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RESUMEN.

Debido a sus efectos antiproliferativos, antivirales ¢ inmunomoduladores, el 1nterferon alfa
(IFN-a) se emplea en el tratamiento de cancer. infecciones virales y enfermedades inmunologicas.
Sin embargo. su utilidad clinica esta limitada por los efectos colaterales a mvel neural que provoca,
entre los que destacan: anorexia. hipertermia, adinamia, parestesias, disonnucion de la libido.
amnesia y cambios conductuales sigmficativos, los cuales son indicativos de una accion directa
sobre estructuras cerecbrales  La aplicacion sistémica y local de |I'N-a induce cambios en la
frecuencia de descarga de varias estructuras cerebrales, principalinente el hipotalamo y ¢l
hipocampo. desconociendosce ¢l mecanismo y los procesos de senahzacion intracelular que medan
tales acciones. Kl presente estudio tiene por objetivo caraclernizar Ja respuesta extracelular de las
células hipocampales a la administracion de HN-o y describir el efecto que esta citokina ejerce
sobre las corrientes de Ca2* . La descripcion de las acciones extracelulares del IFN-a se reahizo en
rebanadas longitudinales de hipocampo de rata colocadas en una camara de flujo constante
(Ringer-Krebs-Henseleit; 1.5ml/min) a 35 °C y con aireacion constante (95% Oy y 5% COy).

Los registros se realizaron empleando métodos y equipo convencionales. Se admimstraron
cinco diferentes concentraciones de IFN-a (375, 750, 1600, 3000 y 6000 UI) sobre la zona de
registro y sus efectos fueron capturados durante un periodo de 60 minuws. El analisis de los
efectos de la citokina sobre las corrientes de Ca2+, se realizd en células de hipocampo cultivadas.
provenientes de embriones de rata de 21 dias de gestacion. con ¢l empleo de la técnica de fijacion
de voltaje en porciones de membrana (patch-clamp). configuracion célula completa . Tanto la
técnica de registro. la metodologia y demas paradigmas experimentales empleados fueron las
convencionales para el analisis de las corrientes de este ion. La admimstracion del IFN-a provoco
cambios significativos (p<0.05) en la frecuencia de descarga hipocampal. El1 68.1% de 51 células
registradas. modificaron su actividad eléctrica La aplicacion de las concentraciones menores a
1500 Ul provocaron un incremento de la frecuencia de descarga. mientras que el efecto opuesto
se observo con la aphcacion de concentraciones mayores El efecto de esta sustancia s¢ mamlesto
darante al menos 45 minutos después de retirarla del medio Aunque la intensidad y la duracion
de los efectos de esta citokina en cada célula. fueron dependientes de 1a concentracion empleada
el numero de células afectadas no siguo tal dependencia. No =e observaron cambios en el upo.

maorfologia o tamano de las expigar registradas después de la aphcacion de la aitokina



En los registros de fijacion de voltaje en porciones de membrana, la aplicacion de pulsos que
llevaron el potencial de membrana desde un valor de voltaje de - 80mV hasta + 50mV, generd
corrientes cuyo tamano dependié de la edad del cultivo. Las corrientes de mayor amplitud (rango
de 200 a 750 pA), se registraron en ctlulas de 7 dias de cultivo, Al calcular la capacitancia especifica
de membrana (pA/cm?2), no se observaron cambios signmificativos (p=0.95) entre células con edad de
cultivo de 3 y 6 dias. l.a adici6n de diferentes concentraciones de 1FN-a a estas células redujo
hasta en un 67 6% las corrientes entrantes totales de Ca2*. Este cfecto. el cual fue dependiente de
la dosis, se manifesto Lanto en protocolos utihzados para analizar la relacion corriente-voltaje (1-V).
cumo en protocolos empleados para describir el curso temporal. La curva |-V mostro un
desplazanmento del valor maximo de corriente, de OmV en condiciones control a +10mV en
presencia del 1FN-a; también, en la curva se observa claramente como la corriente de calewo
empleza a activarse a valores mas negativos en presencia de la citokina. Il andlisis de las
corrientes promedio tanto en ausencia como en presencia del [FN-a. mostraron que la citokina es
capaz no solo de disminuir la amplitud de la corriente, sino que ademas el valor en el que se
presenta la corriente maxima se desplaza a valores mas positivos. L.a citokina también modifico el
proceso de inactivacién lenta del canal. haciendo ¢l valor de la constante de iempo menor con
respecto al control, sugiriendo un bloqueo sobre canales de calcio upo L.

Estos efectos fueron especificos ya que no se presentaron en registros de células
provementes del ganglio cervical superior de rata. Una caracteristica gencral de cstos efectos fue
la incompleta reversibilidad observada. Una vez reducida la corriente de Ca2* por la aplicacion de la
citokina. la ehiminacién de ésta del medio. s6lo provocé una recuperacion parcial de la misma,
indicando que el IFN-a modula la proteina canal de manera diferente a como lo hacen
bloqueadores especificos. Estos resultados muestran que el hipocampo de rata ¢s sensible a los
clectos de esta citokina. y que los cambwos en la excitabihidad provocada por el [I'N-a. pueden ser
consecuencia de un bloqueo de las correntes entrantes de Ca?e Sinembargo con estos

experimentos no es posible diluciar el posible mecanismo intracelular inductor de esta depresion



ABSTRACT.

Because of 1s antiproliferative, antiviral and immunomodulating actions.  [1'N.a has been
clinically used to treat cancer, viral infections and immunological disorders However, most of the
treated patients experienced several side effects related with some neurotoxic actions. Thus,
anorexia. hyperthermia, paresthesia. adynanna, and reduced gonadal function. also significative
conductual changes and memory loss effects had been deseribed after TFN-a treatment. These
effects are indicative of a direct action on some specific neural structures Systemic and local
appheation of LI'N-a modifies the exeitabihty of several cerebral nucler. mainly the hypothalamus
and the hippocampus: However. the mechamsm of action and the ntracellular signaling system
used by this cytokine to produce. such effects are unknown. The present study characterizes the
extracellular response induced by different concentrations of this II'N in hippocampal cells and
desenibes the action of this cytokine on the transmembranal fluxes of calcium. detected through
voltage-dependent Ca2* currents. IFN-a effects on the electrical extracellular activity were
recorded in hippocampal longitudinal shices from adult Wistar rats. Shices were immersed 10 a
recording chamber perfused continuously (Ringer-Krebs-lHenseleit: 1.5 ml/min) saturated with a
gas nixture (95% O, and 5% COy) Conventional equipment and methods were used. to record the
extracellular activity of CA1 happocampal cells. after the apphcation of five IFN-a concentrations
(375.750. 1500, 3000 v GOOO [U). Ca2* currents recordings were made using the whole cell Patch-
Clamp approach. i hippocampal cultured cells from embryonic ammmals of 21 gestation days.
Conventional equipment and methods were used to reahze such procedure All whole-cell
recordings were done from pyramidal cells. IFN-a exerts sigmficative effects on the extracellular
acthvity Onaverage the 68 1% of the 51 recorded cells were affected by the cytokine

Lower concentrations ehaited mainly increases of the electrical activity whereas the higher
coneentrations provoked decreases of such activity These effeets lasted at least 45 min after the
IFN-a was removed  Although both. the intensity and duration were concentration-dependent. the
number of affected cells was not. There were not changex on the shape. size or discharge pattern
induced by the appheation of the eytokine

Whole cell recordings showed that the apphication of pulses with increasing voltage steps

induced  1nward Ca2* currents whose amphitudes were dependent on the culture time.  Ca2*



currents between 200 and 760 pA were recorded in cells of 7 culture days. Application of IFN-a
reduced total Ca2* currents 67.6% in a concentration-effect fashion. This effect was observed 1n
erther, current-voltage and temporal curse protocols. The current - voltage relationship showed a
shift of +10mV 1 the prescence of IFN-a, also the current began to acuivate potentials at more
negative. The analysis of mean current either without or with IFN-a, showed that citokyne can
reduced the extent of current and displace it to values more positive. Speed of inactivation
increased under INIFN-a sugesting that principaly L- type Ca2+ channel were affected.

These effects were specific since they were not observed n recordings made in superior
cervical ganghon cells. Furthermore efects on hippocampal cell were no complete reversible.
sugestin that cytokine modified the protein channel in form different the others block  These
results indicate that the rat hippocampus is a target organ for IFN-a actions and that the
excitabihity changes induced by the cytokine could result from modification of Ca2+* fluxes through

the cell membrane. The intracellular signaling mechanisms involved 1n the depressing action on

Ca2+ current, remain to be clucideted .
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GENERALIDADES.

CITOKINAS.

Las citokinas constituyen un grupo ampho y variado de proteinas, las cuales actian como
moduladores quimicos de muchas respuestas celulares. Estas sustancias son sintetizadas en
respuesta a diferentes estimulos para actuar sobre organos y/o células blanco modificando su
actividad. Algunas citokinas son producidas en respuesta a una ampha gama de inductores y por
diferentes tipos de células. mientras que otras sélo son sintetizadas por un s6lo tipo celular en
respuesta a un estimulo especifico 89,

l.as citokinas se describieron inicialmente por sus efectos a nivel inmunolégico.
principalmente por su accién activadora del sistema inmune (SI) y por su participacion en la
respuesta inflamatoria; asi como por su origen. ya que principalmente son sintetizadas por células
inmunes, como los macrofagos, monocitos, hnfocitos T y B. y células asesinas naturales (natural
killer. NK). En el sistema inmune (S]) estas citokinas inducen acciones prohferativas, sintesis de
anticuerpos y eliminacion de bacterias y tumores 389 Recientemente se demostré que ademas
estas proteinas son sintetizadas y liberadas por casi todas las células de la economia y por lo tanto
participan también en la regulacion de acciones celulares diferentes a las inmunes

Estas moléculas alectan a su drgano blanco mediante tres procesos semejantes a los
utilizados por otras sustancias; uno de estos es el autocrino. en ¢l cual, la citokina sintetizada es
cupaz de actuir sobre receptores locahizados en la misma cétula que las libero. regulando su propia
produccaion If sepundo. es el paracrino. donde la citokina hiberada actaa sobre células blanco
advacentes i la ceélula que la produjo Finalmente ¢l proceso endocerino. consiste en que la
arokina s capaz de convertirse en un mensajero quimico y viajar a traves de la circulacion, para
modhificar diversos procesos celulares sobre eélulas blanco locahzadas en drganos v sistemas
leyinos 89

El término citokina se aplica a varios grupos de proteinas diferentes  las cuales estan
clasthicadas con base en aspectos hstoricos mas que funcionales. por lo que aitokinas del mismo

grupo o famili son capaces de ejercer efectos incluso antagonicos



los grupos mas estudiados de citokinas son:

a)

b)
c)

d)
e)

()]

h)

I*'actores de crecimiento que incluyen al factor de crecimiento epidermal (EGF): factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF); (actor de creciimiento derivado de plaquetas (’DGI):
factor de crecimiento transformante alfa y beta (I'GF ay B). y el lactor de crecumiento de
células endotehales (KCGIF).

Las Interleucinas que comprenden desde la interleucina 1 ala 11 (Il-1all.-11).

Factores estimulantes de colonias, como el factor estimulante de colomas granuluciticas (G
CSI); factor estumulante de colonias monociticas (M-CSIF); factor estimulante de colomax
granulociticas-monoaciticas (GM-CSF)

IFactores de crecimiento transformante alfa y beta (TGF a y B).

[Factor de necrosis tumoral alfa y beta (I'NFa y ).

Neurotrofinas como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF): factor de
crecimiento neuronal (NGF); neurotrofinas 3 y 4 (NT-3 y NT-4).

Neuropoyetinas como el factor inhibidor de leucemia (LIF); factor neurotrofico cihar
(CNTI).

Interferones que incluyen el alla. beta, gamma. tau y omega IFN- . B. vty @)

Cada citokina tiene efectos variados y acthan a través de mecamsmos independientes 1a

diferencia fundamental reside en el tipo de receptor al cual se unen para llevar a cabo sus efectos

42,89

Las concentraciones de las cilokinas con minimas en condicones fisiologicas <im embiargo

ostas se elevan en sitnaciones especiales como la embriogénesis o durante los traumas  algunas

enfermedades o incluso durante el estrés agudo, o anterior suglere que estas moléculas

participan en la regulacion de los procesos que mantienen un equihbrio functonal Durante estas

situaciones las enokimax, estimulan los procesos de reparacion tisular. mientras que durante la

cmbriogénesis inducen el crecimiento rapido 89



l.a acci6n promotora de las citokinas en la diferenciacion y crecimiento celular, sugiere en
su conjunto también una accién inhibidora citotdxica o citostitica. Las citokinas son capaces de
activar dos clases diferentes de genes; los proto-oncogenes, que ejercen un efecto posiivo sobre la
proliferactén celular, y los genes supresores de tumores o anti-oncogenes. lor cuales previenen la
prohferacion celular. Entre los prow-oncogenes que responden a factores de crecimiento estan el
ERB. FMS, KIT: y otros prow-oncogenes como FOS, MYC y JUN que se unen al DNA y actian
como reguladores transcripcionales89. Adicionalmente, la contribucion de las citokinas en la
respuesla a un antigeno es de suma importancia; por ejemplo, la activacion de los hinfocitos ‘T en la
respucsta inmune esta mediada por citokinas. princaipalmente interleucinas 3

Estructuralmente las citokinas son proteinas o ghcoproteinas, y por lo tanto no atraviezan
libremente la membrana celular, por lo que unicamente ejercen su accion a través de su union con
una proteina receptora localizada en la membrana. Una vez umdas a su receptor, algunas
citokinas se internalizan 42.89 10 sitios de union para las citokinas. hasta ahora descritos, tienen
una estructura similar independientemente de la citokina a la cual se unan. Esws, estin
conformados por una o mas cadenas polipeptidicas transmembranales. con un dominio
extracelular generalmente glicosilado. que funge como el sitio de unién con la citokina, un
dominio transmembranal mediante el cual se fija a la membrana celular y un donnnio intracelular
responsable de 1a transduccion de senales dentro de la célula 4282 La cantidad y funcionalidad de
los receptores a las citokinas sobre la superficic de la membrana celular depende
fundamentalmente del recambio y el reciclaje de receptores previamente internahzados 29.89

Cuando las citokinas se unen a su receptor especifico en la membrana promueven la
transcripeidn genélica asi como diversas respuestas asociadas con el ciclo y diferenciacién celular.
esws efectos estan mediados por la fosforilacion reversible de proteinas 42, como las cinasas.
encargadas de fosforilar otras proteinas en residuos especificos de aminoacidos. L.a mayoria de las
cinasas fosfunlan treonina y serina. pero existe ademas, un upo que fosforila especificamente
restduos de tirostna  La fosforilacion de este aminoacido es importante en los procesos de
regulacion del ciclo celular. que efectuan algunas citokinas como factores de crecimiento.

imterleucinas e anterferones 41,42, 82



Las cinasas que fosforilan tirosina se localizan en la porcion citoplasmatica del receptor y
son referidas como JANUS cinasas en semejanza al dios romano Janus (el cual tenia dos caras ).
ya que estas proteinas poseen dos sitios potencialmente capaces de adicionar grupos fosfato a otras
proteinas4l. Inicialmente se describieron dos enzimas de esta famiha, la Jak-1 y la Jak-2 y mas
recicntemente (1993). en cultivos de neuronas de hipocampo y en células de cancer de mama. la
Jak-3 42.82_ El mecamsmo critico para desencadenar los efectos de las aitokinas es la fosforilacion
de residuos de tirosina,  de proteinas intracelulares gue participan en la transduccion y

transceripeion genética.
CITOKINAS Y SISTEMA NERVIOSO CEENTRAL.

Durante muchos anos se consideré al sistema nervioso central (SNC). como un érgano
inmunolégicamente aislado debido principalmente a la presencia de la barrera hematoencéfalica
Esta se pensaba. era capaz de impedir toda influencia que el St pudiera ejercer sobre las diversas
regiones cercbrales. Sin embargo. se describid una relacion funcional importante para cl
organismo cotre el SNC y el S1. Tal comunicacion se establece por la sintesis y liberacion de
sustancias. Asi. el SNC libera moléculas reguladoras conocidas como neurotransmisores. mentras
que el Sl sintetiza factores solubles, llamados citokinas.

