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1. INTRODUCCION

1.1, Generalidades

El estudio de la epilepsia se remonta a épocas muy antiguas; los griegos la consideraron
como una enfermedad migica, posteriormente en el siglo XIX se le pudo asociar a causas
especificas, como los traumatismos que producian crisis focalizadas. En 1899, Jackson describio
algunos sintomas epilépticos como el aura preictal, y signos como la conducta de lamido.
masticacion. saboreo, movimiento de los labios y contracciones musculares en miembros
superiores. Posteriormente, a mediados de este siglo se establecid que estos sintomas pudieran
deberse a la activacion de zomas cerebrales especificas; Magnus, Penfield y Jasper (1952)
describieron que las crisis descritas por Jackson; pueden generarse por la activacion de la zona
sensorimotora de la funcién oral; asi, se identificd gradualmente la panticipacion de numerosos
sitios corticales o subcorticales, con la descripeion de sus respectivas sintomatologias. Sin embargo,
al intentar dilucidar los mecanismos fisiopatologicos involucrados en la generacion de estas crisis,
se presentaron distintos problemas, entre ellos los concemientes a las causas de origen: se
establecio que dichas causas podrian ser multiples y de distinia naturaleza, lo que hizo mas
complejo su estudio. Debido a esto, los primeros conocimientos se generaron mediante métodos
empinicos, auxiliados por el desarrollo sucesivo de farmacos hipnoticos o sedantes que podian

coadyuvar e¢n ¢l control de las cnsis. Asl, con el desarrollo del bromuro de potasio en 1857, el



pentobarbital en 1912, la difenil hidantoina en 1938 y la imetadiona en 1944 (Tower, 1960,
Spinks y Waring, 1963) se obluvieron mas herramientas para el estudio de esta enfermedad. Los
tarmacos v su uso dieron mayor luz sobre las posibles alteraciones quimicas que se producian
durante la epilepsia; cada uno de estos firmacos interactia con sitios de afinidad especificos en la
membrana celular, algunos de estos sitios de afinidad involucran a receplores cuya estructura
proteica tiene incorporado un poro o canal idnico, un ejemplo de éstos, son los receptores
especificos al acido y-aminobutirico (GABA), en los cuales un canal ionico principalmente
permeable a cloruro es parte integral de la macromolécula receptora.

Se postuld que una alteracion en la transmision gabaérgica, podria ser una de las causas
primarias de la epilepsia (Roberts. 1984: Meldrum, 1989). El desarrollo de firmacos agonistas del
GABA. como las benzodiazepinas, evidenciaron su participacién en esta enfermedad debido a su
accion anticonvulsionante (Meldrum y Braestrup, 1984}, otro farmaco como la gabapentina que
también es un agonista del receptor a GABA, se utiliza en el tratamiento de la epilepsia parcial-
compleja. por otra parte. actua sobre canales de sodio disminuyendo su conductancia (Upton,
1994). A pesar de estos datos, no es posible considerar que las alteraciones del GABA sean la causa
determinante de la epilepsia, ya que estudios en animales, han descrito también la participacion de
otros mediadores quimicos como el glutamato y un subtipo del receptor activado por
N-metil-D-aspartato (NMDA), el cual también ¢s un receptor-canal, principalmente permeable a el
calcio; al aplicar diariamente farmacos antagonistas del receptor NMDA como el dcido 2-amino-7-
fosfoheptanico (AP7) y dcido 3-((+)-2-carboxipeperacina-4-yl)-propil-1-fosfonico (CPP). en

animales con kindling inducido. inhibe la actividad epileptiforme por blogueo de la entrada de
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1.2. Modelos experimentales de epilepsia en animales

Por la gran complejidad del fendmeno fue necesaria la creacion de modelos que
reprodujeran de manera satisfactoria las caracteristicas de la epilepsia, con este fin hace
aproximadamente 40 afos se inicid el desarrollo de distintos tipos de modelos de naturaleza muy
diversa (citado por Purpura er al.,1972; Fisher, 1989). Se describen a continuacion algunos
¢jemplos:

Un modelo simple y directo consiste en la inyeccion sistémica de sustancias quimicas
convulsivantes, como el pentilentetrazol, la tiosemicarbazida y agentes antipiridoxal, otro, consiste
en la aplicacion de electrochoques en la cabeza del animal; también, mediante la implantacién local
* de sustancias como el éxido de aluminio, el cobalio o la penicilina en el cerebro, se puede inducir
una lesion por blogueo; se crearon modelos quirirgicos, como el aislamiento de pequeflas zonas de
la corteza cerebral por medio de microcirugia o congelamiento dejando intacto el aporte sanguineo,
con lo cual se produce una hiperactividad espontinea del tejido bloqueado (Koyama y Jasper,
1977). Otro modelo es aquel en el que por medio de animales con mutaciones genéticas, se produce
“epilepsia sensorial”, un tipo de esta es |a fologénica, la cual se produce en mandriles fotosensibles
por estimulacion luminosa repetida a determinadas frecuencias, en ratones sensibles al sonido se
producen crisis audiogénicas, y en ratones “EI" se provocan las crisis por medio de “manoseo o
agitacion”, un modelo ampliamente difundido es el kindling (eléctrico o quimico), el cual produce
crisis motoras parciales, por medio de la aplicacion local de estimulos de cormiente directa o de

sustancias quimicas, repetidos diariamente o a intervalos de tiempo menores (de horas a segundos).



Dentro de las propiedades de cada modelo estan las de producir crisis epilépticas con
caracteristicas particulares, creando asi una lista de modelos con sus respectivos tipos de crisis, lo
mismo se observa cuando se estudian los diferentes tipos de epilepsia en humanos, cada uno de
¢slos se caracteriza por generar crisis especificas, de tal forma que ha sido posible equiparar a cada

tipo de modelo de epilepsia animal con un tipo de crisis en humanos.

1.3. Modelos de epilepsia en animales y tipos de epilepsia en humanos
Debido a la gran variedad de caracteristicas de las crisis convulsivas en humanos, la
Liga Intemnacional contra la Epilepsia (ILAE) cred en 198] una clasificacion basada en las
caracteristicas de los ataques, que incluye a todos los tipos de crisis, a los cuales dividid en cnisis
parciales (simples y complejas), generalizadas y sin clasificacién (Dreifuss, 1981, Parsonage,
1986).
Las caracteristicas de las crisis de cada uno de los modelos animales se pueden comparar en
alguna medida a un tipo particular de crisis en los humanos, asi, por ejemplo, el kindling quimico y
el eléctrico producen crisis de tipo parcial compleja; la aplicacion topica de peniciling, bicuculina o
estricnina en la corteza cerebral produce crisis de tipo parcial simple; la estimulacion taldmica o la
aplicacién cortical bilateral de cobalto o penicilina provocan crisis generalizadas de ausencia, etc.;
sin embargo la caracteristica comin a todos los modelos es la presencia de crisis de periodos
breves, que se produce cuando la excitacion local supera los procesos inhibitorios. En la tabla |, se

enlistan los diferentes modelos y la caracteristica de sus crisis, clasificadas de acuerdo a la ILAE.



Tabla 1. Modelos animales de epilepsia y el sistema de clasificacion ILAE (1981).

TIPO DE EPILEPSIA DE ACUERDO A LA

1LAE

MODELO ANIMAL

Crisis parcial simple (aguda)

Aplicacion topica. Ejemplo: penicilina.
bicuculina .estricnina, picrotoxina,
estimulacion eléctrica aguda,
abstinencia al GABA

Crisis parcial simple (cronica)

Implantacion tépica de metales. Ejemplo:
AL Ox, cobalto, tungsteno, zin, fierro,
inyeccion de anticuerpos contra gangliosidos.
Procedimientos quirargicos y por congelamiento.
Ejemplo:
congelamiento cortical local (dafo criogénico).
aislamiento cortical de una zona (vasos
sanguineos intactos)

Crisis parciales complejas
{en ocasiones con generacion secundaria)

(a) kindling (eléctrico y quimico)

(b) Microinyecciones focales. Ejemplo:
acido kainico, toxina tetanica

(¢) raton "EI" (transgénico: sensible a
manipulacion manual)

Crisis primarias tonico-clonicas generalizadas

(a) Animales transgénicos.
Ejemplo: mandril fotosensible, ratones con crisis
audiogénicas, ratones tambaleantes, ratones y
ratas con crisis de postracion.

(b) Electrochoques maximos

(¢) Convulsiones sistemicas ejemplo.:
pentilentetrazol, penicilina, picotroxina.
alilglicina, estricnina, bicuculina. agentes
antipiridoxal (liosemicarbazida)

(d) Alteraciones metabolicas
Hipoxia, hipoglicemia, oxigeno hiperbarico.
hipercapnia, uremia, temperatura alta

Crisis de ausencia gencralizadas

Estimulacion talamica, focos corticales
bilaterales (penicilina. cobalto),
penicilina sistémica, y-hidroxibutirato,
opiaceos intraventriculares, roedores
transgénicos con crisis de ausencias

Lstatus epilepticus

Estimulaciones recurrentes. litio-
policarpina, cobalto-homocistina.

Tomada de Fisher (1989).




Dentro de todos los modelos enlistados uno de los que mas destaca por la facilidad de su
generacion y mantenimiento, es el kindling; esto ha provocado que sea uno de los mds utilizados

para el estudio de la epilepsia.

1. 4. Kindling eléctrico (modelo experimental de epilepsia)

El kindling es un modelo de epilepsia parcial compleja, en el que hoy dia se centra un gran
numero de estudios. El kindling se puede definir como la aparicion progresiva de actividad
epileptiforme debida a la aplicacion repetida de estimulos subconvulsivos, culminando en cnisis
moloras tonico-clonicas generalizadas en respuesta a un solo estimulo; consiste en aplicar
localmente una estimulacion eléctrica con trenes de 60 Hz durante | o 2 segundos, con pulsos
cuadrados bifdsicos de intensidad variable (subconvulsiva), diariamente o con mayor frecuencia
hasta la aparicion de crisis motoras bilaterales. Para establecer el sitio de estimulacion debe
considerarse que no todas las estructuras cerebrales presentan el mismo umbral para el desarrollo
del kindling: asi la estimulacion en ¢l cerebelo, la cdpsula interna y el hipotdlamo anterior no induce
este tipo de respuesta; una drea con umbral mas bajo para las descargas epileptiformes, y por lo
tanto el sitio mds habitual de estimulacion, es el sistema limbico, en especial la amigdala y la
corteza piriforme (de Florida y Delgado, 1958).

La estimulacion repetida en el hipocampo y la amigdala provoca el desarrollo de
postdescargas que van aumentando gradualmente su duracion, lo que genera crisis motoras
bilaterales (Goddard, 1967, Racine 1972, 1978); para su estudio se clasifica la respuesta de acuerdo

al cambio conductual de la rata, Racine (1972) describe esta evolucion conductual y la divide en 5



estados: |) movimientos faciales y de la boca; 2) movimientos repetidos de la nuca hacia atrds; 3)
clonus de las extremidades anteriores; 4) adquisicion de la posicién erecta sobre las patas
posteriores, y 5) las caracteristicas del estado 4 con pérdida del equilibrio; una descarga motora
generalizada con pérdida del equilibrio se considera de estado 5 (Fig. 7). Una vez que las crisis
epileptiformes de la rata se califica en estado 5 de Racine, vy esta calificacion se obtiene en tres
ocasiones consecutivas, se da por establecido el kindling. Ya generado el efecto, éste es permanente
v espontaneamente imeversible, y puede provocarse una nueva crisis con la aplicacion de un solo
pulso de estimulacion.

En numerosos estudios se ha mostrado que durante la instalacion y ¢l mantenimiento del
kindling se generan importantes cambios quimicos y fisiologicos, con la participacion de diferentes

mediadores quimicos y/o estructuras anatdmicas.

1 4.1 “Kindling" y aminodcidos excitatorios

Existen evidencias que muestran la panticipacion de algunos aminodcidos como el
glutamato o el aspartato en el kindling (Koyama, 1972; Koyama y Jasper, 1977); en el caso del
kindling producido en hipocampo se generan respuestas sindpticas, que son potenciadas en sus tres
relevos excitadores (fig.1) (Cotman y Nadler, 1981; Dolphin, Errington y Bliss, 1982), actuando
sobre tres subtipos de receptores a glutamato; de acuerdo a su agonista exdgeno mas potente se
denominan 1) N-metil-D-aspantato (NMDA), 2) quisquialato (Q), y 3) kainato (K); la aplicacion de
antagonistas del receptor NMDA como el dcido 2-amino-5-fosfono-valérico (APS), el dcido (E)-4-

(3-fosfonoprop-2-enil)piperazin-2-corboxilico (D-CPPene) y el  5-metil-10,11-dihidro-5H-



dibenzocyclohepteno-3,10-imino  maleato (MKB01), han mostrado efecto anticonvulsivo y
antiepileptogénico (Coutinho-Netto ef al., 1981); también la aplicacién de AP7 y CPP, 15 minutos
antes de estimular a un animal con kindling previamente instalado, mostré una prevencion de las
crisis (Croucher er al, 1988, 1992a; Sato et al. 1988), un blogueo parcial de las crisis por kindling
se ha observado cuando se aplica un amtagonista del receptor a Q como el acido y-D-
glutamilaminometil-sulfénico (GAMS) (Coucher er al., 1988), lo que sugiere una participacion
limitada de éste. Existen evidencias de que algunos agonistas del receptor presindptico
metabotropico a glutamato, tales como el L-2-amino-4-fosfonobutirato (D,L-Ap4) v el 1-amino-
ciclopentano- | 3-dicarboxilato ((15, 3S)-ACPD) también bloquean las crisis, presentando un
potente efecto anticonvulsivo por medio de la inhibicidn de la liberacion de glutamato (Coutinho-
Netto er al., 1981; Atwell et al., 1995).

En determinaciones de glutamato, con la técnica de microdidlisis también se ha mostrado la
participacion de este neurotransmisor en el kindling, los niveles de glutamato cuantificados antes de
la induccién fueron bajos, y se incrementaron gradualmente conforme se instald el kindling,
obteniéndose las concentraciones mdximas al cursar en el estado 5 propuesto por Racine
(Minamoto er al.,1992; Ueda y Tsuru, 1994); esta serie de evidencias se pueden relacionar con las
determinaciones del neurotransmisor hechas en el hipocampo de humanos con focos epilépticos
{During y Spencer. 1993).

Algunos de estos neurotransmisores excitadores activan canales de calcio operados por
receptor, y son altamente neurotoxicos y epileptogénicos (Ben-Ari er al, 1979; Olney, 1985),

cuando se usan para inducir actividad epileptiforme, se ha observado en estudios de hipocampo que



provocan un influjo de calcio en las neuronas de CA3 y CAl (Evans, Griffiths y Meldrum, 1984;
Griffiths, Evans y Meldrum, 1982; Korf y Postema, 1984). Estudios in vitro realizados en
rebanadas de hipocampo de rata, han confirmado los hallazgos obtenidos in vivo, demostrando que
algunos aminodcidos excitadores reducen las concentraciones extracelulares tanto de calcio como

de sodio, e incrementan la captacion de calcio por [as newronas (Zanotto ¥ Heinemann, 1983).

1.4.2. Kindling y GABA

Se ha demosirado en diferentes estudios la participacion del GABA en la epilepsia, algunos
autores reponan pérdida de neuronas o terminales nerviosas GABAérgicas en focos epilépticos
corticales en humanos (Ribak. 1983, 1985); en modelos animales se mostrd una disminucion del
30-50% de neuronas GABAérgicas o sus terminales nerviosas en la amigdala de ratas con kindling
inducido eléctricamente (Callahan er al . 1991; Loscher y Schwark, 1987); en determinaciones de
GABA por la técnica de microdialisis realizadas en la amigdala de ratas con kindling, se observéd
una disminucion del 60-70% del GABA extracelular (Kaura ef al, 1995), también se han
observado una reduccion del GABA en el fluido cerebro espinal de humanos con epilepsia (Wood
er al., 1979; Maynam er al., 1980). La aplicacion focal de agonistas del GABA previene las
descargas tonicas de epilepsia provocadas por electrochoques en animales (Ladarola y Gale, 1982),
la inyeccion de muscimol (un agonista del GABA) aplicado bilateralmente en encéfalo de rata,
suprime las descargas motoras provocadas por kindling, de la misma forma, otros agonistas como

y-vinil-GABA (Vigabatrin) o dipropilacetato (Epilim) tienen efecto anticonvulsivante (Godin er al.,



1969; Simler e al., 1973; Harvey er al., 1975; Jung er al., 1977, Chapman er al., 1982), asi como

también la administracién de benzodiazepinas (Meldrum y Braestrup, 1984).

