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RESUMEN
.{,\'

Debido a sus propiedades antivirales, antiproliferativas ¢.
inmunomoduladoras, el interferon es empleado clinicamente para tratar®’
diversas patologias virales, desérdenes inmunolégicos y céncer. Una-.
de las consecuencias més comunes derivadas del uso del interferon-a
en humanos, es el desarrollo de una serie de efectos '"colaterales";
tales como fiebre, ancorexia, parestesias de pies v manos, mialgias,
dolor de cabeza, fatiga y confusién mental. Tales efectos indeseables
sugieren una accién del interferon-a sobre estructuras nerviosas
cerebrales. Por otro lado, tanto estudios biocquinicos como
inmurniolégicos, muestran que existe una relacién estructural y
fisicolégica entre el interferon-a y algunas moléculas derivadas de la
B-lipoproteina, tales como la a-corticotrofina, 1la y-endorfipa y la
a-hormona estimulante de los melanocitos. Entconeces, el interferon-a
es capaz de bloquear la unidn esterec-especifica a la morfina y de
causar una analgesia e inmovilidad bloqueable por la naloxona. Estos
datos sugieren una interaccidén entre el interferon-a y los receptores
opicdes. Los trabajos aqui presentados tienen por objeto =1 describir
un posible efecto cerebral de€l interferon y encontrar su mecanismo de

accion. Se realizaron tanto estudios electrofisiolédgicos como
conductuales. Se obtuvieren registros electroencefalogréficos en 12
estructuras cerebrales en ratas, después de la administracién

intraperitoneal de interferon-a. También se realizé la aplicacién
microiontoforética del interferon-d4 en 4 estructuras cerebrales;
corteza somatosensorial, hipocampo dorsal, talamo medial e hipotalamo
ventromedial. Por microionteforésis se aplicaron varios tipos de
interferones sobre 1la corteza somatosensorial. Por otro 1lado,
observamos los efectos del interferon-a sobre la actividad
mioceléctrica . del intestino, como un indice de su efecto anorexico.
Ademés,” realizamos interacciones farmacolégicas entre el interferon-
¢, la morfina vy la naloxona, como un procedimiento encaminade a
detectar cualquier relacidén entre el interferon-a y los receptores
opiocides. ‘Estas interacciones farmacoldgicas las realizamos Ppor
microiontoforésis en la corteza somatosensorial y en preparaciones deo
ileo aislado de cobayo. En nuestros estudios conductuales, analizamos
los efectos del interferon-a sobre la.ingesta de alimentos y sobre el
sindrome de carencia a los opioides. Nuestros resultados muestran:que
el interferon-a, pero no el v, es capédz de modificar, con
caracteristicas farmacolégicas propias, a la actividad nerviosa
cerebral, tanto desde el punto de vista eléctrice como conductual.
Aunque este interferon induce efectos opioides, su accién no se
ejerce a 1iravés de los receptores tipicos a los farmacos opioides.
Aln desconocemos cual es el mecanisnhos que el interferon emplea para
inducir tales efectos. En el trabajo se discute la relevancia
fisiolégica que estos resultados pueden poseer.



ABSTRACT

Interferon, the body's most rapidly produced defense against
viruses, has ailso antiproliferative and immunomodulatory properties.
These properties are used clinically to treat several disorders, such
as viral infections, cancer and immunologic alterations. Using
interferons in humans have several consequences, the most prominent
is the ocurrence of several "side" effects, like fever, anorexia,
numbness in hands and feet, myalgia, headhache, fatigs and mental
confusicon. Such "undesirable" effects suggest an interferon action on
central nervous system structures, In the other hand both,
bicchemical and immunologic studies have shown that interferon-a has
an  structural and physiologic relationship with sone proteins
derivated from the B-lipoprotein, mainly to c«~-corticotropin, Y-
z=ndorphin and a-stimulating melanccyte hormone. Than, interferon-a is
able to reduce the spacific dihidromorphine binding and induce a
morphine-like analgesie and catatcnia. These interferon's effects are
prevented by npaloxone suggecting a direct interaction between
interferon and opiate recepiors. Our objective in the present
studies, consist in demonstrate a cerebral effect of interferon-c,
and to find out which mechanism is used to provoke such effects. We
made both, electrophysiologic and behavioral studies.
Electroencephalographic studies were made from 12 cerebral structures
in rats before and during the IP administration of interferon-¢. Alsc
we made the microiontophoretic application of interferon-a in the
somatosensorial cortex, dorsal hippocampus, medial thalamus and
ventromedial hypothalamus. By microiontophoresis we applied several
kinds of interferons on the somatosensorial cortex. Additionally, ve
opserved the effects of interferon-a on the myoelectric activity of
the small intestine, as an index of its anorexic action. Several
pharmacologic interactions were made using interferon-a, morphine and
naloxone, as a procedure undarwent to determine any relationship
batwean the interferon-a and the opiate receptors. These
pharmacologic interactions were made by microiontophoresis in cortex
and in the classic guinea-pig longitudinal smooth nuscle ileum
preparation. In our behavioral studies we analize the interfenon-a
effects on food intake and on opiate withdrawal syndrome. Our rasults
show that Interferon-a but not interferon-y, is able to modify, in &
pharmacologic pattern, the central nervous system activity, either in
an electrophysiological or in a behavioral fashion., Although the
interferon-a induce opiate-like effects, its action is not mediated
by the classic opiate receptors. MWe still do not know the exact
mechanism used by interferon in order to influence the nervous
activity. In the text, the physiological relevance of these results
are discussed.



NEUROBIOLOGIA DEL INTERFERON

La primera descripcién del interferon fue realizada en 1956
cuando Isaacs y Lindenmann (47) mostraron que las mEnbranas
coricalantoideas de enbriones de pollo, expuestos al virus 'de 1la
influenza inactivade por calor, producian un factor que protegia a
tejidos frescos de una infeccién con viruz de la influenza vivés.
Estos autores llamaron & esta sustancia "interferon' debide a su
capacidad para interferir con la infectividad viral.

Tiempo después se mostré que en realidad el interferon es toda
una familia de proteihas ’relacionadas tanto estructural como
fisiolégicamente. Estas sustancias se caracterizan por la
potencialidad que poseen para inhibir la replicacién de un  amplio
espectre de virus, incluyendo tanto‘a aquellos que contienen ARN o
ADN, como a los virus de cepas onﬁogenicas Yy no oncogénicas (51).
Las canﬁaades séricas de interferon en ausencia de una infeccidn
viral son indetectables, estos niveles sin embargo se encuentran
aumentados considerablemente;, cuando se realiza la inoculacién de
agentes inductores, de los cuales los principales son virus, no
obstante existe una gran variedad de sustancias inductoras no
virales, como es el caso de algunas bacterias, - sustancias
mitogénicas, detritus celulares, etc. (51). '

El interferon es distinto de otros agentes antivirales por el
hecho, de solo actuar sobre la célula huésped, esta interaccidn
induce un estado que le concede refractariedad a la replicacién viral
intracelular. La unién entre el interferon y la membrana de la

célula es un prerrequisito indispensable para adquirir esta




resistencia antiviral (32).

Recientemente estudios bioquimicos_réaliiédoé‘ con ligandos
radiomarcados, ‘mostraron evidencias conblﬁ?ehtes y'aefinitivas de la
existencia de receptores especificos al interferon. Estos receptores
son saturables y de alta afinidad y se localizan en la membrana
plasmética. La unién del inferferon a estos receptores es la primera
etapa de la evupresién de su actividad antiviral y antiproliferativa
(50).

Actualmente se hean clasificgho a todo este grupo de proteinas
en 3 principales categorias de interferones: el interferon-a (cuyo
origen es principalmente de leucocitos); el interferon-[3 (proveniente
de fibroblastos) y el interferon-y (el cual proviene de células de.
origen inmune). Estas categorias de interferones pueden ser
distiﬁguidas por sus propiedades antigenicas. Asi como también, por
la naturaleza de la sustancia inductora empleada y la fuente de que
se derivan o les da origen.

Los interferones-a, por ejemplo, son una categoria que contiene
al menos 14 especies altamente homélogas, es decir hay
aproximadamente un 75 % de homologia en la secuencia de sus
aminoécidos. Estos interferones son producidos por toda una variedad
de tipos celulares, incluyendo macréfagos, linfocitos innonmninados
(linfocitos no catalogados’ como T o B) y lineas celulares de
linfocitos tipo B. Estas cé€lulas producen altas cantidades de
interferones-a cuando son expuestas a virus vivos o inactivados, vy a
4cidos ribonucleicos de doble hélice o bien a productos bacterianos.

El interferon-i3, el cual es producido principalmente por

fibroblastos y células epiteliales en respuesta a los miesmos
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inductores que estimulan la produccién del interferon-a, consiste
principalmente de una sola especie que_compéfté aproximada@ente‘ una
honologia del 30 % en su secuencia de aminoécidos con el intérferon—a
(59). Un avance importante en el estudio de este tipo de interferon
fue proporcionado por Segal y Cols., (&86) quienes lograron descifrar
a todo el gen que codifica al interferon- en humanos. Probablemente

el interferon-a y el interferon-3 compiten por el mismo receptor de

.la superficie celular (1S},

El interferon-y es el producto de un gen simple, este
interferon se deriva de los linfocitos T y por células asesinas
naturales que han sido estimuladas por antigenos especificos y por
mitbégenos no especificos. El interferon-y .utiliza a un receptor
distinto al de los otros interferones para inducir el estado
antiviral. Es posible que los efectos intracelulares que provoca este
interferon sean unicos y tambieén diferentes a los provocados por
otros interferones (53). El interferon-y posee solo una homologia muy
reducida en su secuencia de amino&cidos con los otros interferones
(36). '
Una vez que el interferon fué identificadoc como una sustancia
antiviral, se mostrd que las preparaciones de estas sustancias podian
efectuar otras acciones biolégicas, asi Pauker (61} mostré quev
algunas preparacicnes relativamente impuras de interferon-a murido
ejercen un efecto antiproliferativo sobre la reproduccién de
fibroblastos provenientes del ratén. Posteriormente algunos estudiocs
mostraron que las éreparaciones de interferon-a mirido podrian

mostrar actividad antitumoral en ratones implantados con una gran

" variedad de lineas celulares tumorales (38) o en tumores inducidos



por sustancias quimicas (81) asi como también en tumores de origen
viral (1).

En este sentido resultan sumemente interesantes los trabajos
de Gresser y Cols., (37) quiénes mostraron gue una linea de células
leucemicas, insensibles In Vitro a la actividad antiproliferativa del
interferon, respondia en condiciones In Vivo. Estos datos sugieren
que el interferon es también capaz de estimular el sistema inmune
del huésped Yy que la actividad antitumoral puede resultar de una
combinacion de efectos ejercidos por el huésped y de 1la actividad
antiproliferativa directa ’del interferon. Estos resultados
propiciaron la busqueda de las influencias que el interferon podria
ejercer en €l sistema inmune, y en otros sistemas, en el organismo.

Hasta la fecha se han deserito multiples efectos, llamados '"no
antivirales" del interferon, . descritos en una gran variedad de
estructuras histolégicas.

En lo relacionado al interfercon-a, en 1980 en una e;celente
revisién de Taylor-Papadimitriou (95) se mencionan todas aquellas
accicnes o efectos del interferon-a sobre las funciones celulares,
hasta entonces descritas. Este autor emplea un criterio funcional
para agrupar las acciones del interferon-a. De acuerdo con este
criterio, el interferon-a es capaz de inhibir funciones celulares

tales como:

1., La divisién celular en:
a) Células L (renales tumorales).
b) Linfocitos.

c) Células hepdticas en regeneracién.



d) Células de la médula ésea.
e) Células epiteliales,

2. La tumorigenicidad.

3. La formacién de algunos tipos de anticuerpos tanto In Vivo
como In Vitro.

4, La reaccién de hipersensibilidad retardada.

5. La captacion de timidina en células Lrwo .

6. La diferenciacién inducida por dimetil sulfdxido en
células F (embrionarias).

7. La diferenciacién inducida por insulina de celulas 3T3
hacia adipocitos.

8. La producciétn de esteroides inducidos por glicerol-3-
fosfato.

9. La produccioén de esteroides inducidos por tirosina
aminotransferasa en células de hepatoma.

10. La actividad de la glutamino sintetasa en la retina de
pollo.

11, La actividad de la ornitina descarboxilasa de fibroblastos
inducida por factores de crecimiento sérico y promotores
tumorales.

12. La liberacién del activador del plasminégeno inducido por
el suero.

13, La diferenciacion de los monocitos humanos hacia macrofagos,
Por otro lado, el interferon-a es capaz de incrementar:

1. La fagocitosis de los macréfagos.

2. La citotoxicidad de los linfocitos sensibilizados.



3. Lla actividad de las células asesinas naturales..

4., La produccién de ciertoé anticuerpos.

5. La expresién de antigenos de superficie.

6. La expresién de antigenos carcino-embriénices.

7. La produccién de interferon (imprimacion).

8. La induccién de la hidroxilasa aril hidrocarbén.

9. La liberacién de inmunoglobulina IgBE de basdfilos mediada
por histamina.

10. La sintesis de la metilasa del ARN de transferencia.

11. La sintesis de prostaglandinas.

12. La sintesis de cgtoesteroides por parte de las células
adrenales. .

13. La citotoxicidad del ARN.

14. La frecuencia de latido de las células del miocardio.

15. La'excitabilidad de neuronas de gato en cultivo.

Una simple observa;ibn de estas a§ciones del interferon-a
descritas, muestran lo lejos que estas sustancias se han desplazado
desde su punto de partida propuesto come simplemente agentes
antivirales.

Muchos de estos efecto; biolégicos descritos fueron
originalmente obtenidos con preparaciones de interferones humanos ¢
miridos relativamente impuros. Lo que puso en duda que algunas de
_estas acciones fueron en realidad una consecuencia de una accion
mediada por el interferon-a. Algunos resultades contradictorios
apayaron tal sugerencia (96). No obstante, tiempo después, cuando fue
posible clonar un simple gen para el interferon-a humano (91) 9 como

consecuencia fue posible la obtencion de grandes cantidades de la



proteina expresada por ese gen, fue posible establecer una
demostracién inequivoca de que tales efectos biolégicos son una
propiedad inherénte al interferon-a.

El interferon provenienfm de esta linea de ingenieria genética
llamado interferén recombinante-a es la herramienta mas poderosa con
que se cuenta en la actualidad para analizar la biologia y los
mecanismos de accién del interferon. Este tipo de interferon posee
muchas ventajas c¢on respecto al interferon natural proveniente de
cultivos de leucocitos. Ademas, la aplicacién de esta tecnologia del
ADN recombinante, permite la construccion de algunas variantes nuevas
y de interferones hibridos (92) los cuales han brindado muy
importantes informes acerca de las bases estructurales de los efectos
biolégicos del interferon.