A mivel fisiologico, al liberarse las citokinas, éstas alcanzan al SNC y activan células
ncuronales que hberan sustancias neurotransmisoras para estimular a otros grupos celulares.
entre cllos a las células del SI para que. a su vez, incrementen la sintesis de caitokinas. Estos
inmunoreguladores actian nuevamente sobre células del SNU con lo cual se establece un
mecamsmo de retroalimentacion entre los dos sistemas y con ello se mantiene un equilibrio con
el resto del orgamsmo y el medio ambiente Existe ademas otra via en la comunicacion neuro-
inmune. la cual se establece por la mervacion directa de organos del SIcomo el bazo, tmo y
médula osca (IMig. 1) 28 Lstas conexwones parecen jugar un papel mportante en la coordinacion de
respucstas conductuales y hsiwologicas durante procesos de infeccion e inflamacion

lLa presencia de estas atokinas dentro del espacio mtercelutar ded SNC. se debe a varios
mecanmismos. Por ejemplo. en estados patologicos que se acompanan de inflamacion, las células

productoras de crtokinas pueden infiltrarse a través de un proceso de dhapédesis dentro del fluido

10



cerebral Fste proceso wnflamatorio, también puede ser inducido y mantemido por las mismas
citokinas K1 TNEF-a. 1L-1a e 1L-18: inducen un aumento en la permeabitidad de la barrera
hematoencéfahica. con un consecuente aumento de leucoeios dentro del liquido cefalorraguideo, y

Ia produccion de edema cerebral 86

CORVISOL

OL AND! A
PITUITARIA
VAGO
GLANDULA
ADRENAL P

FIG. 1. Representacion esquematica del circuito existente entre el sistema
nervioso central y el sistema inmune. Esta conexion se realiza gracias a los sistemas
neuroendocrinos y a la presencia de citokinas.



0XIDO NITRICO
SINTETABA™

1CLO OXWENASA v PORO DE UMION
74 PROSTAGLANDINAS DE LA BARRERA

\r HEMATOENCEF ALICA

FIG. 2.- Mecanismos por los cuales las diferentes citokinas pueden alcanzar el
SNC. incluyen su transporte sanguineo, la extravasacion de celulas productoras de las
mismas y su sintesis por elementos neurales.



Las citokinas también, son sintetizadas y hiberadas por las células ghales. como astrocitos.
oligodendrocitos. células ependimales y microglia Asi los astrocitos cultivados de raton. secretan
concentraciones elevadas de un factor semejante a la 11.-1 en respuesta a hipopohsacaridos 6.64
Recientemente se mostré que algunas neuronas, también pueden expresar aitokinas; sobre todo
del upode la ll.-1. Gy TNI"-a en regiones cerebrales como el mpotalamo. hipocampo. y corteza
cerebral (I 2) 89

l.a sintesis de citokinas dentro del corebro depende de ta naturaleza del estimulo inductor,
que fluye sobre [ expresion de estas proteinas en el hipotilamo 98 |os cultivos de astrocitos
expresan de manera constitutiva -3 14 116 LIF y M-CSE cuya concentracion =¢ incrementa
con o presencia de anductores o que sugiere 1t parncipacion de estas citokinas en la génesis y
desarrollo de enfermedades degenerativas cerebrales Fx posible también. que lax citokinas se
introduzean al SNC - mediante un mecamsmo de acarreo por transportadores proteicos locahzado
en ban célulax endotehales de los capilares cerebrales 70

l.as entokinas son indispensables para modular algunos procesos inflamatonios cerebrales
por ejemplo. Ia [1.-6 induce la sintesis de glucocorticordes. la hematopoyesis y la fase aguda de la
respuesta inflamatonia 39.40. Algunas citokinas juegan un papel mportante en procesos de
diferenciacion neuronal. entre ellas se encuentran el factor inibidor de leucemia. el factor
actvador promotor del crecimiento y el factor neurotrohco cihar Estas citokinas poseen homologia
entre si y regulan el msmo conjunto de genes cuya transcripaion da origen a neuropéptidos y
NOUFOLFANSIISOTeS vl NCUronas SIMpAatcas

En este sennido. el CNTE estimula la sobrevidin de neuronax cihares en cultivo Esta
eiokina se expresa predominantemente en célulax ghales del sistema nervioso peniférnico (SNP) y
SNC 80 La comumcacion retrograda y anterograda  mediimte mecanismos transimapticos
permiten el intercambio de factores quimicos formando una red de arcuitos que manuenen el
buen funcionannento del SNC 29

Lax cnokinag anfluyen sobre viros sistemas neuroendoerinos. prinaipalmente sobre el epe
hipotalamo-prtuitaria-adrenales. como rexultado de una acaion extimuladora de la hiberacion de la
hormonia adrenocorticotropica y glucocorticondes  La 11 es uno de los mas potentes activadores
de exta via aunque otras citokimas como 1.2 16 y TNEF o0 son sinérgacas y afectan por fo tanto
lax respuestas neuroendocrinas Las citokimas 16 111 FGE y TGF. o también estimulan Ta

liberacion del factor hberador de gonadotropmas (LHRHY 7 Asi su admimstracion eromea dentro



delcerebro mterrumpe el ciclo estral al modificar la cicheidad en la sintesig y hberacion de LHRE ¢
inhibie ta luteohsis por el imeremento en la hberacion de prolactina 7981 Lox glucocorticordes
también modulan la respuesta de las citokinas en el organismo. Por ejemplo. merementan los
mveles de RNAm para la codificacion de NGEF en eélulas de hipocampo tanto in viro como en
cultivos 82 Por su parte, la dexametasona aflecta diferepcralmente la expresion de NG en
neuronas cultivadas y astrocitos de hapocampo

Las citokinas actaan sebre procesos sinapucos que mvolucran fenomenos de plastcidad
I2=1ax proteinas son transportadas por un flujo axoplasmico anterogrado parva modular ta iberacion
stnaphea inducida por la despolanzacion. Por ejemplo la estinulacién tetianica de la ncocorteza
intacta hbera citokinas las cuales aplicadas a cultivos de eé¢lulas PC12 mejoran su erecimiento
neuritico. y en rebanadas de hipocampo inducen potenciacion a largo plazo (PL1) 85 n exta
preparacion. el factor de crecimiento epidermal y ¢l factor de crecimiento de hibroblasios
erementan la potenciacion a largo plazo y la pendiente de subida de) potenaial postsinaptico
excitador en la region CA1 después de la esumulacion tetanica. pero no disminuye su frecuencia
de descarga. A pesar de ejercer efectos similares, las acciones de estas dos citokinas son diferentes.
ya que el incremento de PLI por el factor de crecimiento epidermal ocurre principalmente en las
fazes tempranas de la estimulacion, mientras que el efecto del factor de erecinniento de fibroblastos
ex mas significativo en las Olumas etapas !

Algunas aiwkinas afectan la plasticidad smapocea en forma negativa asi en preparaciones
de rebanadas de cerebro de regiones de hipocampo y neocorteza: la 11-18, [1.-2 TNF-a IFN-§ ¢
IFN-a todas inhiben la PLP aunque emplean mecamsmos no comunes que varian dependiendo
de L eviokina Por ejemplo. fa L1 incrementa el efecto de GABA al meyorar la conductaneia al Cl
¢nhibe las cormentes de Ca 20 16,7

Las~ ertokinas también son sitetizadas dentro del cerebro duranie ciertos procesos
patolopicos lox cuales involucran alteraciones y muerte celuliar lo que sugiere que estas
suxtiincris estin nvolucradas en procesos de neurodegencracion y reparacion cerebral Fstos
procesos dependen de interacciones entre neurotvansmisores y neuropéptudos Lax lesiones
cerebrales se acompanan de fiebre. alteraciones de ta funcion neuroendocrima v vegetativa
meremento en el metabohsmo y cambios conductuales como anorexia somnolencia actvidad

exploradora y sexual disminuida e mmunoestimulacion 8089 1] cistema circulatorio ex empleado



por citokinas como la IL-1, -6 y TNF-a. como medio de transporte para mantener altas
concentraciones cerebrales y empleando mecamismos endocrinos  que controlan mualtuples
mecamsmos fisologicos a mivel del SNC 80.88 95 Ayl por ejemplo la 11.-6 es considerada como un
pirogeno endégeno circulante y mediador de 1a respuesta de fase aguda 81.63.64 Durante esta
respuesta se presenta un incremento en la sintesis de prostaglandinas. la cual es adicionalmente
cextimulada por L1, TNF-a. TGF-$ y PDGI. Estas sustancias provocan un incremento en la
concentracion y actividad de enzimax como la  cwclooxigenasa y fosfolhipasa A, 81 l.a
adommstracion central o periférica de ciwkinas simula las respuestas cerebrales a los diversos
procesor pawlogicos Ademas. las citokinas extan nvolucradas en procesos de modulacion de la

permeabihdad a dewrminados wnes en eélulas neuronales 66.70.80.81

EL SISTEMA INTERFERON.

Una de las citokinas mas ampliamente estudiada es el IFN, esta proteina fue descrita por
primera vez en 1957, por lsaacs y Lindenmann 36 quienes observaron que cuando un virus
infecta células animales. éstas producen una sustancia que nterfiere con la replicacion viral en
otras células. Isaacs y landenmann denominaron a esta sustancia interferon. Tras su producciony
liberacion por parte de células infectadas. el 1I'N difunde a las células vecinas no infectadas y se
unc a receptores de superficie. lo que induce sintesis de proteinas antiviricas las cuales interficren
o inhiben la rephicacion viral

E1TEN es una importante defensa contra las infecciones virales ya que los virus provocan
enfermedades solo cuando se replican en el 1ntenor de las células del orgamismo Aunque
originalmente. esta citokina fue considerada como un agente antiviral, también ejerce rmportantes
funcionex que no se relacionan con tales procesos Fntre ellaxs se encuentra su accion moduladora
<obre la diferencracion de algunas células v sus efectos eitostiaticos 29.37.89.92

Eltermmo 1FN. en reahdad agrupa todo un compunto de famihas de glucoproteinas las
cualex de acuerdo a su estructura. tipo de celulas que lax producen y al estimulo que imduce su
sintests amiaalmente se clasifcaron en a. By ty © 32 Posierormente con base en la estructura
y al tipo de receptor al que se unen se agruparon bajo el término de interferones tipo I que
incluye al o B wy T mentras que unicamente. el IFN-y constituye el grupo de 1N tipo 11 (Cuadro

1



ELFN-y. también conocido como mmunologico. estimula la actuividad crolitica de las células
fagocitanas y de las células NK: en cambio los interferones tpo | ejercen efecios anuprohferativos.
Ambos tipos de interferones son productdos por diferentes células del orgamsmo. principalmente

las células del sistema inmune 41,

CUADRO 1. Clasificacion de los diversos tipos de interferon con base en su
estructura, las celulas que los producen, sus inductores y sus efectos principales.

, ,
TIPOS DE ‘ IFN-TIPO | IFN-TIPO II
INTERFERON : = : e
L« B o T Y
ESTRUCTURA | UNA SOLA CADENA DE DIMERO DE CADENAS
| AMINOACIDOS IDENTICAS DE AMINOACIDOS
PRINCIPALES “ FIBROBLASTOS Y CELULAS LINFOCITOS TY CELULAS
CELULAS INFECTADAS POR VIRUS NK
PRODUCTORAS ‘
PRINCIPALES ; DNAY RNA VIRAL. ANTIGENOS DE MITOGENOS T ANTIGENOS T
INDUCTORES CELULAS PROCARIOTAS - DEPENDIENTES
! ——— — I3 o
PRINCIPALES i INDUCEN LA SINTESIS DE MODULACION DE LA
EFECTOS | PROTEINAS QUE INIIBEN LA " ACTIVIDAD INMUNE CONTRA
PROLIFERACION VIRAL TUMORES £ INFECCIONES
I\

RECEPTORES DE LOS INTERFERONES TIPO 1.

Los interferones ejercen sus acciones a traves de su umon a receptores especificos en la
superheie de las células blanco. Estos receptores se deseribieron gracas al empleo de técnicas de
radiomarcaje por wdinizacion y fosforilacion 42, realizadas principalmente en roedores y humanos
Los resultados de estos estudios muestran que esta umon os dependiente de vanables como el
tnempo de exposteion. temperatura y concentracion del [N 62 La umion de los interlerones a sus
receplores ex saturable. y su concentracion varia de acuerdo al upo celular  por ejemplo existen
aproximadamente de 2 X 102 a4 6 X 10% receptores por célula hinfoenana cultivada 1.a umon del
IFN-o a su receptor se caracteriza por mostrar una constante de disoctacion en ¢l rango de 1 X 10
Sa N T0OU M

Una ver realizada la uman el complejo [FN-a-receptor es rapidamente internalizado via
endociosis Al igual que ocurre con otros receptores a péptidos los receptores al IFN mamfiestan

un proceso de regulacion de su sensibihidad basado a la concentracion de hgando. es deeir, se
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produce una modificacion en la actividad y nimero de receptores en la superficie celular cuando se
realiza su incubacién con un exceso o una disminucién del hgando especilico fenomenos conocidos
como regulacion "Down” y "Up” 14.88_ ] gen que codifica para el receptor tipo | en humanos se

encuentra locahizado en el cromosoma 21 y los de raton en el cromosoma 16
RECEPTOR PARA IFN TIPO 1l

E1 receptor al 11°N tpo I se localiza en gran vanedad de celulas humanas y de raton kin
general las células tenen 1 X 103 a 1 X 10 4receplores por célula y muestran una constante de
disociacion en el rangode 1 X 109a 1 X 1010 M Al wgual que en el caso del IFN-a. sus efectos
celuliares se mamfiestan aun cuando la ocupacion de los receptores es baja  El receptor al 1I'N-tpo

1l se encuentra codificado por un gen localizado en el cromosoma 6 humano 68.69
MECANISMO DE ACCION INMUNOLOGICO.

l.as citokinas ejercen sus acciones a través de la activacion de proteinas cinasas. El ejemplo
clasico de senalizacion de citokinas lo constituye el IFN Después de la umon del FFN a un receptor
y de la activacion de la cinasa Janus (Janus Kinasa. JaKs). es necesarnia la umon correcta de las

cadenas de proteinas JaKs a la porcion citoplasmatica del receptor al IFN
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FIG.3.- Las acciones inmunologicas provocadas por el IFN son mediadas a través
de receptores especificos de especie localizados en la membrana celular. Dentro de los
mecanismos intracelulares implicados participan cinasas de la tirosina y un conjunto
de proteinas que modulan la expresion genomica. L.os mecanismos son muy similares
para ambos tipos de interferones.

STAT: transductoras de la senal y activadoras de la transeripeion.



Kn el caso del receptor al [I'N-y su cadena alfa debe asociarse a la JaK 1. para que una vez
que se da la umon hgando-receptor, se una a la JaK 2.y se imicien los eventos de activacion de la
senal En el caso del receptor al IFN upo 1. es la cadena beta del receptor la que se une a JaK |,
mientras que la cadena alfa lo hace a la Tirosina Kinasa 2 (TyK2) 42.82 La poraon final del
mecamsmo de senalizacion intracelular consiste en la transcripaon o coma de genes, para dar
lugar a un acido ribonucleico mensajero (ARNm) 1o que permite la sintesis de proteinas que
ejerceran diferentes efectos biologicos (g 3)

Al umirse los [I'N-1 a su receptor activan tantw a la enzima kinasa de la urosina 2 (I'yK2)
como a la JaK 1. las cuales estan unidas al domimo intracelular del receptor listas cinasas una vez.
achivas. fosforilan tres proteinas STAT (transductoras de 1a sefal y activadoras de la transcripcion)
de 11391 y 84 KD, las cuales se asocian a una proteina complementana de 48 KD Liste complejo
s¢ iternahza en el nacleo y se une a ciertos genes. dingiendo asi la maquinaria de transenpeion
celular hacia la formacion de ARNm y por lo tanw de la sintesis proteica  Los interferones que
pertenencen al grupo [ son capaces de reconocer receptores similares, o mcluso compeur por el
mismo 41,42,

La estimulacién de la transeripedn genética por el [FN upo 11involucra. la acuivacion de Jak
1y Jak 2 las cuales estan unidas de manera estructural al receptor. Una vez activadas fosforilan
a dus proteinas STAT de 91 KD y una proteina complementaria de 43 KD, generando el comnplejo

proteico. el cual se une a los genes en el nacleo. para imciar la transeripaion del ARNm 41.42,
EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS INTERFERONES.