1 4.3 Kindling y iones de calcio

Se ha informado que los niveles de Ca™ extracelulares en neuronas de hipocampo,
disminuyen en forma cronica durante el kindling en hipocampo, y que la disminucién de este ion
favorece la generacion de las crisis (Davies y Peterson, 1989); en rebanadas de hipocampo sin
induccion del kindling, en las que se provocaron descargas epileptiformes por adicion de K', se
bloquea esta actividad si se exponen a bajas concentraciones de Ca™ extracelular (Stringer y
Lothman, 1988), mostrando la sensibilidad a este en relacion a la epileptogénesis. Durante el
kindling se inducen cambios en la permeabilidad al Ca™ en neuronas de CAl via los receptores
NMDA (Heineman y Hamon. 1986). aunque la entrada de iones de calcio promovida por
aminodcidos excitatorios parece ocurrir principalmente a través de un canal operado por receptor,
algunos bloqueadores de canales de calcio sensibles al voltaje, tienen potentes propiedades
anticonvulsivas, asi, antagonistas de estos canales sensibles a las dihidropiridinas, como la
nifedipina, tienen propiedades anticonvulsivas en descargas epileptiformes inducidas por isquemia,
por administracién de drogas como la bicuculina y el pentilentetrazol, por estimulacion eléctrica,
por inhalacion de oxido nitroso y por cefasolina (Ascioti er al, 1986, Dolin y Little, 1986,
Hoffmeister er al., 1982: Meyer et al. 1986ab. 1987, 1988, Moricutti er al, 1986). En
concordancia con lo anterior, ¢l agonista de los receptores a las dihidropiridinas BAY K 8644

aplicado en el fluido cerebro espinal de ratones induce descargas epileptiformes (Bolger e al,

11
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1984 Shelton et al., 1987); por ello, los canales de calcio dependientes del vollaje sensibles a las
dihidropiridinas, probablemente tienen un papel de facilitacion en la epilepsia experimental. Los
receptores a las dihidropiridinas son inhibidos alostéricamente al menos por otros dos blogueadores
de canales de calcio: las fenilalquilaminas (verapamil) y las benzodiazepinas (diltiazem) (Ferry y
Glossmann. 1982), por lo que estos, también tienen cierto efecto anticonvulsivante (Walden er al.,

1985).

1. 44 Kindling y potenciacion a largo plazo

Se ha demostrado que la generacion del kindling induce cambios plasticos, progresivos y
permanentes en las neuronas, asi como también potenciacion a largo plazo (LTP) de la transmision
sindptica, con la produccion de potenciales postsindpticos excitatorios (EPSPs) (Bliss. y Gardner-
Medwin 1973; Bliss y Lomo 1973); por otra parte, se ha observado que la estimulacion repetida de
las vias excitadoras del hipocampo facilitan la transmision sindptica (Bliss y Gardner-Medwin,
1973; Bliss y Lomo, 1973), por lo que se ha relacionado al kindling con el aprendizaje, se ha
determinado que ambos procesos comparten mecanismos fisiologicos y farmacoldgicos, por
ejemplo: los dos se bloguean ante la admimistracion de APS o AP7, demostrando que en ambos
participa el receptor NMDA; también muestran facilitacion reciproca, la LTP méxima facilita el
kindling en un 50%; por otra parte la LTP tiene su efecto méximo después de la primera
postdescarga del proceso del kindling (Racine ¢/ al.. 1983; Giacchino er al., 1984; Sutula y
Steward, 1987). Asi. el fendmeno de kindling se ha descrito en diferentes niveles sindpticos del

hipocampo, por lo que se determino la relacion sinaptica entre la via perforante y las células



granulares del giro dentado, la sinapsis entre las fibras musgosas y las células piramidales de CAJ,

y la sinapsis entre la colateral de Schaffer y las células piramidales de CAl (Bliss y Lynch, 1988),
Dentro de los factores que intervienen en la instalacion y el mantenimiento del Kindling, no

solo se encuentran cambios de tipo quimico; se ha observado que ciertos circuitos neuronales como

los del hipocampo también influyen dentro de esté fendmeno.

1.5. Kindling en hipocampo

Como se describié con anterioridad, la generacion del kindling se ve favorecida en algunas
regiones cerebrales, en particular en el sistema limbico, por lo que el estudio de este fendmeno en el
hipocampo, se ha difundido ampliamente; esto ha permitido la identificacién de algunas de las
relaciones que se establecen entre los circuitos neuronales de esta estructura durante el kindling.

Se ha mostrado que el kindling generado por medio de estimulacion en el sistema limbico,
produce cambios permanentes en las propiedades de los circuitos del hipocampo, en estudios de
kindling producidos en esta estructura, se observd que aun destruyendo el sitio original de
estimulacion (corteza entorrinal), el efecto del kindling persiste debido a una influencia
transindptica del circuito corteza entorrinal (CE)-hipocampo. (McNamara, 1988), también es
posible provocar las crisis si se estimula la CE del lado contralateral. Estos cambios estin
generados por mecanismos sindpticos, que se llevan a cabo en las células granulares del giro
dentado y probablemente en las neuronas piramidales de CA3 y CA1 (Messenheimer et al.,1979),

Se ha demostrado que a pesar de destruir con colchicina las células granulares del giro

dentado. es posible instalar el kindling. pero requiere 30-40% de incremento en el numero de
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estimulos (Frush er al., 1986; Sutula er al., 1986), probablemente debido a que en estas condiciones
¢l kindling se instala via un circuito paralelo. El hipocampo cuenta con un circuito por el cual se
transmite la estimulacion excitadora. éste consta de una cadena de neuronas hipocampales que se
inicia en la corteza entorrinal, estas células transmiten a las células del giro dentado, y a su vez por
medio de las fibras musgosas, se excita la region de CA3; los axones de las células de CAJ se
proyectan via la colateral de ShafTer al drea de CAl (Fig. 1). Existen vias colaterales que se forman
a partir de la corteza entorrinal hacia las células del giro dentado contralateral (McNamara, 1988).
Aparentemente el arreglo unatémico de los circuitos del sistema limbico y en particular del
hipocampo influyen de manera importante en |a génesis de la epilepsia experimental inducida por el
kindling. esto debido probablemente al tipo de seleccidn funcional que se establece en dichos

circuitos,

1.6. Organizacidn del hipocampo y epilepsia
En estudios realizados en humanos y en modelos animales se ha mostrado que el sistema

limbico presenta una alta vulnerabilidad para desarrollar epilepsia; en humanos, una alta proporcion
de los diferentes tipos de epilepsia (30-40%), involucran al sistema limbico y al lébulo temporal
(Sutherland y Tail, 1971; Currie ef al., 1971). La epilepsia del lobulo temporal presenta algunas
alteraciones emocionales vy manifestaciones psicoticas, lo que causa que la sintomatologia de
algunos pacientes con epilepsia psicomotora (sistema limbico) pueda ser indistinguible de la de una
esquizofrenia paranoide. Las lesiones imitativas que involucran a la corteza entorrinal presentan

descargas epilépticas acompafadas de alteraciones emocionales como terror, miedo, retraimiento,



falta de realidad, tnsteza y sensaciones paranoides (MacLean, 1970). Estos datos muestran que.
tanto en humanos como en modelos animales, el sistema limbico es una de las dreas del sistema
nervioso mas susceptibles al desamrollo de descargas epileptiformes, en especial el hipocampo,
probablemente debido al arreglo de sus circuitos sindpticos y al sistema de regulacion que
presentan.

La corteza entominal es la principal estructura que envia aferencias al hipocampo y recibe
a su vez eferencias de éste. Se determind que existen dos circuitos a través de los cuales puede
transmitirse la informacion gencrada en la CE. el primero esta constituido por las células de la capa
Il de la corteza entorrinal las cuales proyectan sus axones para hacer sinapsis con neuronas
granulares del giro dentado (GD), y éstas hacen sinapsis con células del drea de CA3 por medio de
las fibras musgosas; del drea de CA3 se proyectan fibras axonicas via la colateral Shaffer para

hacer sinapsis con neuronas del drea de CAl (Fig. |.).

CIRCUITO TRISINAPTICO
CORTEZA INTORRENAL HIPOCAMPO
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FIG. 1. Diagrama del circuito trisindptico del hipocampo.

Se muestra esquemdticamente las sinapsis que se establecen entre la capa 11 de |a corteza entorrinal con el drea del GD,
mediante |a via perforante; el GD establece sinapsis con células de CAJ3 vin lo fibras musgosas: y CAJ proyecia sinapsis
con CA | por medio de la colateral de Shaffer.

A esta serie de conexiones sindpticas se le denomina circuito trisindptico (Jones, 1993). Se ha



descrito que el circuito se puede extender mediante sinapsis de fibras de CA | con neuronas del
subiculum (Khler, 1985).

El segundo circuito lo constituyen proyecciones de regiones profundas de la corteza
entorrinal (capa l1-1V) hacia el subiculum y hacia CAl y CA3 (Fig. 2), debido a que solo se
establece una sinapsis en el circuito, se le denomina circuito monosindplico; este circuito no se

relaciona con el tnsindptico ni con el giro dentado, por lo que actia independiente de ellos (Jones,

1993).
CIRCUITO MONOSINAPTICO
CORTEZA ENTORRINAL HIPOCAMPO
CAPA III Y IV i]
I 'é CA3
Fig. 2. Esquema del circuito monosinéptico del hipocampo.

5:mmlusmlpsnqu:uﬂﬂmhmlllyl?thmmﬂmelmhcm y CAJ.
Este circuito se caracieriza por ser independiente del giro dentado y del circuito trisindptico

El circuito monosindptico se caracteriza por que sus neuronas piramidales responden
rapidamente a estimulaciones con kainato a través de receptores AMPA, produciendo potenciales
postsindpticos excitadores (PPSE), seguidos de respuestas excitadoras lentas dependientes del
receptor NMDA. La regulacion del circuito, se produce por medio de intemeuronas cuyas sinapsis
no estin mediadas por el receptor GABAA ni por el GABAg. por lo que la respuesta de las neuronas
es basicamente excitadora; en contraste el circuito trisindptico cuenta con una gran poblacién de
neuronas piramidales espinosas en la capa |l de la corteza entorrinal, cuyas sinapsis estdn mediadas

por receptores NMDA; las interneuronas del circuito poseen receptores GABAa y GABAg que



generan polenciales postsinapticos inhibitorios (PPSI), lo que provoca una regulacion sobre los
potenciales postsinapticos excitadores generados por la estimulacion con glutamato, previniendo asi
la generacion de potenciales de accion. Por lo 1anto la sinapsis de entrada de la capa 1l de la corteza
entorrinal es basicamente inhibitoria; las proyecciones de la via perforante ejercen sobre el giro
dentado, fundamentalmente un control inhibitorio; a diferencia del que ejercen las capas lIl y IV
sobre CAl y CA3J. El control inhibitorio de la via pertorante esta basado en umbrales elevados para
el disparo de espigas de las neuronas granulares del giro dentado. Estas caracteristicas contribuyen a
determinar la ruta que debe tomar la informacion procedente de la corteza entorrinal. Por estudios
electrofisiologicos (Yeckel y Berger, 1990; Jones, 1993) se establecid que dicha seleccion depende
de la frecuencia de disparo de las células de la corteza entorrinal; a frecuencias de disparo bajas
(menor de 0.5 Hz), la ruta de entrada es directamente a través de la via monosinaptica (capa lll v IV
hasta CAl y CA3), debido a la fuerte propensitn de la capa Il a la inhibicion; las frecuencias altas
de disparo (5-10 Hz) activan las capas superficiales de la CE (capa II) y estimulan al giro dentado,
de esta manera se puede modular el equilibrio de la entrada de informacion procedente de la corteza
entorrinal hacia el hipocampo. dando una actividad de “reverberacion™ dependiente de la
trecuencia; asi, en cada momento se selecciona la ruta de acceso al hipocampo; si la informacion
viaja por la via monosindptica se limita la via trisindptica y a la inversa.

La corteza entorrinal es critica en el control de la entrada y salida de informacion del
hipocampo, gracias a las conexiones sindpticas que establece, se pueden determinar los sitios de
entrada de las vias, filtrar e integrar la salida de informacion; ademas, coordina la actividad de la

capa Il ¥ IV para la entrada de informacion y redirige la salida de informacion nuevamente hacia el
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hipocampo. Estas caracteristicas del arreglo sinaptico y funcional del hipocampo con sus aferencias
v eferencias favorecen el establecimiento de la potenciacion a largo plazo y el reforzamiento de
circuitos que hagan mas accesible su activacion subsecuente, lo que induce el establecimiento de
memoria por reforzamiento sindptico (Jones, 1993),

La regulacion inhibitoria del hipocampo, constituye uno de los puntos de mayor
importancia, va que si dicho control se altera puede desequilibrar la relacién excilacidn-inhibicion
del sistema, provocando el predominio de los circuitos excitatorios, Como se menciond en el
control inhibitorio del circuito trisindptico del hipocampo, juegan un papel muy relevante las
interneuronas cuyo mediador principal es el GABA (Miles, 1987), en algunos casos ésta inhibicion
esta generada por la activacion de canales de CI'. La participacion de los canales de Cl" en estos
circuitos parece ser relevante, ya que no solo se limita a generar hiperpolarizacion de la célula, sino
que dependiendo de la fuerza impulsora para el Cl" la activacion de este tipo de canales podria
generar también una despolarizacion, Se ha descrito este fendmeno en areas como CA3 y el giro
dentado (Misgeld, 1986).

La participacidn de los canales de Cl” en procesos de regulacidn de la excitabilidad celular
s¢ ha descrito en diferentes sistemas: por lo que revisar algunas caracteristicas de estos canales,

podria ser de ayuda para tratar de entender su participacion dentro de estas funciones de regulacion.

1.7. Canales de cloruro
Los canales de CI” participan en diversas funciones celulares, tales como regulacion

del volumen celular (Strange, 1991; Valverde er al. 1992), transporte transepitelial (Gogelein,



1988, Liedtke, 1989; Welsh, 1990), estabilizacion del potencial de membrana de la célula (Bretag.
1987: Steinmeyer ef al., 1991) y la comunicacion intercelular de sefales (Grenningloh er al., 1987,
Schofield er al. 1987). Se ha descrito una gran variedad de canales de CI', los cuales presentan
componamientos cinéticos muy panticulares y en ocasiones dificiles de estudiar por la gran
complejidad que encierra su caracterizacion: por una parte, por los problemas experimentales para
aislar y caracterizar las corrientes macroscopicas de CI', a diferencia de lo que sucede con ¢l Na .
K™y Ca™". Algunas corrientes de CI registradas bajo la configuracién de célula completa, muestran
una dependencia temporal lenta, una débil dependencia del voltaje y a menudo se les considerd
como una corriente de fuga, y por otra parte, por ¢l desconocimiento sobre el papel fisiologico que
tiene ¢l cloruro en diferentes sistemas.

Se han identificado canales de CI” en diferentes tipos celulares y especies animales, que de
acuerdo a sus comportamientos cinéticos se clasifican en cuatro grupos principales (Franciolini y
Petris, 1990): 1) canales de CI' dependientes del voltaje. 2) canales de cloruro “doble-cafon”, 1)
canales de gran conductancia ¢ “maxi” y 4) canales activados por mensajeros guimicos. En seguida
se mencionaran las caracteristicas generales de todos los canales de CI”.

La conductancia de los canales de CI° es muy vanable, y no es posible caracterizarlos de
acuerdo a ésta, ya que puede variar desde 5 pS de conductancia en astrocitos (Nowak ef al., 1987),
hasta 450 pS en células de Schwann (Gray er al,1984). En la relacién corriente volaje, lo mas
comun ¢s que exista una rectificacion saliente debida a la asimetria de cargas en el poro del canal,
yue afecta ¢l paso de los iones a través de éste. Es una caracteristica de los canales anidnicos, la de

presentar un comportamiento complejo de sus compuerias; en particular los canales de CI°



presentan subniveles de conductancia que pueden ser uno o mas, estos subniveles de corriente
fueron descritos en células del drgano eléctrico del Torpedo, neuronas de moluscos, astrocitos de
rata. linfocitos de raton y musculo esquelético de anfibio (Fox, 1987); otra caracteristica de los
canales de CI' es su permeabilidad a otro tipo de aniones, como el Br', I', NOy, F', SCN', acetato.
propionato, aspartato, y a algunos cationes como Na', K*, Cs", pero en condiciones similares a las
fisiologicas, el cloruro es el anién mds permeante; también presentan permeabilidad a aniones
como el S0y, v a aniones hidrofobicos como el benzoato y el glutamato, que ademas actiian como
agentes bloqueadores (Gray er al. 1984; Franciolini y Nonner, 1987; Li er al, 1990).

