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l. INTRODUCCIÓN 

J. J. Generalidades 

El estudio de la epilepsia se remonta a épocas muy antiguas; los griegos la consideraron 

como una enfem1edad mágica, posteriom1ente en el siglo XIX se le pudo asociar a causas 

específicas, como los traumatismos que producían crisis focalizadas. En 1899, Jackson describió 

algunos síntomas epilépticos como el aura preictal, y signos como la conducta de lamido, 

masticación, saboreo, movimiento de los labios y contracciones musculares en miembros 

superiores. Posteriom1ente, a mediados de este siglo se estableció que estos síntomas pudieran 

deberse a la activación de zonas cerebrales específicas; Magnus, Penfield y Jasper ( 1952) 

describieron que las crisis descritas por Jackson; pueden generarse por la activación de la zona 

sensorimotora de la función oral; así, se identificó gradualmente la participación de numerosos 

sitios corticales o subcorticales, con la descripción de sus respectivas sintomatologías. Sin embargo, 

al intentar dilucidar los mecanismos fisiopatológicos involucrados en la generación de estas cris is, 

se presentaron distintos problemas, entre ellos los concernientes a las causas de origen; se 

estableció que dichas causas podrían ser múltiples y de distinta naturaleza, lo que hizo más 

complejo su estudio. Debido a esto. los primeros conocimientos se generaron mediante métodos 

empíricos, auxiliados por el desarrollo sucesivo de fánnacos hipnóticos o sedantes que podían 

coadyuvar en el control de las crisis. Así. con el desarrollo del bromuro de potasio en 1857, el 



.... 
pentobarbital en 1912. la difenil hidantoína en 1938 y la trimetadiona en 1944 (íower, 1960; 

Spinks y Waring. 1963) se obtuvieron más herramientas para el estudio de esta entermedad. Los 

fa rmacos y su uso dieron mayor luz sobre las posibles alteraciones químicas que se producían 

durante la epilepsia; cada uno de estos fármacos interactúa con sitios de afinidad específicos en la 

membrana celular, algunos de estos sitios de afinidad involucran a receptores cuya estructura 

proteica tiene incorporado un poro o canal iónico; un ejemplo de éstos, son los receptores 

específicos al ácido y-aminobutirico (GA BA), en los cuales un canal ionico principalmente 

permeable a cloruro es parte integral de la macromolécula receptora. 

Se postuló que una alteración en la transmisión gabaérgica, podría ser una de las causas 

primarias de la epilepsia (Roberts. 1984; Meldrum, 1989). El desarrollo de fármacos agonistas del 

GABA. como las benzodiazepinas, evidenciaron su participación en esta enfem1edad debido a su 

acción anticonvulsionante (Meldrum y Braestrup, 1984 ); otro fármaco 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. actúa 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 participación de 

otros mediadores químicos como el glutamato y un subtipo del receptor activado por 

N-metil-D-aspartato (NMDA), el cual tan1bién es un receptor-canal, principalmente penneable a el 

l:alcio; al aplicar diariamente famiacos antagonistas del receptor NMDA como el ácido 2-amino-7-

fosfoheptanico (AP7) y ác ido 3-((±)-2-carboxipeperacina-4-yl )-propil-1-fosfonico (C PP). en 

animales con kindling inducido. inhibe la actividad epileptiforrne por bloqueo de la entrada de 
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1.2. Modelos experime11tales de epilepsia e11 a11ima/es 

Por la gran complejidad del fenómeno fue necesaria la creación de modelos que 

reprodujeran de manera satisfactoria las características de la epilepsia, con este fin hace 

aproximadamente 40 años se inició el desarrollo de distintos tipos de modelos de naturaleza muy 

diversa (citado por Purpura et al .. 1972; Fisher. 1989). Se describen a continuación algunos 

ejemplos: 

Un modelo simple y directo consiste en la inyección sistémica de sustancias químicas 

convulsivantes, como el pentilentetrazol, la tiosemicarbazida y agentes antipiridoxal, otro, consiste 

en la aplicación de electrochoques en la cabeza del animal; también, mediante la implantación local 

de sustancias como el óxido de alwninio, el cobalto o la penicilina en el cerebro, se puede inducir 

una lesión por bloqueo; se crearon modelos quirúrgicos, como el aislamiento de pequeñas zonas de 

la corteza cerebral por medio de microcirugía o congela.miento dejando intacto el aporte sanguíneo, 

con lo cual se produce una hiperactividad espontánea del tejido bloqueado (Koya.ma y Jasper, 

1977). Otro modelo es aquel en el que por medio de anima.les con mutaciones genéticas, se produce 

'·epilepsia sensorial", un tipo de esta es la fotogénica, la cual se produce en mandriles fotosensibles 

por estimulación luminosa repetida a determina.das frecuencias, en ratones sensibles al sonido se 

producen crisis a.udiogénicas, y en ratones "El" se provocan las crisis por medio de "manoseo o 

agitación'' ; un modelo ampliamente difundido es el kindling (eléctrico o químico), el cual produce 

cri sis motoras parciales. por medio de la aplicación local de estímulos de corriente directa o de 

sustancias químicas. repetidos diaria.mente o a intervalos de tiempo menores (de horas a segundos). 



-
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Dentro de las propiedades de cada modelo están las de producir crisis epilépticas con 

características particulares, creando así 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 

estos 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 tle epilepsia en animales y tipos de epilepsia e11 /1uma11os 

Debido a la gran variedad de características de las crisis convulsivas en humanos, la 

Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) creó en 1981 una clasificación basada en las 

características de los ataques, que incluye a todos los tipos de crisis, a los cuales dividió en crisis 

parciales (simples y complejas), generalizadas y sin clasificación (Dreifuss, 1981; Parsonage, 

1986). 

Las características 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, así, por ejemplo, el kindling químico y 

el eléctrico producen crisis de tipo parcial compleja; la aplicación tópica de penicilina, bicuculina o 

estricnina en la corteza cerebral produce crisis de tipo parcial simple; la estimulación talámica o la 

aplicación cortical bilateral de cobalto o penicilina provocan crisis generalizadas de ausencia, etc.; 

sin embargo la característica común a todos los modelos es la presencia de crisis de períodos 

breves, que se produce cuando la excitación local supera los procesos inhibitorios. En la tabla 1, se 

enlistan los diferentes modelos y la característica de sus crisis. clasificadas de acuerdo a la ILAE. 
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Tabla 1. Modelos animales de epilepsia y el sistema de clasificación ILAE ( 1981 ). 

1 

TIPO DE EPIU'.PSIA DE Acm·1rno A LA MOl>U.O ANIMAL 
11....AE 

Crisis parcial simple (aguda) Aplicac ión tópica. Ejemplo: penicilina, 
bicuculina ,estricnina, picrotox ina. 
estimulac ión eléctrica aguda, 
abstinencia al GABA 

Cri sis parcial simple (crónica) Implantac ión tópica de metales. Ejemplo: 
Al¡03_, cobalto, tungsteno, zinc, fi erro, 
inyección de anticuerpos contra ganglios idos. 
Proced imientos quirúrgicos y por congelami t: nto. 

Ejemplo: 
congelamiento cortical local (daño criogénico). 
aislamiento cortical de una zona (vasos 
sanguíneos intactos) 

Cri sis parciales complejas (a) kindling (eléctrico y químico) 
(en ocasiones con generación secundaria) (b) Mícro inyecc iones focales. Ejemplo: 

ác ido kainico, tox ina tetánica 
(c ) ratón "El" (transgénico; sensible a 

manipulación manual) 
Crisis primarías tónico-clónicas generalizadas (a) Animales transgénicos. 

Ejemplo: mandril fotosensible, ratones con cri sis 
audiogénícas, ratones tambaleantes, ratones y 
ratas con cri sis de postrac ión. 

(b) Elec troc hoques máx imos 
(c) Convulsiones sistemicas ejemplo.: 

pentilentetrazo l, penicilina, picotroxina, 
alilglícina, estricnina, bicuculina, agentes 
antipi rídoxal (tiosemicarbazida) 

(d) Alteraciones metabólicas 
Hípoxia, hipoglícemia, ox ígeno hiperbáríco, 

- hipercapnia, uremia, temperatura alta 
Cri sis de ausencia genera li zadas Est imulac íón talámíca, focos cort ica les 

bilatera les (penicil ina, cobalto), 
penici lina sistémica, y-hidroxibuti rato, 

_, opiáceos intraventric ulares, roedores 
transgénicos con crisis de ausencias 

Estatus epilepticus Estimulac iones recurrentes. litio-
policarpi na, cobalto-homoc istina. 

Tomada de Fisher ( 1989). 
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Dentro de todos los modelos enlistados uno de los que más destaca por la facilidad de su 

generación y mantenimiento, es el kindling; esto ha provocado que sea uno de los más utilizados 

para el estudio de la epilepsia. 

1.4. Kimlli11g eléctrico (modelo experimenta/ de epilepsia) 

El kindling es un modelo de epilepsia parcial compleja. en el que hoy día se centra un gran 

número de estudios. El kindling se puede definir como la aparición progresiva de actividad 

epileptiforme debida a la aplicación repetida de estímulos subconvulsivos, culminando en crisis 

motoras tónico-clónicas generalizadas en respuesta a un solo estímulo; consiste en aplicar 

localmente una estimulación eléctrica con trenes de 60 Hz durante 1 ·o 2 segundos, con pulsos 

cuadrados bifásicos de intensidad variable (subconvulsiva), diariamente o con mayor frecuencia 

hasta la aparición de crisis motoras bilaterales. Para establecer el sitio de estimulación debe 

considerarse que no todas las estructuras cerebrales presentan el mismo umbral para el desarrollo 

del kindling; así la estimulación en el cerebelo. la cápsula interna y el hipotálamo anterior no induce 

este tipo de respuesta; una área con umbral más bajo para las descargas epileptiformes, y por lo 

tanto el sitio más habitual de estimulación, es el sistema límbico, en especial la amígdala y la 

. ..; corteza pirifonne (de Florida y Delgado, 1958). 

-

La estimulación repetida en el hipocampo y la amígdala provoca el desarrollo de 

postdescargas que van aumentando gradualmente su duración, 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 evolución conductual y la divide en 5 

7 



- estados: 1) movimientos faciales y de la boca: 2) movimientos repetidos de la nuca hacia atrás; 3) 

clonus de las extremidades anteriores; 4) adquisición de la posición erecta sobre las patas 

posteriores, y 5) las características 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 

epileptifom1es de la rata se califica en estado 5 de Racine, y esta calificación se obtiene en tres 

ocasiones consecutivas, se da por establecido el kindling. Ya generado el efecto, éste es permanente 

y espontáneamente irreversible, y puede provocarse una nueva crisis con la aplicación de un solo 

pulso de estimulación. 

En numerosos estudios se ha mostrado que durante la instalación y el mantenimiento del 

kindling se generan importantes cambios químicos y fisiológicos. con la participación de diferentes 

mediadores químicos y/o estructuras anatómicas. 

1 . .J. l. "Kindling " y aminoácidos excitatorios 

Existen evidencias que muestran la participación de algunos aminoácidos 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 sinápticas, que son potenciadas en sus tres 

·- relevos excitadores (fig. l) (Colman y Nadler. 1981 ; Dolphin, Errington y Bliss, 1982), actuando 

sobre tres subtipos de receptores a glutamato; de acuerdo a su agonista exógeno más potente se 

...) 

. ._) 

-

denominan 1) N-metil-D-aspartato (NMDA), 2) quisquialato (Q). y 3) kainato (K); la aplicación de 

antagonistas del receptor NMDA como el ácido 2-amino-5-fosfono-valérico (AP5), el ácido (E)-4-

(3-fosfonoprop-2-enil)piperazin-2-corboxílico (o-CPPene) y el 5-metil-10,l l-dihidro-5H-

8 
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dibenzocyclohepteno-5,10-imino maleato (MK801 ), han mostrado efecto anticonvulsivo y 

antiepileptogénico (Coutinho-Netto et al .. 1981 ); también la aplicación de AP7 y CPP. 15 minutos 

antes de estimular a un animal con kindling previamente instalado, mostró una prevención de las 

crisis (Croucher et al. . 1988, 1992a; Sato et al. , 1988); un bloqueo parcial de las crisis por kindling 

se ha observado cuando se aplica un antagonista del receptor a Q como el ácido y-D-

glutamilanlinometil-sulfónico (GAMS) (Coucher et al., 1988), lo que sugiere una participación 

limitada de éste. Existen evidencias de que algunos agonistas del receptor presináptico 

metabotrópico a glutamato, tales como el L-2-amino-4-fosfonobutirato (D,L-Ap4) y el !-amino-

ciclopentano-1,3-dicarboxilato (( 1 S, 3S)-ACPD) también bloquean las crisis, presentando un 

.._, potente efecto anticonvulsivo por medio de la inhibición de la liberación de glutamato (Coutinho-

. 
' 

Netto et al. , 1981 ; Atwell et al., 1995). 

En detemlinaciones de glutamato, con la técnica de microdiálisis también se ha mostrado la 

participación de este neurotransmisor en el kindling, los niveles de glutamato cuantificados antes de 

la inducción fueron bajos, y se incrementaron gradualmente conforme se instaló el kindling, 

obteniéndose las concentraciones máximas al cursar en el estado 5 propuesto por Racine 

(Minamoto et al.,1992 ; Ueda y Tsuru. 1994); esta serie de evidencias se pueden relacionar con las 

detenninaciones del neurotransmisor hechas en el hipocampo de humanos con focos epilépticos 

(During y Spencer, 1993). 

Algunos de estos neurotransmisores exc itadores activan canales de calcio operados por 

receptor, y son altamente neurotóxicos y epileptogénicos (Ben-Ari et al., 1979; Olney, 1985); 

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

e, 



provocan un influjo de calcio en las neuronas de CA3 y CA 1 (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 aminoácidos excitadores reducen las concentraciones extracelulares tanto de calcio como 

de sodio, e incrementan la captación de calcio por las neuronas (Zanotto y Heinemann, 1983). 