Imicialmente se sugino que los efectos toxicos de fosinterferones  sobre el orgamsmao. eran
resultado de que la preparacion del TFN apheado no estaba totalmente pura Sin embargo la
mayoria de estos ofectos continuaron presentindose después de la aphceacion de nterferones
recombinantes y derivados de cultivos los cuales mostraron grados de pureza de basta ¢l 99%
Iostis preparaciones de mterferon tienen actividad antiviral y antnprohferativa. - que depende de
I Iracaian punificada y del tipo de IFN empleado 27.32 Por ¢jemplo. de twda la fanha de
terferones tipo | el IFN-a ejerce un menor efecto sobre Ia extimulacion de la actvidad citotoxaci

de hinfocios y macrofagos. asi como de c¢lulas NK. ademas algunas subelases de este [FN no
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estimulan la expresion de antigenos asociados a tumores. pero conservan su actividad antwiral y
antuiprohferativa. EKsto ndica que las acaones de estas aitokinas pueden ivolucrar diferentes
mecanismos, y por lo tanto provocar los diferentes efectos atrihuidos a un mismo tipo de 1FN

Los interferones, al 1gual que otras citokinag. ejercen efectos sobre la modulacion de la
diferenciacion celular 31, sobre In expresion de antigenos del complejo mayor de
mistocompaubihdad clase 1 y 1 y esumulan a los receptores tipo Fe (fraceién eristahzable) de las
inmunoglobulinas mediante un mecam=mo endocrino Los interferones. también son elementos
importante en la regulacidn de la respuesta inflamatonia, tanto aguda como cromca Asi. su
administracién provoca un aumento o una inhibicion de la inflamacion. que depende del tempo de
admmstracion de la citokina. la dosis y 1a presencia de otras eitokimas que esten modulando este
proceso 37

Dentro de la fammha de interferones, el 1FN-oa, comprende varmas subelases de
glucoproteinas. las cuales son utibzadas terapéuticamente en algunos padecimientos. debido a sus
propiedades para modular el crecimiento y la destruccion celular inducida por mecamsmos
autoinmunes 92 Con base en estos cfectos, en varos estudios se anahiza el potencial terapeanico
de esta citokina en padecimientos como cancer, hepatitis, y esclerosis mualtiple. entre otras
enfermedades 88, Kstos estudios muestran que su adminstraciéon en humanos, se acompana de
una gran variedad de efectos toxicos principalmente sobre el SNC. los cuales desaparecen con la
interrupcién del tratamiento. Estos efectos inducidos por la citokina incluyen letargia ¢
hipersomnia. desordenes afectivos y cambios cognitivos como confusion. alteraciones de la
memonria y disminucion en la abstraccion verbal y destreza visiografica?2. Otros efectos del IFN-«a
en humanos son la induecton de anorexia. adinaima Nebre y una reduccion en la sintesis de
ctlulas sanguineas por la médula dsea. Jo que origima anema 478 Frecuentemente Jos sxintomas
cerebrales se acompanan de anormalidades en el registro electroencefalogrifico que imeluye
modificaciones en la actvidad de onda delia 22,68

Y IFN-a recombinante humano. ¢l derivado de lTencocitos de rata y de hibridos

recombinantes trenen una acaon inhibitonia sobre el eje hipotalamo-pitwtania-adrenocortienl exte
cfecto es antagomzado por la naloxona lo que sugiere Ty participacion de receptores oprordes Sin
embargo. la adomimstracion en dosis altas de esta misma citokina induee efectos opuestos gque no

son bloqueados por el antagomsta opioide. Jo que sugtere mecanssmos de acaion depembientes de la



concentracidn del 1FN 83 Estos efectos xe correlacionan con una disminucion de la acuvidad
celéctrica de las neuronas hipotalamicas del nicleo paraventricular, sitio de origen de las neuronas
secretoras del factor liberador de corticotropina. Tales efectos ademas, sugieren una interaccion
importante entre ¢l sistema neuroendocrino y el mmune, la cual sustentaria algunos efectos sobre
el crecinmiento y Ia funcion adrenal que se observan en enfermedades inmunes, tanto  agudas
como cronicas

Fintre las estructuras del SNC que responden a la presenaia del 1FN-a se encuentra el
hipotalamo. estructura coordimadora de las actividades vegetativas. neuroendocrinas y
emocionales 67078 {5p las regiones lateral. paraventricular y ventromedial del hipotilamo. ~¢
encuentran las zonas que controlan la mgesta de alimenw. actividad que se reduce por la
admmistracion intracercbroventricular (ICV) de [FN-o. y que se acompana de aumento en la
excitabihdad de las neuronas de estas regiones cerebrales 78 La admimstracion [CV de esta
citokina provoca también un aumento en la temperatura rectal y del liquido cefalorraquideo. con
un incremento en el sueno de onda lenta: estos efectos son dependientes de la duracion del
tratamento con la citokina y del tipo de [FN-a. que se admimistre 71.78.81

l.as citokinas modulan los patrones de actividad cléetrica de neuronas en el cerebro. con la
consecuente influencia sobre la liberacidn y el recambio de algunos neurotransmisores. actividades
asociadas con la accion de segundos mensajeros. como el AMPe. la proteina cinasa C. el acido
araquidomico y el 6xido nitrico. lo cual conlleva a una modulacion del influjo de Ca2+ 81
Dependiendo de la dosis administrada. el [I°N-a. modifica parametros eléctricos del SNC. tales
como la frecuencia de descarga y la permeabihidad de algunos ones como el Ca2+ los cuales
sustentan fenomenos de plasticidad cerebral del upo de la potenciacion de largo plazo y la de corto
plazo Por otra parte. en células hipocampales cultivadas de embnon de rata ol TFN-o. disminuye
fa corriente: maxima de ealew inducida por N-Metd-1-Aspartato 28 lax cuales provocan cambios
plasticos neuronales Laos efectos del
IFN-a sobre tax permeabihdades y corrientes onicas sustentan las modihcaciones en los patrones
de actividad que inducen Ta mayoria de lox efectos neurologicos colaterales observados en los
pacientes tratados con exta crtokina Ademas. estas acciones sobre la exeitatnhdad neuronal
indican que el IFN-a. actua a nmvel de la membrana celular aunque no se¢ puede senalar un

mecamsmo de aceion 68



El flujo transmembranal de calcio que ocurre durante la despolarizacion celular es una de
las vias principales que controlan el calcio intracelular en las neuronas. A su vez. las
concentraciones de caleio intracelular son primordiales en el desarrollo y mamfestacion de
muluples acuvadores celulares. ’or ejemplo. procesos modificados por las citokinas, como el
desarrollo de lox organclos y neurnitas. asi como ¢l crecimiento y diferenciacién celular. son
procesos que dependen de la concentracion de caleio intracelular y como consecuencia de los
mecanismos que a mivel de la membrana modulan la entrada de cste wn a la célula 66 Las
acciones del [I'N-a. pueden explicarse. por una iteraccion con los canales de calew con lo cual se
moditicarian las corrientes de este 1on

Algunos resultados experimentalers sugieren una interacaion entre los canales de
calco y las eitokimas, por ejemplo, la depolarizacion cronmica de las neuronas hipocampales y con
cllo el incremento en la concentracion intracelular de calcio, aumenta de manera importante el
tiempo de sobrevida de las neuronas en cultivo, evitando. aan en ausencia de los factores troficos
necesarios, la muerte celular programada 20 Cuando el IFN-a se aplica a estas neuronas, la
movilizacion de calcio hacia el interior. es reducida, pero a diferencia de lo que se observa cuando
se_utihzan bloqueadores selectivos de canales de calcio. esta ihibicidn no es reversible en su
totahdad 28

Iistos datos muestran que el hipocamnpo s una estructura cerebral. altamente sensible a los
efectos TFN-a. lo cual reviste particular importancia puesto que esta region cerebral es el centro
ruordnllanclor de muchas funciones conductuales como el aprendizaje y la memonia, las cuales estan
sustentadas pur fenomenos de plastiadad en los que a su vez el wn Ca2t. partcipa de manera
relevanie En estas neuronas este wn ingresa a la célula a 1traves de la membrana celular por la
activacion de canales de caleio dependientes de voltage (CCDV) 4

Isstudios previos mostraron que estus CODY e encuentran amphamente distnbuidos en
do el hiporampon 44y participan en procesos tpicos de crecnnento. diferenciacion. desarrollo
transnision siaptica y hberacion de neurotransmisores  los cuales constituyen mecanismos
subyacentes a todas las funciones conductuales Al gual que en muchas otras estructuras del
cerebro. en el hipocampo los canales de calew se clasifican como HVA (activados a alws voliage) v
los LVA (activados a bajos voltaje) Estos altimos estan representados exclusivamente por los

canales tipo T ya que se activan a valores negativos de potencial de membrana (70 a .60 mV) y
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muestran un voltaje de inactivacion desde valores positvos hasta -50 mV  ISstos canales son
sensibles a medios basicos, asi como a la presencia de amilonda

Por su parte. los canales tipo HVA. se subdividen en 1. Noy P De estos, los canales npo 1.,
muestran un voltaje de activacion elevado. con valores desde <10 a positivos y son imactivados a -40
mV Estos canales se caracterizan por su alta sensibhilidad a las dimdropiridinas. del upo de la
nitrendipina. el verapamil y la nifechpina 44 Por otro lado. los canales tipo N, se activan con pulsos
de valores desde -40 a -30 mV y son bloqueados por w-conotoxina 44.83 |5y lo que se refiere a
canales de calew npo PP estos se caracterizan por poseer tres distintos miveles de conductancia para
un sulo canal con valores de 9 a 10, 13 0 14 v 18 a 19 pS. muestran poca activacion y su
activacion dependiente del voltaje. esta ¢n valores mtermedios entre los valores de voltaje de
activacion de lox canales ipo Ny ' Fste canal ex blogueado por pohannnas purificadas como las
toxmiax de algunos aracnidos 44

La distribucion de esws canales en el hpocampo ex heterogénea: por ejemplo. los canales
tipo T &e encuentran localizados principalimente en neuronas piramidales de la region CA3. no
excluyendo dentro de esta misma zona. la considerable presencia de los canales upo N y 1. Porotro
lado. el canal nipo L. se encuentra distribuido en lax células piramndales de las regiones, CAl y la
CA3 lin las células granulares. el porcentaje de extos canales es menor al 10 % [n lo gque
respecta al canal de caleio tipo N. existe una ainpha distribucion en las tres zonas anahzadas. cuyo
porcentaje rebasa el 70% 44 listudios relacwnados con los canales upo . muestran  que la
presencia de sustaneias del tipo de lax pohaninas. reducen la transmision sinaptica en las regiones
CA3. CAly en eélulas musgosas hipocampales 1o que sugiere 1a presencia de canales tpo Pen el
hipocampo. con una locahizacion en las ternunales presinapticas 44

La clasiheacion anterior ~¢ basa prinapalmente en las caracteristicas cinéticas v
farmacolopicas de los canales de Ca2e dependientes de voltage  Cada uno de estox canales de calcwo
ex ana protwina heteropentameérica transmembranal que consiste de una subumidad o una o y
una  también ~e ha encontrado que una subunidad v forma parte del canal. pero no en todoxs los
tpox 37 De extas subumdades ln ol determina la afimdad de unon al antagonista y la funcion
basica de cada canal 1o que indica que las propredades farmacologicas entre los diferentes tipos de
canales. e~ debada i que cada uno de ellos niene <ubanudades al distintas. en este sentido se
clonaron cuatvo genes que codifltcan para estas subumidades en los canales HVA  Estas diferencias

moleculares dan lugar a una nueva clusiheacon asi el RNAm que codifica para la subumdad al A
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da lugar a canales tipo P 0 Q, . el de la subumdad al C forma parte del canal upo I, y el ARNm

para la subunidad al B codifica para el canal de calcio po N 87.84.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La admimstracion de IFN-a en ammales integros induce efectos en varias exferas no
relacionadas. necesariamente, con un aspecto inmunologico. n el caso del sistema nervioso
central. los efectos provocados por esta citokina se mamifiestan practucamente en todos los
procesos neurales descritos: esto es. desde {endmenos de embriogénesis. desarrollo. diferenciacion
v muerte celular. hasta los mecamsmos conductuales mas complejos. como los procesos de
integracion,  aprendizaje y memoria. Aunque s¢ han descrito, toda una gama de efectos
neuronales posteriores a la administracion aguda y cronmica de esta citoking. los imecamsmos de
acc10n que provocan tales electos son aun desconocidos

L participacion de los receptores tipicos inmunologicos al [1I'N-a en estos procesos neuralex
parece ser nula: primero porque su existencia ¢n neuronas tipicas no ha sido desenta. porque su
actividad es especifica de especie y tamhién porque estas acciones ncuronales son desencadenadas
por IFN-a proveniente de varias especies anumales. Finslmente la cinética de las acciones
neuronales de esta citokina siguen fundamentalmente un mecamsmo de accion a mivel de
membrana celular que no implica un efecto genémico inmediato.

Por otra parte. todos los efectos de esta citokina indican un mecamsmo de accién. cuya
alteracidn se manifiesta en maltiples acciones a mivel neuronal  Esto es, que el [FN-a podria estar
actuando sobre procesos fundamentales de la fisiologia  ~rviosa, como es ¢l caso de los flujos
wmcos transmembranales. Asi. una modificacion en tal proceso. provocaria cambios en todas las
funciones cerebrales, tal como se obseva despucés de la aphcacion repetida de 1FN-«

De todos lox flujos transmembranales. quiza el flujo de wones calew sea uno de los
primordiales eventos en los mecanismos de la fisiologia cerebral La concentracion intracelular de
este on ex fundamental en procesos celulares como crecimiento diferenciacion. desarrollo y
muerte acerones que <¢ demostro que son modutadas tamién por el IFN-a. Flon calowo revisie
particular importancia en los procesos de senahzacion que ocurren entre lasx interacciones de la
membrana celular con diferentes hgandos y a actnvadad genomea La concentracion de caleio es
mantemda y regulada por procesos que modulan su entrada desde el medio extracelular Estox
mecamsmos incluyen la entrada de calao mediante canales de calew dependientes de voltaje. o

ien por mecamsmos mdependientes del mismo La hberacion de este wn dexde los almacenes



intracelulares y por sistemas de amortiguamento que incluyen proteinas fijadoras de Calcro.
constituyen otro sistema importante en ¢l manteminmento homeostatico de este on en el
organismao

De esta mancra. s1 el 1FN-a modifica el flujo de Ca2* en las neuronas. es de esperarse
algunos cambios, primero en la excitabihdad celular puesto que se reduce la entrada de un wn
positivo al interior de la célula, con el consecuente cambio en el potencial de membrana y en la
excitabihdad celular. manifestandose como cambios en el patrdn y la frecuencia de descarga
neuronal Lo que ha sido descerito para esta citokina. St los efectos del [I'N-o. son suficientemente
mtensos o prolongandos entonces otro tipo de actividad celular tendera a modificarse como
consecuencia de un cambio en la concentracidon intracelular de Ca2*. Por ejemplo. habra cambios
en los procesos que son modulados por los cambios en la concentacion de este wn. tales como la
liberacion de neurotransmisores y hormonas, en la propia homeostasis intracetular de Ca 20 ¢
mcluso en procesos estructurales como la repheacion, diferenciacion y desarrollo celular. asi comu
en funciones de plasticidad los cuales también tienen dependencia de estia concentracion
intracelular de Ca2+

Il presente trabajo intenta determinar el efecto del IFN-a sobre los flujus
transmembranales de calcio. que responden a la actividad de canales dependientes de voltaje. Para
ello ymcialmente se caracterizo el efecto del IFN-a en células de la region CAl provementes de
rebanadas de hipocampo de rata, el cual es es una estructura altamente sensible a la citokina y
que presenta amplias ventajas metodologicas para su estudio. Esta caracterizacton nos permitio
determinar el patron de respuesta de esta estructura en presencia [I'N-a.

Posteriormente. a través del empleo de la téenica de fijacion de voltaye en porciones de
membrana. configuracion de célula completa. se anahizo el efecto del THFN-a sobre Lis corrientes de

Caz+ listos estudios se reahzaron en células hipocampales cultivadas de embriones de rata
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OBJETIVOS.

