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RESUMEN.

Tanto la aplicacidon sistémica come la  microiontoforética de
Interteron-a (IFN-o) inducen efectos de larga duracidn sobre la actividad
eléctrica de varios nticleos cerebrales; particularmente, la region
hipotaldmica lateral (HL) es una de las estructuras que muestia mayor
sensibilidad a los eleclos de esta citoldna. Aunque atin se desconoce su
papel fisioldgico y la interaccion gue esla citokina pueda establecer con
los neuralransmisores presentes en el Hi., ademds de que ain es necesario
esclarecer el mecanismo por el cual, esta sustancia maodifica In
excitabilidad neuronal. En el presente trabajo se caracterizd el efecto que
el IFN-o. ejerce sobre la actividad eléclrica extracelular de neuronas del
HL, en rebanadas de cerebro de rata, En esta estructura, el IFN-o mostro
principalmente cambios en la frecuencia de descarga. El electo mds
observado fue una reduccidn de ia actividad eléclrica en el 64.81% de las
neuronas registradas; aunque tambiédn se observo un aumento en este
pardmetro por la aplicacidn de {FN-a al bano de registro (22.23%). Estos
efeclos del IFN-o modilican la respuesta que las células del HL presentan
a neurotransmisores lales como Glutamato y GABA. Asi, la adicion previa
de IFN-a potencia el efecto caracterislico que ambos neurotransmisoros
ejercen sobre la actividad eléclrica de las neuronas de HL. En la busqueda
de un mecanismo de accidn y empleando la técnica de Patch-Clamp
configuracidn célula integra, se analizd su efecto sobre el flujo de iones a
través de la membrana celular, elemenlo determinante en la excitabilidad
neuronal. El IFN-o. reduce (42.8 & 6.8%) las corrientes de calcio de eslas
neuronas sin mostrar efeclos significativos en las provocadas por los
flujos de iones de sodio o polasio. Ain se desconoce el tipo de canal de
calcio es el que se ve afectado. Estos resultados sugieren, que los efeclos
del IFN-o sobre la excitabilidad neuronal, son el inicio de una serie de
eventos los cuales posteriormente se manifestardn en las respuestas
conductuales observadas después de la administracion de la citokina; tales
como los cambios en la ingesta de alimento, el peso y la temperatura
corporal.



ABSTRACT.

Both, systemic and microiontophoretic application of «-interferon
(o-IFN) exerts long lasting effects on the electrical activity ol sevaral
brain nuclei; particularly, the lateral hypothalamic area (LH) had shown
the highest sensitivity to this cytokine. Although several effects were
described relaled to  o-IFN on multiple CNS sites, still we don't know if
this cytokine has a physiologic role. As well as, if it has an interaction
wilth other neurotransmitters located in the LH and what is the mechanism
used to modily the neuronal excitability. In the present study we analyzed
the effects of w-IFN on the electrical activity from rat LH neurons. It
was found that the cytokine elicits significant reductions of electrical
aclivity in the 64.81% of the recorded neurons, however an increase in the
22.23% of remainder cells was observed. Furthermore, the effects of this
cylokine on the response induced by Glutamate and GABA were recorded.
Previous o-IFN addition to the bath, potentiates the characleristic
effects of both neurotransmitters on the electrical activity of these
neurons. In the search for a mechanism of action and using the patch-
clamp technique, the effect of this cytokine on the ionic fluxes through
the cellular membrane, main element underlying the cellular excitability,
was tested. Alpha-1FN elicited reductions of the calcium currents (42.8 &
6.8%, n=19), without modifying effects on neither sodium nor polassium
currents. Still, the calcium channel involved in such o-IFN action is
unknown. The effects of the «-IFN on the clectrical activily, are the
underlying mechanisms of the behavioral effects induced by this cytokine,
such as the modulation of food intake, body weight and central
temperature control.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION.
1.1. Caracteristicas genecrales de las citokinas.

El término cilokina; empleado por primera vez por Cohen en 1974, es
utifizado para designar a cualquier sustancia que se secreta en respuoesta
a un eslimulo inductor y la cual posee la capacidad de modular la
aclividad de sus células blanco. Las citokinas, a diferencia de las
hormonas, se producen en varios tipos celulares; sin embargo, su
mecanismo de accidn es muy similar, ya que actian a lravés de su union
con receplores especificos presentes en fa membrana de las células
blanco, desencadenando con ello una sefal de transduccion intracelular
(22).

Eslas suslancias son mediadores celulares de allo peso molecular
(>5000 Da), que ejercen sus efectos de lres formas diferentes: la primera,
conocida como autocrina, modula la aclividad en {a misma célula que la
secrela. l.a segunda es la forma paractina, en esle caso la citokina induce
sus efectos al unirse con un receptor presente en una célula adyacente a la
que la produjo. Finalmente la forma endocrina, cuando la cilokina as
liberada al torrente sanguineo u otros fluidos corpotales para inleractuar
con la célula blanco que posee el receplor (figura 1).

Endocrino

| SNC i
Periferia iDBB

~ CVO'n

A e

Vs 3

00\0 5]

s a

-

Sistoma
Inmune

Paracrina
Autocring

' CK * Receptor para CK's
Figura No. 1. Representacion esquematica que muesira el modo de accion de las

citokinas. CK= citokina, SNC= sistema nervioso central, BBB= barrora hematc-
encefdlica, V8= vasos sanguineos y CVO's= 6rganos citcutnveniriculares (78).



La identificacion y caracterizacion de las citokinas permitio
clasificarlas en funcién de sus efectos bioldgicos. Se conocen actualmente
las siguierntes citokinas: a) fos Factores de Crecimiento (FC); constituidos
por una familia de polipéptidos capaces de promover el crecimiento y la
division de varios grupos celulares; b) Interleukinas (IL), conjunto de
citokinas, producidas por linfocitos que activan a olros grupos celulares e
inducen sus efectos bioldgicos; c¢) Factores Estimulantes de Colonias
(FEC), sustancias involucradas en ol crecimiento y diferenciacion de
linajes especilicos de células sanguineas, d) Factores de Crecimiento
Transformante (FCT), citokinas que promueven la diferenciacion de ciertas
células; e) Factores de Necrosis Tumoral (FNT), polipéptidos que producen
regresion de tumores y f) Interferones (IFN), que constituyen un grupo de
citokinas con la capacidad de interferir con la replicacion intracelular
viral y con la proliferacidn celular (22,91).

Las cilokinas forman pare de un sistema orgdnico encargado del
reconocimiento celular. Entre las funciones de estas sustancias se
encuentran: la regulacion de las interacciones célula-célula, la distincidn
entre lo propio y lo no propio y su mision consiste en contrarrestar las
influencias nocivas del medio ambiente (bacterias y virus) (1,84). Este
sistema posee un importante papel en el crecimiento, desarrollo y
mantenimiento de los organismos, no solo durante la embriogénesis y el
desarrollo neonatal, sino también durante los procesos que se llevan a
cabo en la adolescencia y la vida adulta (70,73). Una de las acciones de las
citokinas en este proceso consiste en mantener y reparar los organos y
tejidos, asi como integrar ef control de varias estructuras fisiolégicas
(59).

Ante la amenaza que representa la capacidad proliferativa de los
agentes infecciosos, el Sistema Inmune (SI) reacciona con la produccién de
niveles relativamente elevados de citokinas. Tal respuesta incrementa la
aclividad del SI y previene la dispersion de la  infeccién, lo cual
provocarfa estados patofdgicos mds severos (1). Durante este proceso, la
elevacion en los niveles de citokinas puede desencadenar varios tipos de
efectos en los sitios de infeccion o inflamacién; ademas al ser liberadas
sistémicamente, estas sustancias podrian  actuar sobre distintos organos
y tejidos blancos. Por ejemplo, las citokinas contribuyen tanto en los
sintomas de la enfermedad, desencadenando fendmenos como fiehre,
hipofagia, astenia, etc, como en el proceso patoldgico mismo, mediante



una respuesta inmunoldgica exagerada que provoca alleraciones en los
tejidos propiamente afectados y en los tejidos vecinos (70,33). Por ello se
sugiere que tanto la produccion basal como la produccidn exagerada de
cilokinas inducida por procesos infecciosos son responsables de la génesis
de los signos y siitomas neurolégicos de  diversas palologias.

1.2, Clasiticacion y actividades bioldgicas del Interferon (IFN).

Isaacs y Lindemann describieron fa existencia de una sustancia
secrelada por células infecladas por virus, que puede proteger a otras
células sanas de la infeccidn. De esta capacidad para “interferir’ con la
replicacion viral intracelular, deriva su nombre: Interteron (IFN) (51).
Ademas de esle efecto, el IFN puede inducir muchos olros cambios en la
aclividad celular, incluyendo efectos sobre el crecimiento, dilerenciacion
celular, modulacién del S! y de cierlas aclividades ncuronales (63,73,32).

En un principio, la familia del IFN se clasilicod con base en su origen,
de acuerdo al tipo de células que los producen y a su funcién dentro del Sl,
de tal forma que se designaron como IFN leucocitario, IFN fibrobldslico e
IFN inmune. Posteriormente, se ulilizé una clasificacion mas especifica eon
funcién de sus propiedades antigénicas. Asi, fos tres tipos de IFN se
clasificaron como: IFN-a, fy ¥, respeclivamenle. Las moléclulas de estos
compuestos han sido clonadas y secuenciadas. £n el caso det IFN-u se han
descrito aproximadamente otras 20 proteinas estrechamenle relacionadas
(52), lo que la convierte en la familia de IFN mdas numerosa.
Recientemente, se describieron dos lipos mds de IFN, el w y el 1 que
presentan una homologfa con los IFN's oy del 70% en su secuencia de
aminoacidos (52,1).

Las multiples especies de IFN que se conocen hasta ahora, han sido
incluidas en una clasificacion mas reciente, fundamentada en la
sensibilidad a ciertos dcidos, en su secuencia de aminoacidos, en su
relacion estructural y en el tipo de receptor que reconocen. Esta
clasificacion comprende dos tipos principales: el Tipo | donde se
encuentran los IFN's acido estables (IFN-n, f,m y 1), y el Tipo It en la que se
incluye al FN-y como Unico IFN dcide sensible (52), (cuadro 1).
Adicionalmente, los IFN del Tipo | son mds efectivos para producir



resistencia viral en las ecaélulas, mientras que el del Tipo I es mds
importantes en la modulacion del Si.

Cuadro No.1. Clasificacion y propiedades de los INF.

Interforon Estructura de No. deaa, Peso maol. Principales  Actividad
aa. (Da) Fuentes
Tipo |
IFN-a Una Cadena 166 172 1G -27 000 lintocitos inhiben la
IFN-B Una Cadona 166 20 000 fibroblastos  prolifera
IFN- @ Una Cadona 160-180 16 -28 000 linfocilos cion de
IFN-t Una Cadena 160-170 14 -26 000 lintoeitos virls.
Tipo |l
ploReve
IFN-y Dimero 143 50 000 Células NIC actividad
linfocitos T del
sistema
inmina

a.a. = aminodcidos, células NKK= asesinas naturales (Natural Killer) (522,32).

Los IFN del Tipo I, se unen a un mismo receptor, que se encuentra
ampliamente distribuido sobre la membrana de diferentes tipos celulares
dentro del SI y en células del Sitema Nervioso Central (SNC) (10,18,91).
Por otra parte, el IFN-y posee un receptor distinto con un patron de
distribucidn mds reducido, el cual se encuentra asociado a una cadena
larga de carbohidratos en su parte extracelular (10,56,60).

La produccion del INF-«, se inicia por un estimulo reconocido por
ciertos receptores localizados en la membrana de las diferentes células
productoras de esta citokina (células del Si, astrocitos, glia y neuronas)
(90). Este estimulo puede ser de diversa naturaleza y origen, entre estos
se encuentran: otras citokinas (IL-1,1L-6,FNT etc), algunas hormonas
(corticogsteroides, glucocorticoides), ademds de anligenos, mitogénos y
moléculas efecloras (lipopolisacdridos), virus y algunas bacterias
intracelulares (4,61,94).

A nivel intracelular, las sefales que regulan la sintesis del INF-u«
implican la activacion de la kinasa de la tirosina y el aumento en la
concentracion intracelular de calcio (Ca2+) (1). Una vez inducida esta



senal, se activan diversos mecanismos que involucran a diferentes
proteinas reguladoras de la transcripcion  genélica para la sintesis de
INF-o (94). Posteriormente, la citokina s secretada por un sistema de
transporte que incluye al reticulo endopldsmico y al aparato de Golgi (77).
Durante todo este proceso, el INF-o sufre modificaciones quimicas post-
transcripcionales como la glicosilacion y disminucion en el numero de
aminodcidos, lo que le confiere su actividad lisiolégica y modula la union
a sus receptores (30).

En lo particular, el INF-« produce un amplio rango de electos
biolégicos. Los mas estudiados son: a) su actividad anti-viral, que es una
caracteristica utilizada para definir las unidades internacionales (Ul) de
esta citokina (75); b) su actividad estimulante sobre las propiedades
citotoxicas de linfocilos, células NK y macréfagos (69,76) y c) su accion
sobre fa expresion de algunos antigenos asociados a tumores (45,46).
Ademds, el INF-o. modula la diferenciacion de varios tipos celulares vy
presenta actividad antiproliferativa (38,47). Un posible papel fisioldgico
de tales efectos puede ser limitar la proliferacién celular por medio de
una retroinformacion autocrina o paracring, contrarrestando las acciones
de los factores de crecimiento sobre la division celular (37).

1.3. Receptores para el IFN y mecanismo de {ransduccidn intracelular.

El receptor para el IFN-a esta constitufdo por una glicoproteina de
130 KDa, integrada en la membrana plasmatica de las células blanco y que
consta de tres diferentes dominios. El primero es el dominio de
reconocimiento localizado en la parte extracelular de la membrana
plasmética y el cual le confiere la especificidad para la unién del IFN-a.
Esta regién se encuentra altamente glicosilada y contiene ademds varios
azicares ligados covalentemente y cadenas de oligosacdridos, los cuales
pueden estar involucrados en la conformacion del sitio de unién en el
receptor. ElI segundo dominio &s una region de naturaleza altamente
hidrofébica que se extiende dentro de la porcidn externa e interna de la
membrana plasmadtica. La funcion de este dominio es anclar al receptor a
la membrana.
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Figura No. 2. Modelo representalivo de los receptores de membrana y ol
macanismo de lransduccion intracellar que los IFN wtilizan para ejercer sus
clectos inmunolégicos (52).