Franciolini y Nonner (1987) describieron en neuronas de hipocampo un comportamiento
muy interesante de un tipo de canal de CI', observaron que algunos cationes podian permear a
través de este canal, siempre que se encontraran en presencia de algin anion permeable, por
ejemplo, cuando se sustituia cloruro por sulfato, no era posible observar una corriente entrante de
cationes. Otra caracteristica fue que el grado de permeacion dependia del tipo de catidén, asi, cuando
en el liquido extracelular se sustituyd sodio por cesio como principal cation, la conductancia a nivel
unitario se incrementd en un 20%, Estas observaciones mostraron una clara relacion entre el flujo
de cationes y aniones a través del canal. Franciolini y Nonner (1987) propusieron un modelo en el
cual se establece un sitio de afinidad para un cation y un anion en el poro del canal. denominandole
a este sitio “complejo active”. En este modelo el sitio activo es anionico y por lo tanto lo primero
que se une a ¢l es un catién, formando entre ellos un dipolo, a su vez a este dipolo se le une un
anion, lo que conforma asi el “complejo active” (Fig. 3). Este complejo puede funcionar de dos

formas: primero, por medio de una disociacion del anion. lo que generara un flujo aniénico, y



segundo, una disociacion del par anion-cation produciendo un flujo catidnico y anionico. El flujo
anionico puede implicar la union del anion al cation del dipolo (sitio cationico), seguido por una
separacion del anion de este sitio; mientras que el flujo cationico implica la unién o no del cation, la
union del anion al cation del dipolo, o la separacion del complejo anidn-cation del sitio cargado

negativamente en el canal.

1.7.1. Blogueadores de canales de cloruro

Los canales de CI" pueden ser bloqueados por diferentes agentes, que se clasifican dentro de
tres categorias: Acidos aromdticos, cationes inorgdnicos y protones. Dentro de los dcidos
aromaticos se encuentran el antraceno-9-carboxilato (9-AC), la difenilamina-2-carboxilato (DPC),
el S5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoato (NPPB) y el dcido disufénico, ademas de algunos
derivados como el acido 4-acetamida-4'-isotiocianoestilbeno-2-2"-disulfénico (SITS) y el dcido 4-
4'-diisotiocianoestilbeno-2-2"-disulfénico (DIDS); estos compuestos se han probado en diferentes
preparaciones y se determind que su efecto es principalmente extracelular, y a concentraciones
micromolares; hipotéticamente se ha postulado que el dominio hidrofobo del canal de CI' es el sitio
donde actian estos farmacos (Li ef al. 1990). En el caso del NPPB se propone que interactia con
los lipidos de la membrana para inhibir al canal de cloruro. este efecto se ha mostrado en diferentes
tipos de células (Greger, 1990); el efecto de estos firmacos no es el mismo para todos los tejidos.
en algunos, como el musculo esquelético de mamifero, los canales son blogueados eficientemente,

mas en el musculo esquelético de rana no se observa este efecto blogueador {Bryant y Morales-



Figura 3. Diagrama del flitro de selectividad del canal de cloruro.

Diagrama esquematico del filtro de selectividad propuesto por Francioloni y Nonner (1987). La pare rayada
corresponde a la region hidrofébica del canal, opuesto a él se ubica un grupo aniénico, éste atrae a un cation
monovalente formando un dipolo; conformando el sitio activo que recibira al anion.

Aguilera, 1971; Palade y Barchi, 1977). Los cationes inorganicos como el Zn** y el Cu®* también
han mostrado un efecto como bloqueadores de los canales de cloruro en tejidos como misculo
esquelético de rana, el Zn** reduce la conductancia del cloro con una K; cercana a 0.1 mM (Hutter y
Warner, 1967; Stanfield. 1970; Woodburry y Miles, 1973), el Zn** puede actuar tanto en la parte
extracelular como en la intracelular (Woll ef al.. 1987. Franciolini y Nonner, 1987). También se ha
mostrado que el tetra etil amonio (TEA), que es un bloqueador de varios tipos de canales de
potasio, puede bloquear los canales de CI” actuando por la cara extracelular. este efecto se observo
en nervios de langosta y en neuronas corticales de rata (Lukacs y Moczydlowski,1990; Sanchez y
Blatz, 1992): el efecto bloqueador del TEA varia de acuerdo al potencial de membrana, por
ejemplo, a 10 mM de concentracién se observd una disminucion del 50% de la corriente, este
efecto se incremento a potenciales negativos (Sanchez y Blatz, 1992). Los protones también tienen

un efecto sobre los canales de CI", cambios en el pH y en el potencial de la célula inducen cambios



en el comportamiento del canal, por ejemplo, en musculo de rana a pH de 9.8 la conductancia del
canal fue de 1.8 veces mayor que a pH de 7.4, pero si se hiperpolariza la célula a -90 mV esta
conductancia se incrementa diez veces (Wamer. 1972); el efecto del pH ha sido similar en otras
células, la conductancia se incrementd a potenciales negativos v disminuyd a polenciales positivos
(Shapiro y DeCoursey, 1991). También se han observado cambios en la probabilidad de apertura

(P,) por cambios en el pH (Blatz, 1991).

.72 Canales de CT dependientes del voltaje.

En general. ¢l CI' no tiene una participacion directa en la excitabilidad de la célula como el
Na', el K" y el Ca”. Los canales de CI' dependientes de voltaje son importantes ya que su
conductancia contribuye a estabilizar el potencial de membrana de la célula cerca de los limites
fisioldgicos, y en consecuencia mantiene su excitabilidad dentro de los pardmetros normales. Los
canales dependientes del voltaje se pueden clasificar en tres categorias, 1) activados por
hiperpolarizacion, 2) activados por despolarizacion, 3) inactivados por polarizacion.

Los canales activados por despolarizacion se describieron por primera vez en neuronas de
Aplysia (Chesnoy-Marchais, 1982). La activacion del canal es lenta con una constante de tiempo de
cientos de milisegundos, su compuerta tiene caracteristicas semejantes al las del canal de K’ de la
rectificacion entrante, su conductancia maxima es de 10-15 pS (Chesnoy-Marchais v Evans, 1986);

incrementan su P, a potenciales positivos, y disminuye el tiempo en el estado cerrado.



Un ejemplo de canal de CI" activado por hiperpolarizacion es el canal “doble-cafion” del
Torpedo, su activacion es dependiente del voltaje, y su cinética de activacion puede ser descrita de
acuerdo a la funcidn de Boltzmann (Blatz, 1991).

Los canales inactivados por polarizacion se activan a voltajes cercanos a 0 mV y se cierran a
potenciales positivos o negativos (Gray er al, 1984); este tipo de comportamiento se ha descrito en
canales de CI en cultivos de células de Schwann, musculo esquelético de rata y macrofagos (Blatz
y Magleby, 1983; Schwarze y Kolb, 1984). Se ha observado que la dependencia al voltaje de estos
canales es menor que la observada en algunos canales de Na™ y K', y su constante de tiempo de

activacion es mucho mayor que la de estos canales.

1.7.3. El canal CIC-0 del drgano elécirico del Jorpgdo

Uno de los canales de cloruro que se ha estudiado con mayor detalle, tanto por técnicas
electrofisiologicas como de biologia molecular. es el canal CIC-0 del Torpedo. lo que ha
contribuido para entender mds acerca de la funcion de los canales de cloruro. El canal CIC-0 se
caracterizd en neuronas del drgano eléctrico del Torpedo california (White y Miller, 1979; Miller y
White, 1984). En estudios de biologia molecular se ha descrito que este canal estd constituido por
una cadena de 805 aminodcidos (aa), cuenta con nueve dominios hidrofobicos de 20-25 aa que se
arreglan en forma de a hélice, se encuentran otros cuatro segmentos transmembranales que no se
arreglan en a hélice, cuenta con un sitio de fosforilacion dependiente de cinasas activados por
AMP¢ entre los segmentos de las subunidades D12 y D13; presenta un “doble-cafion™ o sea un

sistema de dos poros compuesto por un homodimero formado por dos monomeros idénticos con un



solo mecanismo de compuertas, que también presenta un sistema adicional de compuenas de
apertura y de cierre para cada monomero, con una frecuencia de apertura y cierre de un orden de
magnitud mayor que la de un mecanismo de compuerta comun (Miller y White, 1984).

El modelo de “doble-cafton™ describe a un homodimero funcional compuesto por dos
protocanales, cada uno de éstos puede ser un oligémero de dos 0 mas proteinas idénticas. La
estructura de los canales diméricos 0 mds cominmente multiméricos puede ser un fendmeno
generalizado. ya que se han descrito en nefronas de conejo (Sansom e al., 1990), neuronas de
Aplysia (Chesnoy-Marchais, 1990), y un ejemplo semejante se presenta en miocitos cardiacos con
el canal “triple-cafion " (Matsuda er al., 1989).

La compuerta de este canal tiene caracteristicas muy particulares, por lo que ha sido objeto
de diversos estudios para describir sus propiedades cinéticas. Pusch er al. (1995) describen que la
compuerta rapida y la lenta del canal sufren modificaciones por factores extemnos a él, como
cambios en la concentracion extracelular de CI; al incrementar la concentracion extracelular, la
apertura del canal se ve facilitada, lo que sugiere que el mecanismo de la compuerta esta
relacionado con la permeacion del ion, probablemente por medio de la union del ion a distintos
sitios en el poro (Franciolini y Nonner, 1987), asi, cuando se ocupan estos sitios la compuenta
modifica su cinética, mostrando una gran dependencia de las concentraciones extracelulares de
CI', por lo que se propuso que la compuerta del canal se conslituia por el propio ion que permea:
otras evidencias que muestran al ion CI' como la compuerta del canal CIC-O las aportan Ludewig
er al (1997) por medio de experimentos de biologia molecular en los que se realizaron

mutaciones puntuales en la subunidad D12, en la que se sustituyo la lisina de la posicion 519 por
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glutamato, s¢ provocaron cambios electrostdticos en los aminodeidos de esa regidn, lo que
modifico la cinética de la compuena rapida de uno de los poros, asi como también la P,. Una
explicacion probable de esto puede deberse a cambios en la unién del ion con su sitio de afinidad
en el poro al permear a través de él; por otra pane, se observd que la compuena lenta del canal
cambia su cinética cuando se modifica la concentracion intracelular de CI' (Ludewig er al 1997).
Como ya se menciond, el canal “doble-caflon™ esta constituido por dos poros idénticos.
cada uno abre y cierra independientemente a través de un mecanismo de compuena; se ha
sugerido que la compuerta répida pertenece s6lo a uno de los protocanales, y la lenta pertenece a
los dos (Middleton er al., 1996; Ludewig ef al., 1996), lo cual apoya la hipotesis de que el canal
tiene dos mecanismos de compuerta independientes y separados; en el primero, la transicion del
canal entre el estado activado y el inactivado es dependiente del voltaje, y en esta fase el canal se
activa a potenciales hiperpolarizantes incrementando la probabilidad de las salvas o rifagas de
actividad; el segundo mecanismo se puede observar, cuando la compuerta rapida muestra una
dependencia del voliaje a potenciales despolarizantes, presenta un incremento de la probabilidad
de aperura de los protocanales dentro de las salvas (Miller, C, y Richard, E. 1990). Este canal de
Cl" muestra una cinética compleja en la cual el canal puede transitar entre cuatro estados: un
estado inactivado y tres subestados U, M y D que corresponden a tres niveles de conductancias,

20, 10 y 0 pS, respectivamente (Miller, 1982; 1984).



1.7.4. Canal de CI" acoplado a el receptor GABA 4
El estudio de este receptor aporté informacion acerca de los diferentes sitios receptores
que posee; se determind que una gran variedad de sustancias tanto endogenas como externas
presentan afinidad para la union con el; dicho receptor presenta cinco dominios de unién
funcional; 1) sitio de union a GABA (agonistas y antagonista). 2) sitio de unién a esteroides
como los anestésicos (volatiles). 3) sitio de union a barbituricos y etanol. 4) sitio de unién a la
picrotoxina. 5) sitio de union a benzodiacepinas (agonistas y antagonistas) (Macdonald y Olsen
1994). Esta caracteristica del receptor origino el concepto del complejo supramolecular del
receptor a GABA (Olsen 1981).
Mediante técnicas de biologia molecular se pudo establecer que el receptor a GABA, esta
constituido por cinco subunidades, denominadas o, B, y,8 y p; en si, cada una de estas
subunidades tiene a su vez multiples subtipos, asi tenemos a las subunidades a1-6, p1-4, y1-3, &
y pl-2. El receptor GABA4 junto con el canal i6nico al cual esta acoplado, constituyen un
complejo glicoproteico heteropentamerico, de 275 kDa, el cual se constituye funcionalmente
como una unidad, de tal forma que cuando el GABA o algun farmaco con sitio de afinidad en el
receptor se une a dicho sitio, se produce la apertura de un canal anionico que principalmente
permite la permeacion de CI°. El receptor-canal de GABA al activarse, presenta multiples niveles
de conductancia que varian entre 27-30 pS, 17-19 pS y 11-12 pS; pero el nivel de conductancia
responsable de mas del 95% de la conductancia del canal es el de 27-30 pS; se desconoce el
mecanismo por el cual el canal genera los diferentes niveles de conductancia, pero por medio de

experimentos de biologia molecular en los que en lineas de fibroblastos transfectados se



produjeron mutaciones en las subunidades alf! del receptor a GABA, evidenciando que estas
unidades participaban de manera significativa en las conductancias pequefas de 15-18 pS; por
otra parte las mutaciones realizadas en las subunidades a6f}1y2 mostraron una influencia sobre
la conductancia de 33 pS (Macdonal y Olsen 1994).

La compuerta de activacién del receptor a GABA parece tener un comportamiento
complejo; presenta tres diferentes estados de apertura con promedio de duracién de 0.5, 2.6 y
7.6ms. el promedio de la duracidn de la apertura se incrementa al incrementar la concentracion
de GABA en el medio extracelular. a concentraciones bajas de GABA se observan aperturas
breves, a concentraciones mayores es frecuente la presencia de dos aperturas de gran duracion.
En cuanto el estado cerrado se observan multiples estados, entre estos dos de duracion pequefia
(0.2 ¥ 1.4ms) y tres de duracion promedio mayor, generando asi salvas compuestas por aperturas
repetidas dentro de un mismo estado de apertura. En resumen el modelo cinético del canal-
receptor esta conformado por una secuencia de dos sitios de unidon a GABA, tres estados
abiertos, diez estados cerrados y un estado inactivado (Macdonal er al 1989; Twyman y

Macdonal 1992).



1, ANTECEDENTES

2.1. Regulacidn de los circuitos hipocampales

En la fisiologia del hipocampo, el control sindptico de la transferencia de informacion a
través de los diferentes circuitos, es un mecanismo basico de regulacion de su excitabilidad. Los
mecanismos de control pueden influir de manera muy significativa sobre la génesis y conduccion
de la actividad eléctrica, asf, como también en posibles alteraciones locales. En el caso del
kindling se postula que las alteraciones de los circuitos involucran cambios quimicos, anatémicos
y funcionales que modifican de manera sustancial la excitabilidad del sistema. Las
modificaciones pueden ocurrir en puntos especificos del circuito; al alterarse la funcién de uno,
influird sobre otro, y este, a su vez sobre un tercero, etc., constituyendo una serie de eslabones
funcionales que en conjunto pueden establecer aberraciones fisiolégicas permanentes e
irreversibles. Uno de los elementos involucrados en este control lo constituyen las interneuronas
de las células piramidales, las cuales tienen un papel modulador muy relevante.

Dentro de las interneuronas que participan en estos circuitos encontramos a las células en
canasta, las cuales reciben sinapsis excitadoras de fibras colaterales aferentes de axones de
células piramidales, que cursan en el estratum radiatum y en el estratum oriens, las células en
canasta establecen sinapsis inhibitorias en el soma y en la parte inicial de las dendritas apicales
de las células piramidales (Andersen et al., 1980). Otro tipo de inteneuronas son las oriens-
alveus (O/A), las cuales reciben sinapsis excitatorias de fibras aferentes colaterales de axones de
células piramidales que cursan en el alveus y en el estratum radiatum, posteriormente establecen
sinapsis inhibitorias con las células piramidales y posiblemente con las células en canasta (Fig.