-Caracterizar el efecto de diferentes concentraciones de 1FN-a . sobre la frecuencia de
descarga de las neuronas de la region CAl del hipocampo en rebanadas de cerebro de rata
utihizando registros extracelulares, para determinar el patron de actividad eléctrica de esta
estructura cerebral. en presencia de la citokina

-Anahizar los cambios en la corriente entrante de caleio. cuando se aphican diferentes
concentraciones de [FN-a en células culuvadas provementes de hipocampo de embrion de rata
mediante registros de fyacion de voltaje. para wdentificar electrofisiologicamente el canal wnico

alectado por 1a eitokina y el posible mecanismo de accion de esta sustancia. que se Heva a cabo en

ostas células

HIPOTESIS.

El hipocampo es una estructura cerebral altamente sensible a los efectos del IFN-a por lo
que. la aphcacion de esta citokina sobre células hipocampales. provocara cambios sobre
parametros cléctricos como la frecuencia de descarga. lo cual constituye un fenomeno subyacente
de los efectos colaterales provocados por la citokina después de su admimistracion.

Si el IFN-a modifica la exitabihdad de las células hipocampales por modificar la
permeabihdad de algunos 1ones como ¢l Ca2* entonces. su apheacion a células culuivadas de
hipocampo provocara cambios en el flujo transmembranal del calciw posiblemente a traves de

caniles dependientes de vohiaje

[\
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METODOLOGIA.

lin el presente trabajo se utihzaron dos metodologias diferentes: la primera consistié en
registros de la actividad extracelular en rebanadas de hipocampo de rata adulta. mientras que en
la segunda se realizaron registros de cornientes transmembranales de calcio en células disociadas

de hipocampo de embrion de rata
REGISTROS EXTRACELULARES EN REBANADAS DI HIPOCAMPO.

Se utihizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 190 a 220y previamente
mantemidas en condiciones de laboratorio durante al menos 15 dias antes del experimento
Durante este tiempo los amimales se mantuvieron en cajas individuales con acceso Iibre al agua y
alimenw (multcubos. Ralston Rations). Las condiciones de luz y oscuridad fucron controladas de
tal manera que el ciclo consistia de 13 horas de luz y 11 de obscuridad, iniciandose a las 800 hrs y
finalizando a las 21.00 hrs. con una temperatura ambiente de 21 £ 1oC,

Al 1nic1o de cada sesion experimental los amimales se anestesiaban con éter inhalado
durante 25 segundos. suficiente para propiciar una anestesia quirargica. Una vez anestesiados. los
ammales se decapitaban rapidamente utibzando una gullotina. Inmediatamente se removia el
cerebro completo y se colocaba en solucion Ringer-Krebs-Henseleit (RKH) con la siguiente
composicion en mM: NaCl. 125: KCL 5.5: Nak PO, 125 MgSOy4, 2.0; CaCl,. 1.5 NaliCO5. 25
dextrosa. 10 Lisia solucidn se valors con solucion de NaOH 0 1 M hasta un pH=7 4 y s¢ mantenia a
4oC y arreacion continia con una mezela de Op al 95% y CO4 al 5%. El tiempo transcurrido entre la
decapitacion y la inmersion del cerebro en esta solucion. nunca fue mayor a 60 sepundos Una vez
immerso ¢l cerebro en esta solucion fria. se permitia un tempo de 120 segundos de icubacion
transcurridos ¢xtos. os dos hemisferios se separaban por an corte mediosagital y sc regresaban o
la solucion fria hasta el momento de obtener las rebanilax. lo cual se lograba de 10 a 15 mmutos
despucs

Antex de hacer las rebanadas cada hemisferio se cortaba y seccionaba en bloques en un
plano fongitudinal de acuerdo a la teemea utihizada por Jones y Hemnemann 43 Fsta porcion del
hipocampo =¢ fiyaba por el polo laterai del blogue de tepdo a la plauna de un vibrotomo (Campden

Instruments L'TD) con unas gotas de aianoacriliito Una vez fiyo el cubo de tepudo se hacian
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rebanadas logitudinales. hasta localizar con In ayuda de un lente de aumento integrado al
vibrotomo. la zona en la cual el hipocampo esta completo . Las rebanadas obtenidas fueron de 350
a 100 pm de grueso. con lo cual se obtenian de cuatro a seis rebanadas de hipocampo por anmal.
esto es de dos a tres rebanadas por hemisferio. E1 mivel de los cortes correspondia
aproximadamente a las coordenadas anteroposteriores (AP) de 6.6 a 4.6 mm al punto bregma de
acuerdo al atlas de Paxinos y Watson 66,

Después de obtenerse. cada rebanada se transferia a una caja de petride 5 em de diametro
llena de solucion RKIT a 4 «C Aquellas rebanadas que ('nnlwrvabun la estructura hpocampal
completa se seleccionaban para ser utihizadas durante el registro Las rebanadas escopidas. se
transferian a una caimara de 25 ml lena con solucion RKIHL Esta camara se encontraba en bafo
maria que la mantenia a una temperatura de 20 ¢ 1oC y con awreacion continua (95 % de 0, y 5%

de COy). Elnempo en que permanecieron extas rebanadas para su cquhbbrio con la solueion RKH

fue de 90 a 120 mmutos. para ser transferidas posteriormente a la camara de registro

Se utilizo una camara de registro para rcbanadas de cerebro de rata sta consistia de una
base de acrilico (10.0 X 7 0 em). en cuya parte central se encontraba la camara del bano de registro
(3.5 em de diametro y 1.0 em de altura) con una capaadad de 6 ml, en donde se colocaba la
rebanada. 1.a camara poscia una base de vidrio intercambiable que constituia de un porta obyetos
(Acm X 5cm ). fijado a la camara con parafina a lo largo de todo su borde La camara de registro se
colocaba sobre la platina de un macroscopio optico (Carl Zeizz) y el tejido se transferia a la parte
superior de un anitlo de teflon cubierto con una malla de mlon colocado en la camara de registro
Todo cste sistema se encontraba sobre una mesa vibroaslante (Vibration lsolated Workstanon.
Newport). y dentro de una camara de Faraday con la finahdad de aislar tos ruidos eléctricos ajenos
al registro celular

LLa solucion RKI1 se perfundia a la cimara de registro a una temperatura de 35 £ 0 H o2
mediante un sistema de contracorriente el cual consistia de un sistema de perfusion que
empleaba una bomba que hacia civeular agua cabente (40 4 05 ¢C) por un tubo de mayor calibre
(240 X 38 mm. diamctros interno y externo respectivamente). mientras que  la solucion de
infusion airculaba. gracias a la accion de la gravedad. por un tubo de menor cahbre (119 X 1 70
min diametros wterno y externo. respectivamente). locahzado dentro del primero (Fig 4) Tal
arreglo permitia una transterencia de cilor desde el agua cahente hacia la solucion de tal manera

que cuando la soluaon de mfusion alcanzaba la camara de bano donde estaba la rebanada de



cercbro, su temperatura cera de 35t 0.5 ¢C. La velocidad de flujo de la solucidn de perfusion en el
ststema de bado: fue de 1.5 a 2.0 mi/min. velocidad dptima para registros extracelulares 47 kn
estos experimentos nunca se alcanzaron temperaturas mayores a 350°C durante el registro. debido
a la disminucion de viabilidad en las rebanadas. cuando esto ocurria. se observaba un incremento
sustancial en la actividad unitarnia de fondo y la presencia de descargas en rafaga de aparicion
azarosa en la region CAl

Después de estabilizado el tenpdo. se imeaba el registro extracelular umtario en las
neuronas hipocampales Para lo cual. se introducia. sobre la zona de células piramidates de fa
region CA L, una micropipeta de vidrio llena con solucion de NaCl a una concentracion 10 My
saturada con verde rapido (IFast Green). esto. con la ayuda del microscopro dptico y un
micromampulador (Newport MX300R) . La micropipeta de resgistro se hizd con una pipeta de
borosilicato. estirada en un estirador veruical de un solo paso (David Kopf Instrumets, muodelo
700C). usando una resistencia de 15 amperios. lo que permitia obtener un diametro en la punta de
aproxinadamente 1 pm . Los electrodos de tierra y de referencia se colocaban en el bano y en la
mesa de registro. respectivamente. Todos los electrodos 1ncluyendo ¢l de registro, estaban
conectados a una sonda de alta impedancia (Grass). y ésta a su vez.al preamplilicador (Grass I’H
AC) acoplado a una fuente de poder (Grass RPS 107). La senal de la actividad eléctrica era

visualizada en un osciloscopio (Tektronix 2225) y transmitida a un audiwmonitor (Grass AM8).
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F1G. 4.- Representacion esquematica del sistema empleado en el registro de
rebanadas de cerebro. En A se muestra la camara humeda donde se introducia la
rebanada. Se observa la poza de entrada de la solucion y la poza de succion, por donde
s¢ elimina csta solucion una vez que habia banado la rebanada. La velocidad de flujo
fue ajustada a 1.5 ml/min. En B se muestra el sistema de perfusion que calentaba la
solucion a través de un sistema de contracorriente.



las senales registradas fueron procesadas primero con el preamplificador. el cual tene un
filtro fjo 60 1z y filtros para purificar la senal. de baja frecuencia (300 Hz) y de alta frecuencia (1
KHz). usando siempre una amplificacion de 50 X 100. La seial era visualizada en el osailoscopio y
una vez amphficada se capturaba mediante un converuidor analégico-digital. la sefal vra
dignahzada a 8 Kliz por canal. Con el empleo de una ventana discriminadora se capturaban solo
aqucilas espigas que mostraron un tamahno y frecuencta umforme La amplitud de la ventana
diserumnadora. con un valor minimo y maximo de voltaje, era determinada automaticamente por
el programa de captura, con base en la amphitud de la espiga registrada. Iistas seiales se enviaban
a una computadora PC (Rehisys). 1a cual tenia una tarjeta convertidora analogica-chgial para la
captura y anahisis de datos (Computerscope. R.C. Electronmies) La frecuencia de eventos contra
tempo fueron muestreadas cada 4 seg durante periodos de 15 min. grabadas y almacenadas en
discos flexibles de 3.5 (2HD Verbatm). para su posterior analisis.

l.os experimentos se realizaron en 5 periodos de 156 min cada uno. La actividad eléetrica
basal de la region CAl de células piramidales de! hipocampo. se registraba durante ¢l primer
periodo Al wnicio del segundo periodo se realizaba la aplicacion directa de 50 pl de solucion que
contenia IFN-a a diferentes concentraciones, y se mantenia en el bano durante 5 min Una vez.
finahizado este tiempo se reiniciaba la perfusion de la solucion RKH. para continuar cl registro
hasta completar 75 min de registro total.

Las concentraciones finales uulizadas de 1FN-a fueron de 41 X104, 82 X104 16 X 104
3.28X 103y 6.56 X 103 pM. que correponde a la aplicacion de 375. 750. 1500, 3000 y 6000 Ul
respectivamente y con una actividad especifica de 2.4 X 106 Ul por mg de proteina Los resultados
obtemdos con la aplicacion de cada una de extas dosis fueron analizados estadishicamente mediante
la prueha de proporcion critica de McNemar 88 Para ello se compard el total de espigas durante
cada uno de los periodox de 15 min con el namero wtal de espigas regastradas en los 15 min
preadmimstracion Un valor mayor o menor a 1.96 imphea un cambio sigmficativo (p<0 695 de
acuerdo a la distribueidn normal 7 Una vez determinado que la proporcon del cambio en Lo
actvidad eléetrica en presencra de TPN-a. era estadisticamente sigmbicativo, 8¢ compararnn estos

resultados con Jos observados en el grupo control. utihzando para ello Ta prueba de X2 30



CULTIVO CELULAR

Se utilizaron embriones de rata de la cepa Wistar. con un perniodo de gestacion de entre 18
a 21 dias, con la inahdad de obtener productos embrionarios o mas desarrollados poxible Durante
todo el periodo de gestacion las madres fueron mantemdas en condicones ambientales constantes
en ¢l hoterio con eiclo de luz-obscuridad de 13 - 11 hirs con el imicwo del fotoperiodo a las 8 00A My
con acceso hbre al agua y almento (Mulucubos. ralston Rations) y a una temperatura ambiente de
21t 10C

Para la preparacion del cultivo. la rata se colocaba en una camara de anestesi con éter y
una vez en el plano quirdrgico. el ammal se =acnficaba por decapitacion  colvcandolo
inmediatamente en una plancha de cirugia cubierta con papel alumimio hmpio y con asepsia con
una solucién benzal en una dilucion de 1:100. Adicionalmente. se realizaba la asepsia de la region
ventral correspondiente para evitar la contaminacion vtilizando maternial quirargico estéril. se
procedia a la diseccion por planos de la prel del vientre y en seguida del musculo que cubre lox
organos viscerales y reproductor. Evitando en lo posible toda contaminacion los embriones se
extraian y colocaban rapidamente (aproximadamente en Smin) en una caja de petn con solucion
de fosfatos amortiguadora hibre de Ca2+ y Mg2* (PBS). a una temperatura de 4 °C y con la siguiente
composicion quimica en mM: NaCl. 142; KC1. 5: NaH,POy 1. Hepes. 10. Glucosa. 15, titulada con
bicarbonato de sotho hasta alcanzar un pll de 7.40

Enseguida. los embnones se colocaban sobre un reapiente con hiclo dentro de una
campana de flujo laminar. para contnuar el procedimiento bajo condiciones estériles 18 |os
vmbriones ke decapitaban y se les extraia el cerebro. colocandolos en cajas de petrr (diametro de
7 em) con solucion PBS a 4 ¢ Se procedia entonces  a reabizar, con la ayuda de un microscopio
estereoscopio (Olympus COTD. la disecaion del hipocampo de cada cerchro F1 namero de
embriones empleado para cada preparacion fue de 6 1o cual permitia obtener subicentes células
para cultivar aproximadamente de 10 a 15 cajas. conuna densidad de 150000 a 200 000 c¢lulas
por caga Los hippecampos disecados eran colocados rapuamente en un 1tubo de centrifuga estérd
que conteniia soluaion PBS tamicn a 1 o€ Con exta solucion y con Ia ayuda de una pipela sérica
estenl el repdo se favaba y decantaba en dos ocasiones Posterniormente s adicionaban 3 ml de una

solucion de tripaia (GIBCO BRL) disuelta en PBS a una concentracion de 1 mg/mly  hlirada



(Whatman 22). Fsta proteina se empleaba para realizar la disociacion enziméuca de las células
hipocampales y la fragmentacion de tepdo no neural Para facihtar la tnturacion del wepdo. se
reahzaba la succion del mismo en tres ocasiones, con una pipeta serologica. Una vez anadida la
enzima. los tubos se colocaban en bano maria a 37 oC. durante un periodo de 15 a 20 min
(dependiendo de la edad del embrion). para que ésta pudiera imeiar la accion enzimatica de la
proteina

Al finahzar el periodo de mactivacion, se agitaba el tepdo. empleando una pipeta serologica,
hasta que se obtenia  un homogenizado kn caso de que éste no fuese completa se procedia a
incubar nuevamente durante otros 5 nun ki este paso se evitaba la formacion de burbujas de wire
dentro de la solucion. para evitar la muerte de las célulag!s,

Una vez que se obtenia una solucion homogénea. se bloqueaba la  accidn de la enzima
sobre el tepdo. por la adicidn de 7 ml de inhibidor de tripsina (GIBCO BRL) a una concentracion de
2 mg/ml disueltos en una solucion que contenia: medio de cultivo D-MEM (Dulbeco’s Modified
Fagle Medium). cuya composicion es. glucosa al 10%. glutamina, 2 mM: insulina 0.40 pg/ml:
albumina. 1 mg/ml: penicihna-estreptomicina al 10%: colorante rojo de fenol. suero fetal bovino
(SFB) al 10% . Inmediatamente se centrifugaban en tres ocasiones a 3000 RPM durante 10 min. e}
sobrenadante se ehminaba con una pipeta serolégica. Al final el botdn celular se resupendia en 5
ml de D-MEM para proceder a calcular el nimero de neuronas viables. Para ello. se mezclaban
500ul de solucién de azul de tripin al 1% con 500u! de resuspensidn celular, esta mezcla se
colocaba en un hemocitometro con la ayuda de una pipeta. Las células se contaban en las 4
cuadriculas centrales. tomando en cuenta solo las células viables. Se calculaba ¢l promedio y
empleando la sigwmiente formula =e calculaba el namero de células por | cm3

No. de células viables/ mI=N X 2 X 11
Donde  N= numero de células

Después se caleulaba el volumen a cultwvar por caja. tomando en cuenta un porcentage de
vialhidad cetular det 80 al 90%