1 . ./.2. Kindling y GABA 

Se ha demostrado en diferentes estudios la participación del GABA en la epilepsia, algunos 

autores reportan pérdida de neuronas o terminales nerviosas GABAérgicas en focos epilépticos 

corticales en humanos (Ribak, 1983, 1985); en modelos animales se mostró una disminución del 

30-50% de neuronas GABAérgicas o sus terminales nerviosas en la amígdala de ratas con kindling 

inducido eléctricamente (Callahan et al, 199 L Loscher y Schwark, 1987); en determinaciones de 

GABA por la técnica de microdiálisis realizadas en la amígdala de ratas con kindling, se observó 

una disminución del 60-70% del GABA extracelular (Kaura et al., 1995), también se han 

observado una reducción del GABA en el fluido cerebro espinal de humanos con epilepsia (Wood 

et al., 1979: Maynam et al., 1980). La aplicación focal de agonistas del GABA previene las 

descargas tónicas de epilepsia provocadas por electrochoques en animales (Ladarola y Gale, 1982), 

la inyección de muscimol (un agonista del GABA) aplicado bilateralmente en encéfalo de rata, 

suprime las descargas motoras provocadas por kindling, de la misma fom1a, otros agonistas como 

y-vinil-GABA (Vigabatrin) o dipropilacetato (Epilim) tienen efecto anticonvulsivante (Godin et al., 
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1969; Simler el al., 1973; Harvey el al., 1975; Jung el al., 1977; Chapman el al., 1982), así como 

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

l../ 3. Kindling y iones de calcio 

Se ha infonnado que los niveles de ca•+ extracelulares en neuronas de hipocampo, 

disminuyen en forma crónica durante el kindling en hipocampo, y que la disminución de este ion 

favorece la generación de las crisis (Davies y Peterson, 1989); en rebanadas de hipocampo sin 

inducción del kindling, en las que se provocaron descargas epileptiformes por adición 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 relación a la epileptogénesis. Durante el 

kindling se inducen cambios en la permeabilidad al Ca++ en neuronas de CA 1 vía Jos receptores 

NMDA (Heineman y Hamon, 1986); aunque la entrada de iones de calcio promovida por 

aminoácidos 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; así, antagonistas de estos canales sensibles a las dihidropiridinas, como la 

nifedipina, tienen propiedades anticonvulsivas en descargas epileptiformes inducidas por isquemia, 

por administración de drogas como la bicuculina y el pentilentetrazol , por estimulación eléctrica, 

por inhalación de óxido nitroso y por cefasolina (Ascioti et al., 1986; Dolin y Little, 1986; 

Hoffmeister et al.. 1982: Meyer et al.. l 986a,b, 1987, 1988; Moricutti et al., 1986). En 

concordancia con lo anterior. el agonista de los receptores a las dihidropiridinas BA Y K 8644 

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

11 



1984; Shelton et al., 1987); por ello. los canales de calcio dependientes del voltaje sensibles a las 

dihidropiridinas, probablemente tienen un papel de facilitación en la epilepsia experimental. Los 

receptores a las dihidropiridinas son inhibidos alostéricamente al menos por otros dos bloqueadores 

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 et al., 

1985). 

14../ Kindling y polenciación a largo plazo 

Se ha demostrado que la generación del kindling induce cambios plásticos, progresivos y 

permanentes en las neuronas, así como también potenciación a largo plazo (L TP) de la transmisión 

sináptica, con la producción de potenciales postsinápticos excitatorios (EPSPs) (Bliss. y Gardner­

Medwin 1973; Bliss y Lomo 1973); por otra parte, se ha observado que la estimulación repetida de 

las vías excitadoras del hipocampo facilitan la transmisión sináptica (Bliss y Gardner-Medwin, 

1973; Bliss y Lomo, 1973), por lo que se ha relacionado al kindling con el aprendizaje, se ha 

determinado que an1bos procesos comparten mecanismos fisiológicos y farmacológicos, por 

..J ejemplo: los dos se bloquean ante la administración de AP5 o AP7. demostrando que en ambos 

•...) participa el receptor NMDA; también muestran facilitación recíproca, la L TP máxima facilita el 

kindling en un 50%; por otra parte la LTP tiene su efecto máximo después de la primera 

·..) 

postdescarga del proceso del kindling (Racine et al. , 1983; Giacchino el al., 1984; Sutula y 

Steward. 1987). Así. el fenómeno de kindling se ha descrito en diferentes niveles sinápticos del 

hipocampo, por lo que se detem1inó la relación sináptica entre la vía perforante y las células 
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granulares del giro dentado, la sinapsis entre las fibras musgosas y las células piramidales de CA3. 

y la sinapsis entre la colateral de Schaffer y las células piramidales de CA 1 (Bliss y Lynch, 1988). 

Dentro de los factores que intervienen en la instalación y el mantenimiento del kindling, no 

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

los del hipocampo también influyen dentro de esté fenómeno . 

1.5. Kindli11g en ltipocampo 

Como se describió con anterioridad, la generación del kindling se ve favorecida en algunas 

regiones cerebrales, en particular en el sistema límbico, por lo que el estudio de este fenómeno en el 

hipocampo, se ha difundido ampliamente; esto ha permitido la identificación 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 estimulación en el sistema límbico, 

produce cambios permanentes en las propiedades de los circuitos del hipocampo, en estudios de 

kindling producidos en esta estructura, se observó que aun destruyendo el sitio original de 

estimulación (corteza entorrinal}, el efecto del kindling persiste debido a una influencia 

transináptica del circuito corteza entorrinal (CE)-hipocampo. (McNanma, 1988), también es 

posible provocar las crisis si se estimula la CE del lado contralateral. Estos cambios están 

generados por mecanismos sinápticos, que se llevan a cabo en las células granulares del giro 

dentado y probablemente en las neuronas piramidales de CA3 y CA 1 (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 número de 
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estimulas (Frush el al., 1986; Sutula el al., 1986); probablemente debido a que en estas condiciones 

el kindling se instala vía un circuito paralelo. El hipocampo cuenta con un circuito por el cual se 

transmite la estimulación 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 región de CA3 ; los axones de las células de CA3 se 

proyectan vía la colateral de Shaffer al área de CA 1 (Fig. 1 ). Existen vías colaterales que se forman 

a partir de la corteza entorrinal hacia las células del giro dentado contralateral (McNamara, 1988). 

Aparentemente el arreglo anatómico de los circuitos del sistema límbico y en particular del 

hipocampo influyen de manera importante en la génesis de la epilepsia experimental inducida por el 

kindling, esto debido probablemente al tipo de selección funcional que se establece en dichos 

circuitos. 

1.6. Orga11ización del hipocampo y epilepsia 

En estudios realizados en humanos y en modelos animales se ha mostrado que el sistema 

límbico presenta una alta vulnerabilidad para desarrollar epilepsia; en humanos, una alta proporción 

de los diferentes tipos de epilepsia (30-40%), involucran al sistema límbico y al lóbulo temporal 

(Sutherland y Tail, 1971 ; Currie el al., 1971 ). La epilepsia del lóbulo temporal presenta algunas 

alteraciones emocionales y manifestaciones psicóticas, lo que causa que la sintomatología de 

algunos pacientes con epilepsia psicomotora (sistema límbico) pueda ser indistinguible de la de una 

esquizofrenia paranoide. Las lesiones irritativas que involucran a la corteza entorrinal presentan 

descargas epilépticas acompañadas de alteraciones emocionales como terror, miedo, retraimiento, 
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falta de realidad, tristeza y sensaciones paranoides (MacLean, 1970). Estos datos muestran que, 

tanto en humanos como en modelos animales, el sistema límbico es una de las áreas del sistema 

nervioso más susceptibles al desarrollo de descargas epileptifom1es, en especial el hipocampo, 

probablemente debido al arreglo de sus circuitos sinápticos y al sistema de regulación que 

presentan. 

La corteza entorrinal es la principal estructura que envía aferencias al hipocampo y recibe 

a su vez eferencias de éste. Se detem1inó que existen dos circuitos a través de los cuales puede 

transmitirse la información generada en la CE; el primero esta constituido por las células de la capa 

11 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 área de CA3 por medio de 

las fibras musgosas; del área de CA3 se proyectan fibras axónicas vía la colateral Shaffer para 

hacer sinapsis con neuronas del área de CAi (Fig. 1.). 

CIRCUITO TRlSrNÁPTICO 

CORTEZA INTORRENAL HIPOCAMPO 

1 CAPA 11 1 viaperforante-+ ~-f. musg. -+ ICAJI--+ C. Shaffer--+ CAi 1 
FIG. l. Diagrama del circuito trisináptico del hipocampo. 
Se muestra esquemáticamente las sinapsis que se establecen entre la capa 11 de la corteza entorrinal con el área del GD. 
mediante la vía perforante; el GD establece sinapsis con células de CA3 vía la fibras musgosas: y CA3 proyecta sinapsis 
con CA 1 por medio de la colateral de Shaffer. 

A esta serie de conexiones sinápticas se le denomina circuito trisináptico (Jones, 1993). Se ha 
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descrito que el circuito se puede extender mediante sinapsis de fibras de CA 1 con neuronas del 

subiculum (Kohler. 1985). 

El segundo circuito lo constituyen proyecciones de regiones profundas de la corteza 

entorrinal (capa lll-lV) hacia el subiculum y hacia CA 1 y CA3 (Fig. 2), debido a que solo se 

establece una sinapsis en el circuito, se le denomina circuito monosináptico; este circuito no se 

relaciona con el trisináptico ni con el giro dentado, por lo que actúa independiente de ellos (Jones, 

1993). 

CIRCUITO MONOSINÁPTICO 

CORTEZA ENTORRINAL 

1 CAPA II I Y IV 1 
HIPOCAMPO 

íCAl1 
~ 

Fig. 2. Esquema del circuito monosináptico del hipocampo. 
Se muestra las sinapsis que se establecen entre las capas 111 y IV de la cortez.a entorrinal. con el área de CA 1 y CA3. 
Este circuito se caracteriz.a por ser independiente del giro dentado y del circuito trisináptico. 

El circuito monosináptico se caracteriza por que sus neuronas piramidales responden 

rápidamente a estimulaciones con kainato a través de receptores AMPA, produciendo potenciales 

postsinápticos excitadores (PPSE), seguidos de respuestas excitadoras lentas dependientes del 

receptor NMDA. La regulación del circuito, se produce por medio de intemeuronas cuyas sinapsis 

no están mediadas por el receptor GABAA ni por el GABAB. por lo que la respuesta de las neuronas 

es básicamente excitadora; en contraste el circuito trisináptico cuenta con una gran población de 

neuronas piramidales espinosas en la capa 11 de la corteza entorrinal, cuyas sinapsis están mediadas 

por receptores NMDA; las intemeuronas del circuito poseen receptores GABAA y GABAB que 



generan potenciales postsinápticos inhibitorios (PPSI ), lo que provoca una regulación sobre los 

potenciales postsinápticos excitadores generados por la estimulación con glutamato, previniendo así 

la generación de potenciales de acción. Por lo tanto la sinapsis de entrada de la capa 11 de la corteza 

-, entorrinal es básicamente inhibitoria; las proyecciones de la vía perforante ejercen sobre el giro 

dentado. fundamentalmente un control inhibitorio; a diferencia del que ejercen las capas 111 y IV 

sobre CA 1 y C A3. El control inhibitorio de la vía perforan te está basado en umbrales elevados para 

el disparo de espigas de las neuronas granulares del giro dentado . Estas características contribuyen a 

determinar la ruta que debe tomar la infomrnción procedente de la corteza entorrinal. Por estudios 

electrotisiológicos ( Yeckel y Berger, 1990; Jones. 1993) se estableció que dicha selección depende 

de la frecuencia de disparo de las células de la corteza entorrinal; a frecuencias de disparo bajas 

(menor de Qj Hz), la ruta de entrada es directamente a través de la vía monosináptica (capa 111 y IV 

hasta CAi y CA3), debido a la fuerte propensión de la capa 11 a la inhibición; las frecuencias altas 

de disparo (5-1 O Hz) activan las capas superficiales de la CE (capa 11) y estimulan al giro dentado, 

de esta manera se puede modular el equilibrio de la entrada de infonnación procedente de la corteza 

entorrinal hacia el hipocampo. dando una actividad de "reverberación'' dependiente de la 

frecuencia; así. en cada momento se selecciona la ruta de acceso al hipocampo; si la infom1ación 

viaja por la vía monosináptica se limita la vía trisináptica y a la inversa. 

La corteza entorrinal es crítica en el control de la entrada y salida de información del 

hipocampo, gracias a las conexiones sinápticas que establece, se pueden detenninar los sitios de 

entrada de las vías, filtrar e integrar la salida de información; además, coordina la actividad de la 

capa 11 y IV para la entrada de información y redirige la salida de información nuevamente hacia el _, 



hipocampo. Estas características del arreglo sináptico y funcional del hipocampo con sus aferencias 

~ efrrencias favorecen el establecimiento de la potenciación a largo plazo y el reforzamiento de 

circuitos que hagan más accesible su activación subsecuente. lo que induce el establecimiento de 

memoria por reforzamiento sináptico (Jones, 1993). 

La regulación inhibitoria del hipocampo, constituye uno de los puntos de mayor 

importancia. ya que si dicho control se altera puede desequilibrar la relación excitación-inhibición 

del sistema, provocando el predominio de los circuitos excitatorios. Como se mencionó en el 

control inhibitorio del circuito trisináptico del hipocampo, juegan un papel muy relevante las 

intemeuronas cuyo mediador principal es el GABA (Miles, 1987), en algunos casos ésta inhibición 

está generada por la activación de canales de Cr . La participac ión de los canales de Cr en estos 

circuitos parece ser relevante, ya que no sólo se limita a generar hiperpolarizac ión de la célula. sino 

que dependiendo de la fuerza impulsora para el cr la activación de este tipo de canales podría 

generar también una despolarización. Se ha descrito este fenómeno en áreas como CA3 y el giro 

dentado (Misgeld, 1986). 