La utilidad clinica del interferon esta siendo cuestionada por
miltiples estudios. Las propiedades més empleadas clinicamente del
interferon-a son sus accioneﬁ“antivirales y antiproliferativas. Los
resultados de 1los estudios clinicos gque intentan mnmostrar su
efectividad en estos 2 campos son sin embargo no muy alentadores.
Asi, en infecciones wvirales la accién terapéutica del interferon
puede ir desde muy buena en el caso del condiloma acuminata (40);
buena como en algunos casos de hepatitis viral tipo B (48); regular
como en el caso de las infecciones por virus del Herpes simple (63)
hasta nula como en el caso de las infecciones por el virus de
Epstein-Barr (21).

La actividad antiproliferativa del interferon-a también ha
sido ampliamente estudiada en varios ensayos clinicos. Al igual que

sus acciones antivirales, 1la accién terapéutica antineoplésica del
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interferon-a es muy controversial. En general el interferon posee
efectos terapéuticos notables s6lo en algunos tipos de cancer, tales
como la leucemia de células pilosas (69), o en la’ papilomatosis
laringea Jjuvenil (90) donde el porcentaje de remision en estas
neoplasias es casi del 100%. El interferon-a produce también efectos
terapéuticos moderados en otros tipos de neoplasia como en el céancer
de mama (42) o en el osteosarcoma (64)

Una caracteristica comun que muestran todos 1los pacientes
tratados con interferon es la presencia de otros efectos llamados
"colaterales"” e ‘'indeseables", de indole reversible, y‘ que se
relacionan en forma directa con la dosis empleada. Muchos de estos
efectos se relacionan con actividades coordinadas por €l sistema
nervioso central. Asi 1la primer descripcion de los efectos
"téxicos" del interferon-a fué realizada por Scott en 1981 (85),
quién mostré que los efectos colaterales nméas frecuentemente
reportados por los pacientes que reciben dosis altas de interferon-a
fueron la anorexia y la fiebre de origen central. Estos signos se
presentaron en el 100 % de la muestra de sujetos tratados con 150
U.I. por Kg de peso. Otros sintomas frecuentes, fueron, las mialgias,
las parestesias de las manos y los pies, una disminucién de la
percepcién sensorial, debilidad muscular, fatiga, dolor de cabeza,
mareos, nauseas, vomitos, diarrea, pérdida de peso, fotofobia y en
menor grado confusiém mental.

Posteriormente otros estudios clinicos mostraron la presencia
de tales "efectos colaterales" tanto en sujetos voluntarios sanos que
recibieron interferon-a (85) como en sujetos con cancer tratados con

este interferon (88). Estos efectos surgen tanto con el empleo de
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preparaciones pPoco - puras de interfefon (65) como con la
administracién de soluciones de interferon-a recombinante con una
pureza del 99 %*(42).

Los efectos " toxicos " o " colaterales " observados después
de la administracién de interferon-a podrian ser explicados por
accionesA periféricas de esta sustancia. Asi, la anorexia v la fiebre
pueden ser resultado de modificaciones en la fisiologia hepatica o
gastrointestinal, y de 1la produccién de sustancias pirogenas,
respectivamente. De igual forma, las mialgias, parestesias de
extremidades, la debilidad muscular, la fatiga, y demas sintomas
pueden ser consecuencia de eﬁgctos periféricos del interferon-a. Sin
embargo también existe la posibilidad de que tales acciones
. representen un efecto directo sobre el sistema nervioso central.
Siznos como la disminucidén de la percepcién sensorial y la confusién
mental que se presentan en pacienctes tratados con interferon,
sugieren que esta sustancia puede modificar la Fisiologia del
sistema nervioso central. Esta sugerencia implicaria que el

interferon-a es capaz de alterar las caracteristicas y propiedades de
la membrana celular, a fin de modificar su excitabilidad. Esta
implicacién parece ser cierta. Asi en 1979; Calvet y Gresser (17)
mostraron que la adicién de interferon-a a cultivos de neuronas
provenientes de gatos recién nacidos, provocaba un incremento en
varios parametros de la excitabilidad neuronal. PFrimero, estos
autores notaron un incremento de la frecuencia de descarga espontanea
-de estas células. Después, encontraron una disminuciéon de la recbase
y como consecuencia del umbral de estas neuronas para estimulos que

provocaban respuestas propagables. Finalmente empleande una técnica



de potenciales provocados notaron que al afadir ei interferon-a se
producia un decremento de la latencia de tales sefales electricas 1lo
que sugiere un aumento en la velocidad de conduccioni
Estos efectos pueden ser el resultado de alguno o varias de
las acciones que el interferdn-a ejerce a nivel de la membrana
celular y que fueron descritos desde una década antes. Estas acciones
son  resumidas por Taylor-—Papadimitriou (95) y pueden ser enlistadas
como:
1. Incremento en la expresién de antigenos de superficie,
2. Incremento de la carga negativa neta de la membrana.
3. Incremento de las particulas intramembranosas.
4. Incremento dé lé uniOn‘de lecitinas a la membrana.
5. Cambios en el transporte de iones en las vesiculas de la
membrana.
6. Cambios en la captaci6n de timidina por parte de 1la
membrana celular. _
7. Inhibicién de 1la unién de la toxina del colera y de la
hormona estimulante de la tiroides.
8. Inhibicién de la formacién de componentes de superficie de
los linfocitos.
9. Disminucién de la exposicién de moléculas de oligosacéaridos
a algunos ganglidsidos.,
10. Estimulacién de la actividad de la adenilciclasa.
11, Efectos sobre la liberacioén de particulas en celulas de
ratén infectadas con un virus inductor de leucemia.
12. Efectos sobre 1la incorporacidén de glucoproteinas y

proteinas de la membrana dentro del virus de la estomatitis

et i et .




vesicular.

Es importante menciongr que todos estos estudios fueron
realizados In" Vvitro por lo que su ocurrencia vy significado
fisiolbégico In Vivo son aun materia de discusiOnkactual} Sin embargo,
algunos de estos efectos pueden explicar una alteracién de las
propiedades eléctricas de grupos celulares como las neuronas. Esto
podria inducir cambios en la excitabilidad celular y finalmente ser
fuente de origen de los efectos téxicos neurologicos descritos en los
estudios clinicos que emplean interferon-d.

.

Otra implicacién, resultade de la sugerencia de un efecto
neurolégico del interferon-a en pacientes tratados con esta
sustancia, se& relaciona con la Siodisponibilidad del interferon-a.
Esto es, 1la administracién de interferon-a en estos pacientes se ha
realizado por via intramuscular y subcutanea; por lo que tratandose
de una sustancia protéica de alto peso molecular (entre 15 000 y 23
000 daltons) su paso a través de la barrera hemato-encefdlica resulta
dudoso. De hecho los primeros estudios sobre la farmacocinética del
interferon-a nmostraron que éste no cruza la barréra hemato-encefélica
(46) 6 lo hace en una proporcién de sé6lo el 1 % de 1la dosis
sdministrada (11). Sin embargo, otros estudios parecen indicar que la
proporcién del interferon que atravieza esta barrera después de su
A.administraciOn intravenosa, puede ser mayor (43).

Eajo estas ecircuntancias resulté necesario contar con un
modelo animal que nos permitiera mostrar que la administraciéon de
interferon-a puede inducir efectos neurolégicos. Esto revestia varios

problemas. El principal de ellos, es de indole evolutivo, esto es,

quz aunque el interferon no es especifico contra algin tipo de virus
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(51), éste si es especifico de especie (6). Cuando menos en lo
relacionado con su accién antiyiral, el interferon-a humano no tiene
ningun efecto en algin otro tipo de especie, lo mismo sucede con el
interferon-a murido el cual s6lo ejerce efectos antivirales en
células de raton.

Otro problema que se originaria como resultado de emplear un
modelo animal, consiste en efectuar una transpolacién entre los
resultados obtenidos en este modelo animal y los efectos observados
en humanos. Evidentemente, a fin de que tal transpolacitn sea lo
menos errénea posible es necesario encontrar pardmetros lo mas
objetivos posibles qgue permitan establecer un paralelismo entre ambos
tipos de respuestas.

El primer enfoque experimental que decidimos realizar fué
. determinar un posible efecto de una dosis unica de interferon-a (150
U.I./g de peso) ya sea miurido o humano, sobre 2 de los parametros mas
gruesos de 1la actividad nerviosa cerebral, la observacion de 1la
conducta locomotriz y la actividad electroehcefa;ografica. Decidimos
registrar 12 estructuras cerebrales ;| tanto corticales como
subcorticales, con la idea de establecer una localizacién dinamica y
regional de algun posible efecto inducido por el interferon-a.

En este experimento utilizamos ratas macho Sprague-Dauvley
(180-230 g), a ias cuales les implantamos, en una sesién quirurgica y
bajo anestesia con pentobarbital sédico (50 mg/kg) electrodos
monopolares de acero inoxidable (80 um) en las siguientes
estructuras: En ambas cortezas somatosensoriales; en la formacion
reticular mesencefalica de ambos lados; en las dos cortezas motoras.

En ambos nicleos caudados; un electrodo en el hipotalamo
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ventromedial; uno en el nUcleq.parafascicular y finalmente uno en el
hipocampo dorsal. El electrodo de referencia se coloc6é en uno de los
senos frontales. Estos 12 electrodos se montaban sobre un conector,
el cual & su vez se fijaba al créaneo empleando acrilico dental,

Después de 4 a 7 dias del procedimiento quirurgico, los
animales se colocaron en una c§ja de plexiglass colocada dentro de
una cémara de registro aislada eléctricamente y a prueba de ruido.
Los electrodos de registro se conectaron a sondas de baja impedancia
cuya entrada se localizaba en un preamplificador Grass P 511 (con
filtros de bajas frecuencias en 0.3 H2 y de altas frecuencias
colocado en 1 KHz). Se utilizé un conmutador de 12 canales, el cual
estaba montado sobre un brazo de contrabalanceo.. Este conmutador
permitia una conexién constante entre los electrodos y €l equipo de
registro independientemente de la actividad locomotora del animal.

La actividad electroencefalografica fue registrada en un
poligrafo " Grass 7D de 12 canales, un sistema de circuito cerrado de
televisién fué empleado para analizar la conducta motora del sujeto.
La sesién experimental se iniciaba colocando al sujeto dentro de la
cémara de registro durante 1 a 2 horas antes de iniciarse é&ste, con
la finalidad de habituarse al ambiente externo. La actividad
electroencefalografica fué registrada durante 330 minutos. | Los
primeros 39 minutos comprendian al registro basal,y los 300 minutos
restantes , al registro realizado posterior a 1la administracién

!
intraperitoneal de 150 U.I./g de peso de interferon-a, Vya sea
humano é murido. Veinticuatro horas después un nuevo registro por-30
- minutos fueé obtenido de estos mismos animales, ﬁurante todo €l tiempo

de registro se observé la conducta de cada animal. Un grupo de
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sujetos recibié  .como’ ﬁnié¢'i;tfatamiento la  administracién
intraperitoneal de 0.5 ml‘de<ﬁﬁéfsbluciOnide albumina al 10 7%. Esta
solucién constituia el vehicuio’en ei'cual se disolvia el interferon-
a.

La interpretacién del electroencefalograma de estas ratas fue
hecha sobre lg base de la frecuencia de las ondas observadas. Se
determinaba la actividad schronica versus la actividad asincronica
entre los diferentes sitios. Con este método se hace una evaluacion
de la energia eléctrica cerebral (70). La actividad
electroencefalografica, posee una frecuencia dominante la cual es
relativamente estable. Muchas frecuenc%as més lentas o m&s rapidas,
pueden ser sobrepuestas sobre la domiﬁﬁe, pero en términos generales
ésta frecuencia dominante es la mds (til cuando se realiza una
interpretacién visual de los registros {(71).

Los registros de este trabajo fueron interpretados tanto
visualmente como.por un espsctro de frecuencias realizado gracias &
una microcomputadora DEC 11/03. Este analisis aufomatizado, rnos
permitia determinar el porcentaje de tiempo, en un intervalo
determinado, en el que una frecuencia se manifestaba en el
electroencefalograma, De esta manera se realizaba el anadlisis de
-frecuencias mientras que €l analisis de voltaije ée realizaba
visualmente. Las frecuencias promadio fueron calculadas de muestras
de registro tomadas en momentos cuando el animal no se movia.

) Una vez finalizado el registro, los animales recibian una
sobredos%s Yde pentobarbital sédico. Una corriente anédica de § nA
aplicacie

fué administrada durante 8-10 segundos a través de cada uno de los

i N 3 .
electrodos. Posteriormente los animales fueron perfundidos con una
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soluciéon de formaldehido al 10 % y de ferrocianuro de potasio al 3 %,
intentando producir una mancha azul en el sitio de la lesién. Los
cerebros fueron extraidos y posteriormente cortados en un microtomo
de congelacién en rebanadas de 80 um. Después de la tincién con
hematoxilina y eosinea, se verificé en estos cortes histologicos los
éitios donde se realizaron los registros.

Los resultados obtenidos de estos experimentos (22), mostraron
que la aplicacién de una sola dosis de interferon-a intraperitoneal
modifica la actividad eléctrica cerebral manifestada a traves del
electroencefalograma.

La actividad eléct};ca dominate durante el periodo control
consistié en el 90 % de los sujetos (n=14), -de una frecuencia
promedio de 6 a 8 ciclos (;itmo ) por segundo, dependiendo de la
estructura (Fig.1).