Las cajas de cuttive (FALCON 35 cms ) se preparaban un dia antes del culuvo para esto
sogregaban G0 pl de <olucion de sustrato de L- pohhsia a una concentracion de Fmg/ml Ta cual
se reuraba al momento del cultivo mediante sucesivos lavados con agua deromizada estenl Se
anadian 2 ml de medio D-MEM exteril con S al 10% y se colocaba un amlla de tellon en el

centro de cada caga de culove



la siembra se reahzaba  anadwendo el volumen celular correspondiente al namero de
células que se deseaba sembrar. dentro del amillo de1eflon Inmediatamente las cajas se pasaban a
un incubador. bajo condiciones estandar de temperatura (37 ©C) y una atmosfera de 5% awre y 95%
C0y

Después de aproximadamente 5 hrs de icubacion. los amillos de teflon se retiraban y a las
24 hrs se hacia un cambio de medio. y ke observaban las células, al microscopro de contraste de
fases. lo que permitia ehminar en caso necesario, las cajas con demastadas células muertas
Posteriormente ¢l cambio de medio e levaba a cabo cada 3 dias con la correspondiente
observacion de las células cultivadas Toda 1a téenica se realizo lo mas rapudo posible y bajo
condiciones de extenhdad para evitar la contaminacion

Con fines comparativos. se realizaron registros de fijacion de voliaye. en células disociadas
provemientes del gangho cervical superior de rata macho de la cepa Wistar. con una edad

aproximada de 4 semanas Fstas células se obtuvieron de acuerdo a la téemica descrita por

Bottenstein y Sato 12.97
REGISTROS DE CORRIENTES DE CALCIO

En esta parte del proyecto se utihzaron células piramudales cultivadag de 1a regién de
hipocampo. F:n cada sesion de registro. se seleccionaba una caja de células, a la cual se le cambiaba
el medw de cultivo por solucion de registro a temperatura ambiente. Las células <¢ mantenian en
exlia xolucion por lo menos 30 pun para su extabihizacion en su nuevo medio. Dentro de una caga de
Faraday se locahizaba ana mesa ncumanica (Newport) que aisla al sistema de registro de las
vibraciones mecimcas externax Sobre ésta. se localizaba un aicroscopio dptico invertido (Carl
Zewss) voen o Iy camara de registro y el mmeromampulador ncumanico (Eppendorf 5171 que
sustenia la <onda de registro v permatia direccionar y colocar el electrodo de registra llen de
solucion iterna (ver adelante) aproximadamente a 0 1 gm de distancia. para acercarlos a bas
celulas y efectuar el sello entre ¢xte v la célula

Elacercamiento deb mieroclecrrodo de registro hacin la célula fue visuahizado medanie ¢l
microscopio mverndo usando siempre el olyenvo de 40X Sobre el micromampulador se colocaba i
sonda de registro (CVA-Headstage Axonanstruments. USA) la cual se conectaba al amphficador

para fyacion de voltage (Axoparch-1D Axon anstruments USA) La sepal de sahda de éste



ahmentaba una interfase analogica-digrtal (Dwgidata 12000 Axon-antruments, USA) conectada a
ana computadora PC (Digital. Venturis) donde se encontraba stalado el programa pCLAMPG 0
(Axon-instruments, USA). Este sistema de registro. captura. almacenamiento y anahsis de datos
permitin registrar las corrientes de Ca2* presentes en las células culuvadas del hipocampo La
salida del amphlicador también se conecto a un osciloscopio (T'ektromx) lo cual permitia seguir el
proceso de sellado y de registro de cornente.

l.as micropipetas de registro usadas para la fijacion de voltaje en porciones de membrana,
cran de pipetas de borosihicato (hiametro externo 1.5 a 2.0 mm y diametro mterno 1H5a 12 mm)
estiradas en un programa de tres etapas. empleando un estirador de pipetas horizontal (SUTTER
A8) listas mpetas fueron pulidas con una microforja (Nanshige. MF-83). El dutmerro de da punta
de 1a pipeta con el borde puhdo fue de aproximadamentwe 30 pin La pipeta de registro se Henaba
con una solucion interna de registro cuya composicion en mM fue la siguiente. CsCl 130 . EGTA
10: Llepes. 10: MgCl,. 2. MgATP. 5, y valorada con solucion de CsOH hasta un pll =74 Por ¢l CsCl
presente en esta solucion se pudieron aislar las cormentes de potasio en el registro

Para realizar los registros de cormentes wnicas, se llevo a cabo la téenica de fijacion de
voltaje en porciones de membrana configuracién célula completa. la cual permutia evaluar el efecto
del I'N-a sobre la excitabilidad neuronal. por la medicion de las corrientes de Ca2*

Para realizar el sello entre la pipeta de regstro y la eélula. se apheé un pulso de voltaye de
05 mV y al mismo iempo se monitoreo la resistencia de la pipeta. Una vez que la pipeta tocaba la
célula. la resitencia se incrementaba. por lo que el pulso tendia a dismunwir en amphtud. Se
aplicaba entances, una leve presion negativa al interior de la pipeta hasta que una porcion de la
membrana celular entraba a la punta de la pipeta de registro. lo que se evidenciaba por una
completa desaparicion del pulso 38 Despucés de la formacion del sello. se rompia dehiberadamente la
porcion de membrana celular atrapada dentro de la mpeta por medio de la apheacion de una higera
presion negativa. acompanada de una pequena vibracion mecinwea apheada medinte el
amphficador Una vez rota la membrana se lograba la conlizuraaon de cclula complera 12
rompnnicnto de una pequena poraion de membrana se visuahzaba por un repentino aunento en la
cornente capacinva

Una vez formado el sello de alta resistencia (> 1G4 se reahzaban los re astros de Las
corrientes de calew. en las nearonas hipocampales en cultvo utihizando una soluciin externa con

Ia sigwente composicion en mM NaCl 120 CaCl, 100 MgCly, 2 Hepes, 10y tetrodotoxina (1F1°X)
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0.2, este Gltimo farmaco permiti6 el bloqueo de corrientes de sodio en el registro. La aplicacion de
las soluciones se realizd por perfusién controlada por un smistema de vilvulas. 51 sistema consistia
de una serie de jeringas de 20ml de capacidad. conectadas a tubos de polietileno (no. 27). los que a
su vez se dirigian hacia una sola sahda que banaba directamente la célula que se estaba
registrando. Dentro de la caja de cultivo se colocaba un tubo conectado a una bomba de vacio lo
que permitia mantener un volumen constante dentro de la caya de registro Cada una de las
jeringas contenia una solucion diferente: una solucion externa y las otras solucién externa con
(hferentes concentraciones de 11°N-a

1 protocolo usado para registrar las cornentes de Ca2¢, fue el siguiente: se aphcaban pulsos
de voltage de 10 mV con una duracion de 10 mseg y una frecuencia de 0.33 1z; desde un valor de
fyacion de membrana de -80inV. para llevar el potencial de membrana a -70. -60. -50 y axi
sucesivamonte hasta llegar a +50 mV. En otras palabras. el protocolo de estimulacion consistia de
una serie con 13 pulsos o episodios y en cada uno, un muestreo de 256 puntos, a una velocudad de
captura de 5 KHz. los registros se realizaban bajo condiciones control. es deair en ausencia del
II'N-a y registros con la aplicacidén de la citokina a diferentes concentraciones. Fnseguida. se
chminaba el IFN-a del medio y se continuaba registrando 1a corriente post admumstracion. ‘Todo
esto en la misma célula. y con el fin de evaluar los efectos del IFN-a sobre las corrientes de calcio
y la dependencia de voltaye de las mismas. Con los valores de corrientes de Ca2¢ obtemdos en cada
uno de los pulsos depolarizantes aplicados. se construyeron las curvas corriente - voltaje (1-V)
para cada condicién experimental.

También se anahzo el efecto de la citokina en el tiempo. mediante un protocolo de curso
temporal, el cual consistia de la apheacion de un voltaye de mantemmiento a -80 mV y se aplicaban
pulsos de 10 mV con una duracion de 10 mseg. Las concentraciones de [I'N-a empleadas para
ambos protocolos de registro fueron de 548 X 104 1.64 X 103y 274 X 103 pM o cual
corresponde a 2500 7500 y 12500 Ul de un IFN- a con actvidad expecifica de 2.4 X 108

Para extimar la confiabihidad de los resultados. se ralizo primero una prueba de ANOVA 1a
cual perminio determinar I homogenerdad de varianzas en los grupos de tratamento Finalmente
con ¢l empleo de ta prueba de F de Tukey se determinaron las diferencias significativas entre os
registros con la aplicacion de TFN-a@ a diferentes concentraciones30 Mediante exte procedimiento
estadistico ¢ compararon los valores de la corriente maxima y la corniente total durante la

situacion control y aquella registrada por electo del farmaco



RESULTADOS.
REGISTROS EXTRACELULARES EN REBANADAS DE HIPOCAMPO.

Se utihzaron 88 rebanadas de hipocampo provenientes de 63 ratas. Del total de
registros provenientes de estas rebanadas. sdlo 51 reunieron las caracteristicas necesarias
para ser consideradas en el anahisis postenior.  Tales requerimentos incluian gue la
rebanada mostrara actividad eléctrica umiorme. es deair que su frecuencia de descarga
fuera constante, a lo largo de un perido no menor a 120 minutos que comprendia el
tiempo de cstabihzacién y registro. También. que la admumstracion del [FN-a no
provocara cambios que perturbaran las caracteristicas basales de frecuencia de descarga
de los registros, y que los electrodos se hayan colocado en la zona especifica clegida. ex
decir en el estrato piramidal de la region CA1 del hipocampo.

l.a actividad eléctrica registrada consistia de potenciales de accidn con una amphtud
de aproximadamente 2 mV. la cual mostré una proporcién espriga-ruido de
aproximadamente 3:1. En su mayoria (95%) se trato de espigas unicas, trifasicas con un
patron de negatividad - positividad - negatividad y cuyas frecuencias se mantuvieron en un
rango de 0.62 a 1.89 espigas por segundo con un promedio de 112 + 0.42 Hz

No se detectaron cambios importantes m en el patron ni en el tamano de estas
espigas durante todo el uempo en que se realizo el registro. De igual forma. ni la aphcacion
del 1FN-a. mi la reduccion en el flujo de perfusion. provocada por la admimatracion de la
solucion vehiculo utilizada como control. modificaron parametros como el patron y ¢l
tamaio de estas senalex eléctricas. su efecto se refle)o exclusivamente sobre la frecuencia
de descarga neuronal

Del total de 51 rebanadas 7 de ellas se realizaron bajo condiciones control. e deair a
estas neuronas solo se les admmistro la solucion vehiculo (50p! de albumima humana al
2%) A diferecia de lo que ocurnio con las rebanadas a las que se les adnamistrd el vehiculo
la aphcacion de cualquier concentracion de [FN-a provoeo cambios significativos (p<O 05)
en la frecueneia de descarga de fa mayoria de las células anahzadas con respecto a la
actividad observada en los registros control kFste efecto fue dependiente de T

concentracion apheada (Fig 5)
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FIG. 5.- La grafica A muestra la relacion entre el porcentaje de células que
modificaron su frecuencia de descarga y las diferentes concentraciones de IFN-«
empleadas. La grafica B representa la proporcion de cambio en la frecuencia de
descarga, lo cua! fue dependiente de la concentracion administrada. Los
numeros en parentesis indican el numero de células.
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La proporcion de células que modificaron su [recuencia de disparo. fue dependiente

de la concentracion, independientemente de la direccion del cambio. Asi. 1a proporcion de
células que mostraron un cambio mayor a la administracion de la citokina fueron aquellas
que recibieron concentraciones altas. desde 1500 hasta 6000 Ul (g 5 Ay cuadro 2) Sin
cmbargo las concentraciones mas bajas también provocaron que un porcentay menor de
cclulas respondieran (g, 5 A). En cuanto a la direcaion del cambio. se mostro que el [FN-a
a concentraciones de 375 y 760 Ul aumentaban su frecuencia de descarga de manera
significativa al compararse con el control. por el contrario las coneentraciones altas de 00
y 6000 Ul de la citokina, predomimantemente produjeron una disminucion de la actividad
eléctrica celular. De manera notable. las células que fueron tratadas con 1500 Ul de IFN-a.
provocaron cambios tanto de aumento como de disminucion en la misma proporcion (¥ig 5
B)

l.a concentracion mas baja de IFN-a utihzada fue de 41 X 10 -v pM la cual
corresponde a 375 Ul de [I'N-a. con una achvidad especifica d 2.5 X 106 Ul/mg de proteina
Iista concentracion se probo en 7 rebanadas El 18.2% de las células asi registradas
respondieron con una disminucion en su [recuencia de descarga. efecto que se presento
casi inmediatamente después de anadida la citokina. y permaneci6 durante todu el registro
postadmimstracion. Con esta misma concentracion 27.3% de las células aumentaron su
frecuencia de disparo. mientras que el resto no mostro un cambio siznificativo (p>0 05)
(Iig. 513). Kl patron de distribucion de estas respuestas fueron significativamente diferentes
a los observados en el grupo control (p<0 05 X2)  Cabe mencionar que 1as respuestas no
fueron del todo constantes, ya que mostraron oscilaciones a lo largo de los registros

La siguiente concentracion utihzada en las rebanadas fue de 82 X 10 1 pM (750UD
esta concentracion se aphed en 10 rebanadas. en las cuales el HFN-« s0lo tuvo efectos sobre
el 33 3% con un aumento en su frecuencia de descarga (Fiz 513) Fn el 66 7% restante no
se encontraron modificaciones sobre mingun parametro observado con rexpecto al control
Il efecto de la cvokina sobre la frecuencia de descarga. se mamflesto de 3 a4 4 minutos
posteriores a su apheacion y la respuesta s¢ mantuvo durante aproximadamente 30
minutos Generalmente este efecto mostro oscilaciones en la frecuencia de descarga S

embargo la frecuencia se recuperaba. aunque la célula mostraba una activelad wregular
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Es necesario mencionar que una vez que se establecia la direccion de la frecuencia (.e
aumento o disminucion) ésta no vario con respecto al iempo. es decir. no se observaron
respuestas bifasicas con alguna de las concentraciones admimstradas.

En el caso de la administracién de la siguiente concentracion la cual fuede 1.6 X
103 pM. correspondiente a 1500 Ul de IFN-a aphcada en 10 preparaciones de rebanadas
hipocampales. el 80% de las células modificaron su frecuencia de descarga de manera
sigmhcativa (p=0 004), y solo un 20% no mostré cambio estadisticamente sigmficativo
alguno (p>0 05) . Kl tipo de respuesta fue muy similar a la observada con la dosis previa
aunque. en ta mayoria de los casos. no se observo una recuperacion total de la frecuencia
después de 45 minutos de lavado el tendo (Fig. 6). Adicionalmente, el efecto fue hasta de 10
veces el valor observado en condiciones basales. Del total de células que respondieron a la
presencia del [I'N-a. el 40% de las mismas mostraron incrementos en la actividad y ¢l 40%

restante decrementos

Espigas/min.
g £

(] To
I a Tiempo {(min).

F1G. 6.- Histrograma de frecuencias de los efectos provocados por una
concentracion de 1500 Ul de 1FN-a. Dosis menores indujeron principalmente un
incremento de la actividad eléctrica, el cual en la mayoria de los casos se
mantenia mas alla del tiempo de administracion. En algunos casos este efecto se
observo durante todo el tiempo de registro.
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En 9 rebanadas de hipocampo s¢ administro 3.28 X 103 pM  de IFN-a. lo que
corresponde a 3000 Ul. En estas circunstancias el 22.2% de ncuronas regisiradas. mostro
un aumento en la frecuencia de descarga, accion que perduro durante todo el tempo de
registro. Otro 55.6% presentd una disminucién en su actividad cléctrica celular. lo cual
también perduro durante todo el registro. En el resto de las células no se detectaron
cambios significativos (p>0.05) por la aplicacion de |I'N-a

Cuando se realizaron experunentos con una concentracion de 6.56 X 10 -3 pM_ las
cuales corresponden a G000 Ul de II'N-a se encontro que el 77.8% de las neuronas
registradas. mostraron una disminucion sigmificativa (p=0.016) de su frecuencia basal y el
porcentaje restante no respondio con cambios significativos (>0.05). Nuevamente este

cefecto perdurd durante cas todo el iempo de registro (Fg.7)

N @ Yiempo (min).