La participación de los canales de c r en procesos de regulación de la excitabilidad celular 

se ha descrito en diferentes sistemas: por lo que revisar algunas características de estos canales. 

podría ser de ayuda para tratar de entender su participación dentro de estas funciones de regulac ión. 

/. 7. Ca11ales de cloruro 

Los canales de c r participan en di versas funciones celulares. tales como regulac ión 

del volumen celular (Strange, 1991 ; Val verde et al .. 1992). transporte transepitelial (Gogelein. 
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1988: Liedtke, 1989; Welsh, 1990), estabilización del potencial de membrana de la célula (Bretag. 

1987: Stei1m1eyer et al .. 1991) y la comunicación intercelular de señales (Grenningloh el al .. 1987: 

Sd1otield e1 al.. 1987). Se ha descrito una gran variedad de canales de CI", los cuales presentan 

rnmportamientos cinéticos muy particulares y en ocasiones dificiles de estudiar por la gran 

complejidad que encierra su caracterización: por una parte. por los problemas experimentales para 

aislar y caracterizar las corrientes macroscópicas de cr. a diferencia de lo que sucede con d Na ·. 

K. y Ca~~ . Algunas corrientes de CI" registradas bajo la contiguración de célula completa, muestran 

una dependencia temporal lenta, una débil dependencia del voltaje y a menudo se les consideró 

como una corriente de fuga, y por otra parte, por el desconocimiento sobre el papel fisiológico que 

tiene el cloruro en diferentes sistemas. 

Se han identificado canales de cr 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 cr dependientes del voltaje. 2) canales de cloruro "doble-cañon" '. 3) 

canales de gran conductancia ó "maxi .. y 4) canales activados por mensajeros químicos. En seguida 

se mencionarán las características generales de todos los canales de cr. 

La conductancia de los canales de cr es muy variable, y no es posible caracterizarlos de 

acuerdo a ésta, ya que puede variar desde 5 pS de conductancia en astrocitos (Nowak et al., 1987). 

hasta 450 pS en células de Schwann (Gray et al. .1984 ). En la relación corriente voltaje, lo más 

común es que exista una rectificac ión saliente debida a la asimetría de cargas en el poro del canal. 

que afecta el paso de los iones a través de éste. Es una característica de los canales aniónicos, la de 

presentar un comportamiento complejo de sus compuertas: en particular los canales de cr 



presentan subniveles de conductancia que pueden ser uno o más, estos subniveles de corriente 

fueron descritos en células del órgano eléctrico del Torpedo. neuronas de moluscos, astrocitos de 

rata. linfocitos de ratón y músculo esquelético de anfibio (Fox, 1987); otra característica de los 

canales de Cl" es su pem1eabilidad a otro tipo de aniones. como el 8(, r, N03-, F-, SCN-, acetato. 

propionato, aspartato, y a algunos cationes como Na+, K+, Cs ... . pero en condiciones similares a las 

fisiológicas, el cloruro es el anión más penneante; también presentan penneabilidad a aniones 

como el so4-. y a aniones hidrofóbicos como el benzoato y el glutamato, que además actúan como 

agentes bloqueadores (Gray et al.. 1984; Franciolini y Nonner. 1987; Li et al.. 1990). 

Franciolini y Nonner ( 1987) describieron en neuronas de hipocampo un comportamiento 

muy interesante de un tipo de canal de cr, observaron que algunos cationes podían pem1ear a 

través de este canal, siempre que se encontraran en presencia de algún anión pem1eable, por 

ejemplo. cuando se sustituía cloruro por sulfato, no era posible observar una corriente entrante de 

cationes. Otra característica fue que el grado de penneación dependía del tipo de catión, así , cuando 

en el liquido extracelular se sustituyó sodio por cesio como principal catión, la conductancia a nivel 

unitario se incrementó en un 20%. Estas observaciones mostraron una clara relación 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 catión y un anión en el poro del canal. denominándole 

a este sitio ··complejo activo". En este modelo el si tio acti vo es anionico y por lo tanto lo primero 

que se une a él es un catión. fonnando entre ellos un dipolo. a su vez a este dipolo se le une un 

anión, lo que conforma así el ··complejo activo" (Fig. 3) . Este complejo puede funcionar de dos 

formas: primero, por medio de una disociación del anión. lo que generará un !lujo aniónico. y 



segundo, una disociación del par anión-catión produciendo un flujo catiónico y anionico. El flujo 

aniónico puede implicar la unión del anión al catión del dipolo (sitio catiónico), seguido por una 

separac ión del anión de este sitio; mientras que el flujo catiónico implica la unión o no del catión, la 

unión del anión al catión del dipolo, o la separación del complejo anión-catión del sitio cargado 

negativamente en el canal. 

l. 7. 1. Bloqueadores de canales de cloruro 

Los canales de cr pueden ser bloqueados por diferentes agentes, que se clasifican dentro de 

tres categorías: Ácidos aromáticos, cationes inorgánicos y protones. Dentro de los ácidos 

aromáticos se encuentran el antraceno-9-carboxilato (9-AC), la difenilamina-2-carboxilato (DPC), 

el 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoato (NPPB) y el ácido disufónico. además de algunos 

derivados como el ácido 4-acetamida-4'-isotiocianoestilbeno-2-2'-disulfónico (SITS) y el ácido 4-

4 · -diisotiocianoestilbeno-2-2 '-disulfónico (DIOS); estos compuestos se han probado en diferentes 

preparaciones y se determinó que su efecto es principalmente extracelular, y a concentraciones 

micromolares; hipotéticamente se ha postulado que el dominio hidrófobo del canal de cr es el sitio 

donde actúan estos fannacos (Li et al.. 1990). En el caso del NPPB se propone que interactúa con 

los lípidos 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 fármacos no es el mismo para todos los tejidos. 

en algunos. como el músculo esquelético de mamífero. los canales son bloqueados eficientemente, 

mas en el músculo esquelético de rana no se observa este electo bloqueador (Bryant y Morales-



Fígura J. Diagrama del filtro de selectividad del canal de cloruro. 
Diagrama esquemático del filtro de selectividad propuesto por Francioloni y Nonner ( 1987). La parte rayada 
corresponde a la región hidrofóbica del canal, opuesto a él se ubica un grupo aniónico, éste atrae a un catión 
monovalente formando un dipolo; conformando el sitio activo que recibirá al anión. 

Aguilera, 1971; Palade y Barchi, 1977). Los cationes inorgánicos como el Zn2
+ y el Cu2

+ también 

han mostrado un efecto como bloqueadores de los canales de cloruro en tejidos como músculo 

esquelético de rana, el Zn2
+ reduce la conductancia del cloro con una K¡ cercana a 0.1 mM (Hutter y 

Warner, 1967; Stanfield. 1970; Woodburry y Miles, 1973), el Zn2
+ puede actuar tanto en la parte 

extracelular como en la intracelular (Woll et 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 cr actuando por la cara extracelular. este efecto se observó 

en nervios de langosta y en neuronas corticales de rata (Lukács y Moczydlowski, 1990; Sánchez y 

Blatz, 1992); el efecto bloqueador del TEA varia de acuerdo al potencial de membrana, por 

ejemplo, a 1 O mM de concentración se observó una disminución del 50% de la corriente, este 

efecto se incrementó a potenciales negativos (Sánchez y Blatz, 1992). Los protones también tienen 

un efecto sobre los canales de cr. cambios en el pH y en el potencial de la célula inducen cambios 
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en d comportamiento del canal, por ejemplo, en músculo 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 incrementó a potenciales negativos y disminuyó a potenciales positivos 

( Shapiro y DeCoursey, 1991 ). También se han observado cambios en la probabilidad de apertura 

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

l. 7. 2. Canales de cr dependientes del voltaje. 

En general. el cr no tiene una participación directa en la excitabilidad de la célula como el 

Na+. el K- y el Ca ..... . Los canales de cr dependientes de voltaje son importantes ya que su 

conductancia contribuye a estabilizar el potencial de membrana de la célula cerca de los límites 

fi siológicos, y en consecuencia mantiene su excitabilidad dentro de los parámetros nonnales. Los 

canales dependientes del voltaje se pueden clasificar en tres categorías, 1) activados por 

hiperpolarización, 2) activados por despolarización, 3) inactivados por polarización. 

Los canales activados por despolarización se describieron por primera vez en neuronas de 

Apú1sia (Chesnoy-Marchais, 1982). La activación del canal es lenta con una constante de tiempo de 

cientos de mili segundos, su compuerta tiene características semejantes al las del canal de K+ de la 

rec tificación entrante, su conductancia máxima es de 10-15 pS (Chesnoy-Marchais y Evans, 1986 ); 

incrementan su P0 a potenciales positivos. y disminuye el tiempo en el estado cerrado. 



Un ejemplo de canal de cr activado por hiperpolarización es el canal "doble-caf\on" del 

Torpedo, su activación es dependiente del voltaje, y su cinética de activación puede ser descrita de 

acuerdo a la función de Boltzmann (Blatz, 1991 ). 

Los canales inactivados por polarización se activan a voltajes cercanos a O m V y se cierran a 

potenciales positivos o negativos (Gray et al .. 1984); este tipo de comportamiento se ha descrito en 

canales de cr en cultivos de células de Schwann, músculo esquelético de rata y macrófagos (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 

activación es mucho mayor que la de estos canales. 

l. 7 3. El canal C/C-0 del órgano eléctrico del Tomeclo 

Uno de los canales de cloruro que se ha estudiado con mayor detalle, tanto por técnicas 

electrofisiológicas como de biología molecular. es el canal CIC-0 del Torpedo. lo que ha 

contribuido para entender más acerca de la función de los canales de cloruro. El canal CIC-0 se 

caracterizó en neuronas del órgano eléctrico del Torpedo california ( White y Miller, 1979; Miller y 

White. 1984 ). En estudios de biología molecular se ha descrito que este canal está constituido por 

una cadena de 805 aminoácidos (aa), cuenta con nueve dominios hidrofóbicos de 20-25 aa que se 

mTeglan en fomrn de a hélice, se encuentran otros cuatro segmentos transmembranales que no se 

arreglan en a hélice. cuenta con un sitio de fosforilación dependiente de cinasas activados por 

AMPc entre los segmentos de las subunidades D 12 y D 13; presenta un "doble-cafion" o sea un 

sistema de dos poros compuesto por un homodímero formado por dos monómeros idénticos con un 
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solo mecanismo de compuertas, que también presenta un sistema adicional de compuertas de 

apertura y de cierre para cada monómero, con una frecuencia de apertura y cierre de un orden de 

magnitud mayor que la de un mecanismo de compuerta común (Miller y White, 1984 ). 

El modelo de "doble-cañon" describe a un homodímero funcional compuesto por dos 

protocanales, cada uno de éstos puede ser un oligómero de dos o más proteínas idénticas. La 

estructura de los canales diméricos o más comúnmente multiméricos puede ser un fenómeno 

generalizado, ya que se han descrito en netronas de conejo (Sansom et al., 1990), neuronas de 

Aplysia (Chesnoy-Marchais, 1990), y un ejemplo semejante se presenta en miocitos cardiacos con 

el canal "triple-cañon " (Matsuda et al., 1989). 

La compuerta de este canal tiene características muy particulares, por lo que ha sido objeto 

de diversos estudios para describir sus propiedades cinéticas. Pusch et al. (1995) describen que la 

compuerta rápida y la lenta del canal sufren modificaciones por factores externos a él, como 

cambios en la concentración extracelular de cr; al incrementar la concentración extracelular, la 

apertura del canal se ve facilitada, lo que sugiere que el mecanismo de la compuerta está 

relacionado con la permeación del ion, probablemente por medio de la unión del ion a distintos 

sitios en el poro (Franciolini y Nonner, 1987). así. cuando se ocupan estos sitios la compuerta 

modifica su cinética, mostrando una gran dependencia de las concentraciones extracelulares de 

cr, por lo que se propuso que la compuerta del canal se constituía por el propio ion que permea; 

otras evidencias que muestran al ion cr como la compuerta del canal ClC-0 las aportan Ludewig 

et al. ( 1997) por medio de experimentos de biología molecular en los que se realizaron 

mutaciones puntuales en la subunidad D 12. en la que se sustituyó la lisina de la posición 519 por 



glutamato, se provocaron cambios electrostáticos en los aminoácidos de esa región, lo que 

modificó la cinética de la compuerta rápida de uno de los poros, así como también la P0 • Una 

explicación probable de esto puede deberse a cambios en la unión del ion con su sitio de afinidad 

en el poro al permear a través de él ; por otra parte, se observó que la compuerta lenta del canal 

cambia su cinética cuando se modifica la concentración intracelular de cr (Ludewig et al. 1997). 

Como ya se mencionó, el canal "doble-cañon" está constituido por dos poros idénticos, 

cada uno abre y cierra independientemente a través de un mecanismo de compuerta; se ha 

sugerido que la compuerta rápida pertenece sólo a uno de los protocanales, y la lenta pertenece a 

los dos (Middleton et al., 1996; Ludewig et al. , 1996), lo cual apoya la hipótesis de que el canal 

tiene dos mecanismos de compuerta independientes y separados; en el primero, la transición 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 ráfagas de 

ac tividad; el segundo mecanismo se puede observar. cuando la compuerta rápida muestra una 

dependencia del voltaje a potenciales despolarizantes, presenta un incremento de la probabilidad 

de apertura de los protocanales dentro de las salvas (Miller, C, y Richard, E. 1990). Este canal de 

cr 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. 1 O y O pS, respectivamente (Miller, 1982; 1984). 
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l. 7. 4. Canal de cr acoplado a el receptor GABA A 

El estudio de este receptor aportó información acerca de los diferentes sitios receptores 

que posee; se determinó que una gran variedad de sustancias tanto endogenas como externas 

presentan afinidad para la unión con el; dicho receptor presenta cinco dominios de unión 

funcional ; l) sitio de unión a GABA (agonistas y antagonista). 2) sitio de unión a esteroides 

como los anestésicos (volátiles). 3) sitio de unión a barbitúricos y etanol. 4) sitio de unión a la 

picrotoxina. 5) sitio de unión a benzodiacepinas (agonistas y antagonistas) (Macdonald y Olsen 

1994 ). Esta característica del receptor origino el concepto del complejo supramolecular del 

receptor a GABAA (Olsen 198 l ). 