4).
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Fig. 4. Esquema del lus sinapsis que se establecen entre las interneuronas y células del drea de CAl,
CA3 y GD.

El tipo de células esquematizadas son: células piramidales de CA1 v CAJ, células granulares del giro dentado (GD),
intemeuronas  GABAérgicas  (células  en  canasta) e intemeuronas  oriens-afvens  (OVA)
—, Sinapsis inhibitoria, _ . sinapsis excitatoria. (Modificado de Lopez Da Silvaeral | 1990).

Una caracteristica importante de estos circuitos es que las fibras aferentes pueden excitar
rdpidamente a las interneuronas en canasta y a las O-A antes de que las células piramidales
disparen (Lacaille er al., 1987); esto significa que ambos tipos de interneuronas regulan un
mecanismo de retroalimentacion negativa. Si se aplica glutamato localmente en las dendritas
apicales de células piramidales de CAl, se produce una breve despolarizacion (50-100 ms) y una
respuesta hiperpolarizante de larga duracion (300-500 ms), esto se genera por que al aplicar el
glutamato también se activan las interneuronas GABAérgicas que convergen en las células
piramidales (Taube y Schwartzkroin 1987),

En la regulacion inhibitoria sefalada, el GABA juega un papel muy importante, ya que es

el principal mediador de las sinapsis de estas intemmeuronas (Miles y Wong 1984),
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2.2, Participacidn del GABA y el clorure en la regulacion hipocampal

Los receptores a GABA estidn muy concentrados en la capa molecular del giro dentado v
de CAl (Storm-Mathisen er al,, 1983), debido a la abundante poblacién de células en canasta que
se encuentran en esta zona (Knowles y Schwartzkroin 1981; Ribak y Anderson |980). En
general, las sinapsis GABAérgicas que se establecen entre las células en canasta y los somas de
células piramidales producen una hiperpolarizacion de la membrana (Alger y Nicoll 1979;
Andersen er al, 1980), pero esto no se cumple en todos los casos; se ha mostrado que con
aplicaciones de GABA por iontoforesis en células piramidales de CAl y CA3 se producen
respuestas diferentes dependiendo del sitio de aplicacion; en la capa celular, el GABA produce
predominantemente una hiperpolarizacion, pero cuando se aplica en las dendritas apicales, la
respuesia es predominantemente una despolarizacion; este tipo de respuesta puede ser originado
por multiples factores: La respuesta hiperpolarizante pudiera ser el resultado de la activacion de
los receptores sindpticos a GABA que se encuentran en alta concentracion en el soma y en el
segmento inicial del axon de las células piramidales. La respuesta despolarizante provocada en el
drbol dendritico podria ser el resultado de la activacion de receptores extrasindpticos al GABA
(Alger y Nicoll 1982). A pesar de que el receptor a GABA promueve la permeacion de CI, puede
generar respuestas divergentes, ya sea una despolarizacion o una hiperpolarizacion, esto puso de
manifiesto la participacion que tiene el Cl en la regulacién por GABA, dependiendo de la fuerza
impulsora para el Cl" (En-Eqy), serd el sentido del flujo idnico; si el potencial de equilibrio del
cloruro (E¢) es mas negativo que el potencial de membrana (Ey), el gradiente electroquimico del

CI" a través de la membrana esta a favor del interior, por lo que al incrementar la conductancia a
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Cl" en esta condicion, promoveria un flujo hacia el interior de la célula, con la consecuente
hiperpolarizacion de la membrana: en el caso contrario, cuando el E¢y es més positivo que el En,
el gradiente electroquimico del cloruro estd a favor del exterior. un incremento en la
conductancia bajo esta circunstancia puede generar un flujo hacia el exterior de la celula,
provocando la despolarizacion de la membrana. Se ha mostrado en rebanadas de hipocampo que
la fuerza impulsora para el flujo de CI" tiene direcciones opuestas en las células piramidales de
CAl y en las células granulares del giro dentado (Misgeld er al., 1986), lo que podria explicar
por qué la respuesta de la aplicacion somdtica de GABA en las celulas de CAJ es
predominantemente hiperpolarizante y en las células granulares es despolarizante (Crunelli er al.,
1983).

El hecho de que en muchas células nerviosas el E¢) sea mas negativo o més positivo que
¢l En. significa que el CI" presenta una distribucion transmembranal fuera del equilibrio
electrogquimico; en consecuencia, requiere de mecanismos de transporte activo, como el
cotransporte de CI". Misgeld er al(1986) postuld que la actividad intracelular del CI" en las
neuronas hipocampales estd determinada por dos mecanismos, uno, por acumulacion en el
interior de la célula y otro, por extrusion. Es necesario un acarreo de cloruro hacia el exterior
para mantener bajos los niveles intracelulares y que el E¢ sea més negativo que el E, Asi mismo
para que el Ecy sea mas positivo que el En se requiere de un acarreo de cloruro hacia el interior,
acumuldndolo dentro de la célula.

En particular, la regulacion de la excitabilidad de los circuitos hipocampales se produce
por medio de sinapsis inhibitorias que mantienen en niveles normales la excitabilidad de las

neuronas; si esta inhibicion estd ausente (desinhibicion) puede constituirse en un factor endogeno
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para la génesis de descargas epilépticas (Kom er al., 1987, Thompson y Gahwiler, 198%a). La
desinhibicion promueve cambios en el flujo del CI' a través de la membrana celular por
modificaciones en su fuerza impulsora durante los polenciales posindpticos inhibitorios (PPSI).
Cuando se aplican estimulos tetdnizantes de 3-10 Hz durante 30 a 60 s. en las fibras aferentes de
las células musgosas, se produce un incremento en la concentracién intracelular del CI.
produciendo una modificacién de 2-7 mV en el potencial de equilibrio, lo que genera una
disminucion del 49% de la fuerza impulsora para el CI', debido a una reduccion del 22% en la
conductancia al CI” durante el PPSI (Thompson y Ghwiler, 1989a,b), lo que lleva a pensar que
patrones de estimulacion similares como los utilizados en ¢l kindling, pueden producir este tipo
de respuestas, donde el CI” se perfila como un elemento importante de control o de facilitacion en

las alteraciones de la transmision en los circuitos hipocampales.

13



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las funciones del CI" en algunas células excitables, es la de contribuir a la
repolarizacion de células despolarizadas, teniendo asi una influencia estabilizadora sobre el
potencial de membrana (Hille, 1992). Las células hipocampales estan sometidas a un control
inhibitorio que regula su excitabilidad, por lo que al provocar alteraciones de esta inhibicion
(desinhibicion) se podria facilitar la generacion de descargas epilépticas (Kom er al., 1987,
Thompson y Gahwiler, 1989a,b; Lipicky ef al., 1971); como parte de dicho control el CI tiene
una participacion relevante, por medio de distintas formas, como son; la activacion de canales de
CI" que forman parte del receptor postsindptico a GABA (receptor GABA,), la activacion del
receptor presindptico a GABA, la activacidn de canales de CI" dependientes de calcio, el
cotransporte de CI'/ K™ 0 2CI'/ K™ / Na™ (Alvarez-Leefmans, 1990). En algunos modelos de
epilepsia experimental, donde al perderse el control inhibitorio del sistema se presenta un estado
de hiperexcitabilidad que genera descargas de tipo epileptiforme, se ha dado evidencia de la
participacion del CI' en dichos procesos; aunque este ion podria contribuir por medio de distintos
mecanismos que permitan su permeacion. un elemento importante para dicho fin lo podrian
constituir los canales ionicos. Hasta la fecha se desconoce cual es la participacion del canal de CI’
en el fendmeno de la hiperexcitabilidad neuronal inducida por kindling; asi, como también cuales
son las caracteristicas de este canal en dicho proceso. Por lo que el propdsito de este trabajo de
tesis consistio en estodiar las propiedades del canal de CI° durante el fendmeno de la

hiperexcitabilidad celular inducida por kindling en células granulares del hipocampo de rata. y
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con base en esto, discutir su participacion dentro de los mecanismos de regulacidn inhibitoria del

hipocampo.

4. HIPOTESIS

Considerando los mecanismos de regulacidn inhibitoria de los circuitos hipocampales en
los que el CI’ participa de manera relevante, se puede proponer como hipétesis de trabajo que:

Durante ¢l proceso de la hiperexcitabilidad neuronal, como la producida en el caso del
kindling, los canales de CI' de la membrana de los elementos neuronales del hipocampo, pueden
participar como otro mas de los mecanismos de regulacion del flujo de cloruro que contribuya a
la inhibicién o desinhibicidn de los circuitos hipocampales, mediante un posible incremento en la
densidad de canales de cloruro, o bien, por modificaciones en sus propiedades cinéticas tales
como: variaciones del tiempo de apertura, variaciones de la conductancia unitaria, 0 variaciones
en el numero de canales disponibles para ser abiertos. Al ocurrir alguna o varias de estas
modificaciones en los canales de CI', esto podria contribuir a producir cambios en las
concentraciones del CI', tanto a nivel intracelular como extracelular, lo que podria modificar su
fuerza impulsora promoviendo un flujo de CI' hacia el interior o el exterior de la célula, con el
consecuente cambio en el potencial de membrana de la célula segin sea el caso. Asi, los canales
de CI' podrian contribuir 0 no a mantener la inhibicion del sistema favoreciendo o no la
desinhibicion del mismo, como se ha descrito para otro tipo de canales de cloruro (Misgeld er o/

1986. Tompson, S. and Gahwiller, B. 1989a.b).
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5. OBJETIVOS
5.1 Eswudiar la caracteristicas de la actividad del canal de CI" en neuronas granulares de

hipocampo, tanto de ratas testigo como, de ratas con kindling inducido.

5.2 Induccion de kindling eléctrico en ratas macho de la especie wistar.

33 Registro de corrientes de cloruro con la técnica de patch-clamp en la modalidad de registro

de canal unico.

5.4 Andlisis de las corrientes unitarias de Cl" registradas de neuronas de ratas testigo y en las que
se haya inducido kindling; examinando la magnitud de la corriente, la probabilidad de apertura,
el tiempo abierto del canal, la frecuencia de las salvas de actividad y andlisis para determinar

niveles de subconductancia de la corriente del canal.
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6. METODO

6.1. Preparacidn bioldgica

Los registros de corriente de CI en este trabajo de tesis se realizaron en neuronas de
hipocampo de rata disociadas agudamente (Gray y Johnston, 1985; Mody er al., 1989); la técnica,
se adapto a las necesidades del trabajo. Se utilizaron ratas macho de la especie wistar con un peso
de 120 a 140 g.; bajo anestesia superficial con éter, se decapitaron y se extrajo el cerebro, en un
tiempo que no rebasd los 2 min. El cerebro se colocé en una solucién de composicién similar al
liquido cefalorraquideo, llamada solucién de liquido cerebro espinal artificial (LCEA), la cual
contenia 5 mM de EGTA para quelar el calcio libre (Tabla 2 sol D.); previamente, se saturd
durante una hora con una mezcla de O; 95% y COy 5% (carbdgeno) a una temperatura de 3 a
5°C; a esta temperatura el tejido reduce su metabolismo, incrementando su tiempo de viabilidad y
adquiere mayor firmeza para los cortes. Posteriormente, se realizaron cortes cordnales de
aproximadamente 800 a 1000 pum de grosor, por medio de diseccion roma se extrajo el
hipocampo: bajo el microscopio de diseccion se obtuvieron mediante cortes, rebanadas del
hipocampo de aproximadamente 300 pum de grosor, estas rebanadas se cortaron en fragmentos
no mayores de 2 mm, posteriormente los fragmentos de hipocampo se incubaron con proteasa
tipo XXV (Sigma; 1.5mg/ml) en LCEA libre de calcio, previamente saturado con carbogeno; el
volumen utilizado para incubar fue de 2 ml, el tiempo de una hora y la temperatura de 31°C; a
esta temperatura se incrementa la cinética de la enzima, se observo que una hora de incubacion
fue el tiempo optimo para obtener una poblacidn abundante y en buenas condiciones de
neuronas. Transcurrida la hora de incubacion, la solucion de la enzima se lavo repetidas veces

con solucion LCEA con Ca'" a temperatura de 5°C. Se adapto una punta de microjeringa de 100
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ul a una pipeta Pasteur, y con esta se realizo una succion suave del tejido, haciéndolo pasar por la
punta de microjeringa; maniobra que permite la disociacion las células; posteriormente, éstas se
colocaron dentro de la cdmara de registro en la solucion de LCEA con Ca™ (Tabla 2 sol. E) a
temperatura ambiente (20 a 25°C) y saturada previamente con carbdgeno.

Las células obtenidas con esta técnica tienen como caracteristica el conservar sus
prolongaciones axdnicas y dendriticas, aproximadamente en el B0% de las células se identifican
ramificaciones primarias, en un 15% se identifican ramificaciones secundarias y 5% no presentan
ramificaciones, adquiriendo una morfologia esférica; estas propiedades permiten identificar las
células de acuerdo a su morfologia y sélo seleccionar el grupo celular deseado (Fig. 5.). En este
trabajo sdlo se seleccionaron neuronas de tipo granular para registro.

La cdmara donde se efectuaron los registros consta de una poza principal de 3.5 ml de
capacidad; dentro de esta poza se encuenira un compartimiento construido con un tubo de pldstico
(tygon) de 1.5 milimetros (mm) de didmetro, conectado en uno de sus extremos a una jeringa de 5
ml, vy el otro extremo a una fosa colectora de la solucion; el tubo tenia un orificio de 0.5 x 0.5 mm,
en donde se introducia la punta de la pipeta patch para exponer la membrana del sello en la
configuracion de parche evertido, a las soluciones de prueba durante el registro; el flujo de la
solucion fue de 3.6 L por hora, Las soluciones de prueba fueron: solucion asimétrica de cloruros
y solucion simétrica de cloruros libre de calcio; la composicion de las soluciones se muestra en la

tabla 2.
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Fig. 8. Neuronas del giro dentado del hipocampo disociadas agudamente.
Fotomicrografia de contraste de fases de neuronas, disociadas del area del giro dentado de rebanadas de hipocampo ( de
ratas de 120 gr de peso). Se muestran dos neuronas granulares, en las que se puede observar las ramificaciones
primarias.
6.2. Método electrofisiologico

El método empleado para ¢l registro de las corrientes de CI', fue el descrito por Hamill et
al., (1981) denominado fijacién de voltaje en microdreas de membrana (patch-clamp), que consiste
en aislar eléctricamente una microdrea de membrana del resto de la célula, mediante un sello de alta
resistencia entre la membrana celular v una pipeta de vidrio llena de solucion salina. permiticndo
asi registrar las corrientes ionicas que fluyen a través de la membrana e¢n ese segmento de
membrana. El sello se forma al crear presion negativa dentro de la pipeta de vidrio que se encuentra
sobre la membrana de la célula, parte de la membrana se introduce en la punta de la pipeta dejando
una microdrea de membrana en contacto con la solucion de la pipeta; la parte de membrana que se

relaciona con las paredes internas de la pipeta forma un sello de alta resistencia del orden de los
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gigaohmios (G2}, denominandose a éste configuracion de adherido a la célula (on-cell), cuando la
microdrea de membrana que se encuentra dentro de la punta de la pipeta v no estd separada de la
célula; al mover con cierta rapidez la pipeta se puede separar el parche de membrana del resto de la
célula, dejando expuesta la cara intracelular de la membrana a la solucion del bafo y la cara
extracelular de la membrana a la solucion de la pipeta; a esta configuracion se le conoce como
parche evertido (inside-out) (Fig. 6.). Todos los registros de este trabajo de tesis se realizaron bajo

esta dltima configuracidn.

Inside-out

Outside-out
On-cell

Ot

Fig. 6. Diferentes configuraciones de Ia técnica de patch-clamp.

Cuaro diferentes configuraciones de regisro de la 1éenica de parch-clamp. El sello de alwa resisitencia que se forma
entre la pipeta y la membrana de una célula, permite registrar la corriente ionica que fluya a través del canal o canales
presentes en el drea libre de membrana dentro de la pipeta. Primero se realiza el sello en la célula completa (On-cell).
posteriormente es posible romper el drea libre de membran ( Whole-cell), si, se separa de la célula se forma una vesicula
({Outside-out). otra configuracion se forma cuando se separa el sello de la célula completa (Inside-out). (Tomado de
Hille, 1992},
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6.3. Elaboracidn de las pipetas de registro

Para la elaboracion de las pipetas se utilizaron capilares de vidrio duro (borosilicato) Kyax.
WP. Es importante seleccionar el vidrio adecuado, ya que al formarse el sello entre la membrana y
la pipeta se establece una estrecha interaccion entre el vidrio de la pipeta y la membrana celular, lo
que favorece interacciones guimicas entre estos dos elementos. Algunos tipos de vidrio liberan
componentes solubles que modifican las propiedades cinéticas de los canales ibnicos (Cota y
Armstrong, 1988).