Finalmente, e! tercer dominio esta localizado sobre fa superficie

interna de fa membrana y funciona como un dispositivo de sefalamiento
para otras moléculas localizadas en su vecindad (25). Este dominio se
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encuentra asociado a enzimas, del tipo de las kinasas de la tirosina, las
cuales son capaces de fosforilar residuos de tirosina presentes en ella
misma y en otras proteinas que se encuentran cercanamente asociadas
(62).

Los INF dol Tipo t (IFN-u, [, 1y m) una vez unidos al receptor, inducen
la activacién de dos enzimas, la kinasa de la tirosina 2 (Tyk2), unida al
dominio intracelular del receptor y la Janus Kinasa 1 (JAK1) que adiciona
dos grupos fosfato (Pi) a residuos de tirosina. Ambas enzimas fosforilan a
tres diferentes proteinas conocidas como Stat (Signal transducers) de
113, 91 y 84 kDa respectivamente. La fosforilacidon de las tirosinas induce
su asociacion con una nueva proteina de 48 kDa. El complejo resullante se
une a ciertos genes dentro del nicleo, lo cual induce la respuesta
inmunoldgica (52,74). Por su parte el IFN-y al unirse a un receptor distinte
de 90 kDa, activa dos enzimas janus kinasas (JAK1 y JAK2), que fosforilan
a dos protefnas Stat de 91 kDa cada una, tal fosforilacion induce la
respuesta (Figura 2).

Aun desconocemos la relacion entre el nivel de ocupacion del
receptor y ta respuesta celular producida; por lo que no es posible explicar
fendmenos tipo "todo o nada* en la respuesta de las células al IFN.

1.4, Aplicacion del IFN-a en la clinica.

La actividad anti-viral y anti-proliferativa del IFN-« in_vilro sugirié
su uso potencial como agente terapéutico y profildctico en un gran nimera
de enfermedades de tipo hemaloldgico, oncoldgico y viral. Por ello, en la
decada de los 70°s, se conslderé a esta cilokina como la panacea de
muchas de estas enfermedades. Sin embargo el INF-o produce en muy pocos
padecimientos efectos benéficos duraderos. La respuesta que se observa
después de su aplicacion es muy variada y complicada; a pesar de ello el
INF-o constituye un tratamiento de eleccidn en algunas enfermedades
humanas {13,19,39,61,38).

E! IFN-a tiene poca electividad contra los cdnceres comunes, tales
como los de pulmdn, mama y colorectal, los cuales constituyen la principal
causa de muerte en hombres y mujeres (44). Solo algunos pacientes con
este tipo de cancer responden salisfactoriamente al tratamiento,
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mientras que la gran mayoria de los tumores solidos requicren de una
terapia combinada con ofras citokinas (IL-1,(L-2, TNF-«,etc.} (71) (cuadro
2).

Cuadro No. 2.Tipo de cincer en los que la letapia con IFN-u o5 frecnentemente exitosa.

Tumor | Gitokinas conbinadas para su fratatniento
Hematoldglcos "

Leucemla de células talciformes TIFN-a, L2

Linfoma no Hodgkin {bajo grado) { 1FN-u, FNT-0

Linfoma cutdneo do células T TIFEN-o, JL,

Leucemia cronica linfocitica (crisis pre-blistica) itFN-u, FNT-u

Tumores sdlidos

Melanoma tmaligno FNT-a, FNT-8, tFN-x
Carcinoma celitlar renal EMT-«, FN-o.

Sarcoma da Kaposi {relacionado al SIDA) 1FN-a

Tumor carcinoide FNT-p, IFN-o, IL-Yu y B
Gancer ovarico FNT-it, IFN-a

Cdncer de vejiga iL-10, IL-11, FNT.a
Tumores de cabeza y nuca (escamosos) FNT-f8, IFN-o.

Cdncer nasofaringoo FNT-a, FNT-§, FN-a
Cancer cervicat (tracto genital bajo) -4, -3, IFN-«

Las dosis de IFN-o usadas para el tratamiento de estos tipos de
cdncer se encuentran dentro del rango de uno hasta 30 millones de Ul {una
Ul equivale a la cantidad necesaria de IFN-o para protejer al 50% de
células de una citopatologia viral) (1). Las unidades de IFN-a contenidas en
un mg de protefna de esta citokina varian conforms a su proceso de
obtencidn y purificacién, por lo general un mg de proteina de IFN-u
contiene 2.5 X 108 Ul (98,99).

El principal efecto secundario del tratamiento con esta citokina, es
el "complejo de reaccidn febril’. Este cuadro incluye fiebre, dolor de
cabeza, malestar general, elc., y se acompafia de una disminucion de fas
funciones de la médula dsea, del higado y rifones (92,93). También se
presentan alleraciones neuroldgicas importantes, duranie todo ¢l tiempo
de su administracion, que desaparecen cuando se retira el {ratamiento
(92), e incluyen: alteracionss de la conducta, del patron de suefo, fiebre,
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fatiga, anorexia, veérligos, pérdida de conciencia, alteraciones afectivas y
depresion del SNC (8,28,36) (cuadro 3).

Cuadro No. 3. Efectos sectndarios causados por la terapia con IFN-a.

Efecto clinico observado

Fiebre

Calosfrios

Adinamfa

Astenia

Dolor de cabeza

Fatiga

Anorexia

Pérdida de peso

Cambios en ¢l EEG

Confusidn

Estados mentales alterados

Toxicidad farmacoldglca

Higado (cambios histepatoldgicos)
Rifones (proteinuria, glomerulonefiitis)
Inhibicién de la hematopoyesis
Disturbios cardiacos (arritmias, isqtiemias)

Respuesta inmunoldégica
Desminucion de la actividad de células NK
Induccién de anticustpos.

Inicialmente, se pensd que tales efectos adversos resultaban de las
impurezas de las preparaciones que contenian a esta citokina; sin
embargo, aun después de contar con una pureza mayor al 95%, estos
cfectos adversos continuaron, lo cual indicé quoe son consecuencia de la
accidn propia de la proteina de IFN-u.

1.5. Presencla y papel fisioldgico de las cilokinas dentro del SNC.

Duranle procesos patoldgicos de tipo infeccioso y en pacientes bajo
terapia con IFN-«, se evidencid la presencia de cilokinas dentro del SNC
(10, 39). Esto hallazgo, aunado a la inmunosupresion observada en sujetos
sometidos a estrés, inicié una serie de experimentos encaminados a
determinar el origen de tales compuestos. Los resultados de estos
estudios moslraron que el SNC, mediante la produccidn de
neurotransmisores, regula de manera especifica las funciones del Sl. Por
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su parte, el Sl puede a su vez tener acciones neuromoduladoras mediante
fa produccidn de cilokinas (78). Esta situacion establecio la existencia de
una comunicacion bidireccional entre ambos sistemas.

La presencia de las citokinas en el cerebio y en el liquido
celalorraquideo (LCR) es el resullado de una sintesis local y de su captura
de Ja cireulacion periférica. Existen varios tipos de ecélulas cergbrales con
capacidad de sintetizar y liberar cilokinas dentro del SNG; éstas incluyen
a los mactdfagos (53), los linfocitos T activados que cruzan la banera
hematoencefdlica (96), las células endoteliales de Ja vasculalura cerebra
(14), la microglia de origen monocitico (43), los astrocilos (40,41) las
neuronas moloras y noradrengrgicas (18).

La captura de citokinas de la circulacion periférica se realiza po
medio de un sistema de transporte regulado bidireccionalmente en Ila
barrera hematoencefdlica (8). Las citokinas fiberadas en la periferia
tienen un acceso lento at Hquido intersticial del cerebro a travds de los
drganos circunventriculares (drgano subfornical, érgano vasculoso de Ja
ldmina terminal, eminencia media, el Iohulo intermedio y el Idbulo neural
de la pituitaria, organo subcomisural, gldndula pineal y drea postrema)
{17). Ademds, por un sistema de transporte selectivo pueden aicanzar
otros sitios cerebrales o al LCR ventricular (72). Recientemente se mostrd
que los plexos coroideos, representan un sistema de transporte rdpide de
péptidos hacia el cerebro (97). Estas estructuras tienen una alta
concentracion de receptores para citokinas (35) y una alta capacidad para
caplurar las citokinas presentes en el LCR. Otra fuente para la captura de
citokinas la constituyen las células cebadas localizadas en los vasos
sanguineos de la barrera hematoenceldlica (en tdlamo, hipocampo,
ventriculos laterales y tercer ventriculo). Estas células pueden liberar sus
mediadores durante la inflamacién y con ello incrementar la permeabilidad
de los vasos sanguineos de la barrera hematoencefdlica a las cilokinas
(68).

Las principales citokinas presentes en el SNC son: la iL-1 (14,60),
IL-2 (10}, WL-3 (46), IL-6 (64,66,82,95), el TNF-u (42), el TGF-u (23) e
IFN-o v -y (2,56,60,61). Mediante el uso de técnicas histoquimicas y de
fluorescencia se mostrd la existencia de receplores de membrana
especiticos para estas cilokinas (18,35,49.56). Aunque el patrdn de
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distribucidon es amplio, se observd la coexistencia de estas sustancias con
neuronas noradrendrgicas {18). Los principales sitios en los cuales los
receplores eslan prasentes son: el hipoldlamo, el hipocampo, la corteza vy
el lallo cerebrat (49,56,60). El papel fisioldgico de estas cilokinas dentro
del SNC no se conoce completamente, Sin embargo, se sugiere su
patticipacion en procesos de crecimieto (82), diferenciacién {63,73),
prolileracion {10) y reparacion de lejidos nerviosos {90). Ademds, las
citokinas participan en la mediacidn de las respuestas inmunoldgicas,
endacrinas, melabdlicas y neuroldgicas; las cuales inducen las
manifestacionegs clinicas de ciertos cuadros palologicos {31).

1.6. Intleraccion del {FN-« con el hipotdlamo lateral (HL) .

Tanto los eteclos colaterales observados. durante la terapia con [FN-
o como las manilestaciones clinicas presentes en sujetos con infecciones,
sugieren una accion de! IFN-u. sobre centros sensorigles y del sistema
limbico. Un centro de integracion que estd relacionado con lales funciones
es el hipotdlamo. Ademds, se han descrito receplores para IFN-o, IL-6 e
-1 en esta estructura y se moslrd que el INF-o ejerce un efecto
anoréxico por una accion dentro del HL y el hipotdlamo ventromedial (HVM)
(79,87). Sin embargo se desconoce el sitio exacto asf como el mecanismo
de accién que uliliza esta citokina para inducir tales efectos.

Es posible que la accidon del IFN-o dependa de su interaccion con
alguno de los miltiples neuroltransmisores que ahl sg localizan lales como:
dopamina, noradrenalina, acetilcolina, serotonina (5-hidroxitriptamina),
histamina, &cido-gamma-aminobulirico (GABA), glutamalo (GLUT), glicina,
f-endorfinas ({derivados de la proopiomelanocorting), colecistokinina,
neurotensina, glucagon y galanina (24).

Por otro lado, aunque las células que componen al HL presentan una
distribucion en grupos celulares con diversas relaciones estruclurales,
tamafios y densidades, una de sus caracteristicas es su capacidad para
responder a cierlos componentes del plasma, como la concentracion de
glucosa y de varias homonas (insulina, glucagon, somatostatina), asi como
a la temperatura y presion osmdtica (11). Esla peculiaridad se suma a su
capacidad para responder a la informacion procedente de otros sistemas
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neuronales (7). Debido a ello, el HL responde a una gran variedad de
aferencias, que conducen eslimulos exteroceptivos (dolor, temperatura,
vision, etc), interoceptives (distensidn e isquemia visceral), cambios
emocionales y expresiones conductuales (hambre, combate, sed, huida y
coito) ¢ influye para mantener un medio interior corporal constante
(homeostasis) (9,54). Esta diversidad de acciones podria explicar la gama
tan amplia de efeclos neuronales provocados por la presencia del IFN-o en
el HL.

Desde un punto de vista neuroguimico la informacion que recibe el Ui
proveniente de! talio cerebral, se ejerce a través del principal
neutotrasmisor presente en esla zona, la noradrenalina (NA). Esta
sustancia se libera dentro del HL y actia sobre receptores o y .,
involucrados en el control de varias funciones como la ingesta de
alimentos (58), el control de la presion sanguinea y en la frecuencia
cardiaca (21). La NA es ademds un modulador importante de la respuesta
que presentan las células del HL a otros neurotransmisores presentes en ¢l
SNC ya sean de tipo excitador o inhibidor (11). También la 5-
hidroxitriptamina (5-HT) y la glicina actéan como neurotransmisores para
proveer de informacién bulbar Otil en la inhibicién nociceptiva (7).

El HL posee conexiones con la corteza carebral, particularmente con
la prefrontal, la cual se encarga de discriminar los estimulos sensoriales,
tal relacién funcional se encuentra sujeta al estado motivacional y
emocional del organismo; el neurotransmisor involucrado en estas
conexiones es la dopamina (9). Sus aferencias con la amigdala y e!
hipocampo, se realizan via la stria terminalis. Estas alerencias son
fundamentales para regutar funciones cooperativas necesarias para que el
HL discrimine entre los diversos estimulos esenciales para la ingesta de
alimentos y conductas motivacionales (11). Por ultimo, existen aferencias
entre el HL y otros nicleos hipotaldmicos, las cuales regulan funciones
como el control visceral y el neuroendocrino, ademds de la integracién de
las respuestas metabdlicas (54).

La participacion de! HL en el control del peso corporal es
fundamental, por lo que se le considerd como el "centro del hambre" (5).
La destruccion del HL induce una marcada anorexia (11), la cual genera un
estado caquéctico, similar al que resulta de fa aplicacion hipotaldmica de
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citokinas del tipo de FNT-u, [L-2, IL-6 ¢ IFN-« (80,79,87). Estas
sustancias inducen cambios sobre la sensibilidad de las neuronas del HL a
compuestos  tales como glucosa, insulina, glucagon, carbohidratos vy
proteinas, lo cual provoca un desequilibrio metabélica (11) (cuadro 4).