Tanto el analisis visual como el computarizado mostr¢ que, en
el total de los animales, la administracién de cualquiera de los 2
tipos de interferon-a empleados provoco un incremento solo en la
amplitud del ritmo dominante sin modificar en forma significativa su
frecuencia. Este efeqto se manifesté por la presencia de ondas agudas
o picudas de glto yoltaje (Fig.1). Los cambios en la amplitud
nostraronuna ffecuencia de aparicién irregular y aparecian aparecer
en una estructura y no en otras, es decir no mestraban sincronizacion
entre las diversas estructuras registradas. Aunque, también podian
aparecer en forma simulténea entre las diferentes estructuras, £E£n el
80% de los animales regisf?gzos; la primera estructura que moOStro
estos cambios despuds de la administracién del interferon-a fue el

hipotalamo ventromedial, 1la latencia de aparicién de este efecto fue
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de 4.7 ¢

2.2 min. postericrmente la corteza somatosensorial y el

hipocampo dorsal mostraban tales cambios. En el 20 % restante de los

animales fue la’ corteza somatosensorial la que mostré la latencia mas

corta.
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1.- Trazos seleccionados del electroencefalograma de una
rata, la cual recibié una dosis intraperitoneal de 150
U.I./g de peso corporal de interferon-a. Estos trazos
corresponden a registros realizados en : la corteza
motora (M. Cor.); la corteza somatosensorial (S. Cox); la
formacién reticular mesencefdlica (MRF); el nucleo
caudado (NC); el hipotidlamo ventromedial (VMH); el
hipocampo dorsal (Hipp) y el nlcleo parafascicular (PF).
R y L, representan el lado derecho e izquierdo
respectivamente. Estos registros fueron realizados antes
(I) y después de 5 (1), 12 (I1I), 15 (1Vv), 30 (V), 60
(VI), 120 (VII), 180 (VIII), 240 (IX) y 300 (X) minutos
de realizada 1la administracién del interferon-a. Los
registros en XI se realizaron 24 horas despues (tomada de
22).
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Después de 15 min todas las estructuras restantes podrian
mostrar estos incrementos de voltaje, en forma simultanea ¢ en forma
alterna. En 2 éujetos tal efecto se mostré en una forma sincronizada
en todas las estructuras durante las 6 horas de registro post-
interferon-«. Sin embargo, cuando los registros se realizaron despues
de 24 horas, todos los sujetos mostraron un patron

‘electroencefalogréfico similar al observado durante el registro
control (Fig.1).

Desde un punto de vista conductual, la unica diferencia entre
los animales controles y los animales tratados con interferon-a fue
un pequefio temblor distal de.las extremidades posteriores, el cual se
manifestaba cuando el animal permanecia echado y desaparecia cuando
el sujeto realizaba desplazamientos o se paraba en sus extremidades
posteriores, Tal efecto sblo se observoen 9 de los animales
probados.

Los resultados encontrados en este trabajo permiten establecer
varias consideraciones relacionadas con 1la farmacoiogia del
interferon-a. Quiza la mas importante es la evidencia que muestra un
efecto cerebral del interferon-a. Cabe mencionar que la cantidad,
administrada (150 U.I.) corresponde a la dosis mas alta
frecuentemente empleada en clinica (42) y que como consecuencia
produce los efectos colaterales mas intensos, 1lo que indica que los
efectos ‘encontrados son de indole farmacolégico y no es posible
entonces discernir si el interferon-a afecta al sistema nervioso
central en condiciones fisiolégicas.

Al obtener estos resultados en la rata con el empleo de 2

interferones-a de origen diferente (humano y murido) se sugiere que
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nedian estos efkctos deben ser'd

Otra de las consideracioﬁés.imporfaﬁtes de este trabajo, es lo
relacionado a la latencia del efecto. El interferon-a es una proteina
de 'alto pesa molecular cuyo paso a través de la barrera hemato-
encefalica es dudosa (88) o existe-en muy poca cantidad (11). De tal
nanera que el obtener una latencia de 4.7 * 2.2 min. iwmplica 2
posibilidades; por un lado ei efecto observado es indirecto, es decir
el interferon-a desencadena un mecanismo, ya Sea nervioso o humoral/
que posee sensores periféricos y actua a nivel central; o bien, la
otra posibilidad es que el interferon sea eXtremadamente potente y
unas cuantas moléculas sean capaces de inducir un importante efecto.
Existen datos en la literatura que muestran que el interferon es una
de las sustancias més potentes que existen, cuando menos en lo
relacionado a su actividad antiviral. Se mostré que estas sustancias
son capaces de inhibir la replicacién viral en células sensibles en
concentraciones tan bajas como 3 X 10 U.I. (100).

Con 1la idea de caracterizar en una forma mas directa las
acciones. farmacolégicas inducidas por 1la administracién del
interferon-a, decidimos modificar nuestro enfoque experimental e
intentar realizar registros de una sola celula. De esta mnmanera,
determinariamos las modificaciones en sus caracteristicas
electrofisiolégicas después de la aplicaciéon topica de interferon-a
empleando un procedimiento de microiontoforesis, y podriamos
establecer la existencia de un éfecto directo del interferon-a sobre

las c#lulas nerviosas.

21



Mediante la técnica de microiontoforesis es posible liberar
cantidades extremadamente pa2quehas’ de sustancias ionizadas en 1la
vecindad inmediata de 1la célula en la que se esta efectuande el
registro. Para ello, se manufactura un ensamble de micropipetas, las
cuales se estiran, empleando calor y fuerza hasta lograr una punta de
entre 6 y 12 um. Las diferentes micropipetas se llenan con soluciones
de altas concentraciones de‘los diversos farmacos que se deseen
aplicar.

Estos ensambles de micropipetas se introducen dentro de la
porcién del SNC que se desee registrar. Cada una de las diferentes
micropipetas es conectada a un generador de corriente directa, el
cual al aplicar corrientes de signo igual o contrario al farmaco

puede expulsar' o retener.al farmaco ionizado
dentro de la micropipeta. La cantidad del farmaco expulsadQJ
dependeré bésicamente de 3 factores: de la resistencia de la punta de
la micropipeta, de 1la cantidad de corriente aplicada y de las
propiedades fisicoquimicas del farmaco. De estas propiedades, las mas
importantes. son la carga, el pH de la solucion, €l pK y el punto
isoeléctrico del férmaco.

El interferon-a es una sustancia muy estable a pH neutro;
posea una estructura peptidica con carga neta negativa y su.pK es de
aproximadamente de‘6.8 (41). Aunque posee la limitante de tener un
peso molecular entre 18 000 y 23 000 daltens, el interferon-a gracias
a sus propiedades fisicoquimicas, es suceptible de ser aplicado por
microiontoforesis.

En una etapa inicial, decidimos analizar los efectos de la

aplicacion microiontoforética en 2 estructuras cerebrales que



realizan una alta coordinacién senéorimotora, y ademas, que mostraron
importantes efectos provocados por el interferon-a en nuestro estudio

previo (22), estas son la corteza somatosensorial y el télamo medial.

Fig. 2.- Los registros agudos de la actividad unitaria, en los
cuales se realizé la aplicacidon microiontoforética de
interferon-a se efectuaron en animales anestesiados con
uretano y montados en un aparato estereotéxico como el
qQue aqui se muestra. Tales experimentos, tenian una
duracién de S a 6 horas y siempre se procuro mantener a
los animales en las mejores condiciones generales.

En este experimento (73) utilizamos ratas machos que fueron
anestesiadas con uretano (1.25 g/kg). Los animales se fijaban en un

'estereotéxico, y después de una craneotomia se descendia el ensamble
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de micropipetas hasta el sitio elegido (Fig. 2).

Utilizamos un ensamble de 4 micropipetas 1llenas con las
siguientes soluciones: 1) interferon-a, proveniente de leucacitos,
tomado de una solucién de 1 X 10° U.I./ml., este interferon poseia
una actividad especifica de 2.4 X 10° U.1./mg de proteina, pH = 7.2;
2} L-glutamato 0.5 M, pH = 8.0, este amincacido es una sustancia
excitadora de la actividad unitaria celular, por lo que constituye
una herramienta muy util, para constatar la presencia y cercania de
¢élulas con poca actividad esponténea, asi como para verificar la
funcionalidad y 1la calidad del ensamble de micropipetas; 3) Azul
cielo de pontamina al 2.5,% disuelto en una solucién de aceta;o
sbédico el—0-5-M; pH = 5.6, Este colorante cuando es expulsado con
corrientes catédicas se deposita en pequefias cantidades en el sitio
de registro, por lo tanto es un_excelente medio para verificar,
posteriormente’por métodos histolégicos, 1la localizacién de la punta |
del ensamble de las micropipetas; 4) NaCl 4.0 M, esta micropipeta es
utilizada para balancear la corriente. La exis;encié de este balance
asegura un flujo neto de corriente con un valdr de cero en la punta
del ensamble, mnminimizando de esta manera, la posibilidad de una
estimulacién por corriente de las celulas cercanas a la punta del
ensamble de micropipetas.

Finalmente un micreoelectrodo de registro (1-2 um en la punta,
15-28 M@, resistencia Ohmica) se fijaba con epoxy a un costado del
ensamble de micropipetas. Este electrodo se colocaba de tal manera
que su punta protuia entre 8 y 15 um por fuera de la punta de las
otras micropipetas. De esta manera se aseguraba un registro optimo

con un electrodo de alta impedancia y una expulsién de farmacos



adecuada, empleando pip=tas de baja resistencia.

Bajo estas circunstancias la aplicacioén microiontoforetica de
interferon-«, empleande corrientes catédicas que oscilaban entre 20 y
150 nA produjeron efectos significativos sobre la frecuencia de
descarga de las unidades registradas. Estos efectos, los cuales_
desencadenéron un incremento importante de la frecuencia de descarga,
se caracterizaron por mostrar una amplia latencia. Usualmente se
requerian de 30 a 45 seg, después de iniciada la corriente de
expulsién, para detectarse algun cambio de este parémetro (Fig. 3).

Los incrementos de la frecuencia de descarga se iniciaban en
forma 1incidiosa para incrementarse paulatinamente. Estos efectos
persistian aun tiempo despues de interrumpir la corriente de
expulsién del interferon-a. Generalmente,y dependiendo de la dosis
estos efectos podian perdurar hasta 5 min. despues de finalizada la
corriente de expulsidén. Los incrementos en la frecuencia de descarga -
siempre mostraron una

)
iﬁéeﬁsidad—en—ﬁna relacién directa con la dosis (Fig., 3). Despues de

provopados por la aplicacién del interferon-a

la aplicacién de cualquier dosis de interferon-a la frecuencia de
descarga '"espontéanea" usualmente no regresaba a su condicién basal, y
se tornaba sumamente irregular.

Estos efectos son muy coﬁfrastantes cuando se comparan-con-los-
aefectos de otros farmacos con acciones conocidas. Asi, por ejemplo,
la aplicacién microiontoforética de L-glutamato a neuronas del mismo
sitio (Fig. 5) provoca un incremento, tambien relacionado con la
dosis, en 1la frecuencia de descarga. Sin embargo, los efectos

)
desencadenados por este farmaco se inican solo despues de S00 mnseg.

de iniciada la corriente de expulsion y terminan inmediatamente
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después de finalizada ésta. Esta sustancia ademas no modifica el

patrén de descarga espontédneo de estas neuronas.

SPIKES / 8 SEC

Fig. 3.~ Histograma de frecuencias representativo de una unidad
registrada en la corteza somatosensorial. La aplicacion
microiontoforética de interferon-a produjo un notable
incremento de 1la frecuencia de descarga. La aplicacion
subsecuente de NaCl, no induce efecto alguno, 1lo que
sugiere que el efecto es mediado por 1la presencia del
interferon-a y no por la corriente de explusion que se
aplica. Los incrementos provocados por el inteferon-a son
de larga latencia y larga duracién como se aprecia en la
presente fotografia (tomada de 73).

La aplicacién de interferon-a no soélo modifico lé frecuencia
de 'descatga. también parémetros como el tamaiio y 'el patron del
potencial de accién se modificaron considerablemente. En la Fig. 4,
por ejemplo, se muestra el efecto depresor de la aplicacion de 100 .na
de interferon-a sobre el tamafic y la morfologia de un potencial de

accién registrado en la corteza cerebral, la reduccién en el tamafio

pudo ser de magnitud tal que la espiga desaparecia.
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Fig. 4.-Fotografias secuenciales de una unidad cortical la
- cual muestra 1los efectos del interferon-a sobre las
caracteristicas de la forma y el tamaho del potencial de
accién. La fotografia a, representa la espiga registrada
innediatamente antes del inicio de 1la corriente de
expulsién del interferon-a, q a la espiga durante la
expulsién, yc, d, ey f; 30, 60, 90 y 120 segundos
después de terminada esta corriente de expulsion,
respectivamente. Cinco minutos después de finalizada la
aplicacién del interferon-a, la espiga mostrdé una casi
completa recuperacién, tal como se muestra en g (tomada

de 73).

El potencial de accién generalmente era trifasico con un primer
componente negativo, uno positivo siempre de mayor tamafic Yy
£ina1méhte[un tercero negativo, generalmente de menor tamafic y mayor

duracién. Este ultimo componente mostré la mayor sensibilidad al

interferon-a, desaparecié en el 90 % de las neuronas registradas y se
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disminuia antes que los 2 restantes (Fig. 4). No obstante, los
efectos del interferon-a sobre el tamaiio y 1la morfologia del
potencial de accién registrado, fueron reversibles con el empleo de
dosis de hasta 150 nA. Estos efectos podian durar hasta 15 min. antes
de observar una completa recuperacién. ’

Tanto el numero de células afectadas como la intensidad del
efecto se incrementélconforme la dosis fue en aumento (Fig. 3). La
corteza somatosensorial mostro la mayor sensibilidad a los efectos
del iﬁterferon, asi, con aplicaciones de 150 nA de intertferon-a se
afectaron el 98 % de células corticales, mientras que soé6lo el 30 % de
las unidades talé&micas fueron afectadas por este interferon-a.

Estos resultados muestran la capacidad del interferon-a para
afectar en forma directa las propiedades electrofisiolégicas de las
membranés celulares. Si estos efectos son especificos, es decir
mediados a través de receptores especificos, o representan una accién
indirecta, acoplamientos o asociaciones inespecificas del intefferon
con algunas porciones de la membrana celulaf, es algo que no podemos
dilucidar con estos resultados. En cierta manera, el dato de que el
interferon-a afecta primordialmente a celulas de 1la corteza
;ompafadas con las del télamo, sugeriria cierta selectividad en las
acciones del interferon-a. Sin embargo, sus efectoé sobre el tamafic y
caracteristicas del potencial de accién; efectos similares a 1los
provocados por los anesteésicos lodales,cuyo mecanismo de accion es
inespecifico (80) y el hecho de gue sﬁ gccion siempre fue excitadora
con una dinamica temporal diferente a'las sustancias endégenas: como
@s el caso del L-glutamato, sugieren que la accién del inﬁerferon es

inespecifica.
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Mucho més complicado seria el’sugérir% si estas acciones
ejercidas por el interferon-a poseen algunksignificadé funcional. No
obstante las Jlimitaciones en cuanto a la interpfetacién de los
resultados, fué posible afirmar después de este estudio que loé
efectos colaterales descritos en los estudios clinicos, representan
un efecto inducido--por el interferon-a sobre el sistema nervioso
central.