I'ig.7.- L.a administracion de las concentraciones mas altas de 1FN-q,
usadas en el presente trabajo, (3000 y 6000 Ul) se caracterizaron por provocar
principalmente decrementos en la frecuencia de descarga neuronal. Estos
efectos se presentaron a los pocos segundos de iniciada la administracion de la
citokina. La grafica representa el efecto provocado por 6000 Ul de la citokina.
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Lo resultados de la aplicacion de diferentes concentraciones de [FN-a sobre el
numero de células  hpocampales. gue responden con cambios en su frecuencia. se
resumen en ¢! cuadro 2; en el cual se muestran los valores estadisticos encontrados en la
prueba de X2 al comparar la acuvidad eléctrica en condiciones basales con aquellas
observadas despuds de aphcada la citokina. La aplicaciéon de cualquier dosis de [FN-a
modifico sigmilicativamente (p<0.05) esta acuividad eléctrica.

Los resultados histologicos mostraron que la mayoria de los sitios de registro se
localizaron en el estratum piramidal de la region CA1 del hipocampo. algunos otros se
encontraron en los otros estratos de la misma region. Sin embargo. no x¢ observé una
correlacion entre el sito de registro y la sensibilidad o direccion del efecto inducido por la
admimsiracion del 1N-a. Por lo que las células que son sensibles al 'N-a no mostraron

disuncion expecial alguna (Ihg 8)

CUADRO 2.- Se resumen los resultados obtenidos con la aplicacion de 5
diferentes concentraciones de IFN-a. El porcentaje de respuesta (aumento,
disminucion o no respuesta) esta representado en los paréntesis, mientras que
los numeros fuera de ellos representan el numero de células afectadas. * p<0.05

concentracion aumento ! disminucion no respuesta
de IFN-cz. |
475 Ul * 327 3) ‘ 2(18 2) (54 5)
750 Ul * 3(333) T 6166 7)
1500 U1 * 4(40) h -. _ 4(4-(i) 2020
000 U1 * 222 2) : 5(55.6) 222 2)
GOOO UlL* 0(0) | 7(717.8) 2022 2)
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FIG.8.- Plano longitudinal estereotaxico correspondientes de 6.6 a 4.6 mm
anteroposteriores al punto bregma de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson 58,
Se muestran, en la region hipocampal (Hl), los puntos que representan a la
mayor parte de los sitios de registro, independientemente de la direccion de la
respuesta, de neuronas que respondicron a la aplicacion del IFN-«. Cuerpo
calloso (CC); fimbria hipocampal (FH); comisura dorsal del hipocampo (CHD);
comisura ventral de! hipocampo (CHV); coliculo inferior (Cl); giro dentado (GD):
nicleo lateral talamico (NLT); nucleo ventral talamico (NVT); nucleo posterior
talamico (NPT); fornix (FOR); nacleo de la estria terminalis (NST); nucleo del
tracto optico (NTQ).
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CULTIVO CELULAR.

Se reahizaron 20 preparaciones de cultivos de células de hipocampo con 10 a 15 cajns
cada una. l.as células se obtuvieron de embriones de rata. con edad gestacional de 18 a 21
dias n titero. De estos cultivos sc obtuvieron 35 registros de células imdividuales en
diferentes etapas del mismo

Después de 5 horas de reahzar la siembra de las celulas hipocampales en las cajas de
cultivo y de recuperar el anillo de telién de las mismas. los culiivos celulares fueron
examinados. Fl resultado del adecuado manejo de la téenica de cultive y de una buena
disociacion del tepudo se refleyé en la obtencion de cultivos con caracterishicas de vialnhdad
de hasta el B0 al 90% de sus células Después de estas 5 horas de cultivo  las c¢lulas
presentaban forma redonda u ovalada. con la membrana hsa y brillante sin presencia de
rugosidades. Algunas células ya presentaban prolongaciones o neuritas ruchmentarias (Mg
9A)

Al momento del primer recambio de medio. es decir a las 24 horas de la siembra las
células mantenian las caracteristicas anteriores, pero se notaba claramente un aumento en
cl tamado, el namero de prolongaciones y un nucleo mas evidente (Fig 9B). Las células
cxaminadas a los 2 y 3 dias de cultivo mostraban un claro desarrollo y un nucleo bien
definido, aun cuando su tamafo no fue lo suficientemente grande como ¢l de células von
mayor desarrollo. Kn esta etapa de diferenciacion se hicieron los registros de corrientes
wnicas, las cuales todavia fueron pequenas. respecto a las corrientes registradas en células
con mas dias de cultivo (g 9C. 11).

Los cultivus celulares de 4 a 6 dias de cultivo. al microscopo mostraron celubas
completamente desarrolladas. con prolongaciones grandes y diferenciadas con organelos
presentes. similares a las células en un organismo completo, ex deair en este pernodo
resultaba faciimente distingaible una neurona piramadal del resto de las celulas (Fig 91
También en esta etapa. se observd la mvacivn de los cultivos por células de gha Fstas
células no se observaron claramente en las primeras etapas de cultiva debido a
admimstracson de un antimitotico. arabinosido de cntosina. que impude =u crecimiento 18

los cultivos se mantenian viablex y en buenas condhciones hasta los 10y 11 dias a

* partir de los cuales se empezaban a notar signos de deterworo celalar por cjemplo e



obgervaba un mcremento en el crecimento de cclulas ghales y alteraciones en fa

integridad de la membrana celular de las neuronas Ademax o) porcentine de céhulas vivigs

disnomuia en forma progresiva (g 98 v 19

FlG.

9.- Fotografias que muesoan el desarrollo celulin e
diferente tiempo de incubacion. Estas fotogralias fueron tomada
horas (13), 3 (Ol 6 (), 10 (1) v 11 () dras de cultivo, Despuesdo 1
hipocampales mostraban ya los vusgos caracteristicos de oo
completamente desarrolladas



Los cultivos que no mostraron caracteristicas de viabilidad para un buen registro de
achividad, fueron desechados Los parimetros de exclusion yimphicaban un poreentage de
viabihdad menor al 80%. células opacas y con una membrana rugosa s oucleo defimdo
o un culuvo contaminado con microorgamsmos como hongos o bacterias Dentro de estos

criterios se incluia la presencia de una gran canthidad glia

REGISTROS DE CORRIENTES DI Ca 2

De los 83 registros de corrientes de CaZ2+ en las células cultivadas de hipocampo de
rata, 68 se reahizaron bajo el protocolo de pulsos para obtener curvas -V y 15 con ¢l
protacolo de curso temporal.

Una vez que la pipeta se introducia al medio de registro. se apheaba un pulso de +
10mV. el cual se visuahzaba en el osciloscopio y se monitoreaba la resisiencia del electrodo
lo que permitia deducir las condiciones del mismo  La resistencta promedio de fos
electrodos de registro fue de 0.24 + 0.0047 M2, Cuando se hizo el sello y 1n ruptura de la
membrana (Iig. 10), enseguida se compenrd la capacitancia de las membranas de las
células registradas, ésta en promedio de 2940 ¢ 122 pl' La cual se caleuld con la
siguiente formula C= Q/ V. donde Q es la carga del capacitor. V es el valor de pulso de

voltaje y C es la capacitancia de la membrana



FI1G. 10.- Microfotografia, de una célula piramidal cultivada, en la cual x¢
ha realizado un sello de alta resistencia. Puede observarse la inmediata cercania
entre la membrana de la célula y la punta de la micropipeta.

Para reahzar estos experimentos e emplearon varios cultiivos con diferentes
cdades s embargo el 80" de los nusmos tenn cdades entre 1 v 6 dias de culine |
diferencra fundamental observada  en fas celulas de disnntas edades ademiis de
morfoloyia fue Ly amphiad de Baocornente regestrada mientras mavar fue Taedad
cultiva de Tas células regestradas mayor era b cormente de calao repistrada 'ara
descartar bpo<ibnhidad de que Ty diferenoa entee Lcamphitud de B cormente en coulas de
ilerente edid tuera debuda oo un aumento en by densidad de cormente por et consecuenn
wmeremento en la poblacim de canales s hizo el calealo de B capacitancrs especitica T

vilor de Gt en celudas de 2 a0 3 dias fue de 1127 030 pAlem Tas celudas deondos



tuvieron un valor de 1100 ¢ 28 pA/em? Bl anahsis de vamanza de estos ditox no mosird
diterencra sigmheaniva alguna (p=0 95hH)

La Dura 11 muesira dos registros de las cornentes registradas en dos eélulas con
diferente edad de cultivo Los registros superiores fueron obtenidos de una célula prranmidal
con dos dias de edad: mientras que los regisiros infermores se obtuvieron tamhién de una
celula piramrdal  pero con 6 dias de edad de cultivo En el primero se observa que T
corviente niixima aleanzo an valor proximo a los 150 pA aoun potencesl de Om\ mentras
que en laeclula de 6 dias a0 este msmo vador de voltige aleanzo 702 p A Tal cono o
sigrieren s curvas N de ambos registros faotensadad de ba corrnente o=l umiea
diferencuommportante entre ambas cclulas

[T obenivo primepal que e persigue en este estodio consiste en determnnar ef electo
del TN a wobre las corrientes  de calew mdependientemente de L edad de calovo
entences clanahsis de los rexultados no considerd ef friempo de cultive como una varable
dependiente por esta razon los reisiros expresados on porcentage son Lo suma  promedio

vdesvirion estandar de todax las eélubs anahzadas
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FIG.11.-Aunque cualitativamente los registros de las corrientes entrantes
de Ca2+ son similiares en estas células ¢ independientes del tiempo de
incubacion, la amplitud de las mismas es dependiente del tiempo de incubacion;
tal como lo muestra esta figura. Los trazos superiores corresponden a registros
realizados en una célula hipocampal de 3 dias, mientras que los inferiores se
tomaron a los 6 dias.
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1 ctecto observido despues de B apheasion de diferentes concentraciones de TEN-a
fue una dismmueion de Lies correntes de caleo B la Dgara 12 muestea fos regestros
obternde- enuna cetula de v dias en condiciones control eolumna zquierdin y durante La
perfusion de 12500 U de HENo @eolumna derechin Comparanvamente puede observirse
gue L citahima reduee el prca de La corrente entrante B lasitaacion cantrol la corriente

prea se nhserva cuando el potencial de membrana erade 0 mVy exte valor correspondio o -
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680 pA. mientras que cuando se apheo el TFN-a. este valor se redujo a -3925 pA que
corresponde a una reduccton del 42% (I 12) Ademas. en presencia de Ja citokina la
corriente entrante empieza a activarse desde valores de potencral de membrana de -60mY
aunque la corrmente es muy pequena A -30mV la amphiad de i corriente ya es notorn v
todavia ex mayor que en la situacion control a este mismo valor de porencial A potencules
de membrana mas positivos. la amphiud de la corriente ex mayor en ausencia del 1°N-a

que cuando e admimstra la enokina
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F1G.12.- La administracion de |'N-u provoco una reduccion de la corriente
entrante de Ca2+ y una activacion de los canales de caleio desde un valor de
voltaje de membrana de -30 mV. La primera columna representa los registros en
condiciones control. la segunda columna en presencia de la citokina, en la
misma celula.



Los resultados de los registros reahizados bajo el protocolo de apheacion de pulsos de
10 mv. para llevar ¢l potencial de membrana a diferentes miveles (de -80 a +50mV),
sirvieron para reahzar una curva -V, en la cual se promediaron los valores de corriente
maxima de 7 células registradas bago condiciones control y con 1I'N-a. La curva |-V (Iig
13) muestra los resubtados promediados del la corriente maxima. obtenidos a partr de los
experimentos en presencia y ausencia de la eitokina

Se oberva en esta curva que la admimstracion de 12500 Ul de TFN-a provocaron
una disminucion sigmhicativa de aproximadamente el 35% (p< 0.05) de 1o densudad de
corriente. maxima (pA/pl) con respecio a la situacion control. este etecto e observo en
caxt todos los valores de potencial de membrana. Ademas. la citoking provocd un
desplazamiento de la corriente maxima desde 0 mV hacia ol valor de +10 m\' ¢nesta curva
también se observa que la actnivacion de cormiente en presencia del 1FNa s e desde

valores aun mas negativos (-60 mV). haciendose mas evidente a -30mV
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FIG: 13.- Kl efecto del [I'N-a sobre la densidad de corriente de Ca?*. Los
cuadros representan la densidad de corriente registrada en la situacion control;
mientras que los triangulos corresponden al valor. en presencia de la citokina,
(p<0.05).
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FIG. 14.- Efectos del IFN-x a diferentes concentraciones, sobre la amplitud
de la corriente pico. *p<0.05

La disminucion  de la corriente de caleo por la aplicacion del 1FN-a. se mamfesto
con las tres concentraciones admimistradas Tanto la cinénica como la mtensudad del efecto
observado fueron muy smilares con las tres concentraciones empleadas La hgura 11
muestra que la corrente pico registrada en todos los caxos se reduce por la apheacion del
[F"N-¢ Las corrientes maximas se redujeron en 6246 € 112 5697 £ 63y 5908+ 1120,
con 2500, 7500 y 12500 UL de fa cuokina respechivamente  Fstox valores  cuando ~c
compararon con el control fueron estadisticamente sigmificativos (p<0 095 <inembargo al
entre siono [ueron diferentes lo que sugiere un efecto muy <imilar no dependiente del 1a
concentracion Una voz Livado el tepdo se observa <olo una recaperacion parciad de 1y

corrente laewal no es dhiferente extadisheamete al control (>0 0



Ademixs de la disminucion en L amphtud de las cornentes de ealeo dependientes de
voltaje. en lax células hipocampales regisiradas en presencin del 1N-o también se observa
un cambio en la anénca de la cormente El anahsis de los procesos einéncos de activieion
mactvacion y deiactivacion. mostraron que la aitokina modifico, wno de extos parametros
1 caleulo de la constante de tiempo (1) se obtuvo, mediante ¢} ajuste exponencaial de tas
corrientes registradas a valores de potencial desde - 10mV hasta + 30 mV

Iin el easo del proceso de activacion la curva se austo a una expoonencial de ler
orden ¢f= Al% exp {-(t - K) 11 } + C) en la cunl ol rango promedio de T para H células
regrstricdas tanto det grupo control como eclulas tratadas con [FN-o fue de 06 a 1 H6 y de
O3 0 16 meeg respectivamente (g 15) Lox resultados mdican que la citokima
mdependientemente de la concentracion admimstrada no modificd sigmticanvamente
(p=0) la cinetica de activacion de los canales de Ca2s dependientes de voltaye cuando se

compara con los controles
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FI1G.15.- Relacion entre el valor de voltaje de la membrana v la constante
de tiempo, durante el proceso de activacion de los canales, en registros de
fijacion de voltaje, configuracion célula completa. los cuadros blancos
muestran la situacion control y los circulos rellenos, la aplicacion de la
citokina.



l.as corrientes de cola se ajustaron a una exponencial tamhién de primer orden,

para valorar ¢l efecto del HI°N-a sobre el proceso de deactivieion de los canales  De exta
manera. ¢l valor de 1( 0.4 a 1.6 mseg). obtemida en 5 células bajo condiciones control y con

la eitokina (0 4 a 1.04 mseg) (g 16). no fueron sigmficativamente diferentes (p = 0.33)
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FIG.16.- Los valores promedio de la constante de tiempo, 1, para 5 células en el
proceso de deactivacion del canal no se modificaron en presencia del IFN-o..

Il analisis de kaiactivacion de las cornientes de calew registradas en condiciones
control y con 1FN-a. mostro gue la curva se ajuxto a una exponencial de 2do orden ( = A1*
exp{«t-Ky/ti}+A2%exp {-(t-K)/ 2} + C) conlocual se obtavieron dos vilores
de ¢ blnodonde 11 corresponde a la parte  de mactivacion rapida del canal y 12 al de
mactivacion fenta del mismo Los vadores promedio de 12 en condiciones control
estuvieron en el rango de 41 a 55 mseg. en camino con HFN-a fueron desde 23 a 40 mseg
Asi la presenaia de cualquier concentracion de 1'N-a. dhisminuvo ¢l tiempo de inactovacion
fenta del canal de manera sigmficanva (p=0 002). provocando que ésta se volviera mas
rapida al modaficar el valor de 12 (tig. 17 B). En cambio Ia eitokina no tuvo efecto sobre el

proceso de mactivacion rapida (D) (Fig 17 A)
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FIG.17.- La grafica A muestra los resultados obtenidos al calcular el valor
de 11, el cual no fue estadisticamente significativo (p>0.05) a diferentes valores
de voltaje de la membrana. En cambio en la grafica B sc observa como el 1FN-a,
disminuye el valor de 12 cuando se compara con la situacion contral.
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Para ejemplificar el proceso de inactivacion del canal de calew. en la figura 18 se

muestra un trazo de corriente. en ausenea y presencia de 7500 Ul de la citokina. a un

valor de potencial de membrana de +10mV
ecuacion exponencial de segundo orden ( £= Al* exp {(t-K) /11 }+ A2 *exp { - (t - K)/

12 } + C). permitié caleular los valores de 1 Con la admmetracion de 11°N-o a una

La normahzacion de las curvas mediante la

concentracion de 12500 UL, se obtuvo un valor de 11= 517 mseg y 12 = 44 04 mseg. en

cambio en ausencia de la citokina tos valores fueron de 4 85y 73 34 mseg para 1l y 12

respectivamente. gque corresponde a los dittos del promedio de 5 eétulas.

