrié una modificacion
importante cuando se adiciond el IFN-a a la solucién de perfusién, Este efecto fue
mds importante cuando los valores de voltaje de la membrana celular se
encontraban cercanos a 0 mV. Guando se retitd 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 eteclo del IFN-«w con mayor detalle. En ella se han
sobrepuesto 3 registros, el primero (a), un registro control donde se observan las corrientes
de calcio provocadas por un pulso de activacidn de +50 mV, lo que indica que estas corrientes son
de tipo HVA, El segundo registro (b), corresponde a la misma corrienle pero ahora en presencia
del IFN-1;- mientras ‘que el tercer-registro {c), se realizo después de 10 min de haber lavado el
tejido. Aunque se observa cierto grado de recuperacion, ésta no fue tolal durante este lapso.

- +50 mV

_J L

pOT

Fig. 22. Los tres regislros sobrepuestos de esta:figura, muestran el papel
depresor del IFN-a sobre las corrientes de calcio (b).” También muestran que’la
eliminacién de la citocina de la solucién de perusion,’.
provoca una recuperacion de las mlsmas al nlvel de las comenles conlroles (a)

La gréfica de la figura 23, musstra el mismo efecto pero xpr ada en forma de un Imlograma. ’
en ella se observa que la corriente de calcio cantrol; la cual fue de 1150 pA, se redu)o hasta 740
pA en presencia del [FN- -, y regreso séloa 900 p deSpues de lavar la preparacnon
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Fig. 283. La aplicacién del IFN-a provocé cambios de larga duracion, los cuales
persistieron incluso después de varios minutos de retirada la citocina de la
solucién. En este’ ejemplo, se muestra que aun después de lavado el IFN, su efeclo
depresor de las corrientes de calcio se mantiene por varios minutos mas,

En la figura 24, se muestra el efecto de‘agregar diferentes concentraciones de IFN-aa la
solucién de perfusion, En este caso se reglstrs el ‘efacto de un pulso de activacion de + 50 mV. Los
registros estan 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 citocina,
provocan una reduccién tanto de la corriente pico,.como de la corriente tardia; es decir, de la
corriente que se activa al momento de aplicar e| pulso. como de la corriente resultado de retirar
el pulso de activacién. s

Por (ltimo, en el cuadro 4 se'mueslra en porcenla]es. el valor de esta inhiblcién para
cada una de las concentraciones de IFN-a utilizadas. Asl, la dosis mayor (39.5 jg), provocd una
reduccién del 38% de estas corrientes, mientras que la dosis menor (1.9 pg), sélo redujo en un
8% tales corrientes. El efecto del [FN-a sélo ocurrié sobre las corrientes de calcio de tipo HVA,
sin afectar, en forma aparente, algiin olro tipo de corriente diferente a la de calcio. Ademds, los
efectos de esta citocina siempre fueron de larga duracién, prolongéndose mas alla del llempo de
su aplicacién, . .
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Fig. 24. Los efectos deprasores del IFN-a son dependi de la cc ion del
mismo. El efecto maximo se observé con una dosis que equivale a una
concentracién de 39.5 pg de la citocina, lo cual provocé una depresion préxima al
40% del valor de la corriente control,

Cuadro 4. Resumen de los efectos, expresados en porcentaje, del IFN-a sobre las
corrientes de calcio de las neuronas hipotalamicas laterales.

DOSIS DE IFN-o

DISMINUCION DE LAS
CORRIENTES DE CALCIO
DEPENDIENTES DE VOLTAJE

1.9 pug
3.6 ug
17.6 ng

39.5 ug

CONTROL

8 %
12 %
22 %
38 %
0 %o
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el IFN-« posee la capacidad de
modificar la actividad eléctrica de las células del HL. Los efectos sobre respuestas como el
potencial de accién, o las corrientes iénicas de la membrana celutar, son el mecanismo
subyacente de las accionaes neuroldgicas descritas en pacientes tratados con esta cnocma Las
concentraciones utilizadas de IFN-a. en el presente trabajo, son simil a las er en
algunas condiciones patoldgicas y fisiolégicas (1,49), lo cual sugiere que estos efectos pueden
desencadenarse como una situacion natural en esas mismas condiciones.

Un punto importante por describir consiste en el mecanismo de accién a nivel de la
membrana celular, que utiliza e! IFN-a para producir tales efectos. El IFN es una citocina con
propiedades especificas de especie; esto es, sus efectos antivirales, antitumorales e
inmunomoduladores, los cuales dependen de los receptores descritos para el IFN-a, sélo pueden
ser ejercidos cuando el IFN aplicado proviene de la misma especie de! animal al que se le aplica
(25). Sin embargo, los efectos sobre la actividad eléctrica, la ingesta de alimento, la
temperatura corporal basal, asi como sus acciones sobre el suefio, entre otros, no son
especificos de especie; estos se logran cuando se aplica IFN humano en roedores como la rata y e!
conejo (18,52,63). Tal consideracion indica que se trata de dos tipos diferentes de receptores.
Los receptores que median sus efectos inmunoldgicos o de indole genémico, son aguellos en los
que participan el sistema de protelnas Janus kinasas; mientras que los receptores que median
sus efectos neuroldgicos, son atin desconocidos, Debido a que algunos de estos efectos pueden ser
bloqueados por naloxona o modificados por alguna opiopeptina, se sugirié que tales receptores
pudiesen ser de (ndole opioide. Sin embargo, tal sugerencia cada vez es mds controversial y
menos aceptada (64).