Aungue desconocemos la cantidad exacta de interferon-a que se
liberov ‘durante su administracién microiontoforética con varias
corrientes, es de suponerse que la cantidad de moléculas liberadas

!
es muy pequeha, coh base a estos resultados obtenidos,'sugerimos que

se trata de una molécula muy activa.

CUADRO 1

Numero de células afectadas por la aplicacion
microiontoforética de interferon-a en unidades registradas en el
hipotadlamo ventromedial y el hipocampo dorsal. Consideramos que la
unidad mostraba un cambio significativo solo si su frecuencia de
descarga se modificaba en un 40 % durante la aplicacion del
interferon-a.

Dosis de HIPOTALAMO HIPOCAMPO

Interferon
(nA) * Y - n 4} + - n
20 6 8 10 24 13 Q 4 17
50 2 6 10 18 17 0 0 17
100 S 1 8 14 17 0 Q 17
* Incremento *Decremento - No cambio
n = Numero total de células registradas con esa dosis en

particular.
En realidad, fue necesaric tener una idea mas general sobre

los sitios y caracteristicas de los efectos producidos por el
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interferon-a, de &sta manera, en un trabajo subsecuente, decidimos

empleando el mismo enfoque experimental y. técnica, " el registrar

celulas del

Fig.
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hipotéalamo ventromedial y @l hipocampo dorsal (66).

p v ¢ B F
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5.- Histogramas de frecuencia, obtenidos después de que
los datos originales fueron analizados por una computadora
(DEC 11/03), los cuales muestran los efectos provocados

‘por el interferon-a en el hipotélamo y el hipocampo. En A

Estas

antecedentes

se observa un incremento de larga latencia y duracion
provocado por el interferon en el hipocampo, mnmientras que
B, C y D muestran un incremento, un decremente y no efecto
en 3 unidades hipotalémicas, respectivamente. En todas
estas unidades el glutamate produjo su erecto
caracteristico, aun cuando su aplicacion se realizo antes
o después de la expulsién del interferon-a (tomada de 66).

"

estructuras fueron elegidas, con base a varios

experimentales, existentes.- El mé&s importante 1<)
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relaciona con los efectos del interferon-a sobre algunos paranmetros
conductuales de alteraciones de 1la memoria, de la regulacioén
simpatica y de ‘las secreciones hormonales (8). Lo que sugeriria que
estas estructuras son blanco de los efectos del interferon-a.

Registramos 22 células hipotalamicas y 17 celuas hipocampales
consideramos como significativa cualquier modificacidén igual © mayor
al 40% en la frecuencia de descarga esponténea. El cuadro 1 resunme
los resltados éncontrados en este trabajo.

Tanto en el hipotalamo comQ en el hipocampo, las acciones de
interferon-a tuvieron una presentacidén y terminacién - imilar, esto
€s, una latencia de entre 30 a 45 seg. La duracién de estos efectos
también fué de varios minutos dependiendo de las doss empleadas. El
glutamato provocd en estas neuronas su efecto caracteristico (Fig.
S). En estas mismas unidades el interferon-a tamién provocé cambios
importantes en el tamafic Yy morfologia del potencial de accion,
similares a los observados en la corteza cerebal.

Nuevamente observamos una accién diferepcial del interferon-a
en ambas estructuras. Las unidades del hipocampo mostraron ua aita
sensibilidad a los efectos del interferon-a. El unico etecto
observado fué un incremento en la frecuencia de descarga, el cual con
una dosis de 100 nA, se manifest6 en el 100 % de las unidades
registradas. Cabe menéionar que en condiciones basales, algunas de
las unidades (n=6) mostraban descargas simples con una frecuencia
promedio de 4.1 % 0.9 espigas/seg., mientras gque el resto (n=11)
mostré una descarga en trenes de 3 a S espigas con una frecuencia

media de 9.2 * 1.3 espigas/éeg. Estos 2 tipos de unidades tienen una

procedencia celular diferente. Es probable que 1las descargas en

31



trenes o rafagas tengan su origen en interneuronas hipocampales,
mientras que las descargas simples provienen ya sea de células
piramidales o bien de otras neuronas de entrada (94). Como la accién
del interferon-a se manifesté sobre los 2 tipos de descarga y como
consecuencia, afectd a diferentes tipos de celulas hipocampales, eé
de sugerir que €sto representa un efecto inespecifico.

Sin embargo, en el hipotdlamo los resultados fueron diferentes
esta vez (Cuadro 1; Fig. 5). En esta estructura el 42 %; el 56 % y el
447 de las unidades registradas con 20, 50 y 100 nA, respectivamente,
no mostraron respuesta significativa ealguna a los efectos del
interferon-a. Con las dosis menores (20 y S0 nA), €l principal efecto
ébservado fué una reduccién én la frecuencia de descarga, mientras
qﬁé con 100 nA el efecto fue un incremento de la misma (Fig. 5).

Las unidades hipotalamicas mostraron siempre descargas unicas;
y poseian frecuencias bajas, el promedio de descarga espontanea fue
de 2.7 ¢t 0.4 espigas/se3., y 21 de las 24 unidades poseia una
frecuencia menor a a 5 espiéas/seg.

Esto sugiere una mayor homogeneidad en los grupos celulares
que lo conforman. En esta situacién los efectos inducidos por el
interferon-a muestran una mucho maQor selectividad; aunque no existen
datos éuficientes para postular un efecto especifico en esta
estructura.

Algunos de losv problemas que impiden definir una accién
selectiva por parte del interferon~a sobre grupos celulares
particulares, pueden ser resueltos si analizamos los efectos

inducidos por varias sustancias provenientes de la misma familia,

esto es, podriamos observar los efectos de la aplicacién de



diferentes interferones, pertenecientes ya sea a diferentes familias
u obtenidos por diferentes métodos. Estudios inmunolégicos han
mostrado que estos interferones poseen ciertas homologias en cuanto a
su esgtructura, pero mucho mas homologias en cuanto a sus propiedades
fisicoquimicas. Las modificaciones estructurales podrian alterar sus
efectos especificos y selectivos, mas que a los efectos
inespecificos, los cuales dependerian basicamente de sus propiedades
fisicoquimicas.

Con estas ideas en mente realizamos un estudio en el que
comparamos los efectos de 4 diferentes tipos de interferon-a y un
tipo de interferon-vy (73). Decidimos registrar los efectos de estos
interferones en células corticales e hipocampales las cuales fueron
las estructuras que mostraron 1a mayor sensibilidad y uniformidad en
cuanto a sus respuestas al interferon-a.

En este experimento usamos un ensamble de 8 micropipetas, de
tal manera que podiamos inyectar cualquier tipo ¢ tipos de interferon
empleado a todas las células que registrasemos. Este ensamble de
micropipetas contenia: 1) Interferon-a recombinante 1 X 10° U.I./ml;
pH=6.0 con una actividad especifica de 2.4 X 10° unidades por mg de
proteina. 2) Interferon-a crudo provéniente de donadores humanos
1 % 10° U.I./ml., pH = 6.5 y con una actividad especifica de
3.3 X 10° unidades por mg de proteina. 3) Interferon-a proveniente
de cultivos de leucocitos humanos 1 X 106 U.I./ml., pH=6.0 y una
actividad especifica de 1 X 106 unidades por mg de proteina. 4)
Interferon-a, proveniente de leucocitos y purificado
cromatograficamente, lo gque lo convierte en un interferon mas

homogéneo, al separar péptidos menores a 17 000 o mayores a 23 000
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daltons. La concentracién de . este interferon-a fue de 1 X 10°
u.I./ml., pH=7.0 y una actividad especifica de 1013unidades/mg de
proteina. 5) Interferon-y parcialmente purificade 1 X 10° u.I1./ml,,
pH=6.0 y poseia una actividad especifica de 1 X 10’ unidades por ng
de proteina. 6) L-glutamato, 0.1 M, PpH=8.0. 7) Azul cielo de
pontamina 2.5 7% de una solucidn de citrato de sodio 0.5 M. Estas 2
ultimas soluciones fueron empleadas para determinar la funcionalidad
del ensamble de micropipetas y marcar los sitios de registro,
respectivamente.

Finalmente una octava nricropipeta fue llenada con albumina
humana al 10 %, esta solucién fue utilizada como solucion de balance
¥ para probar los efectos dei vehiculo del interferon-a. El electrodo
de registro se preparaba aisladamente y se unia coﬁ epoxy al
ensamble. v

Con este tipoc de interferones registramos 72 unidades, 36 de
ellas provenientes de la corteza somatosensorial y 36 unidades
registradas en el hipocampo dorsal. En las 72 unidades se realizé la
microiontoforesis de albumina. La aplicacioén de algun interferon-a se
realizé sélo en 16 unidades mientras que el interferon-y fué probado
en 34 unidades de cada estructura. Los resultados de este estudio se
resumen en el cuadro 2.

La actividad espontanea promedic de las celulas del hipocampo
fue de 6.4 % 1.1 (rango de 0.4 a 28) espigas/segundo. Mientras que
las unidades corticales mostraron frecuencias promedio de 5.2 £ 0.3
(rango de 0.01 a 19.8) espigas/segundo.

El interferon-a afectdé el 94 y el 100 % ‘de las unidades

hipocampales y corticales, respectivamente; mientras que el
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interferon-y, practicamente no ejercié efecto alguno. Si consideramos
que la homologia estructural entre la familia de interferones-a y v
es menor del 15 % (59), mientras que la menor homologia estructural
existente entre los diferentes tipos de interferones-a es del 75 %
(96) estos efectos sugieren cierta selectividad o especificidad

relacionada con la estructura.

CUADRO 2

Efecto de la aplicacién microiontoforética de diversos tipos
de interferon-a, provenientes de diferentes origenes y metodos de
purificacién, y de un interferon-v. Las concentraciones y
actividades especificas de cada uno de ellos se describen en el
texto. '

HIPOCAMPO
n 20 50 100 nA

ALBUMINA 107 36 NP . NP -
IFN-a-CRUDO 16 7 (60%) 14 (111%) 1S (2487%)
IFN-a-RECOMB. 16 4 (44%) 12 (80%) 15 (177%)
IFN-a-LEU. 16 -- 4 (59%) 9 (84%)
IFN-a-LEU. PUR. 16 - 4 (63%) 5 (61%)
IFN-v 24 -- 1 (43%) --
L-GLUTAMATO 34 33 (97%) NP NP

CORTEZA SOMATOSENSORIAL

n 20 50 1060 nA

ALBUMINA 107% 36 NP NP --
IFN-a~-CRUDO 16 7 (59%) 12 (103%) 1o (189%)
IFN-a-RECOMB. 16 4 (48%) 12 (87%) 16 (150%)
IFN-a-LEU. . 16 C - 1 (65%) 8 (87%)
IFN-a-LEU. PUR. 16 1 (42%) 4 (71%) 10 (B88%)
IFN-¥y 24 - - --
L-GLUTAMATO 30 27 (129%) NP NP

IFN = Interferon NP = no probado. nA = corriente en nano-Amperios.
n = nimero de células probadas con el respectivo farmaco.

Los porcentajes entre paréntesis representan el incremento aproximado
en la frecuencia de descarga esponténea, observado durante la
aplicacién del interferon.

Las preparaciones de interferon-a crudo, proveniente de plasna



humano a través de métodos de purificacion,_afecto al mayor numero de
células produciendo también los efectos mas intensos (Fig. 6).
También la duracién del efecto fue mayor con este tipo de interferon.
Por su parte el interferon-a recombinante mostro un efecto mayor que
el interferon proveniente de cultivos de leucocitos pero menor que el
provocado por el crudo. Ambos tipos de interferones leucocitarios
afectaron al menor tipo de unidades y con la menor intensidad (Fig.
6).

En estas circunstancias los interferones provocaron tambien
cambios sobre el tamafio y morfologia del potencial de accién. Sin
embargo, la aplicacién micréiontoforetica de L-glﬁtamato provoco sus
efectos carécteﬁisticos aun despues de que la célula habia sido
afectada por el interferon-a, es decir, 1la aplicacion de interferon
no modifico . las caracteristica de la respuesta de las celulas a
otros farmacos (Fig. 6).

Estos resultados aunque de ninguna manera son concluyentes, si

sugieren la existencia de una accién selectiva del interferon-a en

las diferentes estructuras nerviosas, probablemente estos efectos no
sean consecuencia de la asociacién del interferon con aquellos
receptores que median las acciones antivirales y antiproliferativa

(14) puesto que estos receptores .son especificos de especie. FPor lo
'tanto estos efectos podrian representar la interaccién entre el

interferon-a y sistemas especificos de neurotransmisores cerebrales.
El mecanismo que emplea el interferon para modificar la aé&vidad

eléctica celular atn es materia de estudios actuales.

Como consecuencia Yy complemento de estos estudios resulto

necesario el estudiar, en este modelo experimental, los efectos de la
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adminisracién de interferon-da sobre algunos de los paréametros

conductuales reportados por los estudios clinicos.

Fig.

SPRES 7 2,9 SEC

SPIRES /2.3 SEC

SPNES 7 2.9 SEC

ShxES 7 2.9 SEC

6.~ Histogramas de frecuencia representativos, los cuales
muestra- los efectos provocados por 4 diferentes tipos de
interferon-a y un interferon-vy, sobre 4 diferentes
unidades corticales. La primera columna representa la
actividad espontanea control vy la ultima muestra los
efectos de la microiontoforesis del L+glutamato., los
numeros indican la corriente de expulsion eén nA (tomado
de 75). ‘
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Los reportes iniciales sobre la toxicidad del interferon
mencionan que la fiebre y la anorexia constituyen los dos signos que
se presentan invariablemente en 1los pacientes tratados con
interferon-a (85). En el caso de la fiebre, los posibles mecanismos
de produccién por una sustancia de caracter inmunomodulador, como es
el caso del interferon-a, son multiples; sin embargo, en el caso de
la anorexia ésta puede representar, va sea un efecto sobre el sistema
gastrointestinal o bien, un efecto directo del interferon sobre el
hipotéalamo; nuestros estudios previcos (66) mostraron que el
hipot&lamo ventromedial, considerado como el centro de la saciedad
(57), es sensible a 1los 'efeetos del interferon-a administrado
intraperitonealmente; por lo que decidimos analizar 1la posible
existencia de un efecto central.

con estos antecedentes disefiamos un modelo experimental
gracias al cual, nos fuese posible analizar 1los efectos del
interferon-a sobre la ingesta de alimentos. Este modelo experimental
_}mplica la realizacién de un estudio conductual y un eétudio
electrofisiolégico.