La seleccion de capilares de vidrio duro, también obedecié a que con éste se facilita la
elaboracion de las pipetas con punta y dimensiones apropiadas, que permitan registrar las
corrientes en un drea de membrana adecuada y con un nivel bajo de ruido; con el vidrio de
borosilicato (duro) las propiedades de sellado son mejores (Sakmann y Neher, 1983), el espesor de
las paredes es mayor reduciendo la capacitancia del electrodo, lo que disminuye el nivel de ruido de
las corrientes (Ogden y Stanfield, 1987).

Las pipetas se fabricaron en un estirador horizontal Sutter Instrument. P-87. El electrodo se
fabrico mediante el estiramiento del capilar en dos pasos; en el primero la traccion se logrd
haciendo pasar 32 amperios (A) a través del selenoide, el calor de la resistencia se obtuvo con 18.6
A, con estos parametros, el capilar se estira cerca de 8 mm vy su didgmetro se reduce
aproximadamente hasta 200 pum. El estiramiento del capilar se realiza desde sus dos extremos, por
lo que no es necesario recentrar la pipeta para el segundo paso, como sucede con algunos
estiradores verticales; en el segundo paso de estirado se aplicé la traccion producida por una

corriente de 8 A en el selenoide, el calor de la resistencia se establecid con 16 A; de esta forma se
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obtienen dos pipetas con punta, aproximadamente de la misma dimension; el didmetro de las puntas

fue cercano a I um, y su resistencia después de ser llenadas con solucion salina, fue de 5 a 10 MQ.

6.4. Formacidn de los sellos de alta resistencia

Cuando se aisla la microdrea de membrana. es muy importante que el sello que se forma
entre las paredes de vidrio y la membrana sea de la mayor resistencia posible, dado que mientras
mayor sea la resistencia del sello, major serd el aislamiento eléctrico de la membrana y de esta
forma se reducira el ruido del registro, permitiendo una mejor resolucién temporal de las corrientes
iénicas.

Para formar un sello de alta resistencia, deben tomarse en cuenta varios parimetros que
influyen de manera importante. Hamill er al ,(1981) describieron que para la formacién de sellos de
entre 10 a 100 G es necesario mantener limpia la punta de la pipeta, por lo que sélo se puede
utilizar una para cada intento de obtener un sello. Las soluciones tanto del bafio como de la pipeta
fueron filtradas para evitar elementos extrafios a ellas; al atravesar la pipeta la interfase aire-agua se
aplico presion positiva para evitar que se pegue a la punta cualquier elemento que la ensucie, esta
presion se mantiene hasta que la punta de la pipeta haga contacto con la membrana celular. Para la
formacion del sello, una vez que la pipeta hace contacto con la membrana se aplica una ligera
succion (presion negativa), promoviendo que ocura el sellado entre la pipeta y la membrana, esto
se puede monitorear por medio de un osiloscopio, al observar un incremento de la resistencia de la
pipeta hasta encontrarse en el rango de los GE). Posteriormente, se ajusta la corriente a cero; en este
momento el sello se encuentra en la configuracion de adherido a la célula (on-cell), por lo que se

procede a levantar rapidamente la pipeta para desprender la membrana del sello, del resto de la
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célula, obteniéndose asi, la configuracion de parche evertido (inside-out) (Fig. 6). En algunos casos,
durante la maniobra para obtener la configuracion de “inside-out™, se formd una microestera de
membrana en la punta de la pipeta, mediante la exposicion de esta microesfera a una interfase aire

agua, se consigue romperla y obtener la configuracion de inside-out.

6.5, Soluciones de registro

En la tabla 2, se muestra la composicion de las diferentes soluciones empleadas en este
trabajo de tesis. Las soluciones fueron disefladas para tener al CI" como dnico anion que puede
permear, asi, la solucion empleada en la pipeta contenia tetraetilamonio (TEA) v Cs™ como
blogeadores de canales de potasio y son los principales cationes, la concentracion de Cl en ésta fué
de 120 mM (Tabla 2, sol. A). La solucién del bafio que se utilizé fue la de LCEA con Ca™ (Tabla
2, sol. E); esta solucion también se empleo para registrar las corrientes de Cl' en presencia de Ca"’
¥ en condiciones simétricas de CI' (120 mM). Para probar la dependencia al calcio del canal de
Cl" se wilizd etilenglicol-bis (b-aminoetileter) N, N, N',N'-4cido tetraacético (EGTA), como
guelante de Ca® (Tabla 2, sol B). Para registrar las corrientes de Cl* en concentraciones asimétricas

de este 1on, se utilizd una solucién con 190 mM de Cl (Tabla 2 sol C).

6.6, Induccidn de descargas de tipo epileptiforme (kindling)en ratas

Para la induccién de descargas de tipo epileptiforme (epilepsia) se han utilizado muchos
modelos basados en diferentes técnicas; una de las mas difundidas es el kindling, un modelo de
epilepsia que consiste en una estimulacion focal repetida que induce cambios plasticos, progresivos
y permanentes en las neuronas. El tipo particular de kindling que se indujo en este trabajo fue el

conocido como eléctrico, ya que se basa en estimulos de este tipo, (de Florida y Delgado. 1958),
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Tabla 2. Composicion de las soluciones de registro (mM)

SOL “A™ SOL “B* SOL »C" SOL “D* SOL “E"
CaCl, - - - - 2
Ca(OH}; 2 - - - -
CsCl 100 - - - i
NaCl - - - 11 11
NaH:PO, - - - |.25 1.25
KCl - - - 5 5
MgSO, - - - 2 2
MgCls " 2 2 - =
TEA-CI 20 |16 186 - -
EGTA - 10 4] 5 -
a-D-GLLU. - - - 10 10
HEPES 10 10 10 26 26
pH 74 (TEA OH) (TEA OH) (K OH) (Wa OH) {MNa OH)

A} Solucidn de la pipeta, B) Solucidn simérica de cloruro sin Ca™, C) Solucidn asimétrica de cloruro, D) Solucion de
liquido cefalorraguideo sin Ca™ (sol. dispersién), E) Solucidn de liquido cefalorraquideo anificial con calcio (sol
bafa).

El kindling eléctrico es un modelo que ofrece diferentes ventajas: 1) Este modelo tiene una
alta reproducibilidad, aun en diferentes especies animales como reptiles, anfibios, roedores, felinos,
caninos y primates; mientras mas complejo es el sistema nervioso de la especie animal en la que se
induce el kindling (mamiferos), mas complejas y severas son las convulsiones que se generan. 2)
Mo se aplican substancias quimicas que pudieran interfenr con el estudio de la fisiopatolégia del
fenémeno. 3) Una vez que se establece el kindling su efecto en general es permanente vy
espontaneamente irreversible. 4) Los cambios que se generan no se restringen solo al drea de
estimulacion, es posible estudiar otras regiones que se encuentren comunicadas por vias nerviosas,
con el sitio original de estimulacion; esto demuestra, junto con diferentes estudios, que las
modificaciones que se producen involucran a la transmision sindptica. 5) Es posible monitorear la

actividad epileptiforme tanto electrofisioldgicamente (EEG), como por la evolucion conductual del
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animal. 6) Las crisis son de corta duracion (20-40 s), y una vez que transcurrié esta, los animales
muestran un aparente comportamiento normal; debido a esto es que se ha generalizado su uso.

Para la induccién del kindling se realizaron los siguientes pasos: Se utilizaron electrodos
concéntricos de acero inoxidable; en el extremo distal de la camisa del electrodo se retiro el barniz
de aislamiento. dejando descubierta una zona en forma de anillo de aproximadamente Imm, esta
zona cierra circuito con la punta del polo central; la distancia entre el anillo de la camisa y el polo
central fue de 3mm.

Por medio de la técnica estereotaxica se implanto el electrodo en la via perforante del
hipocampo; las ratas fueron anestesiadas con hidrato de cloral a una dosis de 320 mg/kg. Debido a
que las ratas empleadas son de un peso de 120 a 140 g, y las coordenadas de los atlas de
estereotaxia son para ratas de 270 a 310 g, fue necesario adaptar las coordenadas. Después de
realizar las pruebas. y con el control histoldgico. se establecieron las coordenadas en: posterior a
bregma P-6 mm, lateral a la linea media L-3.6 mm y profundidad a partir de la dura madre 2.5 mm.
Los electrodos implantados se fijaron al craneo por medio de acrilico autopolimerizable (rapido), de
uso dental. Posterior a la cirugia, se mantuvo a las ratas en jaulas individuales, en periodo de
recuperacion postquirurgica por 7 dias.

Un grupo de 15 ratas a las cuales se les implanto el electrodo, se tomaron para estimulacion
simulada. es decir solo se les implanto el electrodo pero no recibieron estimulacion; con la finalidad
de descartar algun posible efecto producto del electrodo o del mismo procedimiento para
implantarlo.  Antes de iniciar la estimulacion, fue preciso determinar la intensidad de la corriente
de estimulacion. para lo cual se aplico corriente directa a un tren de estimulacion de 60 Hz, con una

duracion del pulso de | ms. y trenes de 2 s de duracion, se varid la intensidad de la corriente entre
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10 @ 50 pA, hasta que la rata presentd convulsiones tonico clonicas. A partir de este punto, se
establecio el valor de la comente de estimulacion por debajo de aguel con el que se obtuvo la
respuesta, para posteriormente dar estimulos subumbrales (para la respuesta de convulsion).
Después de fijar el valor de estimulacion, se mantuvo a la rala en reposos por 7 dias vy
posteriormente se inicio el ciclo de estimulacion.

La estimulacion se aplic con trenes de 60Hz, la duracion del pulso fue de Ims. vy la
duracion total del tren de 2 s: la intensidad se determind de acuerdo con el valor de corriente
asignado para cada rata. La estimulacion se aplicd cada 30 minutos; después de aproximadamenie
20 estimulaciones, la rata empieza a presentar una respuesta al estimulo que originalmente no la
provocaba. Para evaluar la respuesta, y poder establecer que el kindling se indujo como 1al, se
calific la evolucion conductual de la rata. de acuerdo a la calificacion de Racine (1972), que
establece 5 estados: 1) movimientos faciales y de la boca; 1) movimientos repetidos de la nuca 3)
clonus de las extremidades anteriores. 4) adquisicion de la posicién erecta sobre las patas
posteriores y 5) el estado 4 mis pérdida del equilibrio (Fig. 7). Una descarga motora generalizada
con pérdida del equilibrio se considera una descarga motora clase 5. Una vez calificada la respuesta
como clase § en tres ocasiones consecutivas se suspendio la estimulacion y solo se repitié una por
dia, cuando en tres dias consecutivos se obtuvo calificacion de 5 se daba como establecido el
kindling. Una caracteristica importante del kindling es que una vez que se a establecido, la

respuesta es permanente y espontaneamente irreversible.
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Figura 7. Cambios conductuales posteriores a la estimulacion de una rata con kindling inducido.

Evolucion conductual de una rata con kindling inducido; posterior a una estimulacedn (1-6). La rata imcinimente
presenta movimientos repetidos de la cabeza, posteriormente presenta clonus de las patas delamieras, adquiere la
posicién erecta y finalmente presenta contracciones Wnico cldnicas gencralizadas

6.7, Captura y andlisis de los datos
Para la captura de las cormientes ionicas se utilizé un transductor corriente-voliaje de alta
|

ganancia. el cual contiene una resistencia de retroalimentacion (Ry) de 10 G, que ajusta la

ganancia (Vo) de acuerdo a la siguiente relacion

Vo=« R xip + Vrel



donde el voltaje de salida (Vo) estd determinado por la comiente registrada (i ) y el voltaje dentro
de la pipeta (Vref).el cual corresponde a la suma del potencial de mantenimiento (Vhold) y el
voltaje comando (Vcom), restados desde la salida (Ogden y Stanfield, 1987). Lo que permite fijar el
potencial dentro de la pipeta a un nivel estable.

Las sefales analogicas registradas se amplificaron a 0.1-0.2 V/pA con un amplificador
Dagan: se filtraron las sefiales a 2 kHz (filtro pasabajas de 8 polos; Bessel). Las comientes idnicas
asi registradas fueron digitalizadas con la ayuda de un convertidor A/D y D/A (Labmaster TM-100),
a una velocidad de muestreo de 100 us por punto. La captura se controld por una
microcomputadora personal AT (Gateway 2000 386-33 Mhz).

En esta tesis solo se reportan los experimentos que se realizaron en estado estacionario, ya
que ¢l andlisis con pulsos de voltaje no mostrd que los canales tuvieran dependencia a este, es decir
la transicin que lleva al canal al estado abierto no se modifico como una funcion del voltsje. El
potencial de membrana se mantuvo constante durante cinco minutos, tiempo en el cual se efectud el
registro de las comientes; se wtilizd un sistema de videograbacion con un procesador digital de 16
bits de resolucion. Una vez grabados los registros se capturaron con la computadora v se
almacenaron en el disco duro; en la figura B, se muestra un diagrama del sistema de registro y
almacenamiento de las corrientes. Para la captura y andlisis se wilizo el programa pClamp V6.0 de
Axon Instruments y un programa disefado por el Lic. en Matematicas Arturo Aldana Becema. Es
importante mencionar que el potencial de membrana se expresdé de manera convencional, el

interior con respecto al exterior, y las corrientes salientes se describen con signo positivo.
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Figura 4. Diagrama del sistema de registro, adquisicién y almacenamiento de datos.

La punta de prueba del transductor corriente-voltaje ajusia la ganancia por su resistencia de retroalimeniacidn Rf. La
informacion pasa a ravés de filros Bessel, posteriormente un precesador digital puede enviar la informacidn a un
osciloscopio, una videograbadors o & la memoria de una microcomputadora. (modificado de Ogden y Stanfield, 1987).

Para ¢l registro de las corrientes se establecid un protocolo para la activacién del canal,
debido a que en ocasiones al fijar el voltaje, la actividad del canal era muy escasa, este protocolo
fue similar al propuesto por Woll et al, en 1987, consiste en que una vez obtenida la
configuracion de parche evertido, se debe mantener el potencial a un valor despolarizante
cercano o igual a +20mV durante algunos segundos 0 minutos, hasta que las corrientes aparezcan
esponténeamente; ya activado el canal se podia mover a cualquier valor el potencial.

Como parte inicial del andlisis de los datos se considerd la amplitud de las corrientes. la
duracién de los periodos de cierre y de apertura y la secuencia en el que ocurren estos eventos. Para
determinar las amplitudes y las transiciones de un nivel de corriente a otro, se ajustaron lineas
horizontales sobre los niveles de corriente, con esto se obtiene una version idealizada del registro,
que se representa como una serie de transiciones rectangulares entre estados discretos de
conductancia que sea muy similar a un registro que estuviera libre de ruido y de antefactos; de esta

manera se detecté el cambio de los niveles de amplitud, asi como la duracién de los eventos de
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cierre y de apertura. Un punto importante para evitar errores de medicion es mantener las lineas en
las posiciones correctas, lo que se consigui¢ ajustando manualmente la posicion de las lineas sobre
los niveles de corriente. Para considerar un evento como de apertura o de cierre se utilizd ¢l método
del umbral al 50%:; este método consiste en fijar una linea horizontal en el nivel de cierre y otra en
¢l nivel de apertura, la corriente que sobrepasa el nivel del 50% entre el cierre y la apertura se
designd como estado abierto, y la corriente que se ubico por debajo de este nivel medio se
considerd como estado cerrado (Standen, Gray, y Whitaker, 1989); se obtiene asi una estimacion de
la duracion para cada periodo en que el canal estd abiero o cerrado; el resultado es una serie de
intervalos de tiempo, cada uno asociado a una amplitud. Los periodos de cierre y de apertura no
necesariamente son altemnanles, aperturas sucesivas pueden ocurir si hay estados de
subconductancias, o si mas de un canal se abre simultineamente,

Tanto las amplitudes como las duraciones son aleatorias, pero en general tienden a
agruparse alrededor de un promedio, por lo que es importante considerar la medicién de sus
distribuciones, que pueden ser graficadas como histogramas. Para la presentacién grifica de los
datos se utilizo el programa Sigmaplot V2.0 de Jandel Corporation.