Independientemente de la naturaleza de tales receptores, los efectos inducidos por el
IFN-a son especificos en cuanto se manifiestan en forma selectiva y afectan un tipo especial de
corriente de calcio. Falta aclarar si estos efectos constituyen una etapa lniclal de los efectos
gendmicos inducidos por esta citocina.

Las acciones del IFN-a sobre la actvidad slécirica de las neuronas de rebanadas de
hipotalamo lateral, son diferentes a las reportadas en animales integros registrados en esa
misma regién hipotilamica. En este caso en particular, observamos en la gran mayoria de
neuronas registradas un decremento muy significativo de la frecuencia de descarga de estas
neuronas; mientras que en los estudios de animales integros, las respuestas muestran una
mayor variabilidad en el efecto provocado. Es muy probable que estas discrepancias dependan
bdsicamente del tipo de preparacion. De hecho, desde el inicio de la actividad espontanea, la
frecuencia basal de descarga en animales integros esta por encima de la observada en este
estudio.

Es necesario considerar, que al realizar un estudio en rebanadas de cerebro, limitamos
seriamente el nimero de entradas y salidas que una neurona posee; y por lo tanto, evitamos
influencias eléctricas de otras estructuras que pusden ser provocadas por la administracion
sistémica del farmaco. Por otra parte, el observar un efecto farmacolégico en estas neuronas
“aisladas”, indica un efecto directo de este farmaco sobre la membrana celular de las mismas.
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El hecho de que en las neuronas aisladas de hipotalamo, el interferdn ejerza un efecto
significativo en una dosis comparativa a la fisioldgica, sugiere fuertemente que el hipotdlamo
lateral es un sitio blanco para las acciones neurolgicas de esta citocina. Los efectos regisirados
y provocados por el interferon, son también muy diferentes a las acciones provocadas por
multiples fdrmacos y neurotransmisores localizados en esta estructura, inicialmente durante
las aplicaciones directas de estas suslancias sobre estas neuronas, es comtn encontrar un efecto
de aparicion inmediata {cuestion del a 2 seg), y finalizacién sibita, en la accion de estos
compuestos. En el caso del IFN-q, 1a situacion fue muy diferente, el inicio del efecto ocurrié con
una latencia mayor a los 45 segundos y su efecto siempre rebasé el tiempo de permanencia de la
citocina en la solucién de perfusién, por varios minutos.

Adicionalmente, el hecho de que los efectos inducidos por el GLU o el GABA se potenciaron
después de la aplicacion del IFN-q, indica que esta citocina ejerce efectos de larga duracién,
sobre la actividad de la membrana celular. Desconocemos alin la cinética de tales efectos, en
cuanto al tiempo requerido para su presentacion, la duracion de tal efecto, y su extensién hacia
otras sustancms dllerentes al GLU o al GABA; ademds de los mecanismos a nivel de la membrana
celular o int lul t diarios de tales ef . Debido a que estas acciones mostraron
una latencia préxima a los 30 minutos es probable que se trate de acciones no-gendmicas
provocadas por el IFN-o. De igual manera, alin desconocemos la repercusion fisiolégica de tales
efectos de potenciacion provocados por [a citocina.

Los estudios realizados en porciones de membrana celular con fijacién de voltaje,
mostraron que el IFN-o es capaz de bloquear en forma especifica una corriente de calcio
especial. La accién de la citocina parece centrarse sobre las corrientes idnicas desencadenadas
por la apertura de los canales de tipo HVA, Estos canales, los cuales son insensibles a las
piridinas y sensibles a la w-conotoxina, parecen ser fundametales para el mantenimiento de la
concentracién intracelular de calcio libre (21). A su vez, tal concentracién es fundamental en
el desempefio de miltiples acciones celulares, las cuales van desde fendnemos de corta duracién,
como la secrecion hormonal o de neurotransmisores, hasta procesos muy complejos y de larga
duracién como la diferenciacién y el crecimiento celular (48).

La concentracién intracelular de calcio ha sido invocada como un mecanismo gue modula
y regula en su conjunto toda Ia fislologfa celular (21), Cuando se aplican sustancias o
procedimientos, como la d | ién crénica o la aplicacién de potasio, los cuales son
capaces de modificar tal concentracidn, se provocan profundos efectos sobre el grado de
desarrollo y diferenciacién celular (73). En este contexto, los efectos de larga duracién de
cualquier sustancia sobre los flujos de calclo hacia el interior celular, revisten una

importancia fund: tal en el p de regulacién y modulacién de la funcién celular.