Mediante técnicas de biología molecular se pudo establecer que el receptor a GABAA esta 

constituido por cinco subunidades, denominadas a, p, y,o y p; en si, cada una de estas 

subunidades tiene a su vez múltiples subtipos, así tenemos a las subunidades al-6, Pl-4, yl-3, o 

y p 1-2. El receptor GABAA junto con el canal iónico 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 algún fármaco con sitio de afinidad en el 

receptor se une a dicho sitio, se produce la apertura de un canal anionico que principalmente 

permite la permeación de CJ" . El receptor-canal de GABA al activarse, presenta múltiples niveles 

de conductancia que varían entre 27-30 pS, 17-19 pS y 11-12 pS; pero el nivel de conductancia 

responsable de más 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 biología molecular en los que en líneas de fibroblastos transfectados se 
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produjeron mutaciones en las subunidades a 1p1 del receptor a GABA, evidenciando que estas 

unidades participaban de manera significativa en las conductancias pequeñas de 15-18 pS ; por 

otra parte las mutaciones realizadas en las subunidades a6p 1 y2 mostraron una influencia sobre 

la conductancia de 33 pS (Macdonal y Olsen 1994). 

La compuerta de activación del receptor a GABA parece tener un comportamiento 

complejo; presenta tres diferentes estados de apertura con promedio de duración de 0.5 , 2.6 y 

7.6ms. el promedio de la duración de la apertura se incrementa al incrementar la concentración 

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 duración. 

En cuanto el estado cerrado se observan múltiples estados, entre estos dos de duración pequeña 

(0.2 y 1.4ms) y tres de duración promedio mayor, generando así 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 unión a GABA, tres estados 

abiertos. diez estados cerrados y un estado inactivado (Macdonal et al 1989; Twyman y 

Macdonal 1992). 
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2. ANTECEDENTES 

2. J. Regulación de los circuitos lripocampales 

En la fisiología del hipocampo, el control sináptico de la transferencia de información a 

través de los diferentes circuitos, es un mecanismo básico de regulación de su excitabilidad. Los 

mecanismos de control pueden influir de manera muy significativa sobre la génesis y conducción 

de la actividad eléctrica, así, como también en posibles alteraciones locales. En el caso del 

kindling se postula que las alteraciones de los circuitos involucran cambios químicos, anatómicos 

y funcionales que modifican de manera sustancial la excitabilidad del sistema. Las 

modificaciones pueden ocurrir en puntos específicos del circuito; al alterarse la función de uno, 

influirá sobre otro, y este, a su vez sobre un tercero, etc ., constituyendo una serie de eslabones 

funcionales que en conjunto pueden establecer aberraciones fisiológicas 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 esrratum radiatum y en el esrrarum 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 interneuronas son las oriens­

alveus (0/A), las cuales reciben sinapsis excitatorias de fibras aferentes colaterales de axones de 

células piramidales que cursan en el alveus y en el esrratum radiarum, posteriormente establecen 

sinapsis inhibitorias con las células piramidales y posiblemente con las células en canasta (Fig. 

4 ). 

:!9 



' ' 

Fig. 4. Esquema del las sinapsis que se establecen entre las interneuronas y células del área de CAi, 
CA3 y GD. 
El tipo de células esquematizadas son: células piramidales de CA 1 y CA3, células granulares del giro dentado (GD), 
intemeuronas GABAérgicas (células en canasta) e intemeuronas oriens-a/veus (OIA). 

--+ ,sinapsis inhibitoria, -+ , sinapsis excitatoria. (Modificado de López Da Silva et al. 1990). 

Una característica importante de estos circuitos es que las fibras aferentes pueden excitar 

rápidamente a las intemeuronas en canasta y a las 0-A antes de que las células piramidales 

disparen (Lacaille et al., 1987); esto significa que ambos tipos de interneuronas regulan un 

mecanismo de retroalimentación negativa. Si se aplica glutamato localmente en las dendritas 

apicales de células piramidales de CA l, se produce una breve despolarización (50-100 ms) y una 

respuesta hiperpolarizante de larga duración (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 regulación inhibitoria señalada, el GABA juega un papel muy importante, ya que es 

el principal mediador de las sinapsis de estas interneuronas (Miles y Wong 1984). 
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2.2. Participación del GABA y el clor11ro e11 la reg11/ació11 ltipocampal 

Los receptores a GABA están muy concentrados en la capa molecular del giro dentado y 

de CA 1 (Storm-Mathisen et al., 1983), debido a la abundante población de células en canasta que 

se encuentran en esta zona (Knowles y Schwartzkroin 1981; Ribak y Anderson 1980). En 

general. las sinapsis GABAérgicas que se establecen entre las células en canasta y los somas de 

células piramidales producen una hiperpolarización de la membrana (Alger y Nicoll 1979; 

Andersen et 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 CA 1 y CA3 se producen 

respuestas diferentes dependiendo del sitio de aplicación; en la capa celular, el GABA produce 

predominantemente una hiperpolarización, pero cuando se aplica en las dendritas apicales, la 

respuesta es predominantemente una despolarización; este tipo de respuesta puede ser originado 

por múltiples factores: La respuesta hiperpolarizante pudiera ser el resultado de la activación de 

los receptores sinápticos a GABA que se encuentran en alta concentración en el soma y en el 

segmento inicial del axón de las células piramidales. La respuesta despolarizante provocada en el 

árbol dendrítico podría ser el resultado de la activación de receptores extrasinápticos al GABA 

(Alger y Nicoll 1982). A pesar de que el receptor a GABA promueve la permeación de CJ", puede 

generar respuestas divergentes, ya sea una despolarización o una hiperpolarización. esto puso de 

manifiesto la participación que tiene el cr en la regulación por GABA, dependiendo de la fuerza 

impulsora para el cr (E111-Ec1) , será el sentido del flujo iónico; si el potencial de equilibrio del 

cloruro (Ec1) es más negativo que el potencial de membrana (Em). el gradiente electroquímico del 

cr a través de la membrana está a favor del interior, por lo que al incrementar la conductancia a 
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cr en esta condición, promovería un flujo hacia el interior de la célula, con la consecuente 

hiperpolarización de la membrana; en el caso contrario, cuando el Ec1 es más positivo que el E111 , 

el gradiente electroquímico del cloruro está a favor del exterior: un incremento en la 

conductancia bajo esta circunstancia puede generar un flujo hacia el exterior de la célula, 

provocando la despolarización de la membrana. Se ha mostrado en rebanadas de hipocampo que 

la fuerza impulsora para el flujo de cr tiene direcciones opuestas en las células piramidales de 

CA3 y en las células granulares del giro dentado (Misgeld et al., 1986), lo que podría explicar 

por qué la respuesta de la aplicación somática de GABA en las células de CA3 es 

predominantemente hiperpolarizante y en las células granulares es despolarizante (Crunelli et al, 

1983). 

El hecho de que en muchas células nerviosas el Ec1 sea más negativo o más positivo que 

el Em, significa que el cr presenta una distribución transmembranal fuera del equilibrio 

electroquímico; en consecuencia, requiere de mecanismos de transporte activo, como el 

cotransporte de cr. Misgeld et al. ( 1986) postuló que la actividad intracelular del cr en las 

neuronas hipocampales está determinada por dos mecanismos, uno. por acumulación 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 Ec1 sea más negativo que el E111 Así mismo 

para que el Ec1 sea más positi vo que el E111 se requiere de un acarreo de cloruro hacia el interior, 

-· 
acumulándolo dentro de la célula. 

En particular, la regulación 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 inhibición está ausente ( desinhibición) puede constituirse en un factor endógeno 
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para la génesis de descargas epilépticas (Korn et al., 1987; Thompson y Gtihwiler, 1989a) La 

desinhibición promueve cambios en el flujo del cr a través de la membrana celular por 

modificaciones en su fuerza impulsora durante los potenciales posinápticos inhibitorios (PPSI). 

Cuando se aplican estímulos tetánizantes de 3-1 O Hz durante 30 a 60 s. en las fibras aferentes de 

las células musgosas, se produce un incremento en la concentración intracelular del cr. 

produciendo una modificación de 2-7 m V en el potencial de equilibrio, lo que genera una 

disminución del 49% de la fuerza impulsora para el cr. debido a una reducción del 22% en la 

conductancia al Cr durante el PPSI (Thompson y Gtihwiler, I 989a,b), lo que lleva a pensar que 

patrones de estimulación similares como los utilizados en el kindling, pueden producir este tipo 

de respuestas, donde el cr se perfila como un elemento importante de control o de facilitación en 

las alteraciones de la transmisión en los circuitos hipocampales . 

33 



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Una de las funciones del cr en algunas células excitables, es la de contribuir a la 

repolarización de células despolarizadas, teniendo así una influencia estabilizadora sobre el 

potencial de membrana (Hille, 1992). Las células hipocampales están sometidas a un control 

inhibitorio que regula su excitabilidad, por lo que al provocar alteraciones de esta inhibición 

(desinhibición) se podría facilitar la generación de descargas epilépticas (Kom et al., 1987; 

Thompson y Gahwiler, J 989a,b; Lipicky et al. , 1971 ); como parte de dicho control el cr tiene 

una participación relevante, por medio de distintas formas. como son; la activación de canales de 

Cr que forman parte del receptor postsináptico a GABA (receptor GABAA), la activación del 

receptor presináptico a GABA, la activación de canales de cr dependientes de calcio, el 

cotransporte de cr I K + o 2Cr I K + I 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 epileptifonne, se ha dado evidencia de la 

participación del cr en dichos procesos; aunque este ion podría contribuir por medio de distintos 

mecanismos que permitan su permeación. un elemento importante para dicho fin lo podrían 

constituir los canales ionicos. Hasta la fecha se desconoce cual es la participación del canal de CI" 

en el fenómeno de la hiperexcitabilidad neuronal inducida por kindling; así , como también cúales 

son las características de este canal en dicho proceso. Por lo que el propósito de este trabajo de 

tesis consistió en estudiar las propiedades del canal de cr durante el fenómeno 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 participación dentro de los mecanismos de regulación inhibitoria del 

hipocampo. 

4. HIPÓTESIS 

Considerando los mecanismos de regulación inhibitoria de los circuitos hipocampales en 

los que el cr participa de manera relevante, se puede proponer como hipótesis de trabajo que: 

Durante el proceso de la hiperexcitabilidad neuronal, como la producida en el caso del 

kindling, los canales de cr de la membrana de los elementos neuronales del hipocampo, pueden 

participar como otro más de los mecanismos de regulación del flujo de cloruro que contribuya a 

la inhibición o desinhibición 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, o variaciones 

en el número de canales disponibles para ser abiertos. Al ocurrir alguna o varias de estas 

modificaciones en los canales de cr, esto podría contribuir a producir cambios en las 

concentraciones del cr, tanto a nivel intracelular como extracelular, lo que podría modificar su 

fuerza impulsora promoviendo un flujo de cr hacia el interior o el exterior de la célula, con el 

consecuente cambio en el potencial de membrana de la célula según sea el caso. Así, los canales 

de cr podrían contribuir o no a mantener la inhibición del sistema favoreciendo o no la 

desinhibición del mismo. como se ha descrito para otro tipo de canales de cloruro (Misgeld et al 

1986; Tompson. S. and Gahwiller, B. I 989a,b ). 
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5. OBJETIVOS 

5. 1 Estudiar la características de la actividad del canal de cr en neuronas granulares de 

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

5. 2 Inducción de kindling eléctrico en ratas macho de la especie wistar. 

5. 3 Registro de corrientes de cloruro con la técnica de patch-clamp en la modalidad de registro 

de canal único . 

5.4 Análisis de las corrientes unitarias de cr 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 análisis para determinar 

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

6.1. Preparación biológica 

Los registros de corriente de cr en este trabajo de tesis se realizaron en neuronas de 

hipocampo de rata disociadas agudamente (Gray y Johnston, 1985; Mody et al .. 1989); la técnica, 

se adaptó 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 rebasó los 2 min. El cerebro se colocó en una solución de composición similar al 

líquido cefalorraquídeo, llamada solución de líquido cerebro espinal artificial (LCEA), la cual 

contenía 5 mM de EGT A para quelar el calcio libre (Tabla 2 sol D.); previamente, se saturó 

durante una hora con una mezcla de 02 95% y C02 5% (carbógeno) a una temperatura de 3 a 

5ºC; a esta temperatura el tejido reduce su metabolismo, incrementando su tiempo de viabilidad y 

adquiere mayor firmeza para los cortes. Posteriormente, se realizaron cortes corónales de 

aproximadamente 800 a 1000 µm de grosor; por medio de disección roma se extrajo el 

hipocampo; bajo el microscopio de disección se obtuvieron mediante cortes, rebanadas del 

hipocampo de aproximadamente 300 µm 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; l .Smg/ml) en LCEA libre de calcio, previamente saturado con carbógeno; el 

volumen utilizado para incubar fue de 2 mi , el tiempo de una hora y la temperatura de 3 1 ºC; a 

esta temperatura se incrementa la cinética de la enzima, se observo que una hora de incubación 

fue el tiempo optimo para obtener una población abundante y en buenas condiciones de 

neuronas. Transcurrida la hora de incubación. la solución de la enzima se lavó repetidas veces 

con solución LCEA con Ca++ a temperatura de SºC. Se adaptó una punta de micro jeringa de 100 
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µla una pipeta Pasteur, y con esta se realizó una succión suave del tejido, haciéndolo pasar por la 

punta de microjeringa; maniobra que permite la disociación las células; posteriormente, éstas se 

colocaron dentro de la cámara de registro en la solución de LCEA con Ca++ (Tabla 2 sol. E) a 

temperatura ambiente (20 a 25ºC) y saturada previamente con carbógeno. 