En el primer caso, analizamos la ingesta de alimentos a traveés
de determinar la curva ponderal de animales integros, de animales con
lesién en el hipotalamo lateral, de animales que recibieron una
aplicacién intracerebrovenrtricular de 1500 U.I. de interferon-a
durante 10 dias, y en animales que ademds de recibir interferon
tenian una lesién en el hipotélamo lateral.

La ingesta de alimentos estd controlada basicamente por
estructuras hipotalémicas,‘,el hipotalamo ventromedial, conocido como

el ‘'"centro la saciedad"” y el hipotalamo lateral ¢ ‘“centro del
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hambre". Varios estudios conductuales muestran que la estimulacién
del hipotalamo ventromedial & del hipotdlamo lateral provoca un
estado conductuél muy similar al que muestran animales saciados o muy
hambrientos, reépectivamente; mientras que su lesién provoca los
efectos contrarios. Es decir, un animal con una lesién ventromedial
muestra una hiperfagia importante, mientras que la anorexia surge
como consecuencia de la lesién del hipot&lamo lateral (33).

Existen ademds multiples interacciones entre ampos ‘'centros'"
de tal manera que la activacién o la desactivacién de alguno de ellos
modifica en forma direcca e importante la actividad del otro (60).

La aplicacién intracerebroventricular del interteron-a

'proﬁocara la difusién de esta sustancia, en estructuras
periventriculares, como es el caso del hipotdlamo, sobre todo del
hipotdlamo ventromedial, el cual ademas carece de barrera hemato-
encefadlica. Es de esperarse que si el interferon induce un efecto
anoréxico directo, éste se manifestara después de su administracioén
intracerebroventricular, la cual probablemente provocara una difusion
minima de esta sustancia hacia la circulacién sistémica, pues sé6lo un
porcentaje minimo de interferon atravieza la barrera hemato-
encefalica (11).

Para realizar este experimento colocamos 5 grupos (n=30) de
ratas Wistar machos, 128 % 12.6 g al inicio del experimento, en
‘Jaulas metabdlicas individuales., Previamente a 3 grupos (nile) de
estos animales se les implantaron en una sesioéon quirurgica, canulas
de acero inoxidable de 0.6 mm de didmetro externg en uno de los
ventriculos laterales. Otros 2 grupos de estos sujetos (n=12) fueron

sometidos a una lesién electrolitica del hipotélamo lateral. Las
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1
coordenadas empleadas fueron tomadas del Atlas Estereotaxico de Konig

y Rlippel y corresponden a aquellos sitios cuya destruccion se asocia
mas frecuentemente con un cuadro de hipofagia mas intenso (60).

Las lesiones electroliticas se realizaron empleando una
corriente de 5 mA durante 30 segundos, se empled un electrodo de
acero inoxidable (130 pwm) cubierto con te}lOn. Los animales de uno de
estos grupos tenian ademés canulas intracerebroventriculares
implantadas. Siete dias después del acto quirdrgico estos animales se
colocaban dentro de estas jaulas y el experimento se iniciaba.

Los animales tenian acceso 1libre al alimento y al asua.
Durante 30 dias se determino’el peso corporal de los animales a las
9:00 A.M. ¥y posteriormente se euantificaba la cantidad de alimento y
agua ingerida durante las ultimas 24 horas, ademas de medirse la
cantidad de excretas de cada uno de los sujetos.

El grupo I (n=6) estaba constituido por sujetos integros cuya
curva ponderal de peso corporal sirvie como control para su
comparacién con el resto de grupos, el grupo 11 estaba formado por 6
ratas implantadas con cénulas intracerebroventriculares, y a las
cuales se les administré unicamente 3 ul de solucion isotonica
durante los primeros 10 dias del experimento. El grupo III se
constituyo con 6 ratas que exclusivamente tenian una lesién
electrolitica del hipotélamo lateral. Seis animales constituaian el
grupo IV, estos animales poseian cénulas intracerebroventriculares y
recibieron 10 administraciones cerebrales de interferon~a crudo. La
dosis administrada fué de 1500 U.I. diarias, disueltas en 3 ul. Tal
cantidad corresponde al 1 % de las dosis empleada clinicamente, y al

porcentaje de la misma, la cual supuestamente atraviesa la barrera
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hematoencefalica. La infusién de 3 pl ya sea de solucion salina o de
interferon se realizaba empleando una microjeringa y una velocidad de
1 ul_por minuto. ﬁinalmente, el grupo V estaba formado por ratas a
las cuales ademaés de efectuadrseles una lesién electrolitica del
hipotédlamo lateral, +tenian una cénula de acero inoxidable colocada
intracerebroventricularmente, por lo cuzl también recibieron una
dosis diaria de 1 S00 U.I. de interferon-a durante 10 dias.

Los resultados encontrados en este estudio (i;/ se observan en
la Figura 7. La curva ponderal del peso corporalVde los sujetos
controles mostré un incremento constante a lo largo de los 30 dias de
duracién del experimento. En este tiempo los sujetos incrementaron ek
327 de su peso corporal. Los sujetos del grupo II, 1ds cuales
recibieron 10 aplicgciones intracerebroventriculares solucion
isoténica, mostraron/una curva ponderal del pesc corporal’ muy similar
a la desarreollada por los animales controles.

La lesion del hipotélamo lateral produjo una disminucién
significativa en el peso corporal de estos sujetos, la maxima
reduccién se alcanzé alrededor de los 10 dias, tiempo en el que se
presenta una reduccién de hasta el 30 %, en promedio, del peso
corporal con respecto a la situacién control, posteriormente el
sujeto incrementd su peso corporal, auhque nunca al mismo nivel que
los sujetos controles,

Por otro lado, 1la aplicacién intracerebroventricular de 1500
U.I. de interferon-a durante 10 dias provocd una importante reduccion
del peso corporal durante el tiempo de su administracion. Este
efecto, el cual provoca una caida maxima alrededor del dia 6, alcanza

una reduccién del 23 * 4.2 %. Sin embargo, al terminar las 10
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aplicaciones intracerebroventriculares de dinterferon-a; la - curva
ponderal del peso corporal de los sujetos tiende hacia el incremento,

aunque no recupera los niveles encontrados en los sujetos controles.

1 CONTROL
LI SOL. 1SOTONICA.
III LESION EN HL.
IV IFN-a
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Fig. 7.-Curvas ponderales del peso corporal de los S diferentes
grupos de animales empleados en este experimento. El
efecto mas pronunciado lo provocod la lesion del hipotalamo
lateral. Sin embargo, la sola aplicacion
intracerebroventricular del interferon-a, produce un
importante cuadro de hipofagia (tomada de 78).

Finalmente, la curva ponderal -del,-peso_ corporal de los
animales a los cuales ademéas de lesionar el hipotélamo lateral se les

administré interferon-a, es muy similar a la de 1los sujetos que
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fueron sometidos s6lo a la lesion electrolitica del hipotalamo
lateral (Fig. 7). La carencia de un efecto aditive o potenciador,
resultado de q;mbinar la lesién electrolitica con la administracion
de interferon-a, sugiere que ei hipotalamo lateral esté& mediando los
efectos anoreéxicos del interferon-a.

El otro enfoque experimental de tipo electrofisiolégico,
consistié en analizar los efectos de la aplicacién directa en el
hipotadlamo 1lateral de una infusién de 1500 U.l. de interferon-a,
sobre la actividad mioeléctrica del intestino. Quiz& este es uno de
los mejores modelos para determinar la actividad anorexica central de
un farmaco (16). ‘

En la rata, el perro y el hombre, la actividad miocelectrica
del intestino muestra 2 patrones caracteristicos denominados
digestivos e interdigestivos o de .ayuno. Este ultimo patron el cual
sélo se presenta en estados de ayuno (minimo & horas después de
ingerir alimento) consta de 3 fases identificables por registros
electromiograficos. La primera fase se caracteriza por la presencia
de ondas lentas 3-4 seg., en la segunda se encuentran espigas de
variados voltajes y poca frecuencia que se sobreponen sobre las ondas
lentas, La fase 3 es reconocida por la presencia de una gran cantidad
de espigas con desaparicién de ondas lentas; generalmente estas
espigas se presentan en trenes o rafagas pueden poseer frecuencias de
hasta de 40 espigas/segundo (Fig. 8). Esta ultima fase se asocia con
contracciones intensas y amplias del estémago y el intestino, las
cuaes se ha sugerido constituyen las'asi denominadas Eontracciones
de "hambre'" (28).

Estas tres fases conocidas como el complejo mioelectrico



migrante, se desplaza a todo 1lo largo del intestino delgado,
tomandoles aproximadamente 20 minutos en recorrer el intestino de 1la
rata. Lo realhente interesante de este modelo es que la ingesta de
alimentos, o] la infusién de solucicnes hiperproteicas o
hipercaléricas cambian el patrén interdigestive por un patréon
digestivo, el cual consiste de espigas Unicas montadas sobre las
ondag lentas (82). De igual manera la estimulacicn electrica del
hipotélamo ventromedial blogquea la aparicion de este complejo
mioeléctrice migrante (30).

Conductualmente, cuando al -animal se le bloquea este complejo,
por alguno de los procedimientos antes mencionados, deja de ingerir
alimento independientemente del periodo de ayuno previo, Por tal
motivo el complejo mioelectrico migrante es un excelente indice
fisiolégico y objetivo del estado alimenticio del individuo. Por tal
razén, decidimos analizar 1la accién del interferon-a sobre este
valioso parémetro fisiolégico.

Seleccionamos ratas Wistar (200-250 g) 1las cuales tueron
anestesiadas con pentobarbital sédico (50 mg/kg IP), para
implantarles electrodos en el intestino delgadoe y una cé&nula
intracerebroventricular o un cateter intravenoso en forma cronica.
Cuatro' electrodos bipolares de plata se suturaron sobre la parea del
intestino delgado. El primero de ellos, se colocéd inmediatamente por
debajo del ligamento de Treitz, y los 3 restantes mas distales a
intervalos de 10 cms. = Los alambres de 1los electrodos fueron
introducidos subcutaneamente hacia el area interescapular de la rata
donde se conectaban a un conector que se fijaba a la piel.

Los experimentos se iniciaron una semana despues de la
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cirugia, cuando la condicién fisica de los animales fue similar a la
observada antes de la lesién. El dia de los experimentos despues de
un  ayuno de 18 a 24 horas las ratas fueron conectadas a un
conmutador, el cual mantenia el contacto fisico entre los electrodos

y los aparatos de registro independientemente del movimiento del

animal.

MIGRATING MYOELECTRIC COMPLE X OF RAT SMALL INTESTINE
Wb ulhu“\lnI\\l\lll‘|lllM%WWMMM\(\}l\kilﬁf’\\j\\\w&q‘m\mﬂHMWMWW

— A sy

- ——— s vt s

30 sec

Fig. 8.-Trazos poligraficos seleccionados, 1los cuales muestran
las 11l diferentes fases que constituyen el complejo
mioceléctrico migrante en 1la rata. El1 trazo superior
muestra una fase III caracteristica, en la que se observan
trenes de espigas con alta frecuencia y alto voltaje. El
siguiente trazo muestra en su porcion izquierda la fase
II y en la derecha la transcicioén entre la fase 11 y la
fase III. En el tercer trazo, Se observa una fase I
seguida de un periddo de transicién entre esta fase y la
fase I1. Finalmente el trazo inferior constituys una fase
I caracteristica (tomada de 29).
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La actividad mioeléctrica del intestino fue registrada
empleando un poligrafo cuya salida se conectaba en linea con una
microcomputadoga (DEC 11/03), 1la cual elaboraba histogramas de
frecuencia) y acumulativos. Después de un registro control de una
hora, se diniciaba una infusién ya sea intracerebroventricular o
intravenosa de interferon-a & de solucion salina isotonica (0.9 %).
Ambas infusiones se realizaban durante una hora, y contenian 1500
U.I. de interferon-a para la dosis intracerebroventricular, o 250
U.I./g de peso corporal para la administracion intravenosa. Los
volumenes administrados fueron de 20 ul y de 600 upl para 1la
administracioén intracerebroventricular y la intravenosa,
respectivamente.

La actividad mioeléctrica intestinal fué registrada durante 2
horas mas después de la infusién ya sea de interferon o de solucioén
salina. En un grupo de 3 ratas controles ademas de la infusién dg
solucién salina se realizé, _con la ayuda de un cateter géstrico, 1la
instilacién de 6 ml de leche condensada con la finalidad de probar la
responsividad del modelo experimental. 6%c%<>

Los resultados encontrados en el—presente estudio (29)
muestran que en la situacidn control y en todos los animales con un
ayuno de 24 horas (Fig 9A) observamcs la presencia de aproximadamente
2 complejos mioeléctricos migrantes por cada 20 min. Tales complejos
mostraron una duracién de entre 4.8 a 7.3 min. y alcanzaron una
frecuencia de hasta 225 espigas/min. en promedio. Estos complejos se
manifestaron en una forma muy regular y constante. En la porcion B de

la misma figura se aprecia el efecto de la infusién intragéstrica de

S5 ml de leche condensada, tal infusién se inicia en el minuto 40. En
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esta situacién hay un bloqueo importante del complejo mioelectrico
migrante el cual se observé en las 3 ratas en que se administro. En
su lugar, Unicamente se observa una actividad eleéctrica irregular que
no muestpa patrén secuencial alguno.

Un efecto bloqueador similar puede ser tambieén provocado por
la estimulacién del hipotélamo ventromedial, como se observa en 1la
figura 10 A; este efecto fué provocado en una rata con 18 horas de
ayuno que poseia electrodos bipolares dé estimulacién en el
hipotalamo ventromedial. En este sujeto en particular, se emplearcn
pulsos bifésicos de 5 Hz; 0.1 mseg., y 0.2 mA, como parametros de
estimulacién. Aunque en otros animales implantados fue necesario
modificar los parametros de estimulacién, este efecto fue consistente
en todos los sujetos estimulados. Conductualmente , con esta
estimulacién se blogqued cualquier intento del animal de ingerir
al;mento, no obstante su ayuno de 18 horas (29).

La infusién de interferon-a, ya sea por via intracerebral o
por via intravenocsa provocd también un efecto similar. La tigura 10
B, muestra el efecto de 1500 U.I. aplicadas en forma intracerebral

sobre el complejo mioeléctrico migrante. Este efecto bloqueador, el

cual es similar al provocado por la estimulacion del hipotalamo

ventromedial o por 1la administracién intragastrica de alimento,
sugiere fuertemente un efecto del interferon-a sobre los mecanismos
fisioldégicos que regulan la ingesta de alimentos.