Cuadro No. 4. Funciones reguladas por el HL.

Funcién Aferencia

Regulacidn de la femperatura Receptores para ol fifo y calor células
teimo-sensibles en HL,

Ingesta de liquidos “sed" Osmoreceptores presentes en células del HI..
Ingesta de alimentos "Hamtre" Céluas glucoso-sensibles del HL.

Reacciones dofonsivas (temor, cdleia) Sistema limhico.

Regulacion del peso corporal Células glucoso-sensibles dentro del HL y que

responden a niveles de insulina,

Regulacidn del metabolismo intermedio Células sensibles a los niveles plasmaticos de
Gluconeogénesis lipdlisis, fipogénesis y glucosa, insulina, carbohidratos, proteinas,
do las enzimas involucradas. fosfolipidos.

1.7. Efaclos electrofisiolégicos del IFN-o. sobre neuronas del SNC.

El INF-o. provoca importanles efectos electrofisioldgicos neuronales.
Por ejemplo, Calvet y Gresser an 1979 mostrarén que el INF-o Induce un
aumento en la frecuencia de descarga sspontdnea y provocada en neuronas
de la corteza cerebral y cerebelar. Este efeclo mostré una latencia corla y
un incremento en el ndmero de eventos de descarga en trenes (burst), sin
presentar efectos sobre la amplitud de los potenciales de accién (20).

La aplicacion microiontoforética de INF-o. sobre células de la
corteza cerebral y del tdlamo medio, provocd un aumento en la frecuencia
de descarga en las neuronas de la corleza, el cual fue dependiente de la
concentracion de IFN-o utilizada. Esta citokina sélo induce sus efectos de
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manera especifica sobre ciertos grupos neuronales. Por ejemplo, algunas
estructuras cercbrales como las del tatamo medio, se muestran
insensibles a la aplicacion del 1FN-« (85).

La aplicacion microiontoforética de INF-a (1 X 108 Ul/ml) en ol
hipocampo dorsal, induce un incremento de larga duracion on la aclividad
eléctrica de las neuronas, mienttas que en las neuronas del hipotdlamo se
observd una respuesta mixta a tas diferentes concentraciones aplicadas
(81). Es decir, algunas respondieron con un incremento y otras con ung
disminucion en la frecuencia de descarga. En este experimento las
concentraciones mds altas de INF-w provocaron canibios en fa ampfitud
del potencial de accion registrado intracelularmente. Adicionalmente,
cuando se aplicd por microiontoforasis el INF-a y el IFN-y sobre neuronas
de corleza cerebral e hipocampo, se encantré que el primero provocad
incrementos en la frecuencia de descarga eléctrica de forma dependiente
de la concentracidn. Sin embargo, el IFN-y no indujo cambio visible atguno
sobre estas estructuras (8G). Esta seleclividad en los efectos del INF-a
fue ademds sustenlada por estudios conductuales y electrofisiolégicos
(29).

Para tratar de explicar el posible mecanismo de accion por el cual el
INF-a ejercfa estos efectos dentro del SNC, se propusc en base a la
estructura quimica de esta citokina una relacidn con detivados de la
proopiomelanocortina (15). Lo que sugeria entonces una relacion del INF-u
con receptores opiodes, para analizar este hecho, desde un punto de vista
conductual, se mostré que fa aplicacion intracerebral de INF-a en ratones,
produce efectos similares a los provocados por la aplicacion de morfina,
estos son: induccién de analgesia, disminucion de fa aclividad locomotriz y
catatonia; efectos que fueron antagonizados por la aplicaciéon de naloxona
(16).

Ademds, estudios realizados in_vitro mostraron que of INF-o es
capaz de dasplazar a la morfina tritiada, fo que sugiere una unién a
receplares opioides, este efecto lambién fue bloqueado por la presencia de
naloxona (6,1G6), Adicionalmente, se mostrd que la administracion de INF-
a en ratas dependientes a morfina, reduce y modifica el sindrome de
abstinencla a la morlina desencadenado por la aplicacion de naloxona
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(27,83).

La participacion de los receplores opioides en fos eleclos
provocados por ¢l IFN-o fue egvaluada por la técnica cldasica de la
estimulacion in vitro de ileo ds cobayo. Los resullados moslraron que la
aplicaciéon de INF-o, incrementd el tamaho de las contracciones inducidas
por la estimulacion eldctrica. Este efecto ¢s el opuesto al provocado por
opioides y no fue bloqueado por la adicion de naloxona. Lo que sugiere que
los efectos del INF-« sobre la aclividad eléctrica de las neuronas no se
realizan a través su union con receptores opioides (89).

Con el empleo de una técnica de electroencefalograma (EEG), se
mostréd que la administracién intraperitoneal de INF-u induce cambios en
la actividad eléctrica en la mayoria de las estructuras nerviosas. El
principal efecto fue un incremento en el voltaje y en fa acitvidad eléctrica
en todas las derivaciones, sobre todo en el hipocampo y en la corteza
sensorial. El efeclo persitid hasta 72 s después de la aplicacién unica de
esta citokina (26). En el mismo estudio se utilizo la aplicacion
microiontoforética de INF-«, morfina y naloxona. Se observé que la
citokina aumenta la actividad espontdnea de las neuronas de la corteza,
mientras que la morfina provocd el efecto opuesto. Sdlo la accion de la
morfina se mostrd sensible a la aplicacion previa de naloxona. Estos
resultados descartan la posibilidad de la participacién de los receptores
oploides en los efectos electrofisiolégicos desencadenados por el INF-q
(86).

Sin embargo, fa controversia sobre la paricipacion de receptores
opioides en la respuesta al IFN-a, aln existe. Asi, se mostro que dentro del
hipotdlamo el INF-a también provoca cambios en la actividad eléctrica del
drea predptica del hipotdlamo anterior (HA) y del HVM en rebanadas de
cerebro de rata. En el drea del HA el 76% de las neuronas regisltradas
presenta lanto incrementos como disminuciones en la frecuencia de
descarga. Por ofra parte dentro del HVM, el INF-u siempre aumenté la
frecuencla de descarga, la aplicacion de naloxona antagonizé el efeclo
Inhibidor del INF-w. en el drea del HA y el efecto excitador en el HVM.

Los ofectos del IFN-u en eslas regiones se presentan en células
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identificadas tuncionalmente. Por ejemplo, en neuronas que muesiran
cambios en su actividad eldclrica por variacion de la temperatura dal
moedio. En ellas, el INF-¢ produjo una disminucion en la actlividad
eléctrica de neuronas sensibles al calor e incrementos en neuronas
sonsibles al frio (67). De manera similar esta citokina moditica la
excitabilidad eléctrica de neuronas de! HVM que responden a los cambios
de glucosa del medio (84). Ademds en 4L el IFN-o. provoca incrementos de
la excitabilidad sélo en células que responden a cambios on 2
concenlracion da glucosa del medio, mientras que no muestran eleclos en
neuronas insensibles a esle parametro (84). Los eleclos de esta citoking
en HL persisten durante varios minulos.

Por su parte, fos electos del INF-u sobre la ingesta de alimento son
reproducibles en modelos animales en los que se emplean técnicas de
microinfusidn intracerebroventricular y aplicacion sistémica de esta
citokina. Su administracién induce una hipofagia reversible de gran
intensidad y duracién, una disminucion en la cantidad de comida y en la
duracién de esta actividad. Por lo que respecla a la actividad eléctrica de
las dreas de! HL registradas, éslas presentan incrementos en la frecuencia
de descarga, particularmente en tas neuronas sensibles a tos cambios en ia
concentracion de giucosa del medio (50,87).
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CAPITULO 2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
2.1. Planteamiento del problemna.

Tanto la imunosupresion que presentan los sujelos que se
encuentran bajo condiciones de estrés (88), como los efeclos colaterales
observados durante la terapia con {FN-w (alleraciones de conducta, suefio,
{icbre, fatiga, anorexia, vérligo, adinamia, aslenia, dolor de cabeza, elc.)
(93) sugieren una comunicacidon reciproca entre el Sty el SNC. Por las
caracleristicas de estos electos, es posible que el IFN-a mantega una
interaccion directa con neuronas de centros sensoriales y motores asi
como del sistema limbico (65).

Estos efectos conductuales probablemenle sean consecuencia de una
alteracion de la excitabilidad celular provocada por el IFN-o sobre
neuronas de diferentes estructuras del SNC (HVM, HA, HL, hipocampo y
corteza). Estos efeclos son selectivos ya que, ni olras eslructuras
responden a la aplicacién de esta misma sustancia, ni otros lipos de IFN
modifican la excitabilidad celular,

Los principales efeclos provocados por el IFN-a sobre la
excitabilidad neuronal, se relacionan con aumentos en la frecuencia de
descarga espontdnea, disminucién en la amplitud y morfologia del los
potenciales de accidén de las neuronas sensibles a esta cilokina. Eslos
efectos muestran una relacion dependiente con la concentracién de IFN-a
aplicada y sugieren una interaccion de esta citokina con la membrana
celular la cua! modifica las propiedades eléctricas neuronales.

Los efectos que provoca el IFN-a se presentan en células
caracterizadas funclonalmente; es decir, s6lo en células que responden con
cambios en su actividad eléctrica por variaciones de la temperatura
corporal o en la concentracidon sérica de glucosa. Conductualmente los
efectos del IFN-a se relacionan con actividades tales como la ingesta de
alimentos y la regulacion de la temperatura. Estos datos hacen factible
que los efectos del IFN-o.  sobre la actividad eléctrica sean el mecanismo
subyacente a sus acciones conductuales observadas.



A pesar de la descripcion de los mulliples eteclos conducluales vy
electrofisioldgicos provocades por la  administracidn  del FN-a, su
mecanisimo de accidn a nivel celular no ha sido aun descrito. Los clectos
que esta cilokina ojerce a nivel inmunoldgico involucra mecanismos a
largo plazo que tardan horas en manifestarse, 1o cual es el resullado de
una accion gendimica (52); mienlras que sus efectos sobre la frecuencia de
descarga celular, se presentan en cuestion de segundos, adicionalmente, la
aclivacion de los receptores al IFN-o desencadena fundamentalments
cambios en la maquinaria genélica sin que se hayan descrilo alin cambios
an ol flujo transmembranal de iones. Lo cual es requisito para modificar la
axcitabilidad celutar. Por oftra parle, los ofectos mediados por este
receplor son especificos de especie (6), mientras que las acciones
electrofisioldgicas no 1o son (16). Estos datos denotan la posibilidad de la
activacion de dos mecanismos de accion a nivel de membrana celular
totalmente diferentes los cuales no involucran al mismo receplor.

los resultados provenientes de los estudios electrofisioldgicos
sugieren una interaccion entre el IFN-o y la membrana celular, ta cual
modifica posiblemenle el flujo transmembranal de iones y por ende la
excitabilidad celular, esta accion desencadena los cambios en la
{recuencia de descarga descritos para esta citokina. Es probable que esla
interaccién sea, sino especilica, si selecliva, puesto que sdlo se presenta
en algunas estructuras y en una forma diferente en cada una de ellas.
Ademds estas respuestas eléctricas solo se producen en presencia da IFN-
oy no de IFN-J} o IFN-y (86). También desconocemos si la interaccién entre
el IFN-o y la membrana celular modifica la respuesta, hacia otros
naeurotransmisores a 1os que eastas neuronas son sensibles. Esta
informacién es importante por que permitirla delerminar una accion
neuromoduladora de esta citokina dentro del SNC.

Por otro lado, analizando las acciones que el IFN-a ejerce sobre el
desarrollo y fa diferenciacion celuiar (47,77) las cuales, incidentalmente,
podrian ser el resultado de una interaccion con el flujo transmembranal de
iones, implican que esta cilokina podria actuar también como una
neurotrofina. Eslas sustancias constiluyen un conjunto de péptidos los
cuales regulan los procesos celulares determinantes del crecimiento y
diferenciacién. Su mecanismo de accion se realiza por medio de [a



regulacion de la concentracion intracelular de calcio (Ca2+), lo que incluye
elaclos sobre el flujo transmembranal de este i6n (73). Una accion de esta
indole puede desencadenar cambios inmediatos sotwre la excitabilidad
celular y como consecuencia tambien sobre la frecuencia de descarga y
otras propiedades eléctricas de las neuronas (59).

Ef presente estudio describe el efecto que el tFN-a ejerce sobre la
frecuencia de descarga de las neuronas del HL. Ademads, analiza los efectos
de esta citokina sobre las respuestas que presentan estas neuronas hacia
dos neurotrasmisores ampliamente distribuidos dentro del SNC como son
GLUT y GABA. El efecto de ambos neurotransmisores, estd ampliamente
caracterizado y a diferencia de otros, su accion es reproducible y
constante a lo largo de todo el SNC. Ademds, estos neurotransmisores
estan involucrados en la modulacion de un gran namero de acciones
fisiolégicas (24). Por otro lado, utilizando registros de fijacion de
vollaje en porciones de membrana (Patch-Clamp) determinamos el efecto
que el IFN-oo ejerce sobre las corrientes de calcio en neuronas
hipotaldmicas. Estas corrientes constituyen el principal indice del flujo
de Ca2+ a través de la membrana celular. Tomando como base que el IFN-a
puede tener un mecanismo de accion similar al que presentan las
neurotrofinas, para regular los precesos de crecimiento y diferenciacion
neuronal. De tal forma que posiblemenle esta citokina module la
concentracion intracefular de Ca2+, al modificar la actividad de los
canales responsables de su flujo.

Los canales de calcio dependientes de vollaje, se agrupan en dos
tipos: los canales HVA (canales activados por voltajes altos) y los LVA
(canales activados por vollajes bajos). La apertura de eslos canales, la
cual depende del nivel de polencial de membrana, provaca un incremento en
la concentracién intracelular de Ca2+ libre, lo que desencadena una
cascada de eventos bioquimicos que cuiminan en la modiflcacién de la
aclividad celutar (62).