Las células obtenidas con esta técnica tienen como característica el conservar sus 

prolongaciones axónicas y dendríticas, aproximadamente en el 80% de las células se identifican 

ramificaciones primarias, en un 15% se identifican ramificaciones secundarias y 5% no presentan 

ramificaciones, adquiriendo una morfología esférica; estas propiedades permiten identificar las 

células de acuerdo a su morfología y sólo seleccionar el grupo celular deseado (Fig. 5.). En este 

trabajo sólo se seleccionaron neuronas de tipo granular para registro. 

La cámara donde se efectuaron los registros consta de una poza principal de 3.5 mi de 

capacidad; dentro de esta poza se encuentra un compartimiento construido con un tubo de plástico 

(tygon) de 1.5 milímetros (mm) de diámetro, conectado en uno de sus extremos a una jeringa de 5 

mi, y el otro extremo a una fosa colectora de la solución; el tubo tenía un orificio de 0.5 x 0.5 mm, 

en donde se introducía la punta de la pipeta patch para exponer la membrana del sello en la 

configuración de parche evertido, a las soluciones de prueba durante el registro; el flujo de la 

solución fue de 3.6 L por hora. Las soluciones de prueba fueron : solución asimétrica de cloruros 

y solución simétrica de cloruros libre de calcio; la composición de las soluciones se muestra en la 

tabla 2. 
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Fig. 5. Neuronas del giro dentado del hipocampo disociadas agudamente. 
Fotomicrografia de contraste de fases de neuronas. disoc iadas del área 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 electrof1Siológico 

El método empleado para el registro de las corrientes de cr. fue el descrito por Hamill et 

al. , ( 1981) denominado fijación de voltaje en microáreas de membrana (patch-clamp ), que consiste 

en aislar eléctricamente una microárea de membrana del resto de la célula, mediante un sello de alta 

resistencia entre la membrana celular y una pipeta de vidrio llena de solución salina. pem1itiendo 

así registrar las corrientes ionicas que tluyen a través de la membrana en ese segmento de 

membrana. El sello se fom1a al crear presión 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 microárea de membrana en contacto con la solución de la pipeta: la parte de membrana que se 

relaciona con las paredes internas de la pipeta forma un se llo de alta resistencia del orden de los 
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gigaolunios (GO), denominandose a éste configuración de adherido a la célula (on-cell), cuando la 

microárea de membrana que se encuentra dentro de la punta de la pipeta y no está 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 solución del baño y la cara 

extracelular de la membrana a la solución de la pipeta; a esta configuración se le conoce como 

parche evertido (inside-out) (Fig. 6. ). Todos los registros de este trabajo de tesis se realizaron bajo 

esta última configuración. 

lnside-out 

Outside-out 
On-cell 

Fig. 6. Diferentes configuraciones de la técnica de patch-clamp. 
Cuatro diferentes configuraciones de registro de la técnica de patch-clamp. El sello de alta resisitencia que se fonna 
entre la pipeta y la membrana de una célula, pem1ite registrar la corriente ionica que fluya a través del canal o canales 
presentes ~n el área libre de membrana dentro de la pipeta. Primero se realiza el sello en la célula completa (On-cell ). 
posteriom1ente es posible romper el área libre de membran (Whole-cell), si , se separa de la célula se fonna una vesicula 
(Üutside-out): otra configuración se fonna cuando se separa el sello de la célula completa (lnside-out). (Tomado de 
Hille, 1992) 
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6.3. Elt1boradó11 de las pipetas de registro 

Para la elaboración de las pipetas se utilizaron capilares de vidrio duro (borosilicato) KMA X· 

WP. Es importante seleccionar el vidrio adecuado, ya que al formarse el sello entre la membrana y 

la pipeta se establece una estrecha interacción entre el vidrio de la pipeta y la membrana celular, lo 

que favorece i~teracciones químicas entre estos dos elementos. Algunos tipos de vidrio liberan 

componentes solubles que modifican las propiedades cinéticas de los canales iónicos (Cota y 

Armstrong, 1988). 

La selección de capilares de vidrio duro, también obedeció a que con éste se facilita la 

elaboración de las pipetas con punta y dimensiones apropiadas, que permitan registrar las 

corrientes en un área 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 lnstrument. P-87. El electrodo se 

fabricó mediante el estiramiento del capilar en dos pasos; en el primero la tracción se logró 

haciendo pasar 32 amperios {A) a través del selenoide, el calor de la resistencia se obtuvo con 18.6 

A. con estos parámetros, el capilar se estira cerca de 8 mm y su diámetro se reduce 

aproximadamente hasta 200 µm . 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 aplicó la tracción producida por una 

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

fue cercano a 1 µm, y su resistencia después de ser llenadas con solución salina, fue de 5 a 1 O Mn. 

6.4. Formación tle los sellos de alta resistencia 

Cuando se aisla la microárea 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 será el aislamiento eléctrico de la membrana y de esta 

fonna se reducirá el ruido del registro, permitiendo una mejor resolución temporal de las corrientes 

iónicas. 

Para fonnar un sello de alta resistencia, deben tomarse en cuenta varios parámetros que 

influyen de manera importante. Hamill et al .. (1981) describieron que para la fonnación de sellos de 

entre 1 O a 100 GO es necesario mantener limpia la punta de la pipeta, por lo que sólo se puede 

utilizar una para cada intento de obtener un sello. Las soluciones tanto del baño como de la pipeta 

fueron filtradas para evitar elementos extraños a ellas; al atravesar la pipeta la interfase aire-agua se 

aplicó presión positiva para evitar que se pegue a la punta cualquier elemento que la ensucie, esta 

presión se mantiene hasta que la punta de la pipeta haga contacto con la membrana celular. Para la 

formación del sello, una vez que la pipeta hace contacto con la membrana se aplica una ligera 

succión (presión negativa), promoviendo que ocurra 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 Gn. Posteriom1ente, se ajusta la corriente a cero; en este 

momento el sello se encuentra en la configuración de adherido a la célula (on-cell), por lo que se 

procede a levantar rápidamente la pipeta para desprender la membrana del sello, del resto de la 

42 



) 

.) 

..) 

._,! 

célula, obteniéndose así. la configuración de parche evertido (inside-out) (Fig. 6). En algunos casos, 

durante la maniobra para obtener la configuración de ''inside-out", se formó una microesfera de 

membrana en la punta de la pipeta, mediante la exposición de esta microesfera a una interfase aire 

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

6.5. So/11ciones de registro 

En la tabla 2, se muestra la composición de las diferentes soluciones empleadas en este 

trabajo de tesis . Las soluciones fueron diseñadas para tener al cr como único anion que puede 

permear, así, la solución empleada en la pipeta contenía tetraetilamonio (TEA) y Cs+ como 

bloqeadores de canales de potasio y son los principales cationes, la concentración de cr en ésta fué 

de 120 mM (Tabla 2, sol. A). La solución del baño que se utilizó fue la de LCEA con Cah (Tabla 

2, sol. E); esta solución también se empleo para registrar las corrientes de cr en presencia de Ca h 

y en condiciones simétricas de cr ( 120 mM). Para probar la dependencia al calcio del canal de 

Cl" se utilizó etilenglicol-bis (b-aminoetileter) N, N, N',N'-ácido tetraacético (EGTA), como 

quelante de Ca2+ (Tabla 2, sol B). Para registrar las corrientes de cr en concentraciones asimétricas 

de este ion. se utilizó una solución con 190 mM de cr (Tabla 2 sol C) . 

6.6. Im/11cción de descargas de tipo epileptiforme (ki11dli11g)e11 ratas 

Para la inducción de descargas de tipo epileptiforme (epilepsia) se han utilizado muchos 

modelos basados en diferentes técnicas; una de las más difundidas es el kindling, un modelo de 

epilepsia que consiste en una estimulación focal repetida que induce cambios plásticos, 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 estímulos de este tipo. (de Florida y Delgado. 1958). 
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CaCl2 
Ca( OH)¡ 
CsCI 
NaCI 
NaH1PO. 
KCI 
Mgso. 
MgCl1 

TEA-CI 
EGTA 
a-D-GLU. 
HE PES 

pH 7.4 

Tabla 2. Composición de las soluciones de registro (mM) 

SOL"A" SOL"H" SOL"C" SOL"D" 

2 
100 

111 
1.25 

5 
2 

2 2 
20 116 186 

10 10 5 
10 

10 10 10 26 

(TEA OH) (TEA OH) (KOH) (Na OH) 

SOL"E" 
2 

111 
1.25 

5 
2 

10 
26 

(Na OH) 

A) Solución de la pipeta, B) Solución simétrica de cloruro sin Ca., , C) Solución asimétrica de cloruro, D) Solución de 
liquido cefalorraquídeo sin Ca - (sol. dispersión). E) Solución de liquido cefalorraquídeo anificial con calcio (sol 
bafto). 

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 más complejo es el sistema nervioso de la especie animal en la que se 

induce el kindling (mamíferos), más complejas y severas son las convulsiones que se generan. 2) 

No se aplican substancias químicas que pudieran interferir con el estudio de la fisiopatológia del 

fenómeno. 3) Una vez que se establece el kindling su efecto en general es permanente y 

espontáneamente irreversible. 4) Los cambios que se generan no se restringen solo al área de 

estimulación, es posible estudiar otras regiones que se encuentren comunicadas por vías nerviosas, 

con el sitio original de estimulación; esto demuestra, junto con diferentes estudios, que las 

modificaciones que se producen involucran a la transmisión sináptica. 5) Es posible monitorear la 

actividad epileptiforme tanto electrofisiológicamente (EEG), como por la evolución conductual del 
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animal. 6) Las crisis son de corta duración (20-40 s), y una vez que transcurrió esta, los animales 

muestran un aparente comportamiento normal; debido a esto es que se ha generalizado su uso. 

Para la inducción del kindling se realizaron los siguientes pasos: Se utilizaron electrodos 

concéntricos de acero inoxidable; en el extremo distal de la camisa del electrodo se retiró el barniz 

de aislamiento, dejando descubierta una zona en forma de anillo de aproximadamente 1 mm, 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 estereotáxica se implantó el electrodo en la vía 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 31 O g, fue necesario adaptar las coordenadas. Después de 

realizar las pruebas, y con el control histológico, se establecieron las coordenadas en: posterior a 

bregma P-6 mm, lateral a la línea media L-3 .6 mm y profundidad a partir de la dura madre 2.5 mm. 

Los electrodos implantados se fijaron al cráneo por medio de acrílico autopolimerizable (rápido), de 

uso dental. Posterior a la cirugía, se mantuvo a las ratas en jaulas individuales, en periodo de 

recuperación postquirúrgica por 7 días. 

Un grupo de 15 ratas a las cuales se les implantó el electrodo, se tomaron para estimulación 

simulada, es decir solo se les implanto el electrodo pero no recibieron estimulación; con la finalidad 

de descartar algún posible efecto producto del electrodo o del mismo procedimiento para 

implantarlo. Antes de iniciar la estimulación, fue preciso determinar la intensidad de la corriente 

de estimulación. para lo cual se aplicó corriente directa a un tren de estimulación de 60 Hz, con una 

duración del pulso de 1 ms, y trenes de 2 s de duración. se varió la intensidad de la corriente entre 
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1 O a 50 ~tA. hasta que la rata presentó convulsiones tónico clónicas. A partir de este punto, se 

establecía el valor de la corriente de estimulación por debajo de aquel con el que se obtuvo la 

respuesta, para posteriormente dar estímulos subumbrales (para la respuesta de convulsión). 

Después de fijar el valor de estimulación, se mantuvo a la rata en reposos por 7 días y 

posteriom1ente se inició el ciclo de estimulación. 

La estimulación se aplicó con trenes de 60Hz, la duración del pulso fue de 1 ms, y la 

duración total del tren de 2 s; la intensidad se determinó de acuerdo con el valor de corriente 

asignado para cada rata. La estimulación se aplicó cada 30 minutos; después de aproximadamente 

20 estimulaciones, la rata empieza a presentar una respuesta al estímulo que originalmente no la 

provocaba. Para evaluar la respuesta, y poder establecer que el kindling se indujo como tal , se 

calificó la evolución conductual de la rata, de acuerdo a la calificación de Racine (1972), que 

establece 5 estados: 1) movimientos faciales y de la boca; 2) movimientos repetidos de la nuca. 3) 

clonus de las extremidades anteriores. 4) adquisición de la posición erecta sobre las patas 

posteriores y 5) el estado 4 más 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 5 en tres ocasiones consecutivas se suspendio la estimulación y sólo se repitió una por 

día, cuando en tres días consecutivos se obtuvo calificación de 5 se daba como establecido el 

kindling. Una característica importante del kindling es que una vez que se a establecido, la 

respuesta es pem1anente y espontaneamente irreversible . 
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Figura 7. Cambios conductuales posteriores a la cstimulación de una rata con kindling inducido. 
Evolución conductual de una rata con kindling inducido: posterior a una estimulac ión (1-6) . La rata inicialmente 
presenta mov imientos repetidos de la cabeza. posteriormente presenta clonus de las patas delanteras, adq ui ~re la 
posición erecta y finalmente presenta contracciones tónico clónicas generalizadas. 

6. 7. Captura y mráfij·is de /o.'i dato.'i 

Para la captura de las corrientes ionicas se utili zó un transductor corriente-voltaje de alta 

ganancia. el cual contiene una resistem:ia de retroalimentación ( Rrl de 1 O GO. que ajusta la 

ganancia (Vo) de acuerdo a Ja siguiente relación: 



_, 

donde el voltaje de salida (Yo) está detenninado por la corriente registrada (i p) y el voltaje dentro 

de la pipeta (Yret).el cual corresponde a la suma del potencial de mantenimiento (Yhold) 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 señales analógicas registradas se amplificaron a 0.1-0.2 V /pA con un amplificador 

Dagan; se filtraron las señales a 2 kHz (filtro pasabajas de 8 polos; Bessel). Las corrientes iónicas 

así registradas fueron digitalizadas con la ayuda de un convertidor A/D y D/ A (Labmaster TM-100), 

a una velocidad de muestreo de 100 µs por punto. La captura se controló 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 el análisis con pulsos de voltaje no mostró que los canales tuvieran dependencia a este, es decir 

la transición que lleva al canal al estado abierto no se modificó como una función del voltaje. El 

potencial de membrana se mantuvo constante durante cinco minutos, tiempo en el cual se efectuó el 

registro de las corrientes; se utilizó un sistema de videograbación con un procesador digital de 16 

bits de resolución. Una vez grabados los registros se capturaron con la computadora y se 

almacenaron en el disco duro; en la figura 8, se muestra un diagrama del sistema de registro y 

almacenamiento de las corrientes. Para la captura y análisis se utilizó el progranrn pClamp V6.0 de 

Axon lnstruments y un programa diseñado por el Lic. en Matemáticas Arturo Aldana Becerra. Es 

importante mencionar que el potencial de membrana se expresó 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, adquisición y almacenamiento de datos. 