En el presente trabajo, con la informacién descrita, no es posible aun el referirnos a un
mecanismo probable de accién a nivel de la membrana celular por parte dol IFN-c; es decir
desconocemos si el efecto se debié a la asociacién de esta citocina con Ia proteina canal de tipo

HVA, o se trata de un efecto mediado por algtin sist de transd 1 lufar, A pesar de
ello, si observamos efectos de larga duracién del IFN o sobre las corrientes de calcio, Este .
efecto, al igual que el observado sobre la actividad t tracelular, se manifesté tiempo

después de retirar el [FN, ya que al lavar la preparacién, y con ello el retirar el IFN-a de la
solucidn, las corrientes de calcio adn 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 llevaria a la preparacién en retomar a las condiciones originales.
Tal proposicion contintia como un plan de trabajo.

Desde este punto de vista es muy probable que algunos de los efectos del IFN-«: sobre los
procesos de crecimiento, desarrollo y diferenciacion neuronal, descritos en la literatura
cientifica internacional, sean consecuencia de un efecto sobre los canales de calcio. Es posible
entonces que el IFN-u posea acciones sobre los pardmetros celulares reservados a los factores
de imi y diferenciacion celular, lo que implicarfa que su papel fisiolégico va mas alld,
que la de ser una sustancia inmunomoduladora o incluso un puente de unién y/o asociacién entre
el sistema nervioso central y el sistema inmune.

Dentro de la gia de investigacién de esta linea, resulta importante; primero, el
intentar definir un mecanismo de accién a nivel de la membrana celular. Es necesario saber si
en este efecto esta involucrada, la participacion de los sist de protelnas Janus ki , O

algin otro tipo de mecanismo de transduccién intracelular. En particular resulta importante
analizar a los sistemas de protelnas G, ya que éstas han sido ligadas muy estrechamente con los
mecanismos de regulacién del calcio intracelular (5). También resulta importante el describir
la cindtica de la asoclacion entre el IFN-x y la membrana celular. La descripcién de tal
interaccién, nos permitira definir la existencia de un posible receptor, diferente al receptor
del IFN-a hasta ahora descrito. Resullaria importante ademads, el determinar la existencia de
algun mecanismo opiolde implicado en tal efecto.

Otro de los puntos claves que es necesario aclarar, se relaciona con la cinética del efecto.
En ofras palabras, debemos definir el tiempo de aparicién del efecto potenciador del IFN-a
sobre las respuestas al GLU y GABA, determinar si este efecto puede ser extensivo hacia otros
compuestos, y definir que tanto persiste tal accién ya sea en presencia o ausencia de esta
citocina, De igual manera resulta indispensable el determinar si estos efectos dependen del
tiempo de incubacién de la prep ién con el IFN.

En el caso de los estudios en porciones de membrana, decidid e r itamos
descrlblr con exactitud la dindmica de sus efectos sobre las corrientes de calcio. Para ello es
necesario utilizar una herramienta farmacolégica que nos permita determinar con exactitud,
tanto los valores de vollaje de apertura de tales canales, como su sensibilidad a los farmacos
bloqueadores de canales de calcio caracteristicos. Uno de los problemas a resolver en este
capitulo, es la definicion de las corrientes de calcio en este sitio 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 definicién clara de tales corrientes, por lo que
antes de ensayar ct fer tipo de p dimiento experi l, es r fo determinar y
definir tales corrientes.

Los resultados descritos en el presente trabajo, son bastante prometedores en el sentido
de interpretar y conocer la participacion fisioldgica de una sustancia, de relativa reciente
aparicién en el campo de la neurobiologia, sustancia que por otro lado, promete un futuro
esp for en el i de multiples enfermedades, pero que requiere antes que nada, la
descnpc|on detallada de su Fisiologia y Farmacologla,
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CONCLUSIONES.

Los resultados observados en el presente trabajo nos permiten conciuir:

La aplicacién del IFN-a induce efectos importantes sobre la actividad eléctrica de las
neuronas hipotaldmicas, tales como la disminucién significativa de la frecuencia de
d ga y de la morfologia y patron de las senales eléctricas registradas.

Este efecto, el cual se produce en concentraciones que pueden considerarse como
fisloldgicas, sugiere que esta citocina estd involucrada en los pr de lacién
neural hipotaldmi los cuales pc se amplifiquen en condiciones patolégicas.

El efecto de! IFN-a sobre la excitabilidad neuronal, parece ser consecuencia de su accién
a nivel de membrana celular, donde esta citocina es capaz de bloquear los canales de
calcio dependientes de voltaje del tipo HVA, lo que se traduce en una reduccién de las
corrientes de este ién.

Este efecto implica que el IFN-a puede estar participando en los procesos de regulacién y
entrada a largo plazo, del ién calcio al interior de la neurona. Gracias a esta
participacion, ia citocina puede ser considerada como un factor que regule y module
procesos celulares como el crecimiento celular y la diferenciacién. Tal enfoque
explicaria algunos de sus efectos sobre la proliferacién o el crecimiento de algunos tipos
de tumores.
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