En este sentido 1los resultados obtenidos en el presente
trabajo muestran que el interferon-a es capaz de ejercer un efecto
modulador o inhibidor en forma directa y especifica sobre una funcion

especifica como lo es la ingesta de alimentos.
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Fig. 9.-Histogramas de frecuencias obtenidos una vez analizada
la actividad eléctrica intestinal correspondiente al
complejo mioceléctrico migrante. En la parte A de la
figura, se muestra la situacién control. Mientras que B,
representa el efecto de la instilacién de leche
condensada en el estémago del animal. Se muestra como el
patrén caracteristico se pierde después de realizar tal
maniobra experimental (tomada de 29). .

.

Evidentemente, con base ,a estos resultados es posible postular
varias hipétesis, o mas francamente es posible especular sobre hechos
clinicos conocidos. Por ejemplo, en general en padecimientos
infectocontagiosos, 'ya sea por virus o por bacterias; uno de los

primeros sintomas que se presentan es la anorexia, esta complicacién
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del cuadro coincide temporalmente con el inicio del incremenpp"eh los

niveles de interferon que se produce en estos cuadros clinicos (13}

Fig

VMH STIMULATION

FIG BC.

SPIKES/ MIN,

FIG 6D.

10.-En esta figura se muestra el efecto de la
estimulacién eléctrica del hipotalamo ventromedial y de
la aplicacién intracerebroventricular de 1500 U.1 de
interferon-a, sobre el complejo mioelectrico migrante.
Ambas maniobras experimentales provocaron una
desaparicion del complejo mioceléctrico migrante. En su
lugar, aparecié una actividad irregular sin un patron
caracteristico. Esto sugiere, que ambas maniobras cambian
el patron de actividad interdigestiva a un patron
digestivo, similar al que se observa cuando el sujeto
ingiere alimento (tomado de 29).

De esta manera, es posible que algunos de los sintomas

neurolégicos que se presentan durante las infecciones, tales como la

anorexia, el suefio, la debilidad muscular, o incluso la fiebre, etc.,
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sean consecuencia de una accién neurolégica del interferon. Como
apoyo a esta sugerencia recientemente se mostré que el interferon-a,
incrementa en forma significativa el sueiio de onda lenta e€n conejos
(52).

Desde este punto de vista el interferon-a constituiria no
solamente una sustancia antiviral o antiproliferativa, ya gue muchas
de sus funciones se localizan fuera del panorama inmunoloégico. Los
datos de los trabajos aqui relatados nos permiten sugerir que el
interferon-a constituye un puente de unién entfe el sistema inmune vy
el sistema nervioso central.

En realidad durante, mucho tiempo se ha considerado que el
cerebro estd relativamente aislado del sistema inmunologico, debido
principalmente a la carencia de vasos linfaticos y a la presencia de
la barrera hemato-encefalica, 1la cual limita la penetracion de
linfocitos circulantes y de anticuerpos (27). Sin embargo, existen
datos en la literatura los cuales muestran que esto no es
necesariamente cierto. Por ejemplo, Raff y cols., (68) mostraron que
las células mesogliales cerebrales son probablemente precursores de
macréfagos los cuales muestran receptores FC para Inmunoglobulinas y
son células de tipo fagocitarias. Adicionalmente se aislaron calulas
madre hematopoyéticas pluripotenciales del cerebro de ratones adultos
(2).

Datos obtenidos, bor laboratorios diferentes al nuestro, han
mostrado que el cerebro es capaz de responder a posibles sefales
originadas en el sistema inmunologico. En este sentido Besedovsky y
Cols., (4) mostraron que durante una respuesta inmune hay un

.intercambio . de ‘"mensajes humorales' entre el cerebro y las celulas
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inmunplbgicas, lo que resulta entonces en una modificacién de las
funciones cerebrales. Esta modificacién se manifesta por un cambio en
la frecuencia de descarga de las neurconas hipotalamicas mediales (5).
Adicionalmente las lesiones electroliticas o la estimulacion de
varias estructuras cerebrales influyen sobre las respuestas inmunes
ya sea en una forma directa o a traves de cambios en el sistema
endéerino (49, 89). Estos trabajos adicionales a nuestros hallazgos,
sugieren fuertemente 1la existencia de una comunicacién importante
entre el sistema inmunolégico y el sistema nervioso central (24).

Por otro lado existen datos que muestran la existencia de una
comunicacién entre el sistema nervioso central y el sistema inmune;
ésta comunicacién se establece a través de sustancias neurcendécrinas
y hormdnales. Desde hace mucho tiempo, por ejemplo, se conocen los
efectos inmunomoduladores que poseen 1los corticoesteroides, cuya
liberacién es regulada por todo un sistema neuroendécrino cerebral
(56). Recientemente también sé mostré que los opioides son sustancias
con efectos poderosos sobre el sistema inmune; por ejemplo, se
observé que las endorfinas poseen'la capacidad de suprimir la
actividad de las células asesinas naturales (87) asi como de promover
la formacién de rosetas de linfocitos T (34). Varios autores muestran
la existencia de receptores a las f-endorfinas en celulas
inmunolégicas (98). Curiosamente estos réceptores a las p3-endorfinas
y a la morfina parecen ser difrentes a los localizados dentro del
sistema nervioso central (44).

Todos estos datos son una fuerte evidencia que muestra la
exXistencia de un circuito funcional entre los sistemas dinmune vy

neuroendéerino. Supuestamente en casos de infecciones, tumores e
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intoxicaciones por algunas sustancias quinmicas; los 1linfocitos
podrian alertar al cerebro y a otros érganos ¢ glandulas a traves de
la produccién de hormonas con accién neuroendédcrina (algunas de las
cuales podrian ser el interferon-a y otros productos de secrecion
linfocitica).

La alta potencia que posee el interferon-a sobre el sistema
nervioso central sugiere que sélo se requieren cantidades ninimas
para echar a andar este sistema, tales niveles minimos probablemente
se alcancen durante las infecciones. Desde un punto de vista general,
este supuesto circuito regulador inmune-neuroendécrino, constituye un
posible y nuevo sistema de control homeostatico, asi como también un
probable sitio etiélogico para algunos estados'psicopatolOgicos. Por
ejemplo este circuito podria explicar alguno de los efectos que el
interferon ejerce sobre4algunos cuadros psiquiatricos. Asi en 1980;
Cantell y Cols., (18) publicaron un articulo en el cual observaron el’
efecto de la administracién del interferon-a en 4 pacientes con
esquizofrenia y 2 con depresién psicética. Los 4 pacientes con
esquizofrenia mostraron una mejoria significativa durante el
tratamiento coﬂ 3 millones de U.I. diarias de interferon-a y
retornaron a su estado previo, cuando se les interrumpié el
tratamiento o se les administré una sustancia placebo. Los autores
desconocen la causa de la mejoria desencadenada por la administracion
de interferon (18)

Aunque nuestros resultados, sirvieron de base para postular la
existencia de este circuito inmuno-neuroendécrino (24), el principal
problema qﬁe nos planteamqs al principio de nuestro estudio sobre

interferon-a, y que fue el investigar el mecanismo de accion de los



efectos cerebrales del mismo, aun no estabalresﬁelto.

En este sentido, se publicaron una serie de trabajos
bioquimicos, los cuales mostraron la existencia de relaciones tanto
estructurales como bioclégicas entre el interferon-a, 1la hormona
corticotréfica y las endorfinas. Asi, Blalock (6), mostro que 1la
actividad del interferon-a humano fuée bloqueada por antisuerost\anti—
a-corticotrofina, y anti-y-endorfina. Este blogueo ocurria en una
forma dependiente de 1la dosis y fue especifico para interferon-a
puesto que no bloqueé la actividad de interferon-i3 o de interferon-vy
(6)."

El hecho de que estos‘efectos bloqueadores de la actividad del
interferon-a, sean realizados de igual manera por sueros anti-a-
corticotrofina y anti-y-endorfina, resulta comprensible si se
considera que ambas sustanciés derivan de 1la misma molécula
precursora; la cual es inmunoprecipitable por antisueros especificos
ya ‘sea contra la hormona croticotrofica o contra las endorfinas
(54).

Segun Blalock (6), estos resultados sugieren que el
interferon-a parece contener una estructura similar a las endorfinas
dentro de su composicién de aminoacidos. ksta sugerencia es

%
adicionalmente apoyada por una,posterior observacion réalizada por
este mismo autor, la cual mostro que la adicién de un antisuero anti-
interferon-a neutraliza también la actividad de la hormona
corticotrofica, ademds de que la neutralizacién de la bioactividad
del interferon-a por .la adiciéon de antisuero en contra de este
interferon, fue blogqueada, aunque parcialmente, por la hormona

corticotrofina (6).




De acuerdo a este autor, una prueba concluyente de esta
similitud estructural fueron los resultados obtenidos despues de
fragmentar a la molécula del interferon-a humano, enmpleando pepsina.
En estas circunstancias, la actividad antiviral del interferon-a
desaparecié, pero aparecieron varios peptidos, uno de ellos con
actividad similar a la hormona corticotroéfica. Este fragmento fue
neutralizado por al antisuero anti-a-corticotrofina y poseia un peso
molecular mayor de 100 pero menor de S000. Lo que estructuralmente
corresponderia al fragmento bicactivo 1-14 de la hormona
corticotrofina (6).

Por otro lado, 1la digestién de interferon-f por pepsina, no
provocoé la aparicién de algun péptido con alguna de estas
caracteristicas. Este autor sugiere la posibilidad de que en el
organismo puede haber una fragmentacion del interferon-a que produzca
péptidos con actividad similar a la hormona corticotrotica y a las
endorfinas capaces de afectar el sistema neuroendocrino (6).

Otros datos que apoyan tales sugerencias fueron presentados
por el mismo autor en otro interesante trabajo (9). En este caso se
analizaron las propiedades opiocides del interfeon-a, a traves de
varios enfoques experimentales. En primer lugar, se realizé un
estudio de 1la inhibicién de la unién estereo-especifica de la
dihidromorfina tritiada en membranas obtenidas de neuronas cerebrales
del ratédn., Ademés, se analizé la inmovilidad producida por esta
sustancia administrada también intracerebroventricularmente. Este
efecto se cuantificé de acuerdo a una escala de " — a 4+ . 44"
significaba 1la ausencia total del movimiento espontanec ¥y et

indicaba una movilidad espontanea completa:
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Finalmente se analiz¢ la posibilidad de que el . interferon-a
posea un efecto analgésico similar al inducido por opioides mediante
la prueba dolorimétrica de placa caliente. En este caso, se
determinaba el tiempo que transcurria entre la colocacién del animal
en una superficie metélica calentada a 50 * 0.5 °C y el momento en
que el animal se lamia las extremidades superiores. Los autores
consideraron un efecto analgesico maximo (100 %) si el animal al cual
se le administré el férmaco, no mostraba la conducta de lamerse las
patas anteriores durante 60 segundos despues de colocarlos en la
placa caliente. El1 0 % de analgesia, correspondia al valor obtenido
en los animales controles, el cual en sus pruebas fue de 22.4 ¢+ 2.2
segundos. En esta prueba, 1los .autores utilizaron naloxona para
intentar prevenir o bloquear estos efectos analgésicos.

Todas estas pruebas se realizaron durante la aplicacion de
interferon a, B Yy ¥; asi como de morfina y B-endorfina. Los animales
controles recibieron soluciones salinas isoténicas. Los resultados
encontrados por estos autores se resumen €n los cuadros 3 y 4.

Los resultados encontrados en este estudio (8) muestran que el
interferon-a pero no el 3 0 el vy inhiben la unién estereo-especifica
de la dihidromorfina tritiada y poseen un importante efecto
analgésico. »

Estos hallazgos son consistentes con los resultados que
relacionaren antigenéticamente al interferon-a con la endorfina-y vy
la a-corticotrofina. Este autor, compareé la dosis requerida para
provocar la inhibicién del S0% de union especifica (I,, ). Para el
caso del interferon-a con una actividad especifica de 1 X 10%°

U.I./mg de proteina, la I5°'seria de 5000 U,I./mg, lo que corresponde
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° M, esto lo cual representa casi 320 veces nas

a cerca de 107
actividad que 1la morfina (I,, ) aprox. 3.2 X 107 sobre bases

molares. Esta molaridad y cantidades molares fueron calculadas sobre

8.3

la base de una actividad especifica de 10 U.1./mg de proteinas vy

un peso molecular de 20 000 daltons.
CUADRO 3.

Efectos de diferentes tipos de interferon sobre el
desplazamiento de la uniéon estereo-especifica de morfina en membranas
de ceélulas de cerebro de ratén y en la actividad locomotora
espontanea. La aplicacion de todos los férmacos mostrados en la tabla
se realizé en uno de los ventriculos laterales del cerebro (tomado de
9).

‘% de inhibicién
FARMACO (dosis UI) de la wunion de 1INMOV1L1DAD
H-dihidromorfina

Solucién salina ‘ 0 -
Interferon-f3 .
10* UI/mg (500 UI) 0 -
Interferon-v .
10° Ul/mg (250 UI) 1.3 -
Interferon-a
10* UI/mg (250 UI) 30.2 2+
(500 UI) ‘ 45.4 4+
10° UI/mg (7500 UI) 65.0 4+
(1500 UI1) 13.8 : 2+
10® UI/mg (5000 UI) 49.5 4+
(2500 UI) 30.1 4+
B-endorfina (5 ug) 100.0 3+
morfina (10 ug) 100.0 4+
(3.3 pg) 71.1 4+
U.I. = Unidades Internacionales.