DIA ose. 

La punta de prueba del transductor corriente-voltaje ajusta la ganancia por su resistencia de retroalimentación Rf. La 
información pasa a través de filtros Bessel, posterionnente un procesador digital puede enviar la información a un 
osciloscopio, una videograbadora o a la memoria de una microcomputadora. (modificado de Ogden y Stanfield, 1987). 

Para el registro de las corrientes se estableció un protocolo para la activación 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 

configuración de parche evertido, se debe mantener el potencial a un valor despolarizante 

cercano o igual a + 20m V durante algunos segundos o minutos, hasta que las corrientes aparezcan 

espontáneamente; ya activado el canal se podía mover a cualquier valor el potencial. 

Como parte inicial del análisis de los datos se consideró la amplitud de las corrientes, la 

duración de los períodos 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 líneas 

horizontales sobre los niveles de corriente, con esto se obtiene una versión 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 artefactos; de esta 

manera se detectó el cambio de los niveles de amplitud, así como la duración de los eventos de 
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cierre y de apertura. Un punto importante para evitar errores de medición es mantener las líneas en 

las posiciones correctas, Jo que se consiguió ajustando manualmente la posición de las líneas sobre 

los niveles de corriente. Para considerar un evento como de apertura o de cierre se utilizó el método 

del umbral al 50%; este método consiste en fijar una línea horizontal en el nivel de cierre y otra en 

el nivel de apertura, la corriente que sobrepasa el nivel del 50% entre el cierre y la apertura se 

designó como estado abierto, y la corriente que se ubicó por debajo de este nivel medio se 

consideró como estado cerrado (Standen, Gray, y Whitaker, 1989); se obtiene así una estimación de 

la duración para cada período en que el canal está abierto o cerrado; el resultado es una serie de 

intervalos de tiempo, cada uno asociado a una amplitud. Los períodos de cierre y de apertura no 

necesariamente son alternantes; aperturas sucesivas pueden ocurrir si hay estados de 

subconductancias, o si más de un canal se abre simultáneamente. 

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 medición de sus 

distribuciones, que pueden ser graficadas como histogramas. Para la presentación gráfica de los 

datos se utilizó el programa Sigmaplot V2.0 de Jandel Corporation. 

Los tiempos de aperturas y cierres de los canales, se definieron como una excursión del 50% 

de la diferencia entre la línea basal y el nivel de apertura. Los valores numéricos son expresados 

como el promedio más menos el error estándar (E.S). Se detenninó la frecuencia de apertura del 

canal con respecto al tiempo, el histograma obtenido muestra una distribución en forma de salvas. 

También se examino el número de salvas y su duración con respecto al tiempo. 

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

cloruro. para lo cual se construyeron histogramas de amplitudes siguiendo los criterios de medición 
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propuestos por Patlak ( 1988), que consisten en detemlinar cuál es la duración mínima que puede 

incluirse dentro del histograma; debido a que en muchas ocasiones las transiciones entre los 

diferentes niveles de conductancia son muy rápidos, el sistema de registro no logra detectarlos y 

es necesario de inicio determinar cuál es la longitud mínima que puede ser medida en un solo 

nivel, a lo que se le llama N y se considera en función de la frecuencia de corte ; en este caso se 

utilizó un filtro de 2 kHz y una velocidad de muestreo de l O kHz, por lo que N se estableció 

como N = 5; por lo tanto la longitud mínima a medir será de 700 µs , la cual se contabiliza como 

una entrada, así sucesivamente los niveles con una duración de 800µs se consideran como dos 

entradas, etc. El área del histograma que se encuentra por debajo del pico corresponde a una 

aproximación proporcional del número de eventos de un nivel dado. 
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7. RESULTADOS 

7.1. lde11tijicació11 del ca11al de cloruro e11 11euronas de liipocampo 

Para la identificación de un canal aniónico se realizaron registros de corrientes de cr con 

la técnica ya descrita (patch-clamp) bajo la configuración 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 realizó con soluciones que fueron diseñadas para tener como único anión 

permeable al cr. 

En la figura 9A , se presentan corrientes de cr obtenidas con soluciones que contenían 

una concentración 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 

instantáneas y en algunas ocasiones la transición 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 así las transiciones entre los distintos 

estados, ni el porcentaje de tiempo que permanece abierto el canal; alrededor de cero milivoltios, 

la corriente cambia de dirección 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 iónicas y la 

selectividad los canales. En el registro mostrado en la figura 9A, la duración del trazo es de 1 s., 
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Figura 9. Registros de corrientes unitarias y relación corriente-voltaje obtenidos en diferentes 
concentraciones de cloruro intracelular. 
Un grupo de corr ientes unitarias obtenidas en estado estac ionario desde 60 hasta -60 mV, en pasos de 20 mV ; el 
registro A se obtuvo en soluciones simétricas de CI" ( 120 mM ), y para el registro 8 se obtuvo en soluciones 
as imétricas ( l 20mM F_. 200 mM10); las fl ec has señalan el estado cerrado del canal. En C. relac ión corriente-voltaje en 
diferentes concentrac iones intrace lulares de CI" , cada símbolo representa el promedio de 1 O experimentos: en 
triángulos llenos se presentan mediciones en 120 mM de cloruro (so l. simétr ica); los triángulos vacíos corresponden 
a mediciones en 200 mM de cloruro (so l. as imétricas). Las barras de cada símbolo corresponde al error estándar. Las 
líneas punteadas muestran la referencia de cero de corriente y el potencial de membrana correspondiente al cual se 
obt iene. 
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la conductancia a -60mV fue de 6.3pS ± 2.7pS n=JO. a -40mV fue de 9.lpS ± 3.lpS n=lO, a 

60mV fuede28 .7pS ± l .02pSn=lOya40mV de 14.25 pS ±2pSn= lO. 

La relación corriente-voltaje de los registros realizados en soluciones simétricas se 

muestra en la figura 9C. Cada punto de la relación representa el promedio de diez registros de 

corrientes de diferentes neuronas. La duración a cada potencial de membrana fue de 5 s. La 

relación no es lineal ; a potenciales negativos (-80m V) la corriente promedio es mayor, 

disminuyendo a potenciales menores, hasta aproximadamente -20 m V. de este punto las gráfica 

muestra que el potencial de inversión coincide con el valor que corresponde al potencial de 

equilibrio del cr (O 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 baño y 120 mM en la parte 

extracelular. véase tabla 2 sol A y C). Las características de las corrientes son similares a las 

descritas para los registros en soluciones simétricas. A potenciales de mantenimiento positivos, 

las corrientes son salientes con transiciones casi inmediatas entre el estado cerrado y abierto, 

presentando niveles de apertura diferentes a estos dos; a potenciales de mantenimiento menos 

positivos la magnitud de la corriente disminuye; alrededor de l 3mV, la corriente invierte 

haciéndose entrante y en potenciales más negativos la magnitud de la corriente se incrementa. 

En la figura 9C, se presenta la relación corriente-voltaje de los registros con soluciones 

asimétricas. Cada punto de la relac ión representa el promedio de diez registros de 5 s. de 

duración cada uno. de microáreas obtenidos de diferentes neuronas. La relación presentó las 

siguientes características: no es lineal. a potenciales negati vos la corriente máxima se observa a -

54 



80 m V, disminuye a potenciales menores, hasta -20 m V, y el potencial de inversión se observa a 

13 m Y. valor muy cercano al Ec1 . La conductancia de la relación asimétrica de cloruro es : -60 

mY 23.4 :+.: 6.9 pS n=IO, -40 mY 31.1 :+.: 7.9 pS n=IO, 60mY 40 :±: 3.3 pS n=l O y 40 mY 50.8 :+.: 

3.7pSn=IO. 

En las soluciones que se utilizaron los cationes con posibilidad de permear fueron Na+, 

K• y Ca2+: los canales de K+ se bloquearon con distintos agentes tanto del lado extracelular e 

intracelular de la membrana, por lo que se impidió el paso del K+ a través de esta vía. El Na+ sólo 

se encontró en la solución del baño (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 ocurrió; por ejemplo, a O m V en los registros no se observa ninguna transición de 

corriente, una explicación a esto, podría ser que en esté trabajo los registros se realizaron en 

estado estacionario (hasta 5 min. de registro), lo que provocaría que a los voltajes examinados 

(+60 a -60 mY) el canal se inactiva, relacionándose esto con la ausencia de corriente. Las 

condiciones para el Ca2+, son muy similares al punto anterior; el Ca2+ sólo se encontró en la 

solución del baño, 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 así registradas son de cr y que los canales son principalmente selectivos 

a este ion, ya que los potenciales de inversión son prácticamente los mismos que los Ec1. 

7.2. Dependencia al voltaje del canal de cloruro de neuronas de hipocampo 

Para determinar la dependencia al voltaje del canal de cr posterior a la primera apertura, 

se examinó un grupo de corrientes las cuales se obtuvieron mediante pulsos de voltaje desde -80 
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m V hasta 80 m V en pasos de 20 m V, en esta serie de diez experimentos se observó que la 

latencia a la primera apertura del canal fue muy cercana a cero milisegundos en todos los voltajes 

estudiados; lo que mostró la nula dependencia al voltaje de este canal. A partir de estos 

experimentos se decidió realizar la totalidad de los experimentos en estado estacionario. 

A las corrientes de cr obtenidas en estado estable se les examinó la P0 y el tiempo abierto 

(lo) a diferentes potenciales de membrana. Para el cálculo del t0 se utilizaron los mismos registros 

de los cuales se obtuvo la Po; y se realizó de acuerdo al método del umbral al 50%.(Standen, 

Gray y Whitaker, 1989) 

En la figura l OB se muestra la relación del promedio de tiempo abierto con respecto a 

diferentes valores de potencial de membrana. A valores de voltaje de -60 hasta + 20 m V el 10 del 

canal no se 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 0 se calculó de acuerdo al algoritmo propuesto por Fenwick et al. ( 1982), con el que 

se puede calcular la probabilidad de apertura independientemente del número 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 fórmula : 

jtj 
p l) = :E ------

TN 

donde N es el número de canales abiertos en el parche. j corresponde a cada nivel abierto, t¡ es el 

tiempo total en cada nivel de corriente j , y T es la duración total del registro. 

En la figura 1 OA se muestra la relación de P 0 con respecto al voltaje. cada punto de la 

relación 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 P0 no se modifica 

con la despolarización de -60 a +40 m V, manteniéndose en un valor aproximado de 0.0061 y a 

+60 mV, la Po se incrementa 7.54 veces, a un valor de 0.046. 

Andrew y Blatz ( 1991) mencionan que el análisis de la P 0 de las corrientes de cr a 

potenciales positivos es dificil por tres razones: 1) contaminación 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 

activación de canales de cr inactivos que se encuentren en el parche de membrana. También el 

reclutamiento de canales de cr por la despolarización es un fenómeno común, por lo que el 

cambio ocurrido a 60 mV podría ser consecuencia de estos factores. En conclusión, a potenciales 

-60 a +40 mV la Po mostró no ser sensible a cambios en el voltaje; la falta de sensibilidad 

observada en la Po a estos valores de potencial debería estar acompañada de un comportamiento 

similar en el promedio de duración del to del canal; tanto la P0 como el 10 muestran insensibilidad 

al voltaje en un intervalo de -60 a +40 mV, y a +60 mV se tiene un incremento de P0 con una 

mayor duración del t0 • 

7.3. Se11sibilitla<I al calcio tlel ca11al de c/or11ro tle 11e11ro11as tle lripocampo 

Uno de los puntos de estudio de este trabajo de tesis fue el determinar si el canal 

registrado correspondía o no a un canal de cr activado por Ca++ intracelular, por dos razones; 

primero, debido a que se ha reportado que el canal de cr activado por Ca++ participa en la 

facilitación del disparo de potenciales de acción en neuronas, al hacer más positivo el 

57 



.) 

A B 
0.0I 1.00 

~ 0.76 

t 
:::> 
1- O.CM I a: w 
~ o 

1-w a: o ¡ 0.IO !/ ~ 
::¡ i t~,r !,, I ~ 0.02 

!~!/1~/ 
t:= / 

a:: 
IL 

0.26 ',f 

0.00 0.00 
«> «> -40 ·20 o 20 40 eo IO «> «> -40 ·20 20 40 llO llO 

Em(mV) Em(mV) 

Figura 10. Probabilidad de apertura y tiempo abierto del canal de cloruro registrado en solución simétrica. 

La P0 y el t0 se obtuvieron de 10 experimentos similares a los de la fig . 9 registrados en estado t:stacionario; se 
tomaron 5 seg. de registro para cada experimento. En A. se presenta el valor de P 0 a diferentes potenciales de 
mantenimiento (de -60 hasta +60 mV). La P0 se calculó de acuerdo al algoritmo de Fenwick. No se observan 
cambios de ·60 hasta +40mV: a +60 mV la P0 presenta un incremento. El t0 presenta un comportamiento si milar, no 
se observan cambios sensibles con respecto al voltaje de -60 a +40 mV. e incrementa a +60 mV . Las barras de los 
simbolos corresponden al error estándar. 

postpotencial despolarizante, facilitando así la generación del siguiente potencial ; provocando el 

disparo de ráfagas de potenciales de acción (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 favorecería la activación de este tipo de canal ; debido a esto se realizaron 

experimentos en presencia y ausencia de Ca·+ en el medio interno. 