E! Ca2+, considerado como el principal mensajero intracelular (62),
constituye uno de los mecanismos mads importantes para modular las
funciones, el desarrollo y la dilerenciacion celular. Muchos laclores
hormonales y de crecimiento modifican estas actividades a través de
modular la entrada de este idn a la célula, mediante el control de los
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canales de calcio HVA (12).

Con base en gstas consideraciones resulta congruente sugetir que ¢l
sitio blanco para las acciones del IFN-a lo conslituyen receptores que se
encuentran a nivel de membrana, diferenles a [os que median sus efectos
inmunoldgiocos (52). Gracias a estos receptores el [FN-u podria también
modular el papel fisioldgico que ejercen algunos de los neurotransmisores
involucrados en la actividad del HL, con lo cual modificarfa la
excitabilidad membranal y con ello la respuasta celular. El posible
receptor involucrado, podria ademds encontrase acoplado a un tipo do
sefial intracelular que modifique algunas de las caracterislicas de algin
lipo de canal de Ca2+ presente en las neuronas del HL. Esta informacion
serfa fundamental para delerminar el papel fisioldgico que como un
neuromodulador Hevaria a cabo el IFN-a.
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2.2. Hipdlesis.

1.- El IFN-oo modulala actividad eléctrica de las neuronas dol HL
actuando selectivamente en la sinapsis.

2.-El IFN-o modifica la respuesta neuronal del HL al GLUT y al GABA,
lo que podrd ser medido directamente con una interaccion
farmacolégica que implique fa determinacion de la  Clsq, en
presencia y ausencia do IFN-u

4.- lLos efectos del IFN-« sobre las propiedades oléctricas de la
membrana celular, son provocados por la modificacion de las
corrientes de Caz2+ registradas en las células del HL.

2.3. Objetivos.
' Caracterizar el efecto del IFN-¢ sobre la aclividad eléctrica de las
neuronas del HL en rebanadas de cerebro de rala. Para ello se

reallzard la aplicacidn local de la citokina y el registro extracelular
de las nsuronas.

Describir el efecto provocado por el INF-a sobre las respueslas

inducldas por dos neurotransmisores en las neuronas del HL, como
son GLUT y GABA.

Descrlbir el efecto del INF-o sobre las corriente de Ca2+ en registros
de Patch-Clamp configuracién de célula Integra.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. Soluciongs de incubacién para las rebanas de cerebro.
3.1.1. Liquido Cefalorraquideo Artificial (LCRA).

Para los registros extracelularos se utilizd una solucion de LCRA,
que se preparaba el dia anterior al registro. Tal solucién debfa tener una
osmolaridad de 300 mOsm y un pH de 7.40. Con la siguiente composicion en
mM: 124.0 de NaCl, 5.5 de KCI, 1.25 de NaH,PO4H,0, 2.0 d6 MgS04-7H,0, 1.5
de CaCly:2H20, 26.0 de NapHCOQg y 10.0 de glucosa. Esfa solucion es
oxigenada constantemente durante los registros con una mezcla de O al
95% y COy al 5%. La temperatura durante el experimento fue de 35 4 0.5°C
(65).

3.1.2. Soluciones interna y exierna para Palch-Clamp.

Las soluciones Ringer utilizadas para Patch-Clamp modalidad de
célula fntegra fueron; solucién externa para corrientes de calcio en mM:
150.0 de NaCl, 3.0 de CsCl, 2.5 de CaClp, 10.0 de glucosa y 5.0 de HEPES.
Ademds 1.0 oM de TTX adicionada a la solucién por medio de jeringas. Con
una osmolaridad 300 mOsm y un pH de 7.40. Esta solucién se burbujeo
constantemente con una mezcla de Oy al 95% y CO, al 5%. y se maniuvo la
temperatura a 35 £ 0.5 °C por medio un sistema de reclrculacién que se
describird posteriormente.

La solucién interna para la pipeta de Patch-Clamp, tenia la siguiente
compaosicion en mM: 130 de gluconato de Cs, 10.0 de NaCl, 10.0 de EGTA,
5.0 de HEPES, 4.5 de ATPyy,y 0.1 de GTP. De esta solucidn se preparaban
100 ml, de los cuales se tomaban 10.0 ml en un jeringa para usarse
durante el reglstro. La osmolaridad y el pH se median el dia del
experimento y debfan {ener valores de 300 mOsm y un pH de 7.40.

3.2. Cdmara de registro.
Se ulilizé una cdmara de registro para rebanadas de cerebro de rala,
fabricada en el laboratorio. Esta consta de una base de acrilico (10.0 X 7.0

cm), en cuya parle central se encuentra la cdmara del bano de registro en
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la cual se coloca la rebanada (3.5 cm de didmetro y 1.0 cm de altura). Esta
cdmara posee un sislema de entrada y salida de solucion, el cual
suministra la solucion de LCRA burbujeada con una mezcla de Oy al 95% vy
CO, al 5% y posee una capacidad de 6 ml. La cdmara del baiio se encuentia
unida por medio de un canal capilar (0.3 mm) a un pezo el cual liene la
funcion de soslener al lubo de succion y al ubo de oxigenacion cuando se
realizan las aplicaciones de los fiarmacos y con eslo eliminar las
vibraciones originadas por estas acciones. La cdmara de regisiro se
encuentra fija sobre la platina de un microscopio bioldgico (tigura 3A).

Mictoscopio
'_Solucién
delCRA
9 Rrguladox
’/ de temperstute
th Llave de fhyje
Suceién S ) D "
- ) i Regulador
Rebanada | de tempereturs
? : '
1"‘ '| i 22 : +
o
E!edmdo :
indiferente Rtbumdn Microscopio
Luz

B

Figura No. 3. Representacion esqueinatica cue muestra la disposicion do la cdmara
do registro para los experimentos realizados on el presente trabajo. A muestia la
camara de registro donde se colocaban las rebanarlas. B esquematiza al sislema
completo de cliculacion de la solucion de LCRA y la camara de registio.

La solucion de l_CRA llega a la camara de registro por gravedad, a una

temperatura de 35 * 0.5 °C gracias a un sislema de conlracoriiente. Esle
sistema, emplea una bomba que hace circular agua caliente (48.5 & 0.5 °C)
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por un tubo de mayor calibre (2.40 X 3.8 mm; didmetros inlerno y extemo,
respectivamente), mientras que la solucidn de LCRA circula, gracias a la
accién de la gravedad, por un tubo de menor calibre (1.19 X 1.70 mm;
didmetros intero y externg, repectivamente), localizado dentro del
primero. Tal arreglo permite una lransferencia de calor desde e! agua
caliente hacia la solucion de tal manera que cuando la solucién de LCRA
alcanza la cdmara de bafo donde se encuentca la rebanada de cerebro, su
temparatura es de 35 % 0.5 °C. La velocidad de llujo de la solucion de LCRA
en el sistema do baio; fue de 1.5 a 2.0 mimin, velocidad dptima para
registros extracelulares y de patch-clamp (figura 3f3) (55,34).

Esta misma camara de registro fue utilizada para realizar los
registros de Palch-Clamp. Con la diferencia de que la camara fue colocada
y fijada sobre un microscopio invertido (Olympus CK2), para poder
visualizar la célula que se reagistraria y el acercamiento de las pipetas.

3.3. Rebanadas de cerebro.

Se utilizaron ratas Wistar de 180-200 g de peso; oblenidas del
bioterio de la Facultad de Medicina, mantenidas en las condiciones del
laboralorio por una semana antes de reafizar los experimentos y con
acceso libre al alimento y agua.

Ef dia de registro, se sacrificaba a fos animales de experimentacién
por lraccién para dislocar los huesos de fa nuca; previa sedacion con éler.
Inmediatamenie s8 cortaba con un bisturfl el cuello para abrir la vena
yugular e inducir un desangramiento del animal. La piel se abrfa a lo largo
de fa iinea media del crdneo y era disecada lateraimente hacla abajo. La
médula espinal se cortaba a nivel del obex; insertando las tijeras de
diseccidn por debajo del hueso en este punto. Posteriormente se reafizaba
una incisién en el crdneo a lo fargo de ia lnea media. Con ef uso de unas
pinzas “rongeur” se rompid el hueso del crdneo, eliminando también la
duramadre. Despuds se colocd rdpidamente una espdtula de vidrio pequefa
detras del cerebelo y debajo del cerebro, para quitarlo cuidadosamente de
la caja craneal. Por dltimo los nervios craneales eran cortados con las
tiieras de diseccion.

Una vez extraido el cerebro, éste se colocd dentro de una caja peli



sobre una gasa humeda con una solucion de LCRA oxigenada y con una
temperatura de 4.0 £ 0.5 °C. Dentro de este baio se realizé la diseccion del
HL. El cerebro se colocd con la parte ventral hacia arriba para eliminar un
bloque de tejido que comprende la parte anterior del cerebro a partir del
quiasma optico o de los cuerpos mamilares, este bloque fue rentovido del
cerebro por medio de un corte coronal. Posteriormente la corteza, el
cerebelo y el talamo fueron removidos con un bisturi de la preparacion
rasuitante, dejando al hipotdlamo completo.

El hipotdlamo fue colocado en una cdmara de un Vibrolomo (Campden
instruments LTD); la cual contenia solucion de LCHA a 4.0 & 0.5 °C. Las
rebanadas se obtuvieron por cortes coronales de secciones frontales del
hipotdlamo, la direccion de los cortes tuvo un sentido rostro-caudal. Las
dos primeras rebanadas obtenidas del hipotdlamo eran desechadas. El drea
del HL usualmente se encontraba en la tercera rebanada coronal obtenida.
Esta estructura se localiza sagitalmente a lo largo del tercer ventriculo,
por lo que podian obtenerse 5 rebanadas de un cerebro que contenian esla
zona. E! grosor de las rebanadas de HL fue de 300 pm, el proceso se realizd
bajo visualizacién estereoscépica. La duracidn desde que se sacrificd al
animal hasta la obtencién de las rebanadas de cerebro se realizd mdximo
en 4 min.

Para el caso del registro de Patch-Calmp, las rebanadas de ML fueron
obtenidas de la misma forma que para el caso de los registros
extracelulares. La diferencia principal entre ambos procedimientos,
consistid en el grosor de las rebanadas obtenidas, que en este tipo de
registros fueron de 100 pm (34).

Una vez oblenida las rehanadas de HL., éstas se colocaban dentro de
una cdmara de reglstro, con ayuda de dos mallas de nylon (1.0 cm de
didmetro) las cuales fijaban y mantenfan al tejido en la superficie de la
solucion LCRA. Posteriormente, se localizaba el HL con ayuda de un
microscopio bioldgico (Carl Zeizz, 40X) y de un atlas eslereotdxico de
cerebro de rata (57). La solucion de LCRA circulante fue mantenida a una
temperatura de  20.0 * 0.5 °C y después sc accionaba el sistema de
recircuiacion y calentamiento, para que la temperatura de esla solucion en
la cdmara de registro alcanzara los 35 + 0.5 °C. La rebanada permanecfa en
esta situacidn durante al menos 60 min, antes de iniciar cualquier
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maniobra experimental, con la finalidad de lograr un equilibrio de la
rebanada con la solucion y su temperatura.

3.3.1. Preparacion de las células para el registro de Patch-Clamp.

Para obtener un registro de Palch-Clamp de buena calidad, es
necesario tener acceso a una membrana celular limpia. En estos
experimentos se logrd con la ayuda de una pipeta de vidrio pulida con un
didmetro aproximado de 5 pm, llena con solucidn Ringer extlerna para
Patch-Clamp y colocada en un micromanipuiador mecdnico. Por
visualizacién directa, empleando un microscopio invertido (Olympus CK2),
la pipeta se acercd o mds posible a la célula seleccionada en la parte mas
superficial al borde de la rebanada dentro del HL, posteriormente se
aplicaron presiones posilivas de 5 a 10 psi. De esta forma el tejido que
cubre a la célula se rompe y puede ser removido por succiones leves a
través de la misma pipeta. Este proceso de limpiado se realizaba en
aproximadamente 10 min (34). Una vez limpia la célula; se procedia a
realizar el sello de alla resistencia (Gg2).

3.4. Sistemas de registro.
3.4.1. Registros extracelulares en rebanas del HL.

El registro exlracelular unitario se realizé empleando un
amplificador (Grass RPS 107), conectado a un preamplificador (Grass P5
AC) y a un osciloscopio (Tektronix 2225); al que se conectd un
audiomonitor (Grass AM8). Del preamplificador se conecld una sonda de
alta impedancia (Grass) y de ésta se conectaron los electrodos de registro
de la rebanada, y los de tierra hacia el bafo y a la mesa de registro. El
microelectrodo de registro posefa una punta de 0.5 a1.0 um y una
resistencia ohmica de 18-23 MQ medida in_situ. Estos se obtenfan de
capilares de borosilicato sédico (1.8 mm de diametro extemo) estiradas
en un estirador de pipetas vertical (Vertical Puller, M-700C),
posleriormente eran llenados con una solucién de NaCi 4 M tefiida con
verde rdpido. LLos microelectrodos fueron colocados dentro de la cdmara de
registro y maniputados cerca de la rebanada de cerebro mediante un
micromanipulador (Newport MX300R), con la ayuda de un microscopio
biolégico (Carl Zeizz).
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Las sefiales registradas eran procesadas primero por el
preamplificador. Siendo fillradas con tiltros de baja frecuencia (300 Hz) y
de alta frecuencia (1 KHz), usando siempre una amplificacion de 50 X 100
y el filtro de 80 Hz. En el osciloscopio la senal amplificada era capturada
y mediante el uso de un discriminador do ventana sélo se registraban
aquellas espigas que se mantenian constantes por un tiempo de 60 min. La
amplitud de la ventana la cual se podia delinir fijando un valor de voltaje
minimo y méximo, era delerminada automaticamente por el programa de
captura en base al nivel de la sehal registrada. Estas seRales fueron
enviadas a una computadora PC (Relisys), a la cual se le instald
previamente una larjeta converlidora analdgica-digital, para la captura y
andlisis de datos (Computerscope, R.C. Electronics). Asi, las grdficas del
andlisis de la {recuencia de eventos contra tiempo fueron muestreadas
cada 4 seg durente periodos de 15 min, grabadas y aimacenadas en discos
flexibles de 3.5" (2HD Verbatim), para su posterior interpretacion.