U.I/mg = Actividad especifica del interferon.
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CUADRO 4. -

Efecto de la aplicacién intracerebroventricular de diferentes

tipos de interferon sobre la prueba dolorimetrica de placa
caliente en ratén. Los valores que se muestran corresponden a el
promedio del grupo * la desviacién estandar (tomado de 9).
ACTIVIDAD ANALGESICA
tiempo de respuesta en segundos % d.s.
(porcentaje de analgesia)
FARMACO (dosis)
reversién por pretrat. con
sin naloxona naloxona naloxona
Soluciébn salina 22.4 * 2.2 NP NP
(0.0)
Interferon-g 22.5 % 1.7 NP NP
10* UI/mg (500 UI) (0.2)
Interferon-vy 24.3 ¢ 2.1 NP NP
10° UI/mg (250 UI) (5.0)
Interferon-a 45,3 * 12.7 NP NP
10* Ul/mg (250 UI) (60.9)
(500 UI) 59.0 + 3.3 22.1 * 6.0 23,7 1.2
(97.3) (0.0) (3.4)
10° UI/mg (7500 UI)] €0.0 * 0.0 21.8 * 6.2 NP
(100.0) (6.2)
(1500 UI) 54.0 % 12.0 25.3 £ 5.0 NP
' (84.0) (7.7)
10° UI/mg (5000 UI) 58.5 * 8.5 23.5 £ 5.0 NP
(96.0) (2.9)
(2500 UI) 53.4 ¢ 9.2 28.5 * 3.9 NP
(88.4) (16.2) -
B-endorfina (5 ug) 49.3 £ 9.2 26.8 £ 7.1 NP
(71.5) (11.7)
morfina (10 ug) 60.0 = 0.0 21.0 ¢ 10.6 NP
(100.0) (0.0)
(3.3 ug) 59.5 * 1.0 22.2 * 3.5 NP
(98.7) (0.0)
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En lo que respecta a la actividad locomotriz espontanea, estos
autores mencionaron que es hosible detectar cambios en tal paréametro
después de L a 2 minutos de la aplicacién intracerebroventricular del
interferon-a. Estos cambios se caracterizan por 1la ausencia de
movimientos esponténeos (sin paralisis motora, ~ puesto que los
animales se movian cuando se les motivaba a ello) y la presencia de
catalepsia. Este estado cataléptico mostraba una "flexibilidad cerea"
que mantenia al animal en posiciones extravagantes (Fig. 11). Tales
efectos duraban de 15 a 30 pinutos despues de la aplicacién y podian
ser revertidos por la administracién de naloxona.

En 1lo relacionado a los efectos analgesicos, estoé tambien
fueron provocados exclusivamente por el interferon-a, ni el
interferon-B8 ni el interferon-y méstraron alguna accién analgesica.
Empleando los mismos datos de molaridad este autor concluye_que el
interferon-a es entre 8000 y 1000 veces mas potente que la morfina vy
la fB-endorfina, respectivamente, para provocar esta accioén analgésica
(9).

El bloqueo y/o la prevencién de los efectos analgésicos del
interferon-a, provocado por la administracién de naloxona, sugiere
que estos efectos aﬁalgésicos son mediados por receptores opioides.

De acuerdo con estos autores, los efectos inducidos por el
interferon-a en el sistema nervioso central, podia ser una
consecuencia de su interaccién con receptores opioides. Sin embargo,
de .acuerdo a nuestros hallazgos electrofisiolégicos esto pareceria
poco probable.

En nuestro laboratorio, hemos realizado varios trabajos que

caracterizan los efectos electrofisioldgicos de opiodes en varias




estructuras cerebrales tales como el talamo medial (72,76) y el
hipotalamo ventromedial (67). En estos estudios observamos que 1la
aplicacién de morfina provoca principalmente un decremento de la
frecuencia de descarga el cual es posible bloquear con naloxona.
Pocas neuronas muestran un incremento en la frecuencia de descarga,
como consecuencia de la accién de la morfina, adenas estos
incrementos no son bloqueados por la naloxona, lo que sugiere efectos
inespecificos o no mediados por receptores opioides. En este sentido,
Y en estas mismas estrucuturas, la aplicacioéon micoiontoforética de
interferon provocé exactamente el efecto opuesto al de la morfina.

En un intento de analizar experimentalmente la posible
interaccioéon entre 1los receptores opioides y el interferon-a,
decidimos emprender 3 diferentes enfoques experimentales. EIl primero
de ellos es conductual y consistié en observar la accién del
interferon-a sobre el sindrome de carencia a los opioides, provocado
por la administracién de naloxona en ratas dependientes a la morfina.
Eligimos este procedimiento porque estudios previos realizados en
nuestro laboratorio habian caracterizado tanto conductual como
electrofisiolégicamente tal sindrome (76).

El sindrome de abstinencia o de carencia opiocide puede ser
provocado en animales que recibieron un tratamiento cronico con
morfina, al interrumpir la administracién del farmaco opioide, o por
la administracioén de un antagonista. Este sindrome es una
manifestacién del fenomeno de tolerancia que se presenta cuando el
opioide se administra en forma crénica. El sindrome de carencia
gensralmente es consecuencia de una accién de rebote, en la cual los

sintomas fisiol6égicos que estaban deprimidos por accién del féarmaco,




ahora muestran una excitabilidad exagerada mucho mayor que la que

poseen en condicionzs fisiolégicas (45).

Fig. 11.-La aplicacién intracerebroventricular de interferon-a
provocd una inmobilidad muy similar a la provocada por
farmacos opioides. Esta inmovilidad se acompafi¢ de un
cuadro cataténico con la presencia de una plasticidad
cerea, la cual provocaba que el sujeto adoptase posturas

poco comunes, como las que ‘se observan en esta
fotografia. Las fotografias en A y B fueron tomadas
después de 5 nminutos de inyectadas 500 u.l. de

interferon-a. Los ratones en C ¥y D permanecieron en tal

posicién por 20 minutos (tomada de 9).
Las ratas cuando se encuentran en abstinencia manifiestan un
incremento generalizado en la actividad motora y una serie de
movimientos estereotipados tales como sacudidas de todo el cuerpo,

las cuales simulan los movimientos que realiza un perro mojado al
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sgcudirse ¥y como consecuencia se les ha llamado "sacudidas de perro
mojado”, saltos, castafieo de dientes, estiramiento del cuerpo,
diarrea y una vocalizacién a manera de chillidos que el animal
realiza cuando se le acercan objetos o se le toca suavemente la piel -
(97).

El sindrome de abstinencia se modifica en forma considerable
cuando los animales son pretratados con farmacos opioides, tales como
la f-endorfina (93} o con proteinas derivadas de la f3-lipoproteina
tal como la hormona estimulante de los melanocitos o la
corticotrofina (3). De esta forma si el interferon-a posee algin
efecto de indole opioide, éste éodificaré el desarrollo de 1la
manifestacion de sindrome de carencia en animales que recibieron un
tratamiento crénico con morfina.

Con esta idea, se implanta;on en forma subcutédnea, baljo
anestesia con éter 2 pastillas que contenian 75 mg de morfina base
cada una)a 6 grupos de ratas Sprague-Dawley. Esta tecnica mostroé ser
muy efectiva para el desarrollo de tolerancia fisica a los opioides
(10). Después de 72 horas de implantacién, los animales recibian una
dosis de 1 mg/kg de naloxona (el antagonista opioide mas potente), lo
que desencadenaba el sindrome de carencia en pocos segundos.

Este sindrome se valoré por la presencia de 7 diferentes
signos, 4 de ellos valorados cuantitativamente, es decir simplemente
se contaba el numero de veces que se presentaban, estos son
'sacudidas de perro mojado", castafieteo de dientes, numero de
descargas fecales y vocalizacién al ser tocado con un objeto romo. '

Otros 3 signos se valoraron cualitativamente y estos fueron:

/
hiperactividad, conducta exploratoria y la presencia de diarrea, en
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una escala de 0 a 5.

Para realizar un an&lisis estadistico de estos ultimos signos,
valorados cualitativamente, empleamos una transformacién matematica.
Primero el valor de 0 a 5 fue convertido a cifras porcentuales
fraccionadas ( 0 = 0; 1 =0.2; 2 = 0.4, etc.), con la finalidad de
convertir estos datos discontinuos en variables continuas. Después se

aplic6é una transformacién matema&tica empleando la siguiente funcién:
X = arcosenc 4x

Tanto 1las variables, computadas cualitativamente como los
resultados de esta transformacién matematica fueron primero
analizadas estadisticamente con una prueba de ANOVA y posteriormente
se aplicé 1la prueba de Scheffe para identificar a los grupos que
producian tal diferencia (84).

El protocolo de investigacién consistidé en implantar ratas con
pastillas subcutaneas de morfina en el dia 0, setenta y dos horas
después se les provocaba el cuadro agudo de carencia con 1la
- aplicacién intraperitoneal de la naloxona. Entonces, los animales se
colocaban en una caja de plexiglass (35 X 40 X 30 cms) cubierta y se
determinaban los signos antes mencionados. La observacién conductual
se realizaba durante 20 minutos, lo que corresponde a la duracién del

. /
efecto maximo de la naloxona (45).

Empleamos 71 ratas Sprague-Dawley (180-250 'g) para estos
experimentos, el grupo I o grupo control, se constituyé por 19 ratas
las cuales recibieron una implantacién de pastillas de morfina y una

inyeccion de naloxona 3 dias despues. ‘El grupo II (n=8) ademas de la

implantacibn' con pastillas de morfina recibié una _inyeccién



intraberitoneal de 500 pl de una solucién de albumina al 10 %, 1la
cual es el vehiculo del interferon-a. Esta sustancia se les
administro 1 hora antes de aplicarles la naloxona.

Los grupos III (n=11), IV (n=18) y V (n=11), fueron
implantados con pastillas de morfina y 3 dias despues recibieron la
dosis correspondiente de naloxona. Una hora antes de la naloxona, se
les realizé la administracién intraperitoneal de interferon-a crudo
a una dosis de 100, 150 y 200 U.I./g de peso corporal,
respectivamente. Finalmente, el grupo VI (n=4) se constituyo por
sujetos que ademids del tgatamiento comun con morfina y naloxona
recibieron una dosis de 200 U.I./g de peso de interferon-y una hora
antes de aplicada la naloxona.

Los resultados obtenidos de este experimento (23) podenos
resumirlos en los cuadros Sy 6. .

Estos resultados muestran claramente que el interferon-a, pero
no el interferon-vy, modifiéa en forma importante el sindrome de
abstinencia a los opioides. Este efecto, el cual fue dependiente de
la dosis aunque sin importantes diferencias entre las dosis néas
altas, puede prolongarse por varios dias, aunque la intensidad del
mismo se va reduciendo (26). -

El efecto bloqueador .del sindrome de carencia es una
caracteristica de sustancias opioides como la B-endorfina u otfos
derivados de la f3-lipoproteina (19). .Aunque recientemente algunos
férmacos adrenérgiéos, tales como los agonistas a2, del tipo de 1la
clonidina, pueden modificar sustancialmente este sindrome carencial
(20). Estos resultados, nos muestran que el interferon-a posee

acciones opioides, aunque no neos indica si estas acciones son



mediadas por una interaccién directa con los receptores opiocides.

CUADRO 5

Signos observados durante el sindrome de carencia precipitado
en ratas dependientes a la morfina por la aplicacion
intraperitoneal de naloxona. Este cuadro muestra las diferencias
estadisticas encontradas en los cuatro signos que fueron valorados
cuantitativamente durante los 20 minutos posteriores a la
aplicacion de la naloxona (tomado de 23).

QOBSERVACIONES
GRUPOS sacudidas castaneteo descargas vocalizacioéon
de perro de al
mojado dientes fecales contacto

CONTROL ’

Mor-Nal. 15.322.0 20.3#1.5 8.3%0.7 4:510.2
(n=19)

CONTROL .

Mor-Alb-Nal 15.0#1.8 15.01.,7 7.6%1.3 4.8%0,2
(n=8) :

Mor-IFNa~Nal s o

(100 U.I./g) 7.5*%1.5 8.221.7 3.6%0.9 2.820.7
(n=11)

Mor-IFNa-Nal * A * .

(150 U.I./g) 3.1%1.2 1.9%1.1 2.9%0.8 1.220.4
(n=18)

Mor-IFNa-Nal b 22 b L4

(200 U.I./g) 1.8%0.8 2.8%1.1 3.1%0.9 1.0x0.4

' (n=11) .

Mor-IFNy-Nal

(200 U.I./g) 12.0%£3.5 17.8%3.2 7.0%1.9 4.520.3
(n=4) :

n = Nﬁmer6 de sujetos en cada grupo.

En este momento decidimos retomar nuestros estudios
electrofisiolégicos y analizar en forma comparativa, 1los efectos
inducidos por el interferon-a y la morfina sobre 1la actividad

eléctrica de una sola celula cerebral. Nos intereso también la
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posibilidad de producir una interaccién entre los efectos provocados
por estos farmacos y determinar la respuesta de la naloxona sobre las
acciones de ambbs farmacos.
CUADRO 6
Resumen de las diferencias estadisticas encontradas cuando se
compararon los 3 signos valorados cualitativamente, durante el
sindrome de carencia opioide. La valoracion estadistica se realizo

una vez que estos signos fueron transformados mnatemdticamente. Se
empleo la prueba de ANOVA y Scheffé para tal fin (tomado de 23).

OBSERVACIONES
GRUPOS conducta
hiperactividad diarrea
exploratoria
CONTROL ‘ .
Mor-Nal. 3.820.2 3.8%0.2 3.420.5
(n=19)
CONTROL !
Mor-Alb-Nal 4.520.2 4,820,2 3.1*x0.8
(n=8) :
Mor-IFNa-Nal * .
(100 U.I./8) 1.6%0.5 1.6+0.5 0.720.3
(n=11)
Mor-~IFNa~-Nal Kz 53 &
(150 U.I./8) 0.3%0.2 0.4%0.2 0.2x0.1
(n=18)
Mor-IFNa-Nal .2 axz ok
(200 U.I./8) 0.6%0.3 0.320.2 0.5%0.3
(n=11)
Mor-IFNy-Nal
(200 U.I./g) 4.33:0.3 3.320.5 3.0%0.6
(n=4)

Los valores representan la media * desviacién estandar.
Significancia estadistica = * p«¢« 0.05
2 p ¢ 0.01
x4 p ¢ 0.005
En este estudio electrofisolégico, empleamos un ensamble de 6

micropipetas (4-8 um en la punta; 10-15 MR), estas micropipetas
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contenian: 1) Interferon-a 1 X 10° U.I./ml, pH = 6.0; 2) sulfato de
morfina 0.045 M, PpH = 4.5; 3) hidroclorqro de naloxona, 0.01 M, pH =
5.0; 4) L—gluta;ato. 0.01 M, pH = 8.0; 5) Albumina humana al 10 %, pH
= 7.2 y 6) pontamina azul cielo al 2.5 %, disuelta en acetato sodico
0.5 M, pH = 7.2, Esta ultima solucién fue empleada para marcar los
sitios de registro y como solucién para balancear la corriente de las
otras micropipetas. El electrodo de registro se estiraba y preparaba
por separado después se unia al ensamble con pegamento esgecial.
empleando un estereoscopio. La punta de este electrodo siempre
protua de 15 a 25 um con respecto a la punta del ensamble de
micropipetas que contenian lds soluciones que se aplicarian.
Para este ‘trabajo (77) registramos 29 células de la corteza
somatosensorial, provenientes de 13 ratas Sprague-Dawley (200-250 g).
En estas unidades la morfina aplicada con corrientes de S a 50 nA
produjo algun efecto en el 72 % (n=21) de las células registradas. D
este porcentaje, 16 unidades fueron deprimidas por 1la aplicacion
micfoiontoforética de morfina (Fig 12) y sélo 5 mostraron agun tipo
de incremento en su frecuencia de descarga.
Los efectos inhibidores de la morfina se presentaron en forma
inmediata, estos alcanzaban el efecto maximo de-l a 3 segundos
después del inicio de la corriente y la recuperacion se obtenia dal
a 2 segundos después de finalizar la corriente de iontoforesis. Estos
cambios en la frecuencia de descarga no se acompafiaron de ambios en
la morfologia o en el tamafio de las unidades registradas. La
aplicacién cohsunta de naloxcna y morfina, previn el efecto depresor
de este Uultimo férmaco (Fig. ' 13), mientras que ninguna de las

unidades excitadas por la morfina mostrron algun efecto bloqueador
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al aplicar ambos férmacos en forma conjunta.
Estos resultados son muy similares a 1los encontrados en

nuestro laboratorio (72, 74) y a los de otros laboratorios (83)

La aplicacién microiontoforética del interferon-a, en dosis de
20 a 100 nA, provoco efectos muy similares & los econtrados
previamente (73). Veintisiete células mostraron algun efecto
excitador provocado por la aplicacién de interfero-a, mientras que
s6lo 2 células no mostraron cambio alguno.