Para determinar la sensibilidad del canal de cr al calcio, se efectuaron registros de 

corrientes de cloruro en presencia y ausencia de Ca h . La solución carente de calcio contiene 

magnesio en sustitución del calcio y EGTA como quelante (tabla 2 sol 8) . En la figura 11. se 
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presenta la relación corriente-voltaje del promedio de diez experimentos distintos. La relación 

obtenida en la solución libre de calcio no mostró diferencias con respecto a los valores de 

registros control, y conservan características similares tanto a potenciales positivos como 

negativos, lo que indica que el Ca++ intracelular no modifica la corriente del canal de cr 

registrado (Fig. l lA). 

En estos experimentos se estudiaron también la P º y el t0 en presencia y ausencia de Ca++. 

En la figura 11 B. se presenta la relación de P 0 con respecto al potencial de membrana (-60 a +60 

mV ); se observa que las P0 obtenidas en presencia de Ca ...... o EGTA tienen un comportamiento 

similar a todos los potenciales registrados y no muestran diferencia alguna. El comportamiento 

de la relación 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 P0 ; de +40 a +60 mV la Po se incrementa, lo 

que concuerda con las características del canal descrito inicialmente. También se determinó el t0 

en los mismos registros bajo las mismas condiciones. En la figura. 11 C, 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 comportamiento 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 treuronas de lripocampo 

Los canales presentaron actividad a todos los potenciales de membrana examinados, es 

decir entre -80 y +80 m V. En la figura 12A, se muestran las corrientes registradas durante 60 

segundos a -40 m V de potencial de membrana. Las so luciones contenían una concentración de 
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Figura 11 . Sensibilidad al calcio del canal de cloruro. 
Se presenta la relación corriente vo ltaje en A, P0 en 8 y 10 en C. de la corriente registrada del canal de cloruro en 
presencia de 2 mM de CaCl2 (triángulos vacíos) y EGTA (triángulos llenos). No se observan diferencias entre los 
datos obtenidos en presencia y ausencia del calcio en las tres relaciones mostradas; demostrando la fa lta de 
sensibilidad al calcio de l canal de cr. Las barras de los símbolos corresponden al error estándar . 
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cr simétrica. los trazos no son continuos y representan 20 s. cada uno ; se observo que las 

características de las corrientes de cr 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 duración . Para observar con mejor claridad la transición de la 

corriente. en la figura 128 se presentan los registros con tres escalas de tiempo distintas; en la de 

mayor resolución. se observa que la apertura del canal no es una apertura discreta. está 

compuesta por algunos eventos abiertos de baja amplitud (fig. 128), esto podría sugerir que en el 

estado cerrado. la cinética del canal de cr registrado contiene una variedad de estados cerrados 

con promedios de duración de microsegundos a segundos. 

Una vez caracterizado el canal en neuronas testigo, se procedió a realizar los registros de 

este en neuronas de ratas en las que se indujo el kindling. Se presentan a continuación los 

resultados de esta serie de experimentos. 

7.5. Registro de 11euronas de ltipocampo de rata en las que se indujo kind/ing 

Después de establecer el kindling en ratas, según lo descrito por de Florida y Delgado 

( 1958) y Racine ( 1972), los registros se re 'izaron en presencia de soluciones simétricas de cr. 

En la figura l 3A se muestran los registros de 1ds corrientes de cr de neuronas en las que se había 

inducido el kindling. Las características 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 número de transiciones entre los distintos estados 

de apertura y cierre. lo cual podría sugerir un incremento en la probabilidad de apertura de este 

canal. 
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Figura 12. Las lransiciones de la corrienle de cloruro no son discrelas. 
Registro de corrientes unitarias de cloruro a una escala de resolución baja A, y alta B. Los registros se realizaron bajo 
la configuración de inside-out a un potencial de mantenimiento de -40 mV en so luciones simétricas de cloruro. El 
estado cerrado del canal se ser'lala con la flecha. La barra de tiempo de ca libración para A. es de 2 seg.(tiempo total 
20s .) ~ e n B. 1 s. para el trazo superior. 100 ms para el medio y 5 ms para el inferior. las líneas punteadas muestran 
los diferentes subni ve les de apertura . La corriente se tiltró a 2 kHz. 



..) 

En la figura 138 se presenta la relación corriente voltaje de los registros testigo y 

experimental. Cada punto de la relación representa el promedio de 1 O datos de 5 s. cada uno ; se 

observa que a potenciales negativos (de -80 a -20 mY) 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 disminución en la corriente del 68% a +60 mY y del 58% a +80 mY . 

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

Para estudiar la actividad del canal de cloruro de neuronas con kindling inducido, se 

calculó la probabilidad de apertura a diferentes voltajes. Para el calculo de la P0 se emplearon los 

mismos registros de los cuales se obtuvieron las mediciones anteriores (relación corriente­

voltaje ). 

En la figura 14A se muestra la relación del P0 testigo y experimental con el potencial de 

membrana; se observan marcadas diferencias entre ambas. A potenciales negativos, la P0 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 mY del 22 .9 veces (de 0.00418 a 0.09608); sin embargo 

a potenciales positivos también se obtuvo un incremento en la P0 en las neuronas del grupo 

experimental, pero las diferencias fueron mucho menores. a +40 mY incrementó 7.4 veces (de 

0.0548 a .0074), a +60 mY fue de 1.8 veces (de 0.0861a0.462) dado que las modificaciones 

mas importantes se observaron a -60 y -40 mY, 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 obten idas de neuronas de rata con kindling inducido (A). Los registros se efectuaron 
en estado estac ionario desde -60 hasta +60 mV . en pasos de 20 mV : en soluciones simétricas de cloruro (120 mM ). 
En B. relación corriente-voltaje de registros control (clrculos vacíos) y de registros kindling (círculos llenos); cada 
punto representa el promedio de 1 O experimentos . Las barras en los símbolos corresponden al error estándar. 
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También se determinó el tiempo abierto del canal. En la figura 148 se presenta la relación del 10 

de datos experimentales y testigos. De manera semejante a la P0 , el t0 presentó un incremento a 

valores de potencial negativo. a -60 mY el incremento fue del 2.9 veces (de 0.3499a 1.04813 

ms). y a -40 mY del 5.5 veces (de 0.21476 a 1.2024 ms); en este caso también se observó que 

las modificaciones ocurrieron solo a -60 y -40 mV, demostrando que los cambios del t0 al igual 

que los de la P0 son dependientes del voltaje. A potenciales positivos no se observaron 

diferencias entre los datos testigo y experimental. 

En esta sección se concluye que en los datos experimentales se observó que a potenciales 

de mantenimiento de -40 y -60 m V 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 inducción de kindling 

Al igual que las neuronas testigo, las neuronas con kindling se estudiaron a potenciales de 

membrana entre -8 y +80 m V. En la figura 15, se muestra la relación entre la frecuencia de 

apertura del canal en función del tiempo, tanto de datos testigo como experimentales; en estos 

.) registros el potencial de membrana fue de -40 m V durante 5 min. y en presencia de soluciones 

simétricas de cr. Las aperturas se agruparon en forma de salvas con periodos rápidos de apertura 

y cierre (intervalo intrasalva), separados por intervalos cerrados relativamente de duración mayor 

(espacio intersalva) . En el caso del registro testigo, se observan numerosos intervalos inter e intra 

salva (fig. l SA). En los registros de neuronas con epilepsia experimental (fig.158), se incrementó 

el número de salva con la consecuente disminución 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 Po descrito con anterioridad. A continuación se describen 
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Figura 14. El kindling incrementa la P0 y 10• del canal de cloruro. 
La P0 y el 10 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 P0 a diferentes potenciales de 
mantenimiento (de -60 hasta +60 mV). La P0 se calculo de a cuerdo al algoritmo de Fenwick. Se observa un 
incremento de la P0 a - 60 y -40mV.En 8, el 10 también mostró un incremento a -60 y -40mV, en los datos 
experimentales. Las barras en los símbolos corresponden al error estándar. 

notar las características de las salvas y las diferencias encontradas entre los datos experimentales 

y testigos. 

En la figura l 6A se muestra la relación del número de salvas con respecto el periodo de 

tiempo de la corriente, en datos testigo y experimentales; 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 o la duración de estas en cada periodo de tiempo subsecuente. Se observa una disminución 

en el número 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 

y d experimental. 
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Figura 15. E:I 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 
intrasalva y el intersalva. 

Se observó una relación entre el número de salvas y la duración de éstas en intervalos de 

tiempo menores a 120 ms. En la figura 168 se muestra la gráfica de duración de las salvas contra 

distintos intervalos de tiempo. En los datos experimentales a intervalos menores de 120 ms, las 

salvas son de una duración 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 cr agrupada en salvas, y se reduce el número 

de éstas, pero con mayor duración; en ambos casos los cambios se presentan a intervalos de 

tiempo menores de 120 ms . 



.) 

.) 

7.8. Las corrie11tes de clor11ro de ne11ro11as de llipocampo testigo y con kindling i11d11citlo, 

prese11ta11 múltiples subco11ducta11cias 

En la figura l 8A. B, se muestran corrientes de cr de neuronas testigo y con kindling 

inducido. a un potencial de mantenimiento de -40 mY y en condiciones simétricas de cr. Tanto 

en el registro testigo como en el experimental se observan múltiples niveles de conductancia 

durante todo el trazo. En la mayoría de los casos estos niveles no son múltiplos unos de otros, 

por lo que se descarta que correspondan a la apertura simultánea de otros canales del mismo tipo . 

Dado que las aperturas y cierres son eventos aleatorios, las amplitudes de un evento a otro varían 

alrededor de un promedio; por lo que se construyeron histogramas de amplitudes, para 

determinar cual era la distribución de las diferentes amplitudes. Los histogramas obtenidos 

mostraron características muy interesantes; en la figura 17 se muestran cuatro histogramas de 

apertura, las gráficas de la parte superior corresponde a los datos testigo y los de la parte inferior 

a los datos experimental. Los histogramas de la parte izquierda (A y C) fueron obtenidos en la 

modalidad de medición automática del programa, y los de la derecha (B y D) bajo la modalidad 

de medición manual. En los histogramas obtenidos por medición automática 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 distribución de las amplitudes ajustando el histograma con una función de distribución 

normal. se observa que una población importante se agrupa de acuerdo a esta distribución, pero, 

una parte de la población del histograma queda fuera del ajuste, tanto en el testigo coml) el 

experimental. la población que no se ajusta podría corresponder a otros grupo de amplitudes; esto 

se muestra con mayor claridad cuando se construyeron los histogramas de acuerdo a la medición 
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Figura 16. El kindling modifica las caracteristicas de las salvas. 
Número de salvas (A), y duración de estas (B), con respecto a intervalos de tiempo: de datos testigo y experimental. 
Los registros de los cuales se obtuvieron los datos. se realizaron en soluciones simétricas 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 número y con duración mayor. 

manual de las amplitudes de las corrientes; los histogramas obtenidos bajo estas características se 

muestran en la fig . 17 (B y D), se observa en estos la presencia de diferentes poblaciones que 

podrían corresponder a distintos niveles de conductancia. aunque no están bien definidas ya que 

no se separa una población de la otra, es posible ajustar cada una de acuerdo a una distribución 

normal ; para el caso del testigo se definen dos poblaciones, una muy cercana a O pA que podría 

corresponder al el nivel cerrado y otra cercana a l .5pA; en el caso de los experimetales se ajustan 

a una distribución normal tres niveles de amplitud, el primero muy cercano a OpA, otra cercana a 

7pA y una tercera cercana a 1 OpA; una cuarta población muy pequeña cercana a l 5pA no se pudo 

ajustar. La diferencia observada en las poblaciones de los histogramas. puede sugerir la 

importancia que tiene el muestro de la población: la medición automática no discrimina entre 

muchas poblaciones. aunque los histogramas obtenidos por medición manual logran insinuar 
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Figura 17. Los niveles de amplitud se enmascaran de acuerdo al tipo de muestreo. 
Distribución de las amplitudes de corrientes testigo parte superior, y de corrientes experimentales parte inferior; 
obtenidas por medición automática A, C, y por medición manual B, D. La linea delgada corresponde al histograma 
de amplitudes, la gruesa corresponde al ajuste del histograma de acuerdo a una función de distribución normal. 

algunas diferencias en las poblaciones. estas no se definen con claridad al no observarse 

separaciones entre ellas. lo cual podría deberse a la presencia de subniveles u otras poblaciones 

entre una población y la siguiente. 

Para tratar de definir con más claridad los diferentes niveles de conductancia, se 

construyó un histograma de amplitudes. realizando un muestreo de datos de acuerdo a lo 
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Figura 18. Múltiples niveles de amplitud de corrientes de cloruro testigo y experimental. 
A y B corrientes unitarias de cloruro a -40 m V. registradas en so luciones simétricas de cloruro. Las lineas punteadas 
muestran los diferentes niveles de amplitud. C y D histogramas de amplitudes de las corrientes testigo y experimental 
respectivamente . Los histogramas no consideran a eventos menores de 700~1s lo que permite identificar 
independientemente los diferentes niveles de conductancia. 

propuesto por Patlak ( 1988); estos criterios se considera en función de la frecuencia de corte, en 

este caso N = 5, y la duración mínima que puede incluirse dentro del histograma es de 700µs. El 

área del histograma que se encuentra por debajo del pico corresponde a una aproximación 

proporcional del número 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 l 8C. D se muestran los histogramas 

testigo (C) y experimental (D) obtenidos a -40 m V y solo corresponden al registro mostrado. Se 

observan 7 ni veles de conductancia bien definidos en cada uno, en la figura 18C se muestra que 
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el nivel que corresponde al valor mínimo es de -0.5 pA y el de mayor amplitud es -11 pA; en el 

caso de la figura 180 se presenta el valor mínimo de -1 pA hasta el valor máximo de -16 pA. 