IFN-a th= Sidms
Q=HMms
S
3
g ¢ \"
L 3« e
1 7 [
A control . 445 ms
) 2= Umg

FIG. 18. Trazos de corriente de Ca2+, a un valor de voltaje de membrana de

+10mV. Se observa el proceso de inactivacion del canal en ausencia (control) y

presencia de 7500 Ul de IFN-q.



los efectos depresores de la corriente de calcio inducidas por el IFN-a, también se
manifestaron en los experimentos de curso temporal. La figura 19 muestra que la
admimstracion de una concentracidon de 7500 Ul de [I'N-g, reduce la corriente maxima, de
un valor inicial de 983 pA hasta 508 pA. lo cual corresponde a una reduccion de
aproximadamente 48% de la corriente en condiciones control. Después de lavar la
preparacion y con ello eliminar la citokina del mnedio de perfusion. la corriente aleanzé un
valor de 895 pA (trazo C de la figura 19) Este valor es aproximadamente el 91% de la
corriente control por lo que hubo una recuperacion parcial de la misma, efecto observado

timbién. en los registros |-V,

-250 B
[o
. -500
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-750 -
-1000
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-1200-J

FIG. 19.- Registro de corriente entrante de Ca2+, obtenidos con un pulso de
la misma intensidad. A:control, B: aplicacion de IFN-a y C: lavado de la citokina
del medio. La corriente no se recupera totalmente a su valor control después de
la aplicacion de la sustancia.



f.a figura 20 resume los efectos del IFN-a, en 15 células en las que se reahizé el
protocolo de curso temporal lin esta grahica se observa que el efecto =0 miaa
inmediatamente despuds de aphcada la eitokina con dosis de 7500 y 12500 Ul mientras que
la latencia es mayor cuando se admimstran 2500 Ul Bl efecto presenta solo pequenas
cambios menores al 10%. durante todo el nempo de la apheacion. kn estas condiciones la
concentracion de 12500 Ul de TFN-a. provoco un porcentage de disminucion de la cornente
de Caz+ mayor que lag otras 2 concentraciones Una vez concluida ta admimistracion de b
ciokina. las corrientes hienden a recuperarse. aungque generalmente éstas no alcanzan el

valor que mostraron antes de la aphcacion de la evtokina
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FIG. 20.- Registro de curso temporal . La administracion de tres diferentes
concentraciones de IFN-a redujeron en forma significativa (p<0.001), 1a corriente
maxima, de una forma dependiente de la concentracion.



I'inalmente. para determinar la espeaificidad de los efectos provocados por el [I'N-a
sobre las corrientes totales de calcio. se decidio realizar el mismo protocolo en células
provementes del gangho cervical superior de rata. Los registros de fijacion de voltaye en
eslas células mostraron que las corricntes registradas son mayores que las observadas en
células piramidales hipocampales. La figura 21 s representativa de las corrientes de Ca2*
bajo condiciones control. durante un protocolo de pulsos que llevaron a la membrana a

valores de potencial desde -80 a +50 mV
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FIG. 21.- L.as corrientes de Ca?* registradas en células provenientes del
ganglio cervical superior mostraron amplitudes mucho mayores que las
registradas en células hipocampales. En este registro se observan las corrientes
inducidas por la aplicacion de pulsos de 10 mV que llevaron el potencial de
membrana desde -80 hasta +50 mV.
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La denridad de corriente (pA/pl) maxima que se alcanzo en el registro de estas
celulas fue de -19.97: la cual se obtuvo cuando el potencial de membrana se llevo de un
valor de fyacion de voltage de -80 hasta OmV en condiciones control La administracion del
II'N-a en concentraciones de 2500. 7500 o 12.500 a células del gangho cervical superior. con
edad de cultivo de 3 dias. provocd s6lo una pequena disminucion de la corriente de caloo
(5.9 4 093 %). datos. que no fueron sigmificativos (p>0 05) Fin la bhigura 22, se observa que
la admmistracion de 12500 Ul de Ia catokina no provocs efectos sobre ba corriente de Caze

al compararla con el grupo control.
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FIG. 22.- La administracion de IFN-a a las células del ganglio cervical
superior no provoco una reduccion de la corriente de calcio.



Los registros que permitieron determinar el efecto del 1FN-a. durante un curso
temporal (fig. 23) mostraron que la adicion de una concentracion de 12500 Ul de la
citokina solo provocd una disminucion (3t 09 % ) estadistcamente no sigmificativa (p=

1.0) sobre las cornentes de Ca2¢
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FIG. 23.- La ausencia de un efecto sobre la corriente entrante de Ca2+ por
parte del IFN-a sobre las células ganglionares, se manifesto también en los
experimentos de curso temporal. En esta figura se muestra que la adicion de una
dosis de 12,600 Ul de IFN-, sélo indujeron un decremento de aproximadamente
el 3°%. Este efecto, el cual no fue estadisticamente significativo se revirtio una
vez que se retiro la solucion que contenia la citokina.
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DISCUSION.

los resultados indican que el hipocampo es una estructura sensible al [FN-a Tantw
los registros extracelulares como los de fiyacion de voltaje  muestran que todas las
concentraciones de H'N-a empleadas en el presente trabajo ejercen acciones sobre algunos
parametros clectrofisiologicos como la frecuencia de desearga y la achividad de canales
wnicos de estas neuronas En contraste cuando =e emplearon eélulas provenentes del
gangho cervical saperior. los efectos observados con la concentracion mas alta fueron
minimos v no sigmficativos

In estudios previos, reahzados con registros extracelulares se demosird que 1a
aphcacion microontoforétiea del [FN-a@ provoci un meremento en la {recuencia de
descarga neuronal en el mpocampo. indieando que  es una estructura sensible a esta
citokina?? Dichos resultados concuerdan con los encontrados en el presenie trabajo aun
cuando las respuestas observadas hayan sido mixtas, ex decir. el IFN-o. no s0lo provoco
aumentos en la frecuencia de descarga celular también la disminuyé. lo cual fae
dependiente de la concentracion aphicada de ta citokina

Ioxisten  diferencias entre los resultados obtemdos en trabajus anteriores y ol
presente. probablemente debido a que reflejan la naturaleza de las disuntas preparaciones
utihzadas En un estudio previo ¢ utulizaron ammales integros anestesiadox y fijos en un
aparalo estercotaxico. mientras que el presente estudio se realizo en rebanadas de cerebro
fo cual cualitaniva y cuantitativamente representa mod.ficaciones vynportantes en la
conectividad y asociacion entre los diferentes grupo neuronales 47 Otros estudios mis
recientes y reahzados también con registros intracelulares muestran que esta 28 u otras
citokimas72 modifican la exeitabnlidad de Tas neuronas hipocampales

Fox necesano menconar ademis, que las concentraciones de 1FN-o empleadas en of
presente estudio. en el rango de pM. son facilmente alcanzables en seres humanos
sometidos a procesos iflamatorios degenerativos u oncologieos 1643 por lo que ex posible
que las modificaciones sobre fa excitabihdad de newronas hipocampales ocurran durinte

estas comdiciones patologicas
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Il patrén de respuesta extracelular de las células hipocampales a la admimstracion
de varias dosis de IFN-a fue sin embargo peculiar. Los cfectos no siguieron una relacion
concentracion - efecto; esto es, el incremento en la concentracidén no necesariamente
provocd que un namero mayor de células modificaran su actividad eléctrica. Aunque cl
efecto particular ejercido, es decir aumento o disminucion, si fue dependiente de la dosis.

En este sentido, la concentracién a la cual un namero mayor de células incrementd
su frecuencia de descarga fue la de 760 Ul; mientras que la concentracion de 6000 Ul
provoco que un mayor numero de células redujera su frecucncia de descarga Fn termimos
generales podemos inferir que las concentraciones menores empleadas provocan que un
mayor namero de neuronas responda con un neremento en la [recuencra de descarga
Contraniamente. con el empleo de concentraciones mayores e efecto ex una inhibicion de
la frecuencia de disparo celular. La concentracion de 1500 Ul fue la que afecio a un mayor
namero de células independientemente s1 éstas 1ncrementaban o decrementaban su
frecuencia de descarga.

l.a naturaleza de estos efectos sugiere una interacciéon entre el IFN-a y |a
membrana celular diferente a la que se observa con la mayoria de neurotransmisores y
farmacos. in estos Gltimos, la interaccidn con su receptor puede predecirse por la
aplicacion de ecuaciones farmacométricas 33,

El tiempo de latencia que ocurre entre la aplicacion del |I'N-a y el efecto observado
es, en la mayoria de los casos, de aproximadamente 3 a 4 minutos: este efecto inmediato de
Ia citokina sobre las neuronas, incialmente tenderia a excluir un fendémeno gendmico en
esta accion 74, De otra manera. los efectos observados en este proyecto. se presentarian
posiblemente con una latencia mucho mayor. 0 no se observarian Tal apreciacion es
importante de sefalar, debido basicamente a gue todos los efectos deseritos hasta ahora
para el IFN-a, se llevan a cabo por mecanismos que involucran la parucipacion de
proteinas y vias de senahzacion intracelular que finalizan en la expresion de genes y
sintesis de proteinas 91, De hecho, anteriormente se deserihid que el receptor tipico a esta
citokina esta asociado integramente a proteinas intracelulares que una vez activadas

modifican la acuvidad genonuca de ta eélula afectada 80
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Los efectos mediatos del 1I'N-a. encontrados sobre las neuronas hipocampales
sugleren entonces que son consecuencia de la asociacion de esta molécula con alguna
porcién de la membrana celular, posiblemente diferente a los receptores tipicos descritos
para el IFN-a. Tal aseveracion se sustenta en el hecho de que los receptores a la citokina,
mediante los cuales llevan a cabo sus efectos no neurales. han mostrado ser especificos de
especie y no presentan reacciones cruzadas96; muentras que los efectos a mvel neuronal de
esta citokma en roedores, por ejemplo, pueden ser desencadenadon por la apheacion de
terferones provenientes de otras especies; por ejemplo. la mayor parte de los estudios
clectrofisiologicos en diferentes zonas del cerebro, realizados en ratas 73.78 o cunejos8 se
ha empleado el 1FN-o humano (por ser comercialmente mas accesible)

A pesar de que existen controversias al respecto algunos autores describieron 76 que
el II°'N-a puede modificar el sindrome de abstinencia provocado por la admnmistracion de
morfina, actuando posiblemente a través de mecanismos oprodes Mostrando efectos 1anto
de indole conductual24,  bioquimico y farmacologicot?t. lo que sugiere una posible
interaccion de esta sustancia con un tipo especifico y conocido de receptores

Aunque en el caso del IFN-a no se ha determinado aun el upo de receptor
mvolucrado en sus efectos neurales, para otras citokinas si. como es el caso de las
interleucinas que. debido a sus amplios efectos sobre el sistema nervioso. se ha descrito en
profundidad la interaccion que realizan con diversos grupo celulares2). Algunos estudios
indican que tal interaccion es saturable. especifica y de corta duracion. Ademds. despucés de
los efectos electrofisiologicos provocados por estas sustancias se presentan modificaciones
genomicas que involucran la sintesis de proteinas responsables de algunos procesos de
desarrollo y diferenciacion celular?6  Las acciones electrofisiologicas, pero no las
immunologicas, ejercidas por la 11.-1. por ejemplo, pueden ser blogqueadas por antagonisias
especilicos con una cinéuea farmacologica caracteristicnd y los tratamientos enzimatico o
térmico de esta citokina producen la pérdida total de su actividad 23

l<s posible que una accion similar ocurra en el caso del TI'N-a. aungue aitn se
desconocen lor detalles de tal mecanismo de accion 87, asi como los procesos de senahzacion
intracetutar responsables de los efectos electrofisiologicos provocados por esta cxtokina A
este respecto en el presente trabajo se observd que esta sustancia modificd de manera

mmportante la frecuencia de descarga neuronal cas mmediatamente después de su
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administracion a la rebanada hipocampal, lo cual indica que existe una relacion a mvel de
membrana del IFN-a.  Esta interaccion con la membrana podria estar modificando algunos
de los procesos a nivel intracelular, como se ha descrito en otros experimentos en los que
se ha observado que esta citokina es capaz de modificar la concentracién intracelular de
nucle6tidos ciclicos en células cultivadas 82

l.os clectos sobre la excitabilidad neuronal descritos para el 1FFN-a pueden ser
consecuencia de upa acciéon de la citokina sobre alguno de los parametros dnicos
responsables de tal actividad celular. Por esta razén se decuhio mvestigar s esta citokima
modifica de alguna manera a las cornentes 1émeas de calcwo. empleando la téemea de
fijacion de voliaje en porciones de membrana.

los resultados encontrados demuestran que el [FN-a reduce 1a cormiente entrante
de caloio de neuronas hipocampales cultivadas Esto es unportante debido al papel que lox
canales de calcio juegan cn la regulacion de diversas funciones celulares. como la
excitabhdad membranal. la transmision sinaptica . los procesos de secrecidén y desarrollo
celular 60,

Fstos hallazgos concuerdan con los obtenidos para otra citokina como la interleucina
1B en neuronas hipocampales de la region CA172. En estos experimentos. la citokina
redujo la corricnte maxima y tardia cntrante de Ca2* de una manera relativamente
dependiente de la concentracidn, esto se observo después de 30 seg de aplicada la ciokina
al bano de tejido, en aproximadamente un 31.3 %, lo cual ocurrid a concentraciones de
7.9.15.8y 31.2 pg / 10ul. Dosis mas elevadas de la citokina nov indujeron un porcentaje
mayor de disminucién de la corriente. De la misma manera que el [FN-a en el presente
estadio.  los efectos encontrados con la interleucina-1p. nov lueron completamente
reversibles. es decir después de returar la citokina del medio el efecto depresor se observo
durante todo el resto de la sexion de registro?2- ‘Todos los efectos de la merlevema- 13
fueron bloqueados o prevenidos por la aphcacion de un antagomsta de los recepores i esta
atokina Estos datos sugiren una interaccion directa y especifica de esta citoking (un
pepndo ¢+ 153 anninoicidos) con un sitio receptor o posiblemente con Ia proteina canal?2
S embargo. al igual que lo observado con el [FN-a. la irreversibilidad de los efectos v ta
aparente carencia de una relacion  concentracidén - efecto. sugieren una teraceion

diferente a las clasicamente descrilas
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Hasta ahora se han descrito 6 tipos de canal de Ca2¢ (1. N, P . Q. Ry T). los cuales
difieren en sus propiedades uncionales tales como la anética de dependencia al tiempo y
voltaje, la conductancia de cada canal y su larmacologia60. Por lo tanto. ¢l blogueo
parcialmente reversible que se observd en la cornente total entrante de Calcio en el
presente estudio. podria ser exphcado por efectos mediados por canales de activacion por
voltajes elevados del tipo L, N o P. Se realizé un andhsis electrofisiologico para dilucidar el
posible canal de calcio afectado por el [FN-a en lax células hipocampales registradas.

Primero, los resultados indican que la cormente entrante de calaio ex bloqueada
pircialmente en presencia del IFN-a. es decir se observo una disminucton en su amphtud
de aproximadamente un 35%. con respecto a la situacion control. El bloqueo de la corriente
puede deberse principalmente. u que los canales de calcio dependientes de alwos voltajes
estan siendo afectados.  descartandose la posilnhdad de un blogueo sobre canales
dependientes de bajos voltajes. debido a que estos canales se inactivan rapdamente a
volta)es negativos que van desde -100 a -60 mV. Zstax caracterisiicas permiten  aislarlos
cuando la célula es mantenida a potenciales de membrana depolarizantes38. observandose
s6lo los activados por altos voltajes. De esta manera al valor de potencial de voltaye de la
membrana de las células hpocales registradas (-80 mV) la mayoria de éstos canales
estaban inactivos.