Los tiempos de aperturas y cierres de los canales, se definieron como una excursion del 50%
de la diferencia entre la linea basal y el nivel de apertura. Los valores numéricos son expresados
como el promedio mds menos el error estandar (E.S). Se determind la frecuencia de apertura del
canal con respecto al tiempo, el histograma obtenido muestra una distribucion en forma de salvas.
También se examino el nimero de salvas y su duracion con respecto al tiempo.

Otro parimetro evaluado fueron los niveles de subconductancias de las corrientes de

cloruro, para lo cual se construyeron histogramas de amplitudes siguiendo los criterios de medicion
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propuestos por Patlak (1988). que consisten en determinar cual es la duracion minima que puede
incluirse dentro del histograma; debido a que en muchas ocasiones las transiciones entre los
diferentes niveles de conductancia son muy rapidos, el sistema de registro no logra detectarios y
es necesario de inicio determinar cual es la longitud minima que puede ser medida en un solo
nivel, a lo que se le llama N y se considera en funcion de la frecuencia de corte; en este caso se
utilizé un filtro de 2 kHz y una velocidad de muestreo de 10 kHz, por lo que N se establecio
como N =5, por lo tanto la longitud minima a medir sera de 700 us, la cual se contabiliza como
una entrada, asi sucesivamente los niveles con una duracion de 800us se consideran como dos
entradas. etc. El drea del histograma que se encuentra por debajo del pico corresponde a una

aproximacion proporcional del nimero de eventos de un nivel dado.
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7. RESULTADOS

7.1, Identificacidn del canal de cloruro en neuronas de hipocampo

Para la identificacion de un canal aniénico se realizaron registros de corrientes de Cl™ con
la técnica ya descrita (patch-clamp) bajo la configuracién de inside-out (Fig. 6), el tiempo de
registro en cada potencial de mantenimiento fue de 5 minutos (estado estacionario), y el registro
de las corrientes se realizé con soluciones que fueron disefladas para tener como (nico anion
permeable al CI".

En la figura 94, se presentan corrientes de CI' obtenidas con soluciones que contenian
una concentracion de 120 mM de cloruro a ambos lados de la membrana (tabla 2 sol A y B). Se
observa que a potenciales de membrana positivos las corrientes son salientes, indicadas por las
deflexiones hacia arriba de los trazos en los registros. Se puede observar que las corrientes
transcurren entre transiciones del estado abierto y el estado cerrado; dichas transiciones son casi
instantineas y en algunas ocasiones la transicién en el registro no es completa, quedando en un
nivel distinto a los niveles cerrado o al abierto (fig.12). A potenciales de membrana menos
positivos, la magnitud de la corriente disminuye, no asi las transiciones entre los distintos
estados, ni el porcentaje de tiempo que permanece abierto el canal; alrededor de cero milivoltios,
la corriente cambia de direccion y se convierte en entrante; a valores de potencial poco negativos
la magnitud de la corriente es menor, y conforme se incrementa el voltaje a valores negativos la
magnitud de ésta aumenta; lo cual es de esperarse debido a las condiciones ionicas y la

selectividad los canales. En el registro mostrado en la figura 94, la duracion del trazoes de 1 s.,
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Figura 9. Registros de corrientes unitarias y relacién corriente-voltaje obtenidos en diferentes
concentraciones de cloruro intracelular.

Un grupo de corrientes unitarias obtenidas en estado estacionario desde 60 hasta -60 mV, en pasos de 20 mV: el
registro A s¢ obtuvo en soluciones simétricas de CI' (120 mM). y para el registro B se obtuvo en soluciones
asimétricas (120mMg.,. 200 mM,,): las flechas sefalan ¢l estado cerrado del canal. En C, relacion corriente-voltaje en
diferentes concentraciones intracelulares de C1'. cada simbolo representa el promedio de 10 experimentos: en
triangulos llenos se presentan mediciones en 120 mM de cloruro (sol. simétrica); los tridngulos vacios corresponden
a mediciones en 200 mM de cloruro (sol. asimétricas). Las barras de cada simbolo corresponde al error estandar. Las
lineas punteadas muestran la referencia de cero de corriente y ¢l potencial de membrana correspondiente al cual se
obtiene.



la conductancia a -60mV fue de 6.3pS + 2.7pS n=10, a -40mV fue de 9.1pS + 3.1pS n=10, a
60mV fue de 28.7pS + 1.02pS n=10y a 40mV de 14.25pS + 2pS n=10.

La relacion comiente-voltaje de los registros realizados en soluciones simétricas se
muestra en la figura 9C, Cada punto de la relacién representa el promedio de diez registros de
corrientes de diferentes neuronas. La duracion a cada potencial de membrana fue de 5 s. La
relacion no es lineal; a potenciales negativos (-80mV) la corriente promedio es mayor,
disminuyendo a potenciales menores, hasta aproximadamente -20 mV, de este punto las gréfica
muestra que el potencial de inversion coincide con el valor que corresponde al potencial de
equilibrio del CI' (0 mV). A valores positivos la corriente se incrementa gradualmente sin llegar a
un cambio lineal.

En la figura 9B, se muestran los registros de las corrientes de cloruro obtenidas en
presencia de soluciones asimétricas de cloruro (200 mM en el baflo y 120 mM en la parte
extracelular, véase tabla 2 sol A y C). Las caracteristicas de las corrientes son similares a las
descritas para los registros en soluciones simétricas. A potenciales de mantenimiento positivos,
las corrientes son salienles con transiciones casi inmediatas entre el estado cerrado v abierto,
presentando niveles de apertura diferentes a estos dos; a potenciales de mantenimiento menos
positivos la magnitud de la corriente disminuye; alrededor de 13mV, la corriente invierte
haciéndose entrante y en potenciales mas negativos |la magnitud de la comiente se incrementa.

En la figura 9C, se presenta la relacion corriente-voltaje de los registros con soluciones
asimétricas. Cada punto de la relacion representa el promedio de diez registros de 5 s. de
duracion cada uno, de microdreas obtenidos de diferentes neuronas. La relacion presento las

siguientes caracteristicas: no es lineal, a potenciales negativos la corriente maxima se observa a -
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80 mV, disminuye a potenciales menores, hasta -20 mV, y el potencial de inversién se observa a
13 mV. valor muy cercano al E(, . La conductancia de la relacion asimétrica de cloruro es: -60
mV 23.4 + 6.9 pS n=10, -40 mV 31.1 + 7.9 pS n=10, 60mV 40 + 3.3 pS n=10y 40 mV 50.8 +
1.7 pS n=10.

En las soluciones que se utilizaron los cationes con posibilidad de permear fueron Na',
Ky Ca’"; los canales de K" se bloguearon con distintos agentes tanto del lado extracelular e
intracelular de la membrana, por lo que se impidi6 el paso del K* a través de esta via, El Na® sdlo
se encontrd en la solucion del bafio (Tabla 2, sol. E), lo que provoca un gradiente muy alto, con
un potencial de equilibrio casi de infinito para que el sodio entre; al presentar una fuerza
impulsora tan grande seria factible que, a los voltajes examinados, se observaran sus corrientes.
esto no ocurrid; por ejemplo, a 0 mV en los registros no se observa ninguna transicion de
corriente, una explicacion a esto, podria ser que en esté trabajo los registros se realizaron en
estado estacionario (hasta 5 min. de registro), lo que provocaria que a los voltajes examinados
(+60 a -60 mV) el canal se inactiva, relaciondndose esto con la ausencia de comriente. Las
condiciones para el Ca®*, son muy similares al punto anterior; el Ca’" solo se encontré en la
solucion del bafo. a pesar de su fuerza impulsora tan grande no se observan las corrientes, ya que
sus canales pudieron haber inactivado también por el tiempo de registro. Por lo tanto, se puede
decir que las corrientes asi registradas son de CI" y que los canales son principalmente selectivos

@ este ion, ya que los potenciales de inversion son practicamente los mismos que los Ecy.

7.2. Dependencia al voltaje del canal de cloruro de neuronas de hipocampo
Para determinar la dependencia al voltaje del canal de CI" posterior a la primera apertura.

se examind un grupo de corrientes las cuales se obtuvieron mediante pulsos de voltaje desde -80



mY hasta 80 mV en pasos de 20 mV, en esta serie de diez experimentos se observo que la
latencia a la primera apertura del canal fue muy cercana a cero milisegundos en todos los voltajes
estudiados; lo que mostrd la nula dependencia al voltaje de este canal. A partir de estos
experimentos se decidio realizar |a totalidad de los experimentos en estado estacionario.

A las comientes de CI” obtenidas en estado estable se les examind la P, y el tiempo abierto
(1s) a diferentes potenciales de membrana. Para el calculo del t, se utilizaron los mismos registros
de los cuales se obtuvo la P, y se realizd de acuerdo al méodo del umbral al 50%.(Standen,
Gray y Whitaker, 1989)

En la figura 108 se muestra la relacién del promedio de tiempo abierto con respecto a
diferentes valores de potencial de membrana. A valores de voltaje de -60 hasta +20 mV el t, del
canal no s¢e modifica, se mantiene alrededor de 0.30 ms, y a potenciales de +40 y +60 mV, se
incrementa a 0.43 ms y 0.60 ms respectivamente.

La P, se calculd de acuerdo al algoritmo propuesto por Fenwick er al. (1982), con el que
se puede calcular la probabilidad de apertura independientemente del nimero de canales
presentes en la membrana registrada, asimismo este algoritmo tiene la propiedad de que no hace
suposiciones sobre la cinética de los canales; tiene la siguiente formula;

PomE e
TN
donde N es el nimero de canales abiertos en el parche, j corresponde a cada nivel abierto, tj es el
tiempo total en cada nivel de corriente j, y T es la duracion total del registro.

En la figura 104 se muestra la relacion de P, con respecto al voltaje. cada punto de la

relacion corresponde al promedio de diez sellos distintos registrados en presencia de soluciones
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simétricas de cloruro (mismos experimentos que la figura 9). Se observa que la P, no se modifica
con la despolarizacién de -60 a +40 mV. manteniéndose en un valor aproximado de 0.006] y a
+60 mV. la P, se incrementa 7.54 veces, a un valor de 0.046,

Andrew y Blatz (1991) mencionan que el andlisis de la P, de las corrientes de CI" a
potenciales positivos es dificil por tres razones: 1) contaminacion de las corrientes por diferentes
canales de CI'; 2) la actividad de la compuerta de apertura y cierre se complica por el incremento
de transiciones dentro del modo inactivo. y 3) los valores de potencial positivos pueden causar la
activacion de canales de C1’ inactivos gue se encuentren en ¢l parche de membrana, También el
reclutamiento de canales de CI" por la despolarizacién es un fendmeno comin, por lo que el
cambio ocurrido a 60 mV podria ser consecuencia de estos factores. En conclusion, a potenciales
-60 a +40 mV la P, mostrd no ser sensible a cambios en el voltaje; la falta de sensibilidad
observada en la P, a estos valores de potencial deberia estar acompafiada de un comportamiento
similar en el promedio de duracidn del 1, del canal; tanto la P, como el t, muestran insensibilidad
al voltaje en un intervalo de -60 a +40 mV, y a +60 mV se tiene un incremento de P, con una

mayor duracion del t.

7.3. Sensibilidad al calcio del canal de cloruro de neuronas de hipocampo

Uno de los puntos de estudio de este trabajo de tesis fue el determinar si el canal
registrado correspondia o no a un canal de CI” activado por Ca™" intracelular, por dos razones:
primero, debido a que se ha reportado que el canal de CI' activado por Ca™ participa en la

facilitacion del disparo de potenciales de accion en neuronas, al hacer mds positivo el
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Figura 10. Probabilidad de apertura ¥ tiempo ablerto del cansl de cloruro regisirado en solucidn simétrica.

La P, y el t; se obtuvieron de |10 experimentos similares a los de la fig. 9 regisirados en estado estacionario; se
lomaron 5 seg. de registro para cada experimento. En A, se presenia ¢l valor de P, a diferenies potenciales de
mantenimiento (de -60 hasta +60 mV). La P, se calculd de acuerdo sl algoritmo de Fenwick. No se observan

cambios de -60 hasta +40mV; a +60 mV la P, presenta un incremento. El L, presenta un componamiento similsr, no
se observan cambios sensibles con respecto al voluje de -60 a +40 mV, e incrementa a +60 mV. Las barras de los
simbolos corresponden al error estandar,

postpotencial despolarizante, facilitando asi la generacion del siguiente potencial; provocando el
disparo de rdfagas de potenciales de accion (Meyer, 1984). Segundo, por que durante el kindling
o durante la actividad epiléptica hay un incremento en el influjo de Ca™" a la célula (Griffiths er
al, 1982). lo que favoreceria la activacion de este tipo de canal; debido a esto se realizaron
experimentos en presencia y ausencia de Ca™" en ¢l medio interno.

Para determinar la sensibilidad del canal de CI" al calcio, se efectuaron registros de
corrientes de cloruro en presencia y ausencia de Ca™". La solucion carente de calcio contiene

magnesio en sustitucion del calcio y EGTA como quelante (tabla 2 sol B). En la figura 11, se
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presenta la relacion corriente-voltaje del promedio de diez experimentos distintos. La relacidn
obtenida en la solucion libre de calcio no mostro diferencias con respecto a los valores de
registros control, y conservan caracteristicas similares tanto a potenciales positivos como
negativos, lo que indica que el Ca™ intracelular no modifica la corriente del canal de CI'
registrado (Fig. 114).

En estos experimentos se estudiaron también la P, y el t, en presencia y ausencia de Ca’".
En la figura 118 se presenta la relacion de P, con respecto al potencial de membrana (-60 a +60
mV); se observa que las P, obtenidas en presencia de Ca"" o EGTA tienen un comporiamiento
similar a todos los potenciales registrados y no muestran diferencia alguna. El comportamiento
de la relacion es la misma que la mencionada en el registro testigo inicial, a potenciales de
membrana entre -60 y +40 mV no hay cambios de la P,; de +40 a +60 mV la P, se incrementa, lo
que concuerda con las caracteristicas del canal descrito inicialmente. También se determind el t,
en los mismos registros bajo las mismas condiciones. En la figura. 11C, se observa que los
valores del tiempo abierto en presencia y ausencia de Ca™ a cada uno de los potenciales no
presentan una diferencia, por lo que el comporiamiento de las dos relaciones es el mismo.

Conforme a los resultados, de esta serie se puede concluir que los canales no son estrictamente

dependientes del Ca™".

7.4. Actividad del canal de cloruro de neuronas de hipocampo
Los canales presentaron actividad a todos los potenciales de membrana examinados, es
decir entre -80 v +80 mV_ En la figura 124, se muestran las corrientes registradas durante 60

segundos a -40 mV de potencial de membrana. Las soluciones contenian una concentracion de
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Figura 11. Sensibilidad al calcio del canal de cloruro,
Se presenta la relacion corriente voltaje en 4, P, en B y 1, en C, de la corriente regisirada del canal de cloruro en

presencia de 2 mM de CaCl; (rrigngulos vacios) y EGTA (iriéngulos lienos). No se observan diferencias entre los
datos oblenidos en presencia y ausencia del calcio en las wes relaciones mosirades; demostrando la falia de
sensibilidad al calcio del canal de CI'. Las barras de los simbolos corresponden al error estandar
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CI' simétrica, los trazos no son continuos vy representan 20 s. cada uno; se observo que las
caracteristicas de las comrientes de CI' registrados eran complejas, las aperturas ocurren en forma
de salvas o grupos de salvas, con periodos de apertura y cierre breves y repetitivos, separados por
intervalos cerrados de mayor duracion. Para observar con mejor claridad la transicion de la
corriente, en la figura 128 se presentan los registros con tres escalas de tiempo distintas; en la de
mayor resolucion, se observa que la apertura del canal no es una apertura discreta, estd
compuesta por algunos eventos abiertos de baja amplitud (fig. 128), esto podria sugerir que en el
estado cemrado. la cinética del canal de Cl registrado contiene una variedad de estados cerrados
con promedios de duracion de microsegundos a segundos.

Una vez caracterizado el canal en neuronas testigo, se procedio a realizar los registros de
este en neuronas de ralas en las que se indujo el kindling. Se presentan a continuacién los

resultados de esta serie de experimentos.