Se observa que el número de niveles entre los dos grupos no se modificó, 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 está presente en el experimental, y el nivel de corriente 

máxima es de -11 pA, comparado con -16 pA de corriente máxima en elExperimental; en el resto 

de los niveles no ocurrieron cambios. La identificación 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 18. Podemos concluir en esta 

sección que en la condición de kindling inducido se presenta el mismo número 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 cr, una serie de corrientes con un 

comportamiento particular; al iniciar el registro se observaron períodos de minutos, durante los 

cuales no aparecían las corriente (fig. 20A); posteriormente se observó una corriente bien 

definida, de aproximadamente O.SO pS. con una probabilidad baja de apertura (fig. 208); después 

de unos minutos se presentan subniveles de conductancia combinadas con las corrientes 

pequeñas. y se incrementa la probabilidad de apertura del canal (fig. 20C). y posteriormente estos 

niveles de subconductancia se incrementan tanto en número como en frecuencia (fig. 200) . 

72 



..) 

..J 

7. 9 Registros de poblaciones con estimulación simulada 

Se realizaron registros de las corrientes de cloruro en neuronas de hipocampo de 

ratas a las cuales sólo se les implantó un electrodo de estimulación con las características 

mencionadas en el método, mas no se efectúo estimulación alguna; los registros obtenidos 

de este grupo de neuronas no mostró diferencia alguna con el grupo testigo . 
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8. DISCUSIÓN 

Este trabajo de tesis se enfocó a determinar el comportamiento de los canales de cr de las 

neuronas granulares del hipocampo durante el fenómeno de la hiperexcitabilidad neuronal 

inducida por kindling; en especial se estudiaron los cambios que ocurren en la cinética del canal 

como resultado de la inducción del kindling. 

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

La relación corriente voltaje de los datos mostró un comportamiento similar en los 

registros testigo y experimental (Fig. 13), la relación no presenta un comportamiento lineal; a 

potenciales muy negativos (-80mV) la corriente promedio es máxima, disminuyendo a 

potenciales menores, lo que indica que la corriente sufre una ligera rectificación entrante a -60 

mV, hasta un potencial de membrana de -20 mV ; se observa que el valor que corresponde al 

potencial de inversión, coincide con el E,1.; a valores positivos, la corriente se incrementa 

gradualmente sin que dicho incremento llegue a ser lineal mostrando una ligera rectificación; este 

tipo de comportamiento es similar a el descrito para diferentes tipos de canales de cloruro 

(Ludewig et al., 1997). En la relación corriente voltaje, algunos canales de cr presentan como 

comportamiento habitual una rectificación saliente de la corriente, lo cual se debe a la asimetría 

de la vecindad eléctrica del poro que influye sobre la permeación del ion (Ludewig et al., 1997) . 

Pusch et al. ( 1995) describen en estudios del canal ClC-0 del órgano eléctrico del 

Torpedo que la cinética de las compuertas rápida y lenta se modifica por factores externos tales 

como los cambios en la concentración extracelular del cloruro; al incrementarse la concentración 

extracelular de cloruro. la apertura del canal se ve facilitada, lo que sugiere que el mecanismo de 
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la compuerta está relacionado con la permeación del ion, por medio de la unión del ion a 

distintos sitios en el poro; así, cuando se ocupan estos sitios. la compuerta modifica su cinética, 

mostrando una gran dependencia de las concentraciones extracelulares de cr. Pusch et 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 ClC-0 las aportan Ludewig et al ( 1997) por medio de experimentos de biología 

molecular en los que se realizaron mutaciones puntuales en la subunidad D 12, sustituyendo la 

lisina de la posición 519 por glutamato; esto provocó cambios electrostáticos en los aminoácidos 

de esa región, lo que modifica la cinética de la compuerta rápida de uno de los poros, así como 

también la probabilidad de apertura. La explicación que dan a estos cambios es que al permear el 

ion por el poro se ve alterada la unión de éste con su sitio de afinidad. Otro hallazgo fue que la 

compuerta lenta del canal cambia su cinética de acuerdo a la concentración intracelular de 

cloruro. Este tipo de comportamientos se ha observado en otros canales. como el de potasio de la 

rectificación entrante que sufre cambios en su compuerta por diferencias en la concentración 

extracelular de potasio (Rubo et al .. 1993 ; Hagiwara et al ., 1976). 

Estos datos pueden sugerir que en el comportamiento del canal registrado en este trabajo 

participen mecanismos similares. Como se mencionó. 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 relación 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 et al. ( 1995) describen que la probabilidad de apertura del canal CIC-0 se modifica 

por la concentración intracelular de cloruro; a concentraciones altas ( 104 mM), la probabilidad 

de apertura se incrementa y a concentracione~: bajas (4 mM) la probabilidad disminuye. En el 

caso del canal registrado en este trabajo, al comparar Jos 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 concentración 

intracelular de cr. Esto se observa tanto en la relación 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 relación 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 aparecía muy poca o nula 

actividad espontánea del canal, por lo que fue necesario establecer un protocolo de activación de 

las corrientes como el utilizado por Woll et al. , en 1987. Este protocolo consiste en que una vez 

realizado el sello y estar en la configuración de "inside-out" se debe mantener la membrana a un 

potencial despolarizante cercano o igual a + 20 m V, durante algunos segundos o minutos, hasta 

que las corrientes aparezcan espontáneamente; 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 m V en pasos de 20 m V. Con este tipo de protocolo 

podríamos haber modificado la cinética de las compuertas de apertura rápida o lenta, y por lo 

tanto obtener una relación corriente voltaje diferente a la de otros tipos de canales, sin que 
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necesariamente fuera un canal distinto. sólo pudo haber sido registrado bajo condiciones que 

modifican su actividad. 

Otra característica de los canales, fue la presencia de estados de subconductancia, tanto en los 

registros experimentales como en los testigo. Este tipo de comportamiento es común a diferentes 

tipos de canales de cloruro, como el canal rápido de músculo esquelético y de neuronas (Weiss y 

Magleby. 1990; Blatz, 1991 ), así como también en el canal doble cañón del órgano eléctrico del 

Torpedo (Miller y White, 1984). Blatz y Magleby (1986) mostraron que en la distribución de la 

duración de los eventos de apertura y cierre para el canal doble cañón se describían dos 

componentes para la distribución del intervalo de apertura y cinco componentes exponenciales 

fueron necesarios para describir la distribución del intervalo de cierre, lo que presenta un modelo 

con dos estados abiertos y cinco estados cerrados. El canal doble cañón está constituido por dos 

poros idénticos, que abren y cierran independientemente a través de un mecanismo de compuerta; 

la compuerta rápida parece pertenecer sólo a uno de los protocanales y la lenta pertenece a los 

dos (Middleton et al. , 1996; Ludewig et 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 compuerta rápida muestra una dependencia del voltaje 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, 1 O y O pS respectivamente (Miller, 
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1982; 1984 ). En nuestros, registros tanto testigo como experimental, encontramos varios nive les 

de subconductancia. lo que sugiere que la cinética de estos canales también es compleja. y esto 

podría hacer pensar que este canal se constituyera por varios poros, tal como se ha descrito 

previamente (Mi ller y Whi te. 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 1 O µM de DIDS, un inhibidor específico de una variedad de proteínas 

transportadoras de cr. Cuando se administra el DIOS, el canal cambia su comportamiento, de 

presentar varios niveles de subconductancia a uno solo de 1 O pS. Después de la administración 

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 dímero (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 períodos de minutos 

durante los cuales no aparecían las corrientes (fig 20A); posteriormente, aparecía 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 

pequeñas. y se incrementa la probabilidad de apertura del canal (fig. 20C). posteriormente estos 

niveles de subconductancia se incrementan, tanto en número como en frecuencia, lo cual hace 

muy complejo su análisis (fig. 20D). Este comportamiento del canal se repitió consistentemente 

en registros testigo, como en experimentales. y en los registros de soluciones asimétricas. 
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Figura 19. Inhibición del canal de cloruro por DIOS. 
Corrientes de cloruro obtenidas con 200 mM de NaCI, a un potencial de mantenimiento de -80 mV . Se registró un 
canal de cloruro incorporado en una bicapa lipídica. El trazo inicial son corrientes de cloruro control ; en los trazos 
de en medio se muestran los registros cuando se le administro el DIOS en una concentración 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 el 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, evidenciándose la complejidad de la compuerta por el gran incremento de los 

niveles de subconductancia. 

Otra posible explicación de los ni ve les de subconductancias puede derivarse de los 

modelos propuestos por Franciolini y Nonner ( 1987; 1994) donde postulan que las interacciones 

del ion con sitios específicos 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 1 s. El intervalo entre cada uno es de 5 s. De 
A-D modificación 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 ni ve les bien 
definidos y en D. no se identifica claramente un nivel de conductancia. 

canal permite la permeabilidad de cationes y aniones. estos interactúan en conjunto para 

determinar la conductancia del canal. El modelo presenta un primer paso en el que el poro está 

vacío: posteriormente. acepta un anión y posteriormente uno o dos cationes asociados a un par de 

aniones. Otro modelo implica el transporte formado por ciclos: un ciclo de anión lento (entre el 

estado vacío y el de un solo anión en el poro), un ciclo de catión lento ( entre el estado de uno y 

tres iones en el poro). y el ciclo del anión rápido (entre el estado de tres y cinco iones en el poro) ; 

en todos estos mecanismos hay una interacción 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 podría determinar los subniveles de conductancia (Franciolini y Nonner; 1994 ). 

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

Los registros realizados en neuronas de hipocampo de rata con kindling establecido 

muestran que entre -80 y +40 mV la relación corriente voltaje no presenta diferencias con 

respecto a los controles; las diferencias que se observaron fueron en la cinética; se observó un 

incremento en la probabilidad de apertura y un incremento del tiempo abierto sólo a un potencial 

de mantenimiento de -60 y -40 m V, el resto de los parámetros evaluados no mostraron 

diferencias estadísticamente significativas con el control. Las diferencias observadas nos indican 

que en las neuronas de ratas con kindling establecido los canales de cr presentaron cambios muy 

específicos y dependientes del voltaje; como el incremento de la probabilidad de apertura y el 

tiempo abierto a -60 y -40 mV. A -40 mY de potencial de mantenimiento se incrementó la 

frecuencia de las salva, otra diferencia obtenida fue que en intervalos de lectura menores a 120 

ms se presentó menor número de estas. pero con duración 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 podría contribuir a 

generar un flujo de cloruro hacia el interior o el exterior de la célula, dependiendo de su fuerza 

impulsora. y regular así la excitabilidad de las células del sistema manteniendo o modificando la 

inhibición o excitación del circuito. En el sistema hipocampal se ha descrito este proceso en 

diferentes áreas. como parte de los mecanismos de regulación 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 et al., 1986) lo cual determina que en las células de CA3 sea 

predominantemente hiperpolarizante dicho flujo y en las células granulares despolarizante 

(Crunelli et al. , 1983). Cuando en neuronas de hipocampo se altera el flujo por modificaciones de 

la fuerza impulsora para el ion se modifica la inhibición del circuito. Las modificaciones en el 

flujo de cr se han observado en procesos de desinhibición experimental; cuando se aplican 

estímulos tetánizantes de 3-1 O Hz durante 30 a 60 s en las fibras aferentes de las células 

musgosas. se produce una reducción del 22% en la conductancia del cloruro durante el PPSI y 

una modificación de 2-7 m V en el potencial de inversión, debido a una disminución del 49% en 

la fuerza impulsora del cloruro durante el PPSI, provocado por un incremento en la 

concentración intracelular de cloruro (Thompson y Gahwiler, l 989a); cuando esta inhibición se 

modifica (desinhibición) puede constituirse en un factor endógeno para la génesis de descargas 

epilépticas (Kom et al., 1987; Thompson y Gahwiler, l 989b). Se debe de considerar por los 

resultados obtenidos. que el kindling aparentemente ocasiona un incremento en la P0 y el t0 , así 

' 
como también incrementa de la frecuencia de las salvas de aperturas del canal, disminuyendo el 

_, 

número de grupos de estos, pero con duración mayor; estas modificaciones podrían sugerir que la 

cantidad de cr que se moviliza a través de la membrana celular podría estar incrementados, y 

como se discutió anteriormente, podría ser parte de un mecanismo de desinhibición, o de un 

mecanismo de compensación para contrarrestar el estado de hiperexcitabilidad en que se 

r 
encuentra la célula, el cual requeriría de mecanismos compensatorios que lo contrarresten; uno 

de estos podría ser por medio del cr y específicamente por los canales selectivos a este ion. 

_, 
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9. CONCLUSION 

En conclusión, pude plantearse que el canal de cloruro registrado muestra características 

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 m V, aumento de la frecuencia de las salvas, menor número de 

grupos de estas. pero con duración mayor; esto también podría sugerir que la movilización de cr 

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 desinhibición del sistema hipocampal que favoreciera la 

instalación 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 específicos en la actividad del canal de 

cloruro; un canal no sensible al voltaje como el registrado, mostró un incremento en la 

probabilidad de apertura y en el tiempo abierto, de la frecuencia de apertura a -60 y - 40 mY de 

potencial de membrana, pero sin cambios a otros potenciales, lo que sugiere la activación de 

algún mecanismo de regulación del canal durante el kindling, que pudiera estar activándolo a 

estos voltajes. Como parte de las perspectivas de este trabajo podríamos sugerir el estudio de una 

posible modulación del canal de cr; esta supuesta modulación pudiera estar inhibida, y al 

establecerse el kindling activarse; un posible mecanismo de esto podría ser la regulación del 

canal vía una proteína "G". Esta posibilidad puede ser factible dado que cuando se efectuaron 

registros en la configuración de adherido a la célula (no se muestran), donde toda la maquinaria 

de proteínas intramembranales están intactas se obtuvieron los mismos resultados que con los 

registros realizados en la configuración de inside-out. lo que podría apoyar que a pesar de 

desprender un fragmento de la membrana celular se conservan los componentes asociados, como 

las proteínas "G". 

La regulación de canales iónicos por proteínas G es un mecanismo muy común en 

distintos tipos de canales iónicos, por ejemplo, el canal de potasio de la rectificación entrante en 

corazón (Sakmann et 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 raíz dorsal (Holz et al .. 1986; 
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López y Brown, 1991 ; Pollo et al .. 1991 ), y se ha descrito regulación de canales de cloruro por 

proteínas Gen células epiteliales (lsmailov et al., 1996). 
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