A pesar de que no se observa un blogueo de canales acuvados a bajor voltajes en
presencia del IFN-a. la curva [-V (IMg. 13) muestra que hay un desplazamiento en la
activacion de estos canales La parte de la curva que representa estas cornente de caleo.
se encuentra desplazada a valores de voltaje mas negativos que la situacion control (-60mV
en bas c¢lulas tratadas con la eitokina y - 50 mV en su ausencia) La cornente a traves de
ostox canales ex mayor a4 an voltige de membrana de -30mV. al compararse con el control
en el cual a este valor de potencial la cornente de caleiw ex menor que con el [FN-a

Kl promedio de Ta cornente de caleio maxima en la situacion control se observa a un
valor de OmV, en cambio en presencia del TFN-w. esta corrniente maxima se cornd hacia un
valor de + 10mV., exto sagiere que la citokina pucde inducir cornentes que se activan a

bajos voltajes o que cambia la dependencia de voltage de canales activados a altos voltajes
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El analisis de la cinética de activacion. inactivacion y deactivacion del canal, muestra
que estos procesos siguen un curso temporal exponencial o doble- exponencial,
dependiendo del o los canales de calcio presentes38. kn el presente trabajo, al examinar
tales procesos. en las células disociadas de hipocampo, en ausencia y presencia de I1FN-a. se
encontro que tanto la cinética de activacion como la de deactivacion se ajustan a una sola
exponencial y que no hay diferencias estadisticamente sigmhicativas (p>0.05). de estos
parametros entre células en situacion control y las tratadas con 11°N-o.

la cinctica de inactivacion de canales de calaio en estas ¢élulas se ajusto a un curso
wmporal de doble exponencial, lo que arro)o como resultado dos valores de t en donde tl
indica el proceso de inactivacion raprda del canaly 12 el de inactivacion lenta Cuando se¢
hi1zo el andahisis de las curvas de mactivacion, los resultados indicaron que el 1FFN-q.,
disminuyd el curso temporal del proceso de inactivacion lenta, es dear 12, ¢l cual fue de
73.34 mseg para la situacién control y 44 04 mseg para cl tratamiento con la citokina. Exio
indica que la citokina hace mas rapido el proceso de inactivacion del canal, es decir, esta
sustancia bloquea principalmente aquellos canales de calcio dependientes de voltaje. que
poseen una mactivacion lenta de la corriente de caleio; por lo tanto permanceen los canales
cuya cinética de inactivaciéon es mas rapida  En este sentido los canales que poseen una
wactivacion lenta son los canales dependientes de altos voltajes tipo "1.". por lo que se
asume que cstos son los canales que pueden estar afectados por ¢l IFN-a

l.os canales de calcio tipo 1. won activados por altos voltajes. con una taza de
decaimiento muy lenta. son sensibles a dihidropinidinas y muestran una conductancia de 22
a 27 pS. Desde un punto de vista de locahizacion vstos canales se cencuentran en
virtualmente todos los tejrdos exertables y en muchas de las célulag no exceitables Ademas
funcionalmente extos canales desencadenan el acoplamiento exaitacion-contraccion en el
musculo esquelético, en el corazon y musculo liso. y controlan la hberacion de algunas
hormonas y neurotransmusores de las células endocrinas y en algunos tipos de neuronas 2

Ademas los canales de caleio tipo Lo estan imvolucrados de manera importante sobre
la regulacion de algunas acciones de la morfina sobre el orgamsmo. lo que imphca una
modulacion de estox canales sobre  mecamsmos opoides . Por ejemplo. farmacos de la

famiha de las dibidropirudinas, que bloquean la entrada de calew a través de canales |
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disminuyen los efectos provocados por la naloxona en ratas dependientes de oprndes.

Como consecuencia de las acciones de In naloxona, en estas ratas. se observid un
incremento en los mveles de Dopamina en algunas areas cerebrales. como sistema limbico
y estriatum, efectos bloqueados por diltiazem; ademas esta sustancia inhibio la actividad de
la proteina cinasa C en la region del puente medular®. La administracion de blogqueadores
de canales de calcio tipo L. por si solos. no tienen efectos antinociceptivos, pero, son capaces
de potenciar la accidon antmociceptiva de la morfina aplicada intratecalmente 8

Se ha sugerido que la accion de mimodipina, para whibir los efectos de retiro o
sindrome de abstinencia producidos por la naloxona, se lleva a cabo mediante un
mecanismo a mivel noradrenérgico; como lo sugieren experimentos en ratas anestesiadas,
en las que se haeron registros de actividad unitana. La admimstracion de 10mglkg de
mmodipina cn estas ratas, disminuye la activacion eléctrica de neuronas del locus
coeruleus  y suprime el sindrome de abstiencia, producido por la naloxona en ratas
dependientes a morfina 49 Desde este punto de vista una accion del [F'N-a sobre estos
canales. explicaria por ejemplo, los efectos de esta citokina sobre la hberacion de algunos
neurotransmisores, como e& ¢l caso de la noradrenalina. en varias regiones cercbrales 46y
en el corazon aisladol0; o como ocurre con otras citokinas y otros neurotransmisores 89

En este sentido. cuando las concentraciones de IFN.a se incrementan en
condiciones patologicas, como consecuencia se observan efectos secundarios a mivel de
ststema nervioso central. ademas de cambios metabolicos y endocrimos La admimistracion
de esta aiwkina induce en los pacientes un incremento en las concentraciones plasmaticas
de noradrenalina. adrenahina. cortisol. glucagon. acidos grasos libres y glucosa46.18 Cuando
la aplicacion cromea de 1I°N-a. produce una disminucidn del contemdo plasmatico de
dopamina 87 Esto mndiea fa comumcacion funcional que el sistema iminune establece con
los sisiemas endoerinoe y nervioso mediante la activacién de <us mediadores quimicos

Orros estudios al rexpecto, senalan que la adninistracidn sistémica o
mtracerebroventricular de IFN-a recombinante humano y otros interferones hibridos.
mhiben la seerecion hipotalamo-pituitaria-adrenocortical. efecto que es antagomzado por
naloxona y  naloxonazima (antagonistas a receptores opodes: p) A este mivel,  la
disminucion de corticosterona indueida por la administracion de 1000y 10 000 Ul de [FN-«

recombinante. se correlaciona con un decremento en la actividad eléctrica de la mayoria de

69



las neuronas del nacleo paraventricular hipotdlamico, en ratas anestesiadas , ademis de
un incremento en la sincronizacidn electroencefalografica (KEG) registrada a nivel cortical
9,84,

Al igual que el IFN-a, el verapamil y la nimodipina, provocan una disminucion de
las concentraciones plasmaticas de corticosterona en ratas, ademas de un aumento en los
niveles de noradrenalina y disminucion de dopamina, boqueando las acciones de la
admimstracion de morfina. Cuando se uso un agonista del canal de calaio tipo L. BAY K
8644. los efectos de la morfina a nivel endocrino se potenciaron 886 .0 cual indica que la
participacion de los canales de calcio tipo L los cuales median el flujo de caleio, es necesaria
para la expresion de la accion de los opioides en el sistema hipotalamo-hipofisis- adrenales
Esto sugiere que el IFN.a pueda estar cjerciendo sus efectos a través de receplores
opioides también en las neuronas hipocampales 88,

El IFN-a también bloquea la potenciacion a largo plazo en células de rebanadas
hipocampales. efecto que cs consistente con una disminucién de la cornente de calcio de
neuronas en cultivo de la regién hipocampal28; en otro experimento realizado en
rebanadas de hipocampo de rata en la region CAl, un tipo de potenciacion a largo plazo
que es mediada a través de canales de calcio dependientes de voltaje. fue bloqueada por
mifedipina. gemisteina y lavedustina A. estos dos Ultimos inhibidores de cinasas de la
tirosina 19, Jo cual sugiere que la potenciacion a largo plazo inducida a través de canales de
calcio dependientes de voltaje, primero esta regulada por canales tipo L y segundo
requiere de la activacion de proteinas cinasas capaces de fosforilar residuos de tirosina - por
lo que indicana que esta citokina pudiera estar ejecutando sus acciones a este mivel
ks probable que el 1IFN-a. este bloqueando los canales de caleio por un mnecamsmo
sinilar a como lo hacen los antagomistas tipicos. aun cuando su relacion farmaco - receptor
sea diferente. Fsto sigmifica que e} bloqueo de la portenciacion a largo plazo. asi como la
hberacion de pépudos transmisores, como las catecolaminas, y la disninuciéon de hormonas
esteroides como 1 corticoesterona  por accion de la eitokina, sea un mecamismo mediado
por cmasas de la trosina Lo cual pareceria logico st se asume que ¢l mecamismo que Hevan
a cabo los -nterferones para produar sus efectos inmunologicos esta dado por la

fosforilacion del receptor a mvel intracelular por cinasas de la tirosina de la fannha Janus
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S1 ¢l IFN-a esta provecando sus efectos a nivel del cerebro, por actuar sobre
receptores del sistema opioide, especificamente sobre los receptores p, también podria
estar modificando alguna via de sefiahizacion que involucra a este sistema. Como en el caso
de la activacion de fosfohipasa C; cuando el receptor oporde - p es ocupado en células
provenientes de una linea celular de neuroblastoma humano 88, s1 cn estas células se
aplica nifedipina, se produce una inhibicion dependiente de la dosis en la formacién de
triforfato de nositol (IP3). demostrando que a la activacion del receptor g, sigue un influjo
de calcio a través de canales de caleio tipo 1, que activan una fosfolipasa C

tistox datos proporcionan una 1den de que los mecanismos que sigue el IFN-a para
provocar algunos de sus efectos. se lHovan a cabo a través de la activacion de sistemas
oproides y de diferentes vias o cascadas de sefalizacion intracelular. Pero. aan queda por
determinar cual mecanismo y que via de sehalizacion especifica esta involucrada en cada
una de las diferentes acciones que ejerce el 1I'N-a a mivel neural. y s1 estos efectos los
ejerce de una manera indirecta o a través de un receptor no identificado para la citokina.

El sigmente paso es comprobar de manera farmacologica st el IFN-a csta
bloqueando canales de calcio tipo L o si existe la posibihdad de un bloqueo nespecifico que
afecte a otros canales dependientes de altos voltajes. lo cual no puede descartarse si se
toma en cuenta que tanto los canales N como los Py Q participan en eventos importantes

~en la dinamica celular del sistema nervioso central. y que por lo tanto podrian estar
involucrados de alguna manera en los efectos que la citokina ejerce a este nivel.

Por ¢jemplo los canales tipo N son también activados por voltajes altos. pero dilicren
farmacologicamente de los canales hipo L porque no son bloqueados por las dihidropiridinas.
siu que son bloqueados por la w-conotoxina. Fstos canales a menudo muestran una
conductancir menor que los tipo 1.y tienden a inactivarse con potenaales depolarizantes
sosteindos Los canales tipo N estan restringidos prinaipalmente a neuronas y estan
mvolucrados tanto en la hberacion de neurotransmisores, como en el crecimiento y
diferenciacion celular 61 Los efectos del 1FN-a sobre 1a diferenciacion y el crecamiento
celular ¢jereidos en diferentes modelos celulares 69,92 pueden ser sustentados por una

accwn a través de este tipo de canales de Ca2e.
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En el caso de los canales tipo P, los cuales aunque inicialmente fueron idenuficados
en las células de Purkinje. se mostré que se localizan en una gran variedad de tipos
ncuronales incluyendo el hipocampo 44. Estos canales. los cuales son activados por vollajes
altos, son sclectivamente bloqueados por w-agatoxina-IVA y son insensibles a las
dihidropiridinas y a la w-conotoxina. Estos canales juegan un papel esencial en la induccion
de la depresion de larga-duracion 62, Taminén el IIFN-a ejerce cefectos sobre mecamsmos
plasticos de larga duracion como la potenciacion postetanica de corta y larga duracion 26.
por lo que existe la posibhilidad de una acaion sobre este tipo de canales de calaio

Tampoco se descarta la posibihdad de una modulacion sobre los canales activados
por bajos voltajes. I ya que en el presente trabajo se observo como el IFN-a mduce la
apariaon de pequenas corrientes a miveles de voltaje en los que se supone hay una
mactivacion de estos canales. El 11'N-a . ademas de disminuir las corrientes entrantes de
Ca2+, corrio la curva corriente - voltaje hacia valores mas positivos (+10 mV) e indujo una
activacion de los canles a valores mas negalivos. que las corrientes registradas en ausencia
de la aitokina. 1.0 cual sugiere que, probablemente el IFN-a este activando corrientes 1.VA
o que esle modificando la dependencia de voltaje para ta activacion de los canales HVA.

Los canales de calcio tipo T, son canales activados por voltajes bajos y son llamados
rapidos debido a que se inactivan rapidamente. Estos canales son sensibles al 1on Ni2+. al
amtlorida y al octanol, y son resistentes a las dihidripiridinas y a la @-conotoxina. Este tipo
de canales de calcio muestran una conductancia de aproximadamente 8 pS. y han sido
implicados en las descargas repetitivas de la actividad de marcador de paso que muestran
algunas células cardiacas y algunas neuronas 34, Desde 1979, Calvet y Greeser mostraron
que ¢l IFN-o modifica la acuividad de las células marcapaso de rebandas de corteza cerebral
de gato 17 mientras que Blalock describio efectos de esta eitokina subre la frecuencia
cardiaca, consecuencia de un efecto sobre las células del nodo sinusal del corazon de ta rata
10 IXstos hallazgos también sugieren una aceion del IFN-a sobre este tipo de canalex de
Calcto

Entonces. <1 se requiere elucidar los mecanismos subyacentes a las diversas
funciones celulares, sera indispensable deseribir con exactitud el tipo de canal involucrado
en estas acciones.  Varios estudios muestran que Ia clasificacion y funcionahdad de estos

canales es inas comphcada que lo deserito previamente y que las propiedades funcionales
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de los canales de Calcio de cierto tipo pueden variar mucho mas de lo que previamente se
consider6 8.

Asi, la continuacién de este trabajo experimental consistira cn la descripcidn del
efecto de varias neurotoxinas. especificamente @w-conotoxina, dihidropiridinas, w-agatoxina-
IVA con la finalidad de determinar el canal de Ca2+ afectado por la citokina, ademas de usar

estrategias electrofisiolégicas. para discriminar el canal o los canales sobre los cuales actia
la citokina.

73



CONCLUSIONES.

- E1 IFN-a modifica la actividad eléctrica de las ncuronas de la region CAl del
hipocampo. los cuales se manifiestan como cambios en la frecuencia de descarga neuronal.
Este efecto. sobre la excitabilidad neuronal es consecuencia de una interaccion de la
membrana celular con la citokina, diferente a la relacidon descrita del IFN-a con sus

receptores tipicos

- La latencia de la respuesta de las células hipocampales a la apheacion del 1FN-a.

excluye que tal accion se lleve a cabo por mecanismos a nivel gendémico

- L.os efeclos del IFN-a sobre la actividad eléctrica de las neuronas hipocampales. se
debe a una modulacion sobre la excitabilidad celular, la cual involucra cambios en fas
conductancias wnicas. Los resultados indican que la citokina modifica parametros

eléetricos directamente por modificar la cinética del canal de calcio.

- EI IFN-a modula las corrientes de Ca?2*. presentes en la membrana de las
neuronas hipocampales, de una forma caracteristica que se traduce como una disminucion
de tales corrientes, con un corrimiento en la dependencia de voltaje de activacion de los

canales. hacia valores mas negativos.

-Al modificar la cinética de 1inactivacion lenta de la corriente de caleio. el 11°N-«

probablemente esté actuando sobre canales dependientes de altos voltayes tipo L

- Los efectos del IFN-a observados a concentraciones dentro del rango fisiologico.
indican que la citokina ¢jerce sus acciones a mvel de sistema nervioso central, oo solo en

condiciones patolégicas sino también en situaciones fiswologicas
Al parecer no todas las estrlucturas cerebrales son sensibles a la accion de la
aitokina. como en el caso de células cultivadas provenientes del ganglio cervical superior de

rata. en las cuales el 1FN-a no tuvé efecto a mnguna concentracion aplicada
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