1.5. Registro de neuronas de hipocampo de rata en las que se indujo kindling

Después de establecer el kindling en ratas, segun lo descrito por de Florida y Delgado
(1958) y Racine (1972), los registros se re ‘izaron en presencia de soluciones simétricas de CI'.
En la figura 134 se muestran los registros de 1as corrientes de CI° de neuronas en las que se habia
inducido el kindling. Las caracteristicas de apertura, cierre y amplitud de las corrientes son
similares a las descritas para los registros testigo. Es importante resaltar, que en los registros
experimentales se observa un incremento en el nimero de transiciones entre los distintos estados
de apertura y cierre, lo cual podria sugerir un incremento en la probabilidad de apertura de este

canal.
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Figura 12. Las transiciones de la corriente de cloruro no son discretas,

Registro de corrientes unitarias de cloruro a una escala de resolucion baja .4, v alta B. Los registros se realizaron bajo
la configuracion de inside-out a un potencial de mantenimiento de -40 mV en soluciones simétricas de cloruro. El
estado cerrado del canal se seftala con la flecha. La barra de tiempo de calibracion para 4. es de 2 seg.(liempo total
20s.) v en B. | s para el trazo superior. 100 ms para el medio v 5 ms para el inferior. las lineas punteadas muestran
los diterentes subniveles de apertura. La corriente se filtro a 2 kHaz.
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En la figura 138 se presenta la relacion corriente voltaje de los registros testigo y
experimental. Cada punto de la relacién representa el promedio de 10 datos de 5 s. cada uno, se
observa que a potenciales negativos (de -80 a -20 mV) el valor de la corriente con respecto al
voltaje no muestra diferencias con el testigo; a potenciales positivos se observa que en el registro

experimental hay una disminucion en la corriente del 68% a +60 mV y del 58% a +80 mV.

7.6. Actividad del canal de cloruro de neuronas con kindling inducido, a diferentes voltajes.

Para eswdiar la actividad del canal de cloruro de neuronas con kindling inducido, se
calculé la probabilidad de apertura a diferentes voltajes. Para el calculo de la P, se emplearon los
mismos registros de los cuales se obtuvieron las mediciones anteriores (relacion corriente-
voltaje).

En la figura 144 se muestra la relacion del P, testigo y experimental con el potencial de
membrana; se observan marcadas diferencias entre ambas. A potenciales negativos, la P, de los
datos experimentales se incrementaron con respecto al testigo; a -60 mV el incremento fue del
8.2 veces (de 0.00726 a 0.06024) y a -40 mV del 22.9 veces (de 0.00418 a 0.09608); sin embargo
a potenciales positivos también se obtuvo un incremento en la P, en las neuronas del grupo
experimental, pero las diferencias fueron mucho menores. a +40 mV incrementé 7.4 veces (de
0.0548 a .0074), a +60 mV fue de 1.8 veces ( de 0.0861 a 0.462) dado que las modificaciones
mas importantes se observaron a -60 y -40 mV, y no en el resto de los potenciales estudiados,

es posible que los cambios pudiera ser dependientes del voltaje.
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Figura 13. Registro de corrientes unitarias de cloruro de neuronas de rata con kindling establecido.

Corrientes unitarias de cloruro obtenidas de neuronas de rata con kindling inducido (A). Los registros se efectuaron
en estado estacionario desde -60 hasta +60 mV, ¢n pasos de 20 mV: en soluciones simétricas de cloruro (120 mM).
En B. refacion corriente-voltaje de registros control (circulos vacios) y de registros kindling (circulos llenos): cada
punto representa el promedio de 10 experimentos. Las barras ¢n los simbolos corresponden al error estandar.
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También se determiné el tiempo abierto del canal. En la figura 148 se presenta la relacion del t,
de datos experimentales y testigos. De manera semejante a la Py, el t, presentd un incremento a
valores de potencial negativo, a -60 mV el incremento fue del 2.9 veces (de 0.3499a 1.04813
ms), ¥ a-40 mV del 5.5 veces (de 0.21476 a 1.2024 ms); en este caso también se observd que
las modificaciones ocurrieron solo a -60 y -40 mV, demostrando que los cambios del t, al igual
que los de la P, son dependientes del voltaje. A potenciales positivos no se observaron
diferencias entre los datos testigo y experimental.

En esta seccion se concluye que en los datos experimentales se observo que a potenciales
de mantenimiento de -40 y -60 mV se presenta un marcado incremento de la probabilidad de

apertura del canal de cloruro con un mayor tiempo abierto.

7.7. Actividad del canal de cloruro de neuronas con induccidn de kindling

Al igual que las neuronas testigo, las neuronas con kindling se estudiaron a potenciales de
membrana entre -80 y +80 mV. En la figura 15, se muestra la relacion entre la frecuencia de
apertura del canal en funcion del tiempo, tanto de datos testigo como experimentales; en estos
registros el potencial de membrana fue de -40 mV durante 5 min. y en presencia de soluciones
simétricas de Cl". Las aperturas se agruparon en forma de salvas con periodos rdpidos de apertura
y cierre (intervalo intrasalva). separados por intervalos cerrados relativamente de duracion mayor
(espacio intersalva). En el caso del registro testigo, se observan numerosos intervalos inter e intra
salva (fig.154). En los registros de neuronas con epilepsia experimental (fig.158), se incrementd
el numero de salva con la consecuente disminucion de los intervalos intra e inter salva,
mostrando un incremento marcado en la frecuencia de aperturas con respecto al tiempo, esto

concuerda con el incremento en la P, descrito con anterioridad. A continuacidn se describen
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Figurs 14. El kindling incrementa la P, y . del canal de cloruro.

La P, y el 1, se obtuvieron de 10 experimentos similares a los de la fig. 13, registrados en estado estacionario; se
tomaron 5 seg. de registro para cada experimento. En A, se presenta el valor de P, a diferentes potenciales de
mantenimiento (de -60 hasta +60 mV). La P, se caiculo de a cuerdo al slgoritmo de Fenwick Se observa un
incremento de la P, a - 60 y <40mV.En 8, ¢l 1, también mosird un incremento & 60 y -40mV, en los datos
experimentales. Las barras en los simbolos corresponden al error estbndar

notar las caracteristicas de las salvas y las diferencias encontradas entre los datos experimentales
y testigos.

En la figura 164 se muestra la relacion del numero de salvas con respecto el periodo de
tiempo de la corriente, en datos testigo y experimeniales; el inicio de la corriente o el primer
punto donde se realiza la lectura se considera como tiempo cero, de este punto se contabilizan los
salvas 0 la duracion de estas en cada periodo de tiempo subsecuente. Se observa una disminucion
en el nimero de salvas pertenecientes a los datos experimentales que se encuentran en intervalos
de tiempo menores a 120 ms; en intervalos de tiempo mayores no hay diferencias entre el testigo

v el experimental.
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Figura 15. El canal de cloruro de neuronas con kindling inducido presenta un incremento de las salvas de
apertura y cierre.

Los datos se obtuvieron de registros en soluciones simétricas de cloruro, a un potencial de mantenimiento de -40 mV
y en estado estable. En A, la frecuencia de las salvas de corrientes testigo, B. la frecuencia de las salvas de corrientes
experimental. La frecuencia de los salvas experimentales se incrementa con respecto al testigo: disminuye el espacio
intrasalvay el intersalva,

Se observo una relacion entre el nimero de salvas y la duracion de éstas en intervalos de
tiempo menores a |20 ms. En la figura |68 se muestra la grafica de duracion de las salvas contra
distintos intervalos de tiempo. En los datos experimentales a intervalos menores de 120 ms, las
salvas son de una duracion mayor que los testigo.

Con estos resultados, podemos concluir que en las células con kindling inducido se
incrementa la frecuencia de apertura del canal de Cl" agrupada en salvas, y se reduce el nimero
de éstas. pero con mayor duracion; en ambos casos los cambios se presentan a intervalos de

tiempo menores de 120 ms.



7.8. Las corrientes de cloruro de neuronas de hipocampo testigo y con kindling inducido,
presentan multiples subconductancias

En la figura 184.B, se muestran corrientes de C1" de neuronas testigo y con kindling
inducido. a un potencial de mantenimiento de -40 mV y en condiciones simétricas de CI". Tanto
en el registro testigo como en el experimental se observan miiltiples niveles de conductancia
durante todo el trazo. En la mayoria de los casos estos niveles no son multiplos unos de otros,
por lo que se descarta que correspondan a la apertura simultinea de otros canales del mismo tipo.
Dado que las aperturas y cierres son eventos aleatorios, las amplitudes de un evento a otro varian
alrededor de un promedio; por lo que se construyeron histogramas de amplitudes, para
determinar cual era la distribucion de las diferentes amplitudes. Los histogramas obtenidos
mostraron caracteristicas muy interesantes; en la figura 17 se muestran cuatro histogramas de
apertura, las graficas de la parte superior corresponde a los datos testigo v los de la parte inferior
a los datos experimental. Los histogramas de la parte izquierda (A y C) fueron obtenidos en la
modalidad de medicion automética del programa, y los de la derecha (B y D) bajo la modalidad
de medicion manual. En los histogramas obtenidos por medicion automatica se advierte que no
es posible identificar con claridad la presencia de diferentes poblaciones de conductancia, a pesar
de lo observado en los registros; tanto en el histograma testigo (A) como el experimental (C), al
estudiar la distribucién de las amplitudes ajustando el histograma con una funcion de distribucién
normal, se observa que una poblacion importante se agrupa de acuerdo a esta distribucion, pero,
una parte de la poblacion del histograma queda fuera del ajuste, tanto en el testigo como el
experimental, la poblacion que no se ajusta podria corresponder a otros grupo de amplitudes; esto

se muesira con mayor claridad cuando se construyeron los histogramas de acuerdo a la medicion
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Figura 16. El kindling modifica las caracteristicas de las salvas.

Numero de salvas (A), y duracién de estas (B), con respecio a intervalos de tiempo: de datos testigo y experimental.
Los registros de los cuales se obtuvieron los datos, se realizaron en soluciones siméiricas de cloruro, a un potencial
de mantenimiento de -40 mV. Se observa que las salvas de neuronas con kindling que se generan en un intervalo de
tiempo menores a 120 ms se presentan en menor numero ¥ con duracién mayor.

manual de las amplitudes de las corrientes; los histogramas obtenidos bajo estas caracteristicas se
muestran en la fig. 17 (B y D). se observa en estos la presencia de diferentes poblaciones que
podrian corresponder a distintos niveles de conductancia, aungue no estdn bien definidas ya que
no se separa una poblacion de la otra, es posible ajustar cada una de acuerdo a una distribucidn
normal; para el caso del testigo se definen dos poblaciones, una muy cercana a 0 pA que podria
corresponder al el nivel cerrado y otra cercana a 1.5pA; en el caso de los experimetales se ajustan
a una distribucion normal tres niveles de amplitud, el primero muy cercano a OpA, otra cercana a
7pA y una tercera cercana a 10pA; una cuarta poblacidon muy pequefia cercana a 15pA no se pudo
ajustar. La diferencia observada en las poblaciones de los histogramas, puede sugerir |a
importancia que tiene ¢l muestro de la poblacion: la medicion automatica no discrimina entre

muchas poblaciones, aunque los histogramas obtenidos por medicion manual logran insinuar
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Figurs 17. Los niveles de amplitud se enmascaran de acuerdo al tipo de muesiren.

Distribucion de las amplimdes de corrientes testigo parte superior, ¥ de corrienies experimentales parte inferior;
obtenidas por medicion auwtomatica A, C, y por medicidn manual B, D. La linea delgada corresponde al histograma
de amplitudes, ls gruesa corresponde al ajuste del histograma de acuerdo a una funcién de distribucion normal,

algunas diferencias en las poblaciones. estas no se definen con claridad al no observarse
separaciones entre ellas, lo cual podria deberse a la presencia de subniveles u otras poblaciones
entre una poblacion y la siguiente.

Para tratar de definir con mas clanidad los diferentes niveles de conductancia, se

construyo un histograma de amplitudes. realizando un muestreo de datos de acuerdo a lo
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Figura 18, Multiples niveles de amplitud de corrientes de cloruro testigo y experimental.

A y B comrientes unitarias de cloruro a -40 mV, registradas en soluciones simétricas de cloruro. Las lineas punteadas
muestran los diferentes niveles de amplitud. C y D histogramas de amplitudes de las corrientes testigo y experimental
respectivemente. Los histogramas no consideran a eventos menores de 700us lo que permite identificar
independientemente |os diferentes niveles de conductancia.

propuesto por Patlak (1988); estos criterios se considera en funcidn de la frecuencia de corte, en
este caso N = 5, y la duracion minima que puede incluirse dentro del histograma es de 700us. El
area del histograma que se encuentra por debajo del pico corresponde a una aproximacion
proporcional del numero de eventos de un nivel dado. Los niveles de amplitud se establecieron
de a cuerdo a la técnica del umbral al 50%. En la figura 1BC. D se muestran los histogramas
testigo (C) y experimental (D) obtenidos a -40 mV y solo corresponden al registro mostrado. Se

observan 7 niveles de conductancia bien definidos en cada uno, en la figura 18C se muestra que
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el nivel que corresponde al valor minimo es de -0.5 pA y el de mayor amplitud es -11 pA. enel
caso de la figura 18D se presenta el valor minimo de -1 pA hasta el valor maximo de -16 pA.
Se observa que el nimero de niveles entre los dos grupos no se modifico, corresponde a 7 en
ambos; las diferencias observadas fueron en la amplitud; en el grupo testigo se presenta un nivel
de amplitud bajo de -0.5 pA que no estd presente en el experimental, y el nivel de corriente
maxima es de -11 pA, comparado con -16 pA de corriente maxima en elExperimental; en el resto
de los niveles no ocurrieron cambios. La identificacion de los diferentes niveles de amplitud se
obtuvo a todos los voltajes estudiados. Estos resultados solo muestran los niveles de
subconductancia correspondientes al registro mostrado en la figura |8, Podemos concluir en esta
seccion que en la condicion de kindling inducido se presenta el mismo nimero de subniveles de
conductancia con respecto al testigo.

Tanto en los registros de células testigo como experimentales se obtuvieron a todos los
potenciales explorados con soluciones simétricas de CI', una serie de comrientes con un
comportamiento particular; al iniciar el registro se observaron periodos de minutos, durante los
cuales no aparecian las corriente (fig. 204); posteriormente se observé una corriente bien
definida, de aproximadamente 0.50 pS. con una probabilidad baja de apertura (fig. 208); después
de unos minutos se presentan subniveles de conductancia combinadas con las corrientes
pequefas, y se incrementa la probabilidad de apertura del canal (fig. 20C). y posteriormente estos

niveles de subconductancia se incrementan tanto en numero como en frecuencia (fig. 20D).



7.9 Registros de poblaciones con estimulacién simulada

Se realizaron registros de las corrientes de cloruro en neuronas de hipocampo de
ratas a las cuales solo se les implant6 un electrodo de estimulacion con las caracteristicas
mencionadas en el método, mas no se efectlio estimulacion alguna; los registros obtenidos

de este grupo de neuronas no mostro diferencia alguna con el grupo testigo.
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8. DISCUSION

Este trabajo de tesis se enfocd a determinar el comportamiento de los canales de CI" de las
neuronas granulares del hipocampo durante el fenomeno de la hiperexcitabilidad neuronal
inducida por kindling; en especial se estudiaron los cambios que ocurren en la cinética del canal

como resultado de la induccion del kindling.

8.1. Canal de cloruro registrado en neuronas de hipocampo de rata

La relacion corriente voltaje de los datos mostré un comportamiento similar en los
registros testigo y experimental (Fig. 13), la relacion no presenta un comportamiento lineal; a
potenciales muy negativos (-80mV) la corriente promedio es maxima, disminuyendo a
potenciales menores, lo que indica que la corriente sufre una ligera rectificacion entrante a -60
mV. hasta un potencial de membrana de -20 mV; se observa que el valor que corresponde al
potencial de inversion, coincide con el E,.; a valores positivos, la corriente se incrementa
gradualmente sin que dicho incremento |legue a ser lineal mostrando una ligera rectificacion: este
tipo de comportamiento es similar a el descrito para diferentes tipos de canales de cloruro
(Ludewig er al.. 1997). En la relacion corriente voltaje, algunos canales de CI" presentan como
comportamiento habitual una rectificacion saliente de la corriente, lo cual se debe a la asimetria
de la vecindad eléctrica del poro que influye sobre la permeacion del ion (Ludewig e al., 1997).