Las excitaciones provocadas por el interferon-a, mostraron
nuevamente caracteristicas de larga latencia (30-45 seg), larga
durécibn (hasta S ¢ 6 min después de terminada 1la corriente de
iontoforésis; Fig. 12) y €fectos en la morfologia y el tamafio del
potencial de accioén.

"En 13 células afectadas por ambos farmacos, decidimos aplicar
tanto morfina, en pulsos de 30 - segundos, como interferon, una
aplicacién de 2 minutos, en forma conjunta.

El resultado de esta maniobra experimental se aprecia eh la
figura 14. En esta wunidad 1la morfina pfovoco una disminucién
consistente de la frecuencia de descarga, mientras que la aplicacién
del interferon-a provocé un incremento de la misma,  con las
caracteristicas antes mencionadas. Cuando ambas aplicaciones
coincidieron’ temporalmente, el efecto del interferon-a fue
preponderante y el de la morfina desaparecié; aunque éste reaparecio
cuando el efecto del interferon-a hubo finalizado. No se observo
algin efecto de suma o potenciacién en estas aplicaciones, lo que
sugiere que no existe ninguna interaccion farmacolégica entre estas

sustancias,
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Fig. 12.- Histogramas de frecuencias donde se observa la
dinédmica de 1los efectos provocados por morfina, L-
glutamato e interferon-a. Tanto la morfina como €l L-
glutamato provocan efectos que sélo ocurren cuando se
aplica 1la corriente de expulsién. Estos efectos se
relacionan con la dosis y son muy reproducibles. En las
neuronas corticales 1la aplicacién de morfina produjo
principalmente un decremento de la actividad espontanea.
Mientras que el interferon-a provocé el efecto opuesto en
las mismas unidades. Las excitaciones provocadas por el
interferon-a muestran caracteristicas muy diferentes a
las provocadas por el L-glutamato como se muestra en esta
fotografia (tomado de 73).

También realizamos la aplicacién conjunta de interferon-c con
naloxona (Fig. 14). los efectos provocados por el interferon-a no se
modificaron cuando este farmaco se aplicd en presencia de naloxona,
lo que sugiere la existencia de un efecto no mediado por receptores

opioides. Estos resultados de nuestros experimentos con
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microiontoforesis en células corticales no apoyan la sugerencia de

una interaccién entre el interferon-a y los receptores opioides.

Fig.
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13.~ Los efectos depresores de 1la morfina, fueron
facilmente prevenidos por la aplicacién  previa, también
por microiontoforesis, de naloxona. Mientras que las
pocas excitaciones provocadas por este farmaco no fueron
afectadas por 1la naloxona, lo que sugiere que este
incremento en la frecuencia de descarga desencadenado por
la morfina no es mediado por receptores opioides (tomado
de 72).

Finalmente decidimos wutilizar 1la preparacién del musculo

longitudinal del ileo de cobayo para determinar un efecto opioide del

interferon-a. Esta es una preparacién cléasica utilizada durante mucho

tiempo como un bioensayo para caracterizar efectos opioides de
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algunos farmacos sobre la transmision entrérlos'nervios auténonos y

el musculo liso intestinal (35).

eee MOR 50 DA

— e
IFN 100 nA

J0SEC

SPIKES / SEC

o——
IFN 50 nA

NAL 60nA

Fig. 14.- Histogramas de frecuencias, resultado de registrar
la actividad unitaria de una neurona cortical en la cual
realizamos 1la aplicacién conjunta de interferon-a vy
morfina e interferon-a y naloxona. Ni la morfina ni 1la
naloxona modificaron de alguna manera el efecto excitador
provocado por 1la aplicacién de interferon-a (tomada de
77) '

En esta preparacién los receptores opioides se localizan sobre

las terminaciones nueromusculares, 1la activacion de estos receptores
por fArmacos opioides inhibe la liberacién de acetilcolina en estas
uniones mioneurales (62). El uso de este modelo '"simple", ha

permitido 1la caracterizacién de varios receptores opicides y el
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estudio de las interacciones agonista-antagonista de estos receptores
(16).

Para realizar estos experimentos utilizamos cobayos machos
(300-500 g), lo% cuales habian estado en ayuno previo por al menos 12
horas. Los animales fueron sacrificados con un golpe en el cuello, lo
que garantizaba una muerte instantanea, Sse abria su abdemen y se
extraia un segmento del ileo (siempre se descartaron los 10 Udltimos
centimetros del ileo, los cuales corresponden a la unién ileocecal).

Tiras del intestino de aproximadamente 2 cms. de largo fueron
suturadas & suspendidas entre 2 electrodos de estimulacién de plata,
localizados dentro de una cémara humeda para tejido de 25 ﬁl de
capacidad. Esta camara se, llenaba con una solucién de Krebs-
bicarbonato 1la cual poseia la siguiente composicion en mM: 147 Na*;
5.0 K*;1.0 Mg?* ;1.5 Ca®" ;130 Cl"; 1.0 HPO;; 25 HCO;.y glucosa 11. La
solucién fue aereada constantemente con 95 % de O,+ 5 % de CO, ; el
bafio de tejidos siempre poseia un pH = 7.4 y una temperatura de 37 *
0.5 °C.

Cada tira de tejldo se conect¢ a un transductor de fuerza
isométrico (Grass FT 0.03) de tél manera que sus contracciones
pudiesen ser registradas sobre un poligrafo Beckman tipo R411. Las
contracciones del musculo 1longitudinal de 1la preparacién fueron
provocadas por pulsos eléctricos supramaximos de 0.5 mseg de
duracién, administrados a una frecuencia de 0.1 HZ.

Una vez montadas las tiras, se permitia que la preparacién se
equilibrara en el medio y se aplicaba wuna estimulacién continua
‘durante 60-90 minutos. Todos 1los farmacos fueron afiadidos en

volumenes de menos de 100 pl y eliminados de la preparacién al lavar
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el intesfino en aproximadamente 50 ml de solucion de Krebs-
bicarbonato fresca. Las respuestas a los farmacos se expresaron como
un porcentaje de cambio para cads tira inqividuai.

En 1la fﬁgura 15 es posible observar parte de los resultados
encontrados (77). Registramos 11 tiras de musculo longitudinal, las
contracciones en general ejercian una fuerza promedio de 2.4 * 0.5 g
y fueron muy constantes a lo largo de todo el experimento. La
agregacion de morfina al barfio provocéd una reducidén muy consistente en
el tamafio de 1la contraccién en una relacion dosis respuesta muy
evidente. Asi, la adicién al bafio de 12.5 mM de morfina provocd una
reduccién del 18 al 23 7% de la contraccién muscular, mientras que wha
cantidad de S0 mM provocéd.una reduccién del 90 al 95 %2 del mismo
' parémetro.

Estos decrementos en la contraccién muscular provocados por la
morfina fueron constantes y reproducibles cada vez que la misma dosis
de morfina se afiadia (Fig. 15), ademéas de que tal efecto fue
fécilmente reversible por la naloxona.

La adicién del interferon-a al bafioc en dosis de 1 X 10°
a 3 X 10% unidades no produjo cambios depresores de la contraccioén
muscular. Después de 10 a 15 minutos de la administracién del
interferon-a se observé un incremento del 10 ai 15 % en el tamafio de.
la contraccién (Fig. 15). Cuando bajo estas condiciones'se agregé
morfina al bafio, se obtuvieron reducciones en el tamafio de 1a
contraccién muy similares a las observadas cuando el tejido no estaba
siendo influenciado por el interferon-a.

En 5 de las 11 tiras de intestino estudiadas, el .efecto

excitador del interferon-a fue muy importante.
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Fig. 15.- Registros poligraficos que representan
contracciones de misculo liso intestinal de ileo de
cobayo. Estas contracciones son provocadas por
estimulacién eléctrica. En los registros . superiores se

. muestra el efecto depresor de la morfina y su reversioéon
por naloxona. Este efecto depresor es dependiente de la
dosis y reproducible. La agregacién de interferon- -al’ al
bafio del tejido solo provocé un ligero incremento en el
tamafio de estas contracciones (tomado de 77).

En estos casos, se puso de manifiesto la actividad motora
espontanea del intestino, la cual en condiciones controles esta -
siendo bloqueada por la estimulacién externa. La presencia de esta.
actividad espontanea, desorganiza en forma importante el patrén de

contraccién desencadenado por la estimulacién eléctrica (Fig. 16).

AUn en estas condiciones, al agregar la morfina a estos tejidos, el




efecto esperado todavia se observa. Al retirar el interferon-a del
baﬁq, el -patréon de contraccidén provocado por la estimulacion
eléctrica tiende a recuperarse (Fig. 16).

Los'resuitados obtenidos de nuestros experimentos con musculo
longitudinal del ileo de cobayo apcya nuestros hallazgos
electrofisiolégicos cerebrales. Es decir, el interferon-a hnho parece
interactuar con receptores opicides. No cbstante, en esta preparaciéon
el interferon-ua también provocéd efectos por demds interesantes., Quiza
el ma&s importante, fue el incremento en la actividad espontanea
intestinal.

Estos hallazgos en musculo liso, y los observados en nuestros
estudios cerebrales (73); ési como los de otros autores en _tejidos
cerebrales aislados (17) y en tejidos cardiacoé (7) indican que el
interferon-a incrementa en forma importante la excitabilidad de estos
tejidos. Ouizé estos efectos del interferon-a sobre la excitabilidad
de la musculatura lisa intestinal podrian explicar la diarrea cronica
que se presenta muy frecuentemente en los pacientes sometidos a
tratamientos repetidos con interferon-a.

Es importate mencionar que recientemente se han publicado
élgunos estudios donde se muestra que las similitudes inmunolégicas
encontradas entre el interferon-a y las sustancias derivadas de la -
lipoproteina pueden estar no necesariamente bien interpretadas (31),
aunque otros estudios aun apoyan tal similitud (79), 1lo cual ha
creado una gran controversia en torno a tales resultados.

Aunque aun desconocemos los mecanismos precisos que emplea el
interferon-a para afectar al sistema nerviogo central, los resultados
encontra&os en eéta serie de trabajos aqui presentados, aunados a las

evidencias mostradas por otros autores (95) aportan evidencias
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suficientes que demuestran que el interferon-a no e€s s6l¢  uUn agente
con propiedades antivirales y antiproliferativas. Nosotros
consideramos que su influencia en condiciones fisiolégicas se ejerce

mas allad de este campo.
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Fig. 16.- En 5 de 11 segmentos de intestino registrados, el
interferon-a provocé un incremento importante en las
contracciones espontidneas que posee este muscule. Este
incremento desorganizé en forma importante el patrén de
contracciones provocado por la estimulacién eléctrica.
Estos efectos fueron revertidos cuando el interferon-a se
eliminé del bafio, como se muestra en esta fotografia. Aun
en estas circunstancias la agregacioén de morfina al bafio
provocé su efecto caracteristico.

En nuestra opinibn; el interferon-a posee un papel de
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intermediario o de agente asociativo entre el sistema inmune del
organismo y el sistema nervioso central. De esta manera, el
interferon provbca cambios en la regulacién homeostatica, tales como
fiebre, anorexia, hipomotilidad etc. en condiciones cuando el
organismo ve amenazada su estabilidad por la presenéia de organismos
o sustancia quimicas ajenas al cuerpo humano. (23).

Existen, sin embargo, otros autores que asignan un papel méas
general al interferon y lo consideran como una molécula reguladora de
un gran numero de procesos fisiolégicos. En este sentido, se propone
al interferon-a c¢omo una sustancia importante en 1la regulacion
neuroendocrina hormonal (7); en la completa regulacion del sistena
inmune y Oréanos paralelos (13);‘ en la regulacién de las funciones
cromosémicas de muchas estirpes celulares (39) y la mas amplia es la
sugerencia de Zhdanov quien propone al interferon como una de las
sustancias claves para la homeostasis de los organismos (99).

Son muchas las directrices que pueden tomarse despues de
realizados 1los trabajos que aqui se relatan. En primer 1lugar aun
queda por describir un mecanismo de accién para los efectos
cerebrales del interferon-a, 1los cuales ya nadie pone en duda. Estos
efectos parecen poseer una dinamica y caracteristica muy.diferentes a
sus efectos antivirales y antiproliferativos, los cuales son
especificos de especie y son mediados por receptores conocidos.

Los enfoques experimentales para detectar los mecanismos de
accioh 'cérebral son mﬂitiples, estos podian abarcar desde estudios
con ligandos radiocactivos para intentar encontrar sitios de unién
especifica, hasta interacciones farmacologicas con otros sistemas de

neurotransmisores bien establecidos. En este sentido resulta
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sumamente interesante el buscar una posible interaccién con 1los
sistemas noradrenérgicos cerebrales principalmente por sus acciones
de indole opioide que posee.

Otro aspecto muy interesante que actualmente esta siendo
estudiadb por varios laboratorios es su participacioén ya sea como
posible agente etiolégico, o como un participante dinamico en algunos
cuadros patolégicos relacionados con alteraciones cerebrales (18, S5,
58, 88).

La primera descripcién del interferon se realizé en 1957 (47},
han transcurrido apenas 30 afios y 1la cantidad de trabajos
relacionados con esta sustanqia ha progresado en forma explosiva, lo
cual dado su potencialidad terapeutica no es sorprendente. La mayor
parte de los investigadores que de una u otra forma hemos trabajado

con el interferon estamos cautivados por esta sorprendente molécula.
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