3.4.2. Registros de Patch-Clamp en rebanadas de HL.

Dentro de una caja de Faraday se encontraba una mesa neumadtica
(Newport) que aisla al sistema de registro de las vibraciones mecdnicas
externas. Sobre ésta, se localizaba la cdmara de registro y el
micromanipulador mecdnico (Newport,MX-300R) que sostenia la sonda de
registro y permitia realizar los movimientos necesarios de las pipstas de
patch, en aproximaciones de hasta 0.1 pm, pata acercarlas a las células y
efectuar el sello. De lado opuesto un micromanipulador hidraiilico
{(Narishige, WR-30) se utilizd para deslizar la pipeta de limpiado, la cual
astaba conectada a una picobomba pneumdtica (World Precision
instruments, USA), que  suministraba presiones positivas de 5 a 10 psi
para limpiar la membrana de las células del HL.

Los movimientos de ambas pipetas hacia las células en la rebanada
de cerebro fueron visualizados en un microscopio invertido (Olympus CK2)
usando siempre el objetivo de 40X. Sobre el primer micromanipulador se
colocé la sonda de registro (CV4-Headstage, Axon-instruments,USA) la
cual se conectaba al amplificador para Patch-Clamp (Axopatch-1D, Axon -
instruments, USA). La sefal de salida de ésle alimentaba wuna interfase
convertidora analdgica-digital (Digidata 1200; Axon-intruments, USA)
insertada en una computadora PC (Digital, Venturis) donde se encontraba
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instalado el programa pCLAMPG6.0 (Axon-instruments,USA). Este sistema
de registro, captura, almacen y andlisis de datos permitio obtencr las
corrientes ionica presentes en las células del HL. La salida del
preamplificador también se conectd a un osciloscopio (Tektronix) y a un
audiomonitor (Grass instrument) los cuales permitieron seguir el proceso
de seliado y de registro de corriente a través de la membrana de la célula,

Las pipelas usadas; lanto la de limpiado como la de patch clamp,
fueron hachas a parlir de capilares de vidrio (didmetro externo 1.5 a 2.0
mm y diametro interno 1.6 a 1.2 mm), estiradas en dos elapas, usando un
estirador de pipetas vertical (Narishige PP-83). Ambas pipetas lueron
pulidas con una microforja (Narishige,MFF-83). £l diametro de la punta de la
pipeta de limpiado fue de 5 pm y el de la pipeta do patch clamp de
aproximadamente 3.0 pm. La pipeta de limpiado se Hlend con solucdn Ringer
externa para Paich-Clamp, mientras que la de registro fue lenada con
solucion interna.

3.4.3. Configuracién de Patch-Clamp: célula (ntegra.

La técnica de Patch-Clamp nos permite registrar in_sity canaies
individuales presentes en la membrana celular. Las configuraciones que se
pueden realizar con esta tdcnica son varias y cada una de ellas proporciona
informacion diferente. Esta informacién pusde ser complementaria para
resolver las caraclerfsticas de dependencia de vollajs, segundos
mensajeros, elc. involucradas en fos procesos de apertura de los
diferentes canales idnicos. En nuestro caso particular, se seleccioné la
configuracién de célula integra por que ésta nos permitié evaluar of efeclo
del IFN-o. sobre la corriente total de Ca2+, como pardmelro directo de ios
efeclos que presenta esta citokina sobre la excitabilidad neuronal (Fig 4).

Para realizar el selio entre la pipeta de registro y fa céiula, se
aplicé un pulso de voltaje de -0.5 mV y al mismo tiempo se monitored ia
resistencia de la pipeta. Una vez que la pipeta toca a la célula, la
resitencia se incrementa, por lo que ¢l puise tisnde a disminuir en
amplitud. Se aplica entonces, un succién leve al interior de la pipeta hasta
que una porcién de la membrana celular entra a fa punta de la pipeta de
Palch-Clamp, lo que provoca una completa desaparicidn del pulso (48).
Después de la formacidn de! sello, se rompe deliberadaniente fa porcién de
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membrana celular atrapada denire de la pipeta por medio de la aplicacion
de una ligera succion, acompaiada de una pequeila vibracidn mecanica
provocada por el amplificador, una vez rota la membrana se logra la
configuracién de célula inlegra. Este fendmeno se puede visualizar por
medio de un repentino aumento en la corriente capacitiva en respugsla a
los potenciales de prueba.
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Figura No. 4. Diferentes configuraciones para el registro de Patch-Clamp.

Una vez formado el sello de alla resistencia, se realizaron los
registros de las corrienles idnicas. Inicialmente se fijo el potencial de
membrana en -80 mV y se aplicaron pulsos de varias intensidades, con
una duracién de 300 mseg para activar y caracterizar las diferentes
corrientes de los iones que este tipo de células hipotdlamicas poseen.

Una vez registradas las corrientes lotales de ia célula, mediante ia
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aplicacion de soluciones con diferentes composiciones ionicas, fue posible
disociar a las corrigntes, eliminandose aquellas que no mostraron
sensibilidad significativa a los efectos del 1FN-a. Por ejemplo; con el
empleo de Tetrodotoxina (TTX), se bloquearon las corrientes de sodio, ya
que este farmaco es un agente blogueador especilico de canales de sodio
dependientes de voltaje. De la misma forma, se utiizd GsCl para bloquear
las corrientes determinadas por el i6n potasio.

En el caso del registro de las corrientes de calcio, inicialmente
éstas se delerminaron por medio de la aplicacion de pulsos de inlensidad
craciente (intervalos de 10 mV), con duracion de 300 mseg, y una
fracuencia de 0.5 Hz. Estos pulsos tucron desde los -90 hasta los 60 mV.
En lales experimentos se utilizd TTX y CsCl en el mismo bano de registro.
Posteriormente, esta estimulacidn se repitio, tanto en presencia de
diferentes concentraciones de {FN-u, como después de eliminar esta
citokina de la solucidn de registro, mediante el lavado de la rebanada. La
aplicacion de los pulsos de intensidad crecienie se realizaron con el
proposito de detemiinar el valor del voltaje en el cual el IFN-a ejerce el
efecto maximo, para después, probar con este valor de voltaje, las
diferentes concentraciones de IFN-a.

Todas las corrienles registradas fueron filtradas electrdnicamante
a 1 Khz y digitalmente muestreadas cada 1.5 mseg. Solo en el caso del
andlisis de las corrientes de cola, las sefnales fueron fillradas a 10 Khz y
muesireadas cada 0.1 mseg. Posteriormente, se determinaban las
corrientes control, las cuales se registraron en respuesta a fa aplicacion
de un pulso hiperpolarizante de 20 mV a partir del potencial de
mantenimiento. Estas corrientes controles fueron usadas para calcular la
resistencia de la pipeta y la capacitancia lineal de la membrana celular,
asf como para la sustraccion digital de los componentes lineales de las
corrientes de fuga y capacitivas. La densidad de la corriente fue calculada
al dividir la corriente registrada entre la capacitancia lineal de la célula.
Para posteriormente realizar las curvas de corriente contra voltaje.

3.5. Protocolos de aplicacion de {drimacos.

Para el caso de los registros extracelulares se realizd la aplicacion



de IFN-o, GLUT y GABA. Estos farmacos se aplicaron directamente a la
zona del HL por medio de una microjeringa (Hamilton). Para la aplicacion
del IFN-ay para la de GLUT y GABA se empleaton micropipetas (Oxiord,
Bechmate). El protocolo de aplicacidn de los fdrmacas fue el siguiente:
inmediatamente anles de aplicar el farmaco el flujo de la solucidon de
LCRA se detenia;, inicidndnse, la areacion de la cdmara de registio
direclamente con un mezcla de Op al 95% y GOy al 5% por medio del pozo de
succién, con la finalidad de eliminar los  movimientos bruscos en la
preparacion durante el registro. Entonces se realizaba la aplicacion def
farmaco y se registraba el efeclo sobie la actividad elédctrica de las
neuronas del HL. durante 5 min. Al final de este tiempo el flujo de la
solucion de LCRA se continuaba y la oxigenacion del tejido se realizaba
nuevamente a través de la solucidn,

Gracias al favado, el farmaco era climinado de la cdmara de registro
y entonces se reiniciaba la captura de actividad sléctrica post-aplicacion
del fdrmaco. Cabe senalar que se realizaron registros control  de la
actividad eléctrica espontanea basal de estas neuronas. En estas
condiciones se cerraba el flujo de la solucion de LCRA) sin que se
aplicara fdrmaco alguno, o bién con solo la  aplicacién de solucién vehiculo
(albmina al 2%, en el caso del IFN-u o solucion de LCRA en el caso def
GABA y GLUT). Los registros se continuaron hasta una hora después de la
aplicacidn de cualquier farmaco, en 4 intervalos de 15 min.

Para el estudio de las modificaciones del IFN-o sobre la respuesta
de las neuronas del HL a GLUT y GABA, las maniobras experimentales
consistisron en: lo. aplicar el farmaco (GLUT o GABA) en ef HL y registrar
el efeclo sobre la trecuencia de descarga durante 5 min en los que el
fdrmaco tiene interaccion con la zona de registro. Al final de éstos, se
procedia a la reapertura del flujo, lo que provocaba ei lavado de la
sustancia. Después de un periddo de 10 min se realizaba la adminisiracion
del IFN-o¢ en las mismas condiciones antes descritas. Una nueva aplicacion
de GABA o GLUT ocurria después de un tiempo que oscild entre 5 y 35
minutos despuds de aplicada la cilokina, Esta segunda aplicacion se
realizaba siguiendo exactamente el mismo protocolo que la primera.

Las concentraciones ulilizadas de FN-o. para los registros
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extracelulares fueron: 750, 1500, 2250 y 3000 Ul/ml. Para los
neurotransmisores empleados (GLUT y GABA) las concentraciones finales
en la cdmara de registro fueron: 0.1, 1.0, 10.0, 20.0 y 30 uM.

Se tuvieron los siguientes grupos controles: a) controles de tiempo
contra interrupcion de flujo de solucion de LCRA con tiempos de
1,3,6,7,10,13,15,17 y 20 min (n=10). b) aplicacion de LCRA a la zona de
registro (n=8). ¢} aplicacion de solucion de albimina al 2% (n=8). d)
aplicacion de GLUT o GABA después de una administacion previa de GLUT o
GABA para analizar la posible sensibilizacion de las neuronas por
aplicaciones consecutivas del firmaco (n=10}.

En los registros de Palch-Clamp, el dnico farmaco analizado fue el
IFN-a, el cual se aplicé al baio de registro por medio de un sistema de
fast-flow, sin inlerrumpir el flujo de la solucion Ringer extrema para
Palch-Clamp. Este sistema de flujo consta de seis tubos individuales (200
pm de didmetro interno), en los cuales la aplicacidn del IFN-a se lleva
acabo por gravedad, el flujo era controlado por llaves de paso. Para estos
registros ias concentraciones de la citokina fueron de 375, 750, 1000,
1500 y 300 Ul/ini.

3.6. Andlisis estadistico.

3.6.1. Registros extracelulares.

Inicialmente se delerming la frecuencia de descarga por min, de cada
una de las neuronas registradas, tanlo en condiciones controles como
durante y después de la aplicacion de cada uno de los farmacos (IFN-q,
GABA y GLUT). Con eslos dales se determind el valor promedio, la
desviacidn estdndard y el error estdndar para cada uno de los registros
realizados. Tales valores provenientes de las diferentes aplicaciones de
los neurotransmisores r2 utilizaron para realizar ias curvas de
porcentaje de respuesta-concentracion, comparativas entre los diferentes
farmacos, anles y después de haber aplicado la concentracién de IFN-o.
Con estos dalos se realizaron grdficas que relacionan la frecuenia de
descarga con el tiempo para determinar el efecto de los fdrmacos con
respecto a la actividad basal.
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Para considerar como significativo un cambio en la frecuencia de
descarga provocada por algun farmaco se utilizé la prueba de McNemar.
Esla prueba calcula el valor critico de la diferencia encontrada entre dos
eventos dependiontes; como lo son: la aclividad esponianea y la aclividad
provocada por la aplicacion del farmaco. Este valor se conoce como
proporcion critica (critical ratio) y cuando es mayor a 1.96, o menor a -
1.96, esto respresenta una diferencia esladistica de p<0.05 segln la
distribucidén normal Z.

3.6.2. Registros de Patch-Clamp.

Curvas de corfiente conlra voltaje (I-V). Las relaciones de corriente
conlra voltaje se realizaron en condicones control, durante la aplicacion
del IFN-o y después de eliminar el farmaco por lavado de la preparacion.
Para ello se considerd la corrienle transitoria con relacion al voltaje del
pulso de prueba utilizado.

El porcentaje de corrienle bloqueada fue determinada en funcién de
la formula 100 X (1-lisrmacollconirat) donde 13 leapror €5 la amplitud de la
corriente  menos la corriente de fuga registrada antes de la aplicacién del
farmaco y la lsmaco €5 la amplitud de la corriente menos la corriente de
fuga en presencia del IFN-u. Los resultados siempre se expresaron como el
promedio y error estdndar del valor medio. El andlisis estadfstico aplicado
a los resultados fue la prueba de Wilcoxon para muestras dependientes, las
dieferencias entre los registros contral y los registros con la aplicacion
de IFN-a fueron consideradas significativas sélo para una p < 0.05.

3.7. Fammacos empleados.

* IFN-a recombinante humano liofilizado, 105 Uf/m! reconstituido
con una solucién de albimina al 2%. (Inmuno Laboratories, INC)
Stanfford, TX 77477.

*  Acido L-glutdmico. 99-100% (SIGMA) St. l.ouis MO. USA.

*  Acido gama-aminobutirico. 100% (SIGMA) SI. Louis MO. USA.
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3.8. Diagrama de flujo que describe la metodologia empleada en el
presente (trabajo
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CAPITULO 4. RESULTADOS.
4.1. Resultados obtenidos de los registros extracelulares.

4.1.1. Caracterizacion del efecto del IFN-o sobre la respuesta
eléctrica del HL y curva de porcentaje de respuesta-concentracion.

Bl efecto de esta citokina se analizé en 54 neuronas del HL
registradas extracelularmente. Este conjunto de células mostro una
actividad eléctrica promedio de 16.20 x 1.67 espigas por min (n=54). Del
total de neuronas el 87.04% (47) respondigron a la aplicacion tnica de IFN-
w, mientras que el 12.96% (7) no mostraron alguna respuesta después de
la aplicacién de esta cilokina. El efecto caracteristico observado en las
neuronas que respondieron al IFN-u, fue una inhibicion en la frecuencia de
descarga la cual se encontré en 35 de estas neuronas hipotaldmicas. Este
efecto se presentd inmediatamente después de la aplicacion del IFN-«, con
una duracién de 6.52 + 0.32 min (n=35) y desaparecié después de que el
IFN-o0 fué eliminado de! bafo por lavado de la rebanada. Posteriormente la
actividad eléctrica de las neuronas regresé a su nivel basal (Figura 5).
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Figura No. 5. Grifica que relaciona la frecuencia de descarga con la duracion del
registro. En la que se se observa el efecto de una concentracidn de 1500 Ul sobro
la actividad eléctiica de las neuronas del HL. Este efecto de inhibicién fue e! efeclo
predeminantemente ohservado (64.8%) después de la aplicacion de la cilokina.
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El otro efeclo observado con la aplicacion del IFN-a fue un
incremento en la frecuencia de descarga fa cual se observo en 12 de las
neuronas hipolalamicas registradas {(cuadro 5).

Cuadro No. 5. Eleclo caracteristico del IFN-a sobie células hipotaldmicas.

Eleclos observados

con la aplicacion de | 1 “
IFN-.
% de  unidades 64.81 22.23 12.96

hipotaldmicas.

4 = Disminucion, T = ncremenlo y  ¢» = Sin electo.

Esle efecto se presentd inmedialamenle después de realizada la
aplicacion de la citokina y mostré una duracion simliar a la observada en
las neuronas que responden con un efecto de depresién (6.32 £ 0.29 min,
n=12). Una vez que la rebanada es lavada, esle efecto tiende a desaparecer
y los valores de frecuencia de descarga basa!l regresan a su estado conltrol
(Figura 8).
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Figura No. 8. En un poreontaje menor (22.23%) do neuionas registradas, el
tFN-a provocéd incrementos significativos en la fiecuencia de descarga de las
neuronas hipotalimicas.

Este efeclo de excilacion, se presentd a las mismas concentraciones
en las que se observaron los efectos de inhibicidn. Sin embargo, la
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excitacidn fug menos constante a una misma concentracion probada; por
gjemplo, la aplicacion de una concentracion de 1500 Ul de IFN-o 11 células
respondieron con una inhibicién mientras que solo 3 respondieron con un
incremento en fa frecuencia de descarga.

Se realizd la curva de porcentaje de respuesta concentracion, para
analizar el efecto caracteristico (inhibicion) def IFN-o sobre la actividad
cléctrica de estas neuronas (Cuadro 6) (Grafica 1).

Cuadro No. 6, Efecto del IFN- sobro la aclividad eléctrica do Jas neuronas del H)., El ndmero
enlre los pardntesis representa la canlidad de células registradas. Los asteriscos indican las
diferoncias signiticativas.

Concenlracion de Promedio de Promedio de
IFN-a. frecuencia de frecuencia de % de
{(Ulimly, descarga/min. descarga/min. inhibicion
(Controlj (IFN-a)
750 16.20 + 0.08 (8) 11.6 4 0.89 (8)° 28.4
1500 16,18 4 017 (11) 630 1 0.36 (1) 60.5
2250 16.14 + 0.45 (0) 2,81 £ 076 (8)* 82.6
3000 16,11 + 0.27 (8) 1.08 + 054 (8)*" 93.3
100
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Gréfica No. 1. Curva de porcentaje de respuesta concentracion en la que se
muestra la dopendencia de los eleclas inducidos por el IFN-a con la concentracion
ulilizada. Ef andfisis de esta curva mostié que 1a concentracién inhibidora 50%
(Clgo) de esta citokina es do 1468.130 + 0.026 Ul (n=35).
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4.1.2. Caracterizacidn de la respuesta a GLUT.

Un total de 87 neuronas del HL, fueron registradas extracelularmente
y sometidas a la aplicacidn focal, de GLUT. Su promedio de descarga en
condiciones basales fue de 17.0 1,55 espigas por min (n=57). Ef 88% (50)

de estas células

respondieron a las diferentes dosis de GLUT, con un

aumento en la frecuencia de descarga; mientras que el 12% (7) reslante no

respondio a la aplicacian de esle farmace (Cuadro 7).

Cuadro No. 7. Efectos provocados por el GLUT sobre la actividad éleclrica de las neuronas del HL.
£l niimero enlre paréntesis representa la cantidad de células registradas. Los asteriscos indican

las diferencias significalivas (* p < 0.05; ** p < 0.01)

Promedio de
frecuencia de

Promedio de
frecuencia de

Concentraciéh de
GLUT (uM)

Yo
de excitacion

descarga/min. descarga/min.
(Control} (GLUT)
0.1 17.56 & 0.65(10) 19.29 + 0.63(10)* 9.87
1.0 16.62 & 0.34(10) 22.74 1 0.40(10) 36.85
10,0 17.27 & 0.05(10) 28,20 ¢ 0.19(10)*° 63.37
20.0 18.05 & 0.16(10) 34,05 & 0.20010)*° 38.60
30.0 1713 & 0.23(10) 32,20 & 045(10) 87.91
100 —
- T T S
L o~ \cu—nDosputs IEN.C A
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Grifica No. 2. Curvas de porcentaje de respuesta-concentracion elaboradas con
los resuilados obfenidos después de administrar varias dosis do GLUT en
rebanadas de HL. El andlisis de ambas curvas mostré el valor de las CEgq para
GLUT y para IFN-o. y GLUT, siendo estas de 7.1087 & 12.462 (n=50) uM vy

1.1955 & 0.514 pM(n=35) respectivamente.



Con eslos dalos, se construyd la curva que relaciona el porcentaje de
efeclo con la concentracion y se determind la Concentracion Excitadora 50
para GLUT (CEso) (Grdlica 2).

El efecto provocado por el GLUT sobre la excitabilidad de las
neuronas del HL fue dependieme de su concentracion, y se observd
inmediatamente después de su aplicacion. Este efecto mostré una duracion
de 5.02 % 0.36 min (n=50), posteriormente, la frecuencia de descarga
disminuyd hasta retlornar a su estado basal una vez que el fdrmaco fue
eliminado por lavado de la preparacion (Figura 7).
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Figura No. 7. Se muestra la frecuencia de descarga en funcion del tiempo. En
primer plano so observa el efecto de la aplicacion Unica de GLUT sobre la
aclividad eléclrica de neuronas del HL. Se muestra fambién el efecto de
potenciacién inducido por el IFN-a sobre las respuestas provocadas por la
aplicacion de GLUT 10 min después de la adicion de la citokina.

4.1.3, Caracterizacion de la respuesta a GABA
Para analizar la accién de esle fdrmaco, se registraron

extracelularmente un total de 55 neuronas del HL. Estas células mostraron
un promedio en su frecuencia de descarga basal de 17.6 + 1.67 espigas por
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min (n=55). Del total de células, el 91% (50) mosird una disminucidon en su
fracuencia de descarga, mientras que el 9% (5) restante de las neuronas
registradas no respondieron a tal maniobra experimental (cuadro 8).

Cuadro No. 8. Efecto de GABA sobre la aclividad eléctrica de las neuronas del HL.. El ndmero entre
parentesis indica la cantidad de células registradas. Los asteriscos senalan las diferencias

signilicativas (* p < 0.05; ** p < 0.01).

Concentracion  Promedio de Promedio de % do

de GABA (tM)  frecuencia de frecuencia de inhibicion
descarga/min, doscarga/min.
(Contiol) (GABA)
17.0 + 0.12(10) 14,0 & 0.10(10)" 17.64

R 18.53 ¢ 0.34(10) 11,90 £ 0.02(10)° 35.80

10.0 19.20 £ 0.13(10) 7.40 & 031010)*" G1.4

20.0 17.13 & 0.64(10) 2,20 + 0.40(10)*" 87.1G

30.0 16.81 £ 0.92(10) 2.20 & 0.32(10) 86.92

De los datos anteriores se obtuvo la curva de porcenlaje de

respuesta-concentracién para GABA y se determind la

Inhibidora 50 (Clsg) (Grafica 3).
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Gréfica No. 3. Curvas de porcentaje de efecto-concentracion que musstia el efeclo
dependiente de la concentiacion de GABA y de IFN-o-GABA sobie la frecuencia de
descarga en neuronas del HL. De estas curvas se caicularon las Clgg: 5.2433 +
18.690 pM (n=50) y 04773 4 1.356 pM (n=40) respoctivamente. Se obseva
como la adicidn provia de IFN-a desplaza fa curva hacia la izquierda y hacia
atriba, lo que farracoldgicamente se interpreta como un efecto potenciador.

Concentracion



También el efeclo del GABA sobre la excitabilidad celular de eslas
neuronas, fue dependiente de la dosis y se presentd inmediatamente
después de su aplicacion. La duracién del efecto fue de 5.30 & 0.46° min
(n=50), posterior a este tiempo, la actividad eléctrica de las neuronas
regresd a su aclividad control basal (Figura 8).
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Figura No, 8. La aplicacion local de GABA provocd una reduccion en la frecuencia
de descarga de las neuronas hipotdlamicas. Tal decremento fue mucho mayor, con
la misma concentracién, cuando sl GABA se aplicha después de la aplicacion de
1500 Ul de IFN-a.

4.1.4. Efectos del IFN-o. sobre la respuesta a GLUT por neuronas del
HL

En 35 neuronas del HL, se analizé ol efecto del IFN-a y sobre la
respuesta de las neuronas hipotalamicas a GLUT. Estas células mostraron
una frecuencia de descarga de 13.54 + 0.92 asplgas/min (n=35).
Inicialmente se caracterizaba el efecto de GLUT al aplicar alguna de las
diferentes concentraciones empleadas (0.1, 1.0, 10.0, 20.0 y 30 M)y 10
min después se realizaba la administracion del IFN-« (1500 Ul).
Posteriormente se repetia la aplicacidon de GLUT a la misma concentracion
previa y se registraba el efecto observado por lales aplicaciones (Cuadro
9).
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Cuadro No. 9. Efecto del IFN-a sobre la respuesta de las newonas del HL a GLUT. El nimero que
se presenta entre paréntesis indica la cantidad de neuronas registradas. Los asletiscos sefalan
las diferencias significativas (* p < 0.05; ** p < 0.01).

Concentracion de  Promedio de Promedio de %% de
GLUT (uM) frecuencia do frecuencia de uxcitacion
descarga/min. descarga/min.
{Control) (GLUT).
0.1 13.53 + 0.36(7) 16.67 & 0.43(7)° 22.50
1.0 13.45 &+ 0.02(7) 2074 & 0.75(7)" 54.23
10.0 13.49 & 0.78(7) 2519 & 0.13(7)" B86.65
20.0 13.55 + 092(7) 2661 4 0.78(7)" 96.37
30.0 13.60 £ 0.12(7) 26.87 £ 034 (1) 97.58

Los resultados obtenidos muestran que la aplicacion de IFN-a
provoca cambios en la respuesta de estas neuronas al GLUT. Estos cambios,
consisten en una polenciacién de los efeclos del GLUT comparados con la
respuesta control; ya que la aplicacion de GLUT después de la aplicacion
de IFN-a, provocé efectos con una duracion de 9 + 0.43 min (n=35), en
contraste con los 5.42 + 0.36 min (n=50) de duracién observados antes de
la aplicacion de la citokina. En ambos casos la actividad eléclrica regresd
a su nivel basal despuds de realizar el lavado de la rebanada (Figura 7).
Cuando el GLUT se administré a intervalos variables después de la
aplicacién de IFN-a, se encontrd que el efecto de potenciacion es
transitorio; éste se inicia al menos después de 5 minutos de la aplicacion
de la citokina y persiste hasta los 25 min. La administracion de GLUT
después de esle tiempo, induce un efecto muy similar al que se obtiene por
la aplicacion de este neurotransmisor antes de la aplicacion del IFN-u«.

4.1.5 Efectos del IFN-a sobre la respuesta a GABA por neuronas del
HL

Para analizar tal efecto, se registré la actividad eléctrica de 40
neuronas, las cuales en promedio presentaron una frecuencia de descarga
de 14.30 + 1.23 espigas/min (n=40). £n este caso, se realizaron dos
aplicaclones de GABA (0.1-30 uM) una previa y una posterior a la
aplicacion dnica de una dosis de 1500 Ul de IFN-, en la zona de registro
del HL (Cuadro 10).
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Cuadro No. 10. Efecto de polenciacion del IFN-« sobre la respuesta a GABA.. El ndmero que se
thuestra entre paréntesis indica el nimero de newronas hipotalamicas analizadas. Los asleriscos
seialan las dileroncias significativas.

Concentracionde  Promedio de Promedio de % de
GABA (M) frecuencia de frecuencia de inhibicion
descarga/min. descarga/min.
(Gontrol) (GGABA)
01 14.36 +  0.76(8) 1141 1 0.72(8)° 20.54
1.0 15.24 % 0.12(8) 5.43 &+ 0.94(8)" 64.34
10.0 13.45 1 0.03(8) 1.96 4+ 0.17(8)"" 85.36
20.0 14.67 + 0.19(8) 0.80 & 0.001(8)"" 94.54
30.0 14.46 £ 0.26(8) 0.62 + 0.002(8)" 95.67

En forma similar a lo ocurrido con GLUT, el IFN-« provocd una
potenciacion de los efectos inducidos por GABA. La duracién del electo del
GABA después de la aplicacion de IFN-o fue de 45.32 & 0.41 min (n=40).
Esta potenciacion se presentd para lodas las aplicaciones de GABA y se
iniciaba desde que finalizaba la administracion de IFN-« hasta los 25 min
posteriores a ésta. De tal manera que el electo de potenciacion no se
observé cuando la aplicacion de GABA se realiza después de ests tiempo
(Figura 8),

Para analizar el efecto de potenciacion del IFN-a sobre la respuesta
de las células del FIL a GLUT y GABA se tomaron en cuenta tres pardmetros
que fueron: la Clsp, CEso, el porcentaje de respuesta y la duracion del
efecto para cada uno de los farmacos (GLUT y GABA) antes y después de la
aplicacion de IFN-o. Los resultados para las Cso indican claramente un
efecto de potenciacion, que se puede observar en las curvas de porcentaje
de respuesta-concentracidn. En ambos casos se encontré un
desplazamiento de la curva hacia la izquierda y arriba. Esto indica que
para producir el 50% de efecto ya sea con GLUT o con GABA la
concentracién necesaria es menor después de la aplicacion del {FN-o. Por
otra parte el porcentaje de respuesta provocado por GLUT y por GABA
después de administrar la citokina fue mayor en comparacion con la
aplicacion de ambos neurolransmisores antes de administrar el IFN-a, Por
altimo, la duracion de los electos también mostré diferencias
significativas. Cabe sefalar que después de la aplicacion del IFN-o la
duracion del efecto fue mayor, ain después de ser eliminado el GLUT o el
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GABA por lavado de la rebanada (sdlo permanecian en interaccion con el
tejido 5 min) (Cuadro 11).

Cuadro No. 11. Gomparacion enlre fas CEgg, Clgo, poicentaje y duracion del efecto provocado
por los neurotransmisores ulilizados, antes y después de una aplicacion do IFN-w. Los nimeros
dentro del paréntesis representan la cantidad de neuronas registiadas y los asleriscos indicon
las diterencias signilicalivas comparados con el grupo contiol (* p < 0.05; ** p < 0.01).
Aplicacion GLUT CEgy (uM) GABA Clgg (M) % do electo
da IFN-a GLUT(10uM)
Antes 71087 & 12.462(50) 65.2433 1 18.580(50) 61.41 & 5.43(10)
(Control)

Después 1.1955 + 0.514(35) 0.4773 + 1.356(40) 85.36 1 80.13(7)
Aplicacion % du eleclo Duracion de Dutacion de
de IFN GABA{10pM) electo (GLUT) electo (GAIA)

Antes 3.82(10) 5.02 + 0.30"min(50) 5.30 + 0.46"'min(50)

{Control)
Despuss 86.55 1 2.15(8) 9.0 + 0.43 min(35)  45.32 £0.41'min(40)

4.2. Resultados obtenidos de los registros de Patch-Clamp.

En total se realizaron 56 registros de Patch-Clamp en 56 nsuronas
del HL. Doce de ellas fueron utilizadas para registrar las corrientes
totales celulares; mientras que en las 44 restantas Gnicamente las
corrlentes de calcio fueron registradas. Quince de estas neuronas tueron
empleadas para analizar el efecto de diferentes concentraciones de IFN-o
sobre las corrientes de calcio inducidas por un pulso depolarizante que
llevo el potencial de membrana a 20 mV. Por otro lado, en 29 de estas
nauronas se obsarvd el efecto de una concentracidn de IFN-a (1000 UI),
sobre las corrientes de calcio inducidas por pulsos depolarizantes de
varias intensidades.

En términos generales, las condiciones del sello fueron excelentes

durante los primeros 30 minutos de registro, posteriormente se inicio la
reducclon espontdnea de las conientes (‘rundown”) la cual nunca fue
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mayor al 20% después de una hora de registro. Por esta razén unicamente
se registraban las células duranle la primer hora de realizado el sello de
alta impedancia.

Cuando se aplicaron diferentes pulsos comando en células
mantenidas en soluciones que no contenian bloqueadores de canales, se
obseivaron corrienles como las que se mueastran en la figura 9. Cuando el
valor del potencial de membrana se lleva a -40 mv, se obsorva una pequeiia
corrienle entrante rdpida y olra lenta. Ambas corrientes se incrementan
conforme e! pulso comando se aumenta, aunque la que muestra mayor
crecimiento es la corriente entranle lransitoria inicial. Cuando el valor
del pulso fue de 60 mV, el cual corresponde a un potencial de membrana de
aproximadamente -20 mV, se empieza a observar una corriente salienle
positiva, la cual es atin mayor con pulsos comandos de 70 mV. El uso de
letrodotoxina (TTX), reduce considerablemente la corriente pico en estos
registros (Figura 10), 10 que sugiere que se lrata de corrientes de Nas
sensibles a TTX, mientras que la aplicacion de soluciones con  cloruro y
gluconato de Cs reduce significalivamente la corrienle saliente positiva,
indicando con ello de que el principal componente de esla corriente lo
constituye el flujo de iones K.

La aplicacidn de IFN-a en concenlraciones que oscilaron entre 250 y
hasta 3000 Ul, no modificaron en forma significativa esta corriente
entrante como la comiente saliente. Cuando se utilizaron soluciones que
contenian ambos tipos de bloqueadores, es decir TTX (1 pM) o cloruro y
gluconato de Cs (130 mM), se obtienen registros como el que se muestra en
la figura 10 los cuales corresponden bdsicamente a corrientes de calcio.

En eslas condiciones, con valores de polencial de membrana desde -
60 mv se detecta una pequefia corriente transitoria, fa cual se observa
hasta con valores de -10 mV (Figura 10); sin embargo, a partir de los -20
mv, se delecla una corriente transitoria, la cual se incrementa en forma
importante desde 0 hasta 50 mV, alcanzando su valor mdximo a los 30 mV.
Ambos lipos de corrientes se asemejana las corrientes LVA y HVA de Caz2v,
descritas en varios grupos celulares (62).

Cuando estas neuronas fueron perfundidas con una concentracion de
IFN-o. (1000 Ul) se observd una reduccion significativa de las corrientes
registradas con voltajes que van desde -40 hasta 30 mV de los pulsos

50



comandos como se observa en la tigura 11. [Esta dosis de IFN-« provocd
una reduccién de aproximadamente el 42.8 + 6.8 % (n=29) de la corriente de
calcio registrada cuando el polencial de membrana fue llevado a 30 mV.
Por otro lado, con la utilizacion de un pulso comando similar y la
aplicacion de diferentes concentraciones de IFN-u, se enconlré que esle
efecto es dependiente de la concentracidon (Figura 12).
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Figura No. 9. Se muostran los registros representativos de corrientes celulares, obtenidas
cuando se emploan soluciones que no contienen ningln tipo de bloqueador. En este caso las
corrientes que se muestran corresponden a la suma algebraica de las corrientes da sodio, potasio
y calcio, fundamentalmente.

La figura 13 muestra la curva de voltaje conlra corriente
caracteristica de la situacidn control y del efecto resultante de la
aplicacion de IFN-a (1000 Ul) sobre estas misinas corrientes. Se observa
que el efecto de eslta cilokina se ejerce sobre las corrientes generadas con
vollajes elevados, as decir en corrientes de tipo LVA y HVA. En esla
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misma figura se aprecia que la eliminacion del 1FN-a por el lavado dal
tejido no desaparece del todo los efectos provocados por esta citokina.
Aun despuéds de 30 minutos de eliminada la citokina del bafio de tejidos,
los efectos depresores del IFN-o aln son detectados. Este efecto se
muestra con mayor claridad en la figura 14.
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Figura No. 10. Corrientes de calcio. La aplicacion de pulsos depolarizanles a neuronas que
reciben una parfusidn con soluciones intra y extracelulares que contienen TTX, CsCl y gluconato
de Cs, induce la apaticién de oste tipo de corriente. Las comigntes quo s observan son
fundamentaimente do calcio, y se presentan basicamente en todos los niveles de despolarizacidn
aqui mostrados. La médxima corriente registrada se obtuvo con la aplicacion de un pulso que
depelarizé la membrana celular hasta 10 mv.
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Figura No. 11, Cuando las células fueron petfundidas con 1500 Ul de IFN-o, la intensidad de las
corrientes so redujeron en forma sensible y signilicativa. Las comientes més afectadas fueron
las que se obtuvioron por la aplicacion de pulsos de alto vollaje, las cuales son caracterizadas
coino corrientes de calcio de tipo HVA. Sdlo so encontraron cambios en la amplitud de la corriente
de calcio registrada.
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Figura No. 12, Familia de curvas de las corriontes de calcio registradas durante la aplicacion do
diferentes concentracionss de IFN-«. El pulso depolarizante utilizado llevé el potencial do
membrana hasta 20 mV. Las concentraciones de IFN-o empleadas fueron de b) 375 Ul/ml, c)
750 Ulfml, d) 1500 Ulml y a) 3000 Ul/ml. En a) se observa la comriente control registrada

en ausencia de la citokina.
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Figura No. 13. Cutva vollaje-catriente que muestra los efectos provocados por el IFN-« (1000
Ul) sobre las corriemtes de calcio en 29 células registradas. Se aprecia un etocto sobre las
corrisntes LVA y HVA, asl como la ausencia de su recuperacion desputs de relirado el iFN-a.
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Figura No. 14, Los electos inducidos por el IFN-u (1000 Ul) sobre las cotrientes do calcio son
do larga duracion. Este grlica muestra fa reduccién que persiste en fas corrlentes de calcio ain
despuds de 30 minutos do retirado el IFN-a det bafio,
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CAPITULO 5. DISCUSION.

l.os resultados del estudio muestran que el IFN-a posee la capacidad
de modificar la excilabilidad de las células del LH, ejerciendo su accidn
sobre algunos de los parametros involucrados en esta propiedad neuronal,
lales como la disminucion en la frecuencia de descarga y en la corriente
de Ca?+ a través de Ja membrana celular.

La actividad eléctrica de las neuronas del SNC, estd determinada por
las propiedades que presentan sus membranas celulares como son: fa
permeabilidad selectiva a cierto tipo de iones (Nat, K+, Ca2+ y Cl,
principatmente), la presencia de receplores y canales que modulen la
entrada y salida de édstos a través dela membrana celular. De esla forma,
cualquier sustancia que modifique esta propiedades inlluird directamente
sobre la actividad eléctrica celular. Las sustancias que son capaces de
modificar las propiedades membranales pueden realizarlo a través de
diferentes mecanismos que involucran a algunas de las propiedades
fisicoguimicas de la membrana o por su interaccion con los receplores o
canales presentes en ellas. k| resultado subsecuente de esta modificacion
serd un cambio en las propiedades eléctricas de {a neurona, que se puede
manifestar con un incremento o decremento en la frecuencia de descarga,
en la corriente de iones a través de la membrana y en el potencial d2
aceidn que las células presenten a diferentes estimulos.

El IFN-a indujo cambios significativos en la frecuencia de descarga
neuronal del HL. E! efecto caracteristico provocado por esta citokina en el
64.81% del total de neuronas registradas, es una disminucion en su
fracuencia de descarga. Esla inhibicion presentd caracleristicas
especificas y reproducibles en el rango de concentraciones utilizadas (750
a 3000 Ul). El inicio del efecto tuvo una lalencia de 5.0 + 3.34 seg (n=32)
después de ser aplicada la citokina en la zona de registro. La latencia y la
duracién del efecto sugieren que el IFN-u regulan algunas propiedades de
la membrana que estan involucradas con la actividad eléctrica neuronal.
Esto efecto se presenta cuando la citokina tiene contacto con las células
del HL y termina paulatinamente cuando es eliminada del bano de registro
por el lavado de la rebanada. £ efecto predominante es dependiente de la
cocentracion de {FN-u ulilizada.



En base al andlisis de la curva de porcentaje de efecto-
concentracion para el IFN-a, se determind la Clso que corresponde a
1468.130 + 0.026 Ul (n=35) (Grafica 1). De esta lorma, el hecho de que las
neuronas del HL respondan signiticativamente con un patrdn de respuesta
caracteristico y especifico a las aplicaciones de las concentraciones
utilizadas de FN-u, las cuales son comparables con las concentraciones
fisiolégicas reportadas (10-5000 Ul/ml), sugiere que el HL as un sitio
blanco para la acciones neuroldgicas de esta citokina.

Al analizar la respuesta de las células a dos neurotransmisores
cuyos efectos dentro del SNC han sido ampliamente caractorizados y
reproducibles en una gran variedad de neuronas, Se encontré que ¢l GLUT y
el GABA ejercen sus efectos caracteristicos (excitacion e inhibicion,
respectivamente) en forma dependiente de su concentracién y de manera
reproducible. Estos efectos aparecen con liempos de latencia semejantes
al mostrado por el IFN-a (4.22 & 1.56 seg (n=50) y 6.12 % 0.56 seg,
respectivamente). La duracidon de ambos efeclos presentd diferencias
significativas  con la duracién observada para el efecto del I[FN-o.. Por otro
lado, se analizaron los efecltos del IFN-w sobre las neuronas que no
respondieron a la aplicacion tanto de GLUT como a la de GABA,
encontrandose que estas células no responden signiticativamente a la
aplicacién de la citokina. Este hecho habla de la seleclividad de efectos
que la citokina tiene sobre las neuronas del HL.

Los efectos provocados por el IFN-o. son diferentes a los evocados
por neurolransmisores presentes en ¢l HL. Los neurolransmisores ejercen
efeclos cuya aparicidn y finalizacién es inmediata y sdlo depende de Ia
presencia del neurotransmisor. Contrariamente, en el caso del IFN-a, el
inicio del efecto es mediato y su finalizacién es pautatina, incluse la
duracién del efecto excede a la permanencia del IFN-a en el baiio de
registro (40.0 & 7.34% n=32). Este efecto se puede explicar con base a las
caracteristicas fisicoquimicas del IFN-u ya que se trata de una molécula
protefca de alto peso molecular que presenta un coeficiente de biparticion
agua/lfpido menor a 1 (17a). Esta propiedad podria influir para que el
tiempo de permanencia de la citokina en la rebanada sea mayor y por lo
tanto el efecto sea mas duradero en comparacién con el GLUT y el GABA.
Estos datos sugieren que la interaccién enlre el IFN-a y la membrana
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celutar, es diferente a ta gue muestran tos neurctransmisores examinados
en el presente estudio.

Las acciones del IFN-u sobre ta actividad eldctrica de las neuronas
de rebanadas de HL, son diferenles a las reporladas en animaltes inlegros
registrados en esa misma region. £n este experimento, el principal efecto
observado fue una disminucion en la frecuencia de descarga de las
neuronas; mientras que en animales integros las respuesias muestran una
mayor variabilidad. Probablemente eslo se¢ deba al tipo de preparacion, ya
que en los registros realizados en rebanadas de cerebro, el nimero de
aferencias y eferencias de una neurona se reduce considerablemente. Tal -
reduccidn impide la posible influencia de otras estructuras, las cuales
son sensibles al IFN-o. Por tal razdn, en esta preparacién se observa una
accion mas direcla de esta citokina con las neuronas del HL.

Otra de fas respuestas inducidas por el IFN-« fue un incremento en fa
frecuencia de descarga. Tanto fa fatencia como la duracién de este efecto
fueron semejanies a las observadas durante los efectos inhibidores
provecados por la citokina (4.01 & 1.43 seg y 6.32 + 0.29 min; n=12,
respeclivamente). En estas neuronas no se observé el efecto de
potenciacion sobre la respuesta a GLUT y GABA, ya que esta fendmeno sélo
se presentd en aquellas células que respondieron a la aplicacion de IFN-o
con una inhibicion en su frecuencia de descarga. Este hecho habla de la
especificidad de los efectos que esta citokina liene sobre las neuronas del
HL. Por ditimo las neuronas que no respondieron a la aplicacién de esta
citokina muestran el efeclo caracteristico desencadenado por la
aplicacién de GLUT o GABA. E! tiempo de latencia, la duracion vy el
porcentaje de efecto fueron similares a los observados por las
aplicaciones de GLUT y GABA anles de la administracién de IFN-a. Por
alimo las neuronas gue no respondieron a la aplicacion de la citokina
ltampoco presentaron los efectos de potenciacion.

Estos efeclos potenciadores del IFN-0. sobre la respuesta de las
neuranas hipotaldmicas a GLUT y GABA se examinaron tomando en cusnta
las CEsq y Clsg para GLUT y GABA, caleuladas a partir de fas curvas de
porcentaje de efecto-concentracidn. La aplicacién previa de IFN-a a la
zona de registro, provocd cambios en las concenfraciones 50 de ambaos
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neurotransmisores. Esto indica que la citokina permite alcanzar el mismo
electo a concentraciones seis y once veces menores que las que se ulilizan
en ausencia de IFN-u para GLUT y GABA, respectivamente. (GLUT:
CEsgp=7.1087 & 12,462 uM (n=50) anles; CEgo=1.1955 & 0.514 M (n=38),
después de IFN-u) (GABA: Clgo= 5.2433 + 18590 M (n=50) antes;
Cls50=0.4773 & 1.356 pM (n=40), después de IFN-a), Este fendmeno de
potenciacién se obscrva farmacolégicamente en las curvas de porcentaje
de respuesta-concentracién, como un desplazamiento de las curvas hacia
la izquierda y hacia arriba.

Estos efeclos sugieren que la interaccion del IFN-a con la neurona,
ejerce cambios en las propiedades de la membrana celular, de tal forma
que moeditica la relacion entre los neurolransmisores y sus receptores
respectivos, ya sea a nivel de la misma membrana celular o en los
mecanismos de transduccion intracelular que utilizan estas suslancias.
Aunque aun desconocemos con exactitud el mecanismo de accidn empleado
por el IFN-o para modificar la excitabilidad neuronal en las condiciones
descritas para la citokina; i.e., con la latencia, duracion e intensidad
observadas; por los resultados oblenidos de los experimentos de patch-
clamp, es posible que estos efectos del IFN-a sean consecuencia de una
accion sobre las corrientes transmembranales de Ca2+.  Pot otro lado, los
resultados mostrados en este trabajo indican que el sitio de accion donde
se lleva a cabo el efecto de esta citokina es postsindptico, pues modifica
la actividad de los neurotransmisores que en condiciones fisiologicas
reconocen a sus receplores y actian a este nivel. Sin embargo, con estos
resultados no es posible descartar una interaccion de! IFN-o a nivel
presindptico. Lo que sugiere que es necesario realizar estudios
encaminados a determinar la interaccion de esla cilokina con la sinapsis
neuronat del HL. Para ello podrian ulilizarse técnicas que permitan
descartar el sitio de interaccion de esta sustancia, como los registros
intracelulares con fijacion de voltaje, la administracion de farmacos con
sitios de accion ya establecidos o el uso de neurotoxinas con efectos
selectivos ya sea pre o postsindticos (24).

Los neurotransmisores elegidos para ser empleados en el presente

estudio (GLUT y GABA), se encuentran distribuidos ampliamente en todo el
SNC de varios organismos y estdn implicados en los mecanismos de
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regulacién de varios sistemas, ademds de ser fuentes moduladoras hacia
otras sustancias que participan en los mismos procesos homeostdticos
(11). Desconocemos aun si este efecto de polenciacion ejercido por el [FN-
o puede extenderse hacia otros neurolransmisores localizados en esla
misma estructura.

El GLUT realiza sus efectos a nivel de receptores ionotropicos
descritos como Kainato (KA), Acido propidnico-Alfa-amino-3hidroxi-
Smetil-4isoxazole (AMPA) y N-metil-d-aspartato (NMDA) y a través de
receplores metabotrdpicos que regulan la entrada de Ca2+ a las neuronas.
Esle tipo de receptores son exiremadamente pldsticos, ademds de ser
modulados por suslancias diferentes a GLUT (24). Entonces, resulla
atractivo sugerir que esta citokina, mediante la posible interaccion con
alguno de estos receptores, modifique la respuesta a GLUT; sin embargo, la
observacion del mismo tipo de efecto sobre la respuesta a GABA,
neurotransmisor con un mecanismo de accion completamente diferente al
de GLUT (24); sugiere una accion inespecifica sobre la excitabilidad
celular, o bien una accion sobre un receptor que reconozca
especificamente al IFN-ay que este asociado a varios tipos de receptores.
Ademas, esle receplor podria de alguna manera estar acoplado a un canal
idnico, quizd a través de un sistema de segundos mensajeros. Para analizar
tal posibilidad resulta indispensable determinar el efecto sobre cada uno
de estos diferentes receplores a GLUT y GABA, mediante e! uso de
antagonistas especificos; esta informaciéon brindarfa darfa mas
informacién sobre el papel neuromodulador del IFN-¢.. Esta accion
potenciadora del IFN-o. sobre el GABA, ya ha sido descrita para otra
citokina, la interleucina-1, en cerebro de ratones y pollos (63a). Para
complementar el presente trabajo también es necesario el dascribir
cualguier tipo de parlicipacidn de segundos mensajeros involucrados en
los efectos de esta citokina sobre las neuronas hipotaldmicas.
Considerando, con base al tiempo en el cual se presenta y a la duracion de
este efecto, que es muy posible que se trate de acclones independientes
de sus efectos mediados a través de la maquinaria genética celular
(accion gendmica),

La posibilidad de que en estos eleclos estén involucrados los
receptores tipicos descritos para el IFN-o, es muy remola; principlamente



porque a esltos receptores, los cuales participan en funciones
inmunoldgicas, son especilicos de especie. Mientras que los eleclos
clinicos, neuroldgicos y aquellos provocados sobre la aclividad eléclrica
cerebral pueden ser inducidos por IFN  proveniente de otras de especios
(78,83). Esto indica que el IFN-« gjerce sus acciones inmunologicas y
neurolégicas utilizande mecanismos diferentes; quizd por su unidon a dos
tipos de receptores diferentes. Una posibilidad la constituyen los
raceplores opioides, ya que la naloxona es capaz de moditicar algunos de
los efectos neurologicos provocados por el IFN-o (16); ademds de que
gsta citokina es capaz de moditicar fendmenos opioides tipicos como la
tolerancia y el sindrome de abstinencia opioide (28). Sin embargo, el
empleo de IFN-a en los bioensayos farmacologicos tipicos de los opioides,
muestra la carencia de un efeclo mediado a través de algun tipo de
receplor opioide (89).

En el presente estudio, utilizando la técnica de patch-clamp la cual
determina con muy alta precisidn los efectos de cualquier tdrmaco sobre
las corrientes idnicas y por ende sobre los flujos de iones (48); se mostro
que el IFN-a, no modifica las corrientes de Na+, ni las de K+,
Contrariamente, las corrientes correspondientes a los flujos del ion Ca?+,
se mostraron afectadas por la citokina. Esta observacién conlleva a
postular como mecanismo de accion para el IFN-a a la modificacién de Ia
permeabilidad de la membrana hacia el ion Ca2+. Un efecto de esta
naturaleza, definitivamente provocaria cambios en la excitabilidad
celutar, ademds de cambios de mds larga duracién, incluyendo a la
potenciacion celular (32,73).

Aungue el IFN-a modificé las corrientes de calcio en prdcticamente
todos los niveles de vollaje utilizados (de -40 a +30 mV), su efeclo lue
mds intenso sobre las corrientes generadas con voltajes elevados; es decir
en aquellas corrientes registradas cuando el polencial de membrana fue
mayor a 0 mV. En otras palabras, la accién mas significaliva de esla
citokina sobre la corriente de Ca2+, parece ser sobre las corrientes tipo
HVA. Eslas corrientes son mediadas en algunas células cerebrales por al
menos 2 lipos de canales denominados Ny L. El segundo tipo de ellos, e5
sensible a dihidropiridinas (62) y parece ser el canal involucrado en los
procesos de liberacion de neurotransmisores y posiblemente en los
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efectos cronicos de las neurotrofinas (12). Esto sugeriria la posibilidad de
que los efeclos desencadenados por el IFN-a en el presente estudio sean
resullado de una interaccidn entre esta citokina y estos tipos de canal Sin
embargo, con estos resultados no es posible establecer el mecanismo de
tal interaccidon a nivel de membrana celular.  Asi, se desconace si los
efectos del IFN-a son consecuencia de una union directa a canales que
generan corrientes lipo HVA, o se trata de un efecto mediado por un algun
sistema de transduccidn intracelular.

La interaccion directa entre el canal y el iFN-o es apoyada por fas
caracleristicas de los resultados acui encontrados. Por ejemplo, el tiempo
durante el cual se manifestd este efecto fue de larga duracion e incluso
persistic  liempo después de retirar el |FN-o por el lavado de la
preparacion (Fig 14). Esto sugiere una accidn sobre canales que participan
en procesos de regulacion intracelular de larga duracion como es el caso
de ambos tipos canales de calcio. Eslos tlipos de canales estdn
involucrados en la regulacion de la concentracion intracelular de Ca2+
libre, la cual constituye el pivote que dispara una gran cantidad de
fendmenos intracelulares, tales como la contraccion muscular y la
secracidon celular entre otros (24). La modificacidn cronica de esta
concentracion intracelular de Ca2+, la cual es inducida por varios
neurotransmisores y por las neurotrofinas, provoca cambios en la
diferenciacién y desarrollo ceiular (12). Coincidentalmente estos
fenémenos también son modificados por las citokinas, entre las que se
encuentra al IFN-a (73,90).

independientemente del mecanismo utilizado, estos resultados
sugieren que la citokina modula la concentracidn intracelular del ion Ca2+,
con lo cual {endria un acceso hacia los procesos de crecimiento, desarrollo
y diferenciacién neuronal; ademds de los mecanismos involucrados en la
comunicacién interneuronal de las estructuras sensibles a sus efectos, tal
como el HL. Gracias a esta accion el IFN-« modularia ademds los procesos
de la sinapsis neuronal, quizd regulando la liberacion de los
neurotransmisores o modificando {a excitabilidad neuronal hacia ellos.
Estos hallazgos en su conjunto, le otorgan al {FN-o. un papel fisioldgico
sobre el control de funciones tales como la ingesta de alimento, el paso
corporal y el aumenio en la temperatura corporal, las que son reguladas
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por las células de esla estructura del SNC.

Como plan de trabajo a futuro; es ncecesario primero, analizar la
dinamica y la especificidad de los electos del IFN-a sobre las corrientes
de Ca2+. Para ello, e5 necesario utilizar herramientas farmacoldgicas y
procedimiento electrofisioldgicos tales como caraclerizar los paramelros
eléclricos de activacion e inactivacién, los cuales  nos permitan
establecer de manera exacta y puntual, el lipo de canal de Ca?+ que esta
involucrado en los efectos de esta citokina. En el caso de las neuronas del
HL, donde aln se desconocen el tipo y caracteristicas eléctricas de los
canales de calcio ahi localizados, es necesario determinar el tipo de
corrientes de Ca2+ exislentes y posteriormente analizar el efecto del IFN-
a sobre cada uno de los canales de Ca?+ presentes en esta estructura.
Camo segundo punto, es necesario ¢l definir el mecanismo de accion a
nivel de membrana celular. En éste, es de particular importancia el
analizar la participacion de los sistemas de porteinas G, las cuales estan
involucradas en la mayoria de los mecanismos de regulacion de Ca?s
intracelular (12).
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES.

A)

Q)

E)

F)

El IFN-o induce efectos sobre fa actividad eléctrica de las neuronas
del HL, los cuales se manitiestan como cambios en la {recuencia de
descarga neuronal.

Los efectos de esta citokina sobre la excitabilidad neuronal, son
consecuencia de su interaccion con la  membrana celular.

El {FN-« modifica ademds la respuesta de la membrana celular hacia
otros neurotransniisores como el GLUT y el GABA. Por un mecanismo
que involucra un cambios en la actividad eléctrica de ta membrana
postsindptica. Este efecto mostré una dindmica tal que excluye la
accién de un efecto gendmico .

El IFN-a disminuye las correntes de CaZ+ de tipo LVA y HVA,
presentes en la membrana de estas neuronas.

Estos resultados indican que el IFN-o estd involucrado en los
procesos de regulacién de [as funciones de esta neuronas a través de
una accion directa sobre los flujos del ion Ca2+ y de la concentracion
intracelular del mismo.

Todos eslos efectos fueron obtenidos utilizando concentraciones de
IFN-o las cuales se encuentran en el rango fisiolégico. Esto indica
que esta citokina juega un pape! importante tanto en las
manifestaciones neurolégicas, consecuencia de infecciones o
tumores, como también en situaciones fisioldgicas.
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