Pusch er al. (1995) describen en estudios del canal CIC-O del drgano eléctrico del
Torpedo que la cinética de las compuertas rapida y lenta se modifica por factores externos tales
como los cambios en la concentracion extracelular del cloruro: al incrementarse la concentracion

extracelular de cloruro. la apertura del canal se ve facilitada. lo que sugiere que el mecanismo de
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la compuerta estd relacionado con la permeacion del ion, por medio de la unién del ion a
distintos sitios en el poro; asi, cuando se ocupan estos sitios, la compuerta modifica su cinética,
mostrando una gran dependencia de las concentraciones extracelulares de CI. Pusch er al
(1995) proponen que para este tipo de canal, el propio ion que permea a través de él se constituye
como la compuerta de este. Otras evidencias que muestran al ion de cloruro como la compuerta
del canal CIC-O las aportan Ludewig er al (1997) por medio de experimentos de biologia
molecular en los que se realizaron mutaciones puntuales en la subunidad D12, sustituyendo la
lisina de la posicion 519 por glutamato; esto provocd cambios electrostiticos en los aminodcidos
de esa region, lo que modifica la cinética de la compuerta rdpida de uno de los poros, asi como
también la probabilidad de apertura. La explicacion que dan a estos cambios es que al permear el
ion por el poro se ve alterada la union de éste con su sitio de afinidad. Otro hallazgo fue que la
compueria lenta del canal cambia su cinética de acuerdo a la concentracion intracelular de
cloruro. Este tipo de comportamientos se ha observado en otros canales, como el de potasio de la
rectificacion entrante que sufre cambios en su compuerta por diferencias en la concentracién
extracelular de potasio (Rubo ef al., 1993; Hagiwara er al ., 1976).

Estos datos pueden sugerir que en el comportamiento del canal registrado en este trabajo
participen mecanismos similares. Como se menciond, las compuertas del canal pueden alterarse
por las concentraciones extracelulares de cloruro. En el caso del canal registrado en este estado.
cuando se compara la relacion corriente-voltaje de registros control en soluciones simétricas y
asimétricas de cloruro no se observan cambios, esto puede ser debido a que las concentraciones

extracelulares no se modificaron, por lo que probablemente no existen cambios en la compuerta,
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Pusch er al. (1995) describen que la probabilidad de apertura del canal CIC-0 se modifica
por la concentracion intracelular de cloruro; a concentraciones altas (104 mM). la probabilidad
de apertura se incrementa y a concentraciones bajas (4 mM) la probabilidad disminuye. En el
caso del canal registrado en este trabajo, al comparar los registros en soluciones simétricas y
asimétricas no se observan cambios en la probabilidad de apertura, a pesar de que las
modificaciones de las dos soluciones de registro se realizaron en la parte intracelular (de 120 a
200 mM), lo que muestra que el canal registrado no es sensible a esta diferencia de concentracion
intracelular de CI'. Esto se observa tanto en la relacidn corriente voltaje como en la de
probabilidad de apertura de registros de soluciones simétricas y asimétricas.

Otro factor que pudo haber influido sobre el comportamiento de la relacion corriente
voltaje fue el protocolo empleado para el registro de las corrientes. Todos los registros de la tesis
se realizaron en estado estable, pero en ocasiones al fijar el voltaje aparecia muy poca o nula
actividad espontanea del canal, por lo que fue necesario establecer un protocolo de activacion de
las corrientes como el utilizado por Woll ef al.. en 1987. Este protocolo consiste en que una vez
realizado el sello y estar en la configuracion de “inside-out™ se debe mantener la membrana a un
potencial despolarizante cercano o igual a +20 mV, durante algunos segundos o minutos, hasta
que las corrientes aparezcan espontineamente; ya activado el canal, la corriente registrada se va
incrementando gradualmente. Posteriormente se registra la corriente a diferentes potenciales de
mantenimiento, desde -80 hasta +80 mV en pasos de 20 mV. Con este tipo de protocolo
podriamos haber modificado la cinética de las compuertas de apertura rapida o lenta. y por lo

tanto obtener una relacion corriente voltaje diferente a la de otros tipos de canales, sin que
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necesariamente fuera un canal distinto. solo pudo haber sido regisirado bajo condiciones que
modifican su actividad.

Otra caracteristica de los canales, fue la presencia de estados de subconductancia, tanto en los
registros experimentales como en los testigo. Este tipo de comportamiento es comiin a diferentes
tipos de canales de cloruro, como el canal rdpido de musculo esquelético y de neuronas (Weiss y
Magleby. 1990; Blatz, 1991), asi como también en el canal doble cafién del drgano eléctrico del
Torpedo (Miller y White, 1984). Blatz y Magleby (1986) mostraron que en la distribucion de la
duracion de los eventos de apertura v cierre para el canal doble cafion se describian dos
componentes para la distribucion del intervalo de apertura y cinco componentes exponenciales
fueron necesarios para describir la distribucion del intervalo de cierre, lo que presenta un modelo
con dos estados abiertos y cinco estados cerrados. El canal doble cafion estd constituido por dos
poros idénticos, que abren y cierran independientemente a través de un mecanismo de compuerta;
la compuerta rdpida parece pertenecer silo a uno de los protocanales y la lenta pertenece a los
dos (Middleton er al., 1996; Ludewig er al., 1996), lo cual muestra que el canal tiene dos
mecanismos de compuerta independientes y separados. En el primero, cuando el canal transita
entre el estado activado y el inactivado se observa una dependencia del voltaje, el canal se activa
a potenciales hiperpolarizantes, incrementando la probabilidad de las salvas (compuerta lenta); y
en el segundo, la compuera rdpida muestra una dependencia del wvoltaje a potenciales
despolarizantes, presentando un incremento en la probabilidad de apertura de los protocanales
dentro de las salvas (Miller y Richard 1990). Este canal de cloruro presenta una cinética
compleja, en la cual el canal puede transitar entre cuatro estados, el estado inactivado y tres

subestados U, M y D, con tres niveles de conductancia de 20, 10 y 0 pS respectivamente (Miller,
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1982; 1984). En nuestros, registros tanto testigo como experimental, encontramos varios niveles
de subconductancia. lo que sugiere que la cinética de estos canales también es compleja, y esto
podria hacer pensar que este canal se constituyera por varios poros, tal como se ha descrito
previamente (Miller y White, 1984).

Otra evidencia de la gran complejidad del comportamiento de las compuertas. ha sido
documentada a partir de los registros de la corriente que fluye a través del canal de cloruro de
Torpedo en presencia de 10 uM de DIDS, un inhibidor especifico de una variedad de proteinas
transportadoras de CI. Cuando se administra el DIDS, el canal cambia su comportamiento, de
presentar varios niveles de subconductancia a uno solo de |0 p5. Después de la administracion
del DIDS la probabilidad de apertura del protocanal va disminuyendo significativamente, el
tiempo abierto se reduce, y se incrementa el tiempo cerrado. El DIDS causa un claro incremento
del estado cerrado o inactivado debido a un cambio en la estructura cuaternaria del dimero (fig.
19) (Miller y White, 1984). En nuestros registros, a pesar de que las condiciones fueron distintas,
también observamos un comportamiento complejo del canal, es decir tanto en los registros
testigo como en los experimentales, al inicio del registro se observaron periodos de minutos
durante los cuales no aparecian las corrientes (fig 204); posteriormente, aparecia una corriente de
aproximadamente 0.50 pS de conductancia, con una probabilidad de apertura baja (fig. 208);
después de unos minutos se presentan subniveles de conductancia combinada con las corrientes
pequedas, y se incrementa la probabilidad de apertura del canal (fig. 20C). posteriormente estos
niveles de subconductancia se incrementan. tanto en numero como en frecuencia, lo cual hace
muy complejo su analisis (fig. 200). Este comportamiento del canal se repiti6é consistentemente

en registros testigo, como en experimentales. y en los registros de soluciones asimétricas.
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Figura 19. Inhibicién del canal de cloruro por DIDS.

Corrientes de cloruro obtenidas con 200 mM de NaCl, a un potencial de mantenimiento de -80 mV. Se registré un
canal de cloruro incorporado en una bicapa lipidica. El trazo inicial son corrientes de cloruro control; en los trazos
de en medio se muestran los registros cuando se le administro el DIDS en una concentracién de 10 mM y en el trazo
inferior la corriente después de 30s, en la cual no se observan las fluctuaciones de la corriente. (Tomado de Miller y
White. 1984)

Al parecer €l comportamiento del canal registrado es similar en cuanto a su complejidad al canal
del Torpedo; esto hace pensar que en el canal registrado, los primeros segundos de registro
cuando no hay corriente y cuando se registran las corrientes de baja amplitud, pudieran
corresponder al estado inactivado del canal; y que conforme transcurre el tiempo de registro pasa
al estado activado, evidenciandose la complejidad de la compuerta por el gran incremento de los
niveles de subconductancia.

Otra posible explicacion de los niveles de subconductancias puede derivarse de los
modelos propuestos por Franciolini y Nonner (1987. 1994) donde postulan que las interacciones

del ion con sitios especificos en el poro del canal pueden modificar la cinética de éste: como el
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Figura 20. Las corrientes de cloruro modifican su cinética con el tiempo.

Corrientes de cloruro registradas en soluciones simétricas, a un potencial de mantenimiento de -40 mV y en estado
estacionario; los registros no son continuos, cada trazo corresponde a | s. El intervalo entre cada uno es de § s. De
A-D modificacion de las corrientes con el tiempo, en el trazo inicial (A).,no se observan transiciones de corriente, B,
se presentan corrientes bien definidas. C. se observan corrientes con niveles de subconductancia y niveles bien
detinidos y en D, no se identifica claramente un nivel de conductancia.

canal permite la permeabilidad de cationes y aniones. estos interactiian en conjunto para
determinar la conductancia del canal. El modelo presenta un primer paso en el que el poro esté
vacio: posteriormente. acepta un anién y posteriormente uno o dos cationes asociados a un par de
anjones. Otro modelo implica el transporte formado por ciclos: un ciclo de anién lento (entre el
estado vacio y el de un solo anion en el poro). un ciclo de catidn lento ( entre el estado de uno v
tres iones en el poro). y ¢l ciclo del anion rdpido (entre el estado de tres y cinco iones en el poro):
en todos estos mecanismos hay una interaccion entre aniones y cationes con el sitio activo del

poro. para el paso de cationes o aniones: cada una de las transiciones que ocurren en la corriente
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del registro corresponde, aparentemente, a cambios de la carga que se moviliza a través del canal,

lo que podria determinar los subniveles de conductancia (Franciolini y Nonner; 1994),

8.2. Canal de cloruro de neuronas de hipocampo con kindling inducido

Los registros realizados en neuronas de hipocampo de rata con kindling establecido
muestran que entre -B0 v +40 mV la relacion corriente vollaje no presenta diferencias con
respecto a los controles; las diferencias que se observaron fueron en la cinética; se observé un
incremento en la probabilidad de apertura y un incremento del tiempo abierto sdlo a un potencial
de mantenimiento de -60 y -40 mV, el resto de los pardmetros evaluados no mostraron
diferencias estadisticamente significativas con el control. Las diferencias observadas nos indican
que en las neuronas de ratas con kindling establecido los canales de CI” presentaron cambios muy
especificos y dependientes del voltaje; como el incremento de la probabilidad de apertura y el
tiempo abierto a -60 y -40 mV. A -40 mV de potencial de mantenimiento se incrementd la
frecuencia de las salva, otra diferencia obtenida fue que en intervalos de lectura menores a 120
ms se presentd menor numero de estas, pero con duracion mayor. El resultado obtenido en los
registros de células de ratas con kindling muestra un incremento significativo del tiempo abierto
y la probabilidad de apertura del canal a potenciales hiperpolarizantes. Esto podria contribuir a
generar un flujo de cloruro hacia el interior o el exterior de la célula, dependiendo de su fuerza
impulsora, y regular asi la excitabilidad de las células del sistema manteniendo o modificando la
inhibicion o excitacion del circuito. En el sistema hipocampal se ha descrito este proceso en
diferentes areas, como parte de los mecanismos de regulacion de la excitabilidad. En rebanadas

de hipocampo se ha mostrado que la fuerza para el impulsora para el flujo de cloruro tiene
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direcciones opuestas en las células piramidales de CA3 y en las células granulares del giro
dentado (Misgeld er al., 1986) lo cual determina que en las células de CA} sea
predominantemente hiperpolarizante dicho flujo y en las células granulares despolarizante
(Crunelli er al., 1983). Cuando en neuronas de hipocampo se altera el flujo por modificaciones de
la fuerza impulsora para el ion se modifica la inhibicion del circuito. Las modificaciones en el
flujo de CI' se han observado en procesos de desinhibicion experimental; cuando se aplican
estimulos tetdnizantes de 3-10 Hz durante 30 a 60 s en las fibras aferentes de las células
musgosas, s¢ produce una reduccion del 22% en la conductancia del cloruro durante el PPSI y
una modificacion de 2-7 mV en el potencial de inversion, debido a una disminucion del 49% en
la fuerza impulsora del cloruro durante el PPSI, provocado por un incremento en la
concentracion intracelular de cloruro (Thompson y Githwiler, 1989a); cuando esta inhibicién se
modifica (desinhibicién) puede constituirse en un factor enddgeno para la génesis de descargas
epilépticas (Kom er al., 1987; Thompson y Géhwiler, 1989b). Se debe de considerar por los
resultados obtenidos, que el kindling aparentemente ocasiona un incremento en la P, y el 1, asi
como también incrementa de la frecuencia de las salvas de aperturas del canal, disminuyendo el
nimero de grupos de estos, pero con duracion mayor; estas modificaciones podrian sugerir que la
cantidad de CI" que se moviliza a través de la membrana celular podria estar incrementados, y
como se discutié anteriormente, podria ser parte de un mecanismo de desinhibicion, o de un
mecanismo de compensacion para contrarrestar ¢l estado de hiperexcitabilidad en que se
encuentra la célula, el cual requeriria de mecanismos compensatorios que lo contrarresten; uno

de estos podria ser por medio del CI' y especificamente por los canales selectivos a este ion.



9. CONCLUSION

En conclusion, pude plantearse que el canal de cloruro registrado muestra caracteristicas
similares a otros canales de cloruro.

Los niveles de subconductancia y él comportamiento complejo de la corriente que se
observaron en los registros, pudiera sugerir que el canal registrado corresponde a un canal de
tipo multiporo.

Con respecto al testigo, el canal de cloruro registrado en neuronas de rata con kindling
muestra un incremento en la probabilidad de apertura y del tiempo abierto a potenciales de
mantenimiento de -60 y -40 mV, aumento de la frecuencia de las salvas, menor nimero de
grupos de estas, pero con duracién mayor. esto también podria sugerir que la movilizacién de CI
durante el kindling pudiera ser mayor.

Probablemente los cambios observados en la probabilidad de apertura y el tiempo abierto,
pudieran ser parte de un mecanismo de desinhibicion del sistema hipocampal que favoreciera la
instalacion de descargas epilépticas, o como parte de un mecanismo que intente compensar la

hiperexcitabilidad de la célula.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos mostraron cambios muy especificos en la actividad del canal de
cloruro; un canal no sensible al voltaje como el registrado, mostrdé un incremento en la
probabilidad de apertura y en el tiempo abierto, de la frecuencia de apertura a -60 y - 40 mV de
potencial de membrana, pero sin cambios a otros potenciales, lo que sugiere la activacion de
algin mecanismo de regulacion del canal durante el kindling, que pudiera estar activindolo a
estos voltajes, Como parte de las perspectivas de este trabajo podriamos sugerir el estudio de una
posible modulacién del canal de CI'; esta supuesta modulacion pudiera estar inhibida, y al
establecerse el kindling activarse; un posible mecanismo de esto podria ser la regulacion del
canal via una proteina "G". Esta posibilidad puede ser factible dado que cuando se efectuaron
registros en la configuracién de adherido a la célula (no se muestran), donde toda la maquinaria
de proteinas intramembranales estdn intactas se obtuvieron los mismos resultados que con los
registros realizados en la configuracion de inside-out, lo que podria apoyar que a pesar de
desprender un fragmento de la membrana celular se conservan los componentes asociados, como
las proteinas “G".

La regulacion de canales ionicos por proteinas G es un mecanismo muy comun en
distintos tipos de canales idnicos, por ejemplo, el canal de potasio de la rectificacion entrante en
corazon (Sakmann er al., 1983), canales de potasio en células piramidales de hipocampo (van
Dongen et al., 1988), canales de calcio en neuronas y células neurosecretoras (Hescheler et al,,

1987), canales de cloruro activados por GABA en neuronas de la raiz dorsal (Holz er al., 1986,

B4



Lopez y Brown, 1991; Pollo et al.. 1991), y se ha descrito regulacion de canales de cloruro por

proteinas G en células epiteliales (Ismailov et ul.. 